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ANEXOS
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Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccidn del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del conirato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidn de uso de conocimientos
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WO 20061016997 PCT/US2005/022522

CIERTOS COMPUESTOS DE FOSFATO DE AMINOALQUILO
GLUCOSAMINIDA Y SU USO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud es la continuacién en parte de la Solicitud
10/752,660 presentada el 6 de enero de 2004, la cual reivindica la prioridad de 1a
solicitud provisional estadounidense 60/438,585 presentada el 6 de enero de 2003. El
contenido de las dos solicitudes mencionadas se incorpora a la presente en su integridad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0002] Los receptores de tipo “peaje” (TLR por sus siglas en inglés), han sido
vinculados a la poderosa respuesta inmunitaria innata y reconocen distintos
componentes estructurales que son tinicos de los patégenos; esta interaccion lleva al
sistema inmunolégico hacia un estado activado, lo cual acarrea consecuencias de corto y
largo plazo. Existe gran interés por el desarrollo de agonistas y antagonistas de los TLR
ya que la manipulacién farmacoldgica de las respuestas inmunitarias innatas puede
llevar a la obtencién de vacunas més eficaces y a novedosos abordajes terapéuticos a las
enfermedades autoinmunes, atdpicas, malignas e infecciosas, El primer producto
microbiano del que se descubrié que era un agonista de un receptor de tipo “peaje” fue
el LPS, un componente de Ia membrana bacteriana especifico de los microorganismos
gram negativos, que activa al receptor de tipo “peaje” 4 (TLR-4). Aunque el LPS es un
poderoso agente inmunomodulador, su uso medicinal es limitado debido su extrema
toxicidad, que incluye la induccién del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, La
molécula subestructural endotdxica bioldgicamente activa del LPS es el Hpido-A, un
disacdrido de glucosamina fosforilado, acilado con mdltiples dcidos grasos que sirve
para anclar toda la estructura de la membrana externa de bacterias Gram-negativas: Los
- efectos tdxicos del lipido A se pueden aminorar mediante la modificacién quimica
selectiva del lipido A para producir compuestos de lipido A monofosforilados (MPL™
inmunoestimulante; Corixa Corporation; Seattle, WA). Se han descrito los métodos para
hacer y usar MPL™ inmunoestimulante y compuestos estructuralmente semejantes en
adyuvantes para vacunas y otras aplicaciones (véanse por ejemplo, Patentes
estadounidenses Nos. 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 y 4,912,094; 4,987,237; Johnson
et al., J Med Chem 42:4640-4649 (1999); Ulrich y Myers, en Vaccine Design: The
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Subunit and Adjuvant Aproach;, Powell y Newman, Eds.; Plenum: New York, 495-524,
1995). En particular, estas y otras referencias demostraron que el MPL™
inmunoestimulante y compuestos relacionados tenfan significativas actividades
adyuvantes cuando se usaron en formulaciones para vacuna con antigenos protefnicos y
carbohidratos para reforzar la inmunidad humoral o la mediada por células a los
antigenos e interactuar con los receplores de tipo “peaje”.

[0003] A partir de la experiencia con el MPL™ inmunoestimulante y otros
componentes de la pared celular bacteriana, se desarroll6 una familia de novedosos
compuestos sintéticos, los fosfatos de aminoalquilo glucosaminida (AGP). Los
compuestos AGP también interactian con el TLR-4, como agonistas y antagonistas. Los
AGP incluyen compuestos tanto aciclicas como ciclicos (Patentes estadounidenses Nos.
6,113,918, y 6,303,347, WO 98/50399 publicadas el 12 de octubre de 1998, WO
01/34617, publicada el 17 de mayo de 2001, WO 01/90129, publicada el 29 de
noviembre de 2001, y WO 02/12258, publicada el 14 de febrero de 2002). A semejanza
del MPL™ inmunoestimulante, se ha demostrado que estos compuesios conservan
caracteristicas adyuvantes significativas cuando se formulan con antigenos en
composiciones de vacuna and, ademss, tienen perfiles de toxicidad similares o
mejorados cuando se comparan con el MPL™ inmunoestimulante. Los AGP también
muestran actividad ayduvante en la mucosa y son eficaces en ausencia antigeno, lo cual
los convierte en compuestos atractivos para uso profiléctico o terapéutico use.

[0004] Oftra ventaja importante que ofrecen los AGP sobre el MPL™
inmunoestimulante y sus similares es que los AGP son féciles de producir a escala
comercial por medios sintéticos. Ya que se producen sintéticamente, los AGP estdn
desprovistos de las trazas de contaminantes biolégicos que se encuentran en el MPL.
Dichos AGP tendrian una ventaja sobre el MPL como adyuvantes de vacuna en ciertos
escenarios, como los protocolos de inmunizacién en pediatria en los cuales se tiene que
minimizar la pirogenicidad de los adyuventes. No obstante, puesto que los AGP son
producto de sintesis quimica, una estabilidad menos que 6ptima del compuesto podria
conllevar la acumulacién de productos de degradacién que podrian dar lugar a
variaciones en la actividad bioldgica y la estabilidad de un lote a otro. Desde el punto de -
vista del desarrollo de procesos de BPM para la manufactura de materiales para estudios
clinicos en seres humanos, la estabilidad de los lotes y la variabilidad lote a lote son
aspectos de gran importancia. Por tanto, Jos compuestos que tienen mayor actividad
biolégica que el MPL™ inmunoestimulanie y similares, que interactlian con receptores
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de tipo “peaje” o son optimizados para la sintesis con BPL a gran escala son deseables.
La presente invenci6n pretende satisfacer dichas necesidades y otras al proporcionar
compuestos modificados para que tengan una mejor actividad biolégica, estabilidad con
aumento de la resistencia a la degradacién enzimética y quimica, y mejores perfiles de
seguridad. |

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] En un aspecto, la presente invencién comprende ciertos novedosos
compuestos de fosfato de aminoalquilo glucosaminida, como se definen aqui, y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. La invencién ademés comprende
composiciones que contienen los compuestos o sus sales, y métodos de uso de los
compuestos como adyuvantes y como compuestos farmacéuticamente eficaces por
derecho propio.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
[0006] Los compuesios de la presente invencién son elementos de la familia del
aminoalquilo glucosaminida 4-fosfato (AGP). Como se describe més adelante, los
compuestos de la invencidn poseen en grado variable modificaciones de las longitudes
de las cadenas de seis acilos (primarias y secundariag), modificaciones estructurales del
brazo alquilo que incluyen una molécula de fosfato, modificacién estructural para incluir
un éter lipidico primario en la posicién del aziicar C-3 as{ como para tres éteres lipidicos
secundarios, o un grupo bloqueador 6-hidroxilo.
[0007] Conocidos quimicamente como w-aminoalquilo 2-amino-2-desoxi -4-
fosfono-B-D-glucopirandsidos, los AGP constituyen una clase de miméticos sintéticos
del lpido A que guardan relacién estructural con el principal componente
biolégicamente activo del componente del lipido A monofosforilado. En los AGP el
azticar reductor ha sido reemplazado por una unidad aglicon de N-[(R)-3-n-
alcanoiloxitetradecanoilJaminoalquilo. A semejanza de otros derivados del lipido A
disacérido, los AGP comprenden seis dcidos grasos para que su actividad bioldgica sea
miéixima, pero a diferencia de los derivados disacéridos, los AGP contienen una unidad
aglicén conformacionalmente flexible ligada a B que permite el empaque apretado
energéticamente favorecido de las seis cadenas de 4cido graso. Se cree que el empagque
apretado de seis dcidos grasos en una configuracién hexagonal desempefia un papel
fundamental en la bioactividad de las moléculas similares al lipido A (Seydel et al.,
Immunobiol; 187(3-5):191-211,1993).
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[0008] Los compuestos de la presente invencién se consideran como elementos
de la familia de los AGP. Estos compuestos incluyen modificaciones de las longitudes
de las cadenas de seis acilos (primarias y secundarias).

[0009] En uno de los aspectos més amplios, una caracteristica de la invencién es
un compuesto AGP que tiene la férmula (I):
ORg
R,o

X NﬁR

q
(THz)P
j Rs OR;
Ri2

()]
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o

ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son
nimeros enteros de 0 a 6; R, Rz ¥ R; son iguales o distintos y son residuos de acilo
graso que tienen desde | hasta cerca de 20 dtomos de carbono y en donde uno de Ry, R;
0 R; es opcionalmente hidedgeno; R4 y Ry son iguales o distintos y se seleccionan de
entre el grupo compuesto por H y metilo; Rg y Ry son iguales o distintos y se seleccionan
de entre el grupo compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi,
amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Rg y
Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H,
y por lo menos uno de Ry y Ry es fosfono; Ry, Ry ¥ Rz e seleccionan
independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos de cadena recta que
tienen de 1 a 10 dtomos de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0010] En versiones preferidas de este aspecto de la invencién,

- X'y Y son ambos de preferencia stomos de oxigeno;

- Ry, Rz y R3 son de preferencia grupos acilo normales, que pueden ser iguales o
distintos, y més de preferencia se seleccionan independientemente de grupos acilo de
cadena recta C¢-C,4 (mds de preferencia grupos acilo saturados);

- RIO, RH Y Ri2 son de preferencia grupos aliféticos no sustituidos (es decir, alquilo) que
tienen de 1 a 10, de preferencia de 3 a 9, més de preferencia de 3 a 7, dtomos de
carbono, y més de preferencia son grupos aliféticos no sustituidos idénticos que tienen
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de 3 a 7 dtomos de carbono.
[0011] Los compuestos la-c y 2a-c, y sus sales farmacéuticamente aceptables,
son elementos ejemplares de este tipo de compuesto (I).

WJ(;YVJ\ mjo:x(;t\j\

3T

lac R, =CO;H ¢ CH,0PO4H; 2ac¢  R;=CO;H é CH,OPO;H;
Rn = c‘, Cm, C“ acilo R; - C‘. C|o, Cu acilo
[0012] Los compuestos (I) de la presente invencién por tanto se parecen a

algunos AGP conocidos, salvo que poseen cadenas primarias de écidos grasos més
cortas (en los compuestos AGP que se conocian antes, 1as cadenas primarias de édcidos
grasos tienen 14 dtomos de carbono, es decir, Rio, R11 ¥ Ri2 son grupos alquilo de
cadena recta Cj)). Se encontré que la alteracién de la longitud de la cadena secundaria de
dcidos grasos tiene efecto en la capacidad de estimular al sistema inmunitario de las
AGP y para los homélogos secundarios de dcidos grasos de 3-D-MPL (Johnson et al, J
Med Chen;, 42:4640-4649, 1999). La baja endotoxicidad de ciertas variantes naturales
del lipido A como el lipido A del R. sphaeroides ha sido atribuida en parte a 1a presencia
de dcidos grasos primarios més cortos (Cyo) en estas moléculas (Qureshi et al., J Biol
Chem; 266(10):6532-6538, 1991). De manera parecida, la baja toxicidad de ciertos LPS
de helicobacter y pseudomonas se puede deber a la presencia de componentes hexaacilo
que contienen cidos grasos primarios que difieren en longitud de los que se encuentran
en el lipido A téxico de la salmonella (Moran et al., J Bacteriol; 179(20):6453-6463,
1997; Kulshin et al., Eur J Biochem; 198(3):697-704, 1991). Si bien la relacién entre la
longitud de la cadena acilo primaria ha sido poco investigada con los andlogos sintéticos
del lipido A que contienen hasta tres dcidos grasos (Hasegawa et al., Biosci Biotech
Biochem; 59(9):1790-1792, 1995 y Ogawa et al., Carbohidr Res; 220:155-164,1991) y
andlogos tetraacilo disacdrido del lipido IVa, (Fukase et al., Tetrahedron; 54:4033-
4050,1998) hasta donde sabemos jamés se ha hecho un estudio ya sea con el
farmacéforo hexaacilado bésico del lfpido A o con un mimético del lipido A.
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[0013] Entre las caracteristicas de presente invencién también se incluyen ciertos
compuesio glicilo y fosfonooxietilo (PE) compuestos. Estos son compuestos de la
anterior formula (I) los cuales Ry, Rs y R son hidrégeno, n, m y p son 0, y en los cuales
qes ] y Ry es COOH o en los cuales q es 2 y Ry es OPO;H,. Por tanto, tienen la formula

general (1I):
ORg
RgO o)
o} H =
O

RO OR3
R0 Riz

R1o Ry
(I

en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en posicion
axial 0 ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; R;, R2y R
son iguales o distintos y son residuos de acilo graso que tienen desde 1 hasta cerca de 20
dtomos de carbono y en donde uno de R, Rz 0 Rj es opcionalmente hidrégeno; R4 se
selecciona de entre el grupo compuesto por H y metilo; q es 1 y Ry es COOH, o bien, q
es 2 y R; es OPO3;H;; Rg ¥ Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por fosfono y H, y por lo menos uno de Rg y Rg es fosfono; y Ryg, Ri1 Y Riz
se seleccionan independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos de
cadena recta que tienen de 1 a 11 dtomos de carbono;

en el entendido de que Ry sea COOH, entonces por lo menos uno de Ryg, Ry1 y
R,z es un grupo alifético no sustituido de cadena recta que tiene de 1 a 10 4tomos de
carbono;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0014] En versiones preferidas de compuestos (II) de la invencién,

- Xy Y son ambos de preferencia 4tomos de oxigeno;

- R}, R3y R; son de preferencia grupos acilo normales, que pueden ser
iguales o distintos, y de preferencia se seleécionan
independientemente de grupos acilo de cadena recta C-Cy4, 0 de
grupos acilo de cadena recta Cs-C)o;

- si Ry es COOH, entonces los grupos Rig, Ri1 ¥ Rz son de preferencia
grupos aliféticos no sustituidos (es decir, alquilo) que tiecnende 1 a 10
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dtomos de carbono.
[0015] Rjo, R11 ¥ Ry2 de los compuestos (1) pueden ser grupos aliféticos
saturados iguales o distintos, pero mds de preferencia son grupos aliféticos no sustituidos
idénticos.

[0016] Los compuestos 11a,b y 12a,b son clementos ejemplares de este tipo de
compuesto (II).
OH OH
H ' OﬁOHh
o NN
H
RZO RO R0 R Rz0
20
NCyHn  ‘nCyHn rua mCuHp 0 CyyHn wonfla
11a Ry= C; acilo 12a R;= Cq4 acilo
11b R;=C;yacilo 12b Ry= Cpacilo

[0017] Los compuestos 12a, 12b contienen modificaciones estructurales del brazo
alquilo que incluyen una molécula de fosfato. Dichos compuestos se consideran
potencialmente m4s estables que los otros elementos de 1a familia. Estos compuestos
tienen la ventaja sobre las clases de seril/serinol fosfato de AGP de que les falta un
centro estereogénico en la unidad aglic6n, una caracteristica que complica la sintesis y
comporta impurezas enantioméricas y diastereoméricas dificiles de separar. Los
compuestos 12a, 12b son representativos de una novedosa clase de compuestos, es decir,
los de Férmula (II) en los cuales R7 es un grupo fosfono, y q es 2.

[0018) Otro tipo de compuestos de la invencién son los derivados acilo (R)-3-
alquiloxitetradecanoicos. Estos tienen la misma férmula general (T) de arriba, salvo que
R}, Rz y R3 no son grupos acilo sino grupos alquilo de cadena recta, lo cual hace que los
grupos R;0-, R20- y R;O- sean éteres en vez de derivados del dcido carboxilico. En este
tipo de compuesto, R;, Rz y R3 son de preferencia grupos Ce-C1; alquilo. Pueden pueden
ser grupos iguales o distintos, pero més de preferencia son idénticos.

[0019] Dichos compuestos tienen la férmula general (IIT):
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Re  (CHyp

3

R0 Ri2
R11

ORy
RgO Rs
Y Nﬁ"r
O
OR

R1 3

. Ryg
(L)
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o
ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son
ntmeros enteros de 0 a 6; Ry, Rz y R; son iguales o distintos y son grupos alifiiticos
saturados de cadena recta (es decir, grupos alquilo de cadena recta) que tienen desde 1
hasta cerca de 20 dtomos de carbono y en donde uno de R, Rz y Rj es opcionalmente
hidrégeno; R4 y Rs son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto
por H y metilo; Rg y R7 son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por H, hidroxi, alcoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto,
ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; R y Ry son iguales o
distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H, y por lo menos
uno de Ry y Ry es fosfono; Ry, Ry; ¥ R2 se seleccionan independientemente de grupos
aliféticos saturados-no sustituidos de cadena recta que tienen de 1 a 11 dtomos de
" carbono;
or una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0020] En versiones preferidas de compuestos (III) de la invenci6n,
- Xy Y son ambos de preferencia dtomos de oxigeno; y
- Ry, Ra ¥R, los cuales pueden ser iguales o distintos, de preferencia se
seleccionan independientemente de grupos Cg — Cj4 alquilo de cadena
recta, o de grupos Cg — C,¢ alquilo no sustituidos de cadena recta.
[0021] Los compuestos 18a,b son elementos ejemplares de este grupo, que

contienen tres éteres lipidicos secundarios (Ri-R3):
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OH
M Ry
2.3 ?
mCuHn nCyHm n-CyyHyy
{
,n ) 0
n
18a = n = ] (C alquilo)
18b =n = 5 (C,p alquilo)
R, = CH;OPO;H, o bien COH
[0022] Otro tipo de compuesto de la presente invencién tiene la férmula (IV):
ORy

RgO o

i NH mN_9

O
R-| j R3
10 Ri1 -

Y
R

1)
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o
ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son
nimeros enteros de 0 a 6; Ry, Rz y R son iguales o distintos y son grupos aliféticos
saturados de cedena recta (es decir, grupos alquilo de cadena recta) que tienen desde 1
hasta cerca de 20 dtomos de carbono y en donde uno de Ry, Rz Y R; s opcionalmente
hidrégeno; R4 y Rs son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto
por H y metilo; Rs y R son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto,
ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Rg y Ry son iguales o
distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H, y por lo menos
uno de Ry y Ry es fosfono; Ry, Ry ¥ Ry3 se seleccionan independientemente de grupos
alifiiticos saturados no sustituido's de cadena recta que tienende 1 a 11 dtomos de
carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0023] En versiones preferidas de compuestos (IV) de la invencion,
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- X es de preferencia oxigeno ; y

- Ry, Ray R; pueden ser iguales o distintos y més de preferencia se
seleccionan independientemente de grupos Cg-Cjy alquilo de cadena
recta 0 de grupos Cg-Ciy alquilo de cadena recta.

[0024] Los compuestos 20a,b son elementos ejemplares de esta clase de
compuestos.
OH
Whﬂo 0 o Ry
O
Q
[«]
nCiHa "y CyHp
)
) n

20m =n = | (C, alquilo)
20b =n = 5 (Cy alquilo)
R, = CH;0PO,H; o bien CO;H

[0025]) Estos compuestos tienen atributos que les confieren resistencia a un
metabolismo desfavorable o 1a hidrdlisis acuosa. Se ha propuesto que la eliminacién
selectiva de los dcidos grasos normales de las moléculas estructuralmente diversas de
lipido A por accién de la hidrolasa de acilooxiacilo humana (AOAH) para dar el
antagonista lipido IVa ha evolucionado como un mecanismo de defensa para reducir la
toxicidad del lipido A (Erwin y Munford., J Biol Chem 265(27): 1644416449, 1990).
No obstante, la mayor toxicidad del 3-D-MPL derivado naturalmente con respecto a la
del principal componente hexaacilo probablemente se deba a la presencia de
componentes menos altamente acilados con estructuras diferentes del lipido IVa (Ulrich
y Myers, Monofosforil lipid Adjuvant. Past experi new di
Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Aproach. Ed. Powell M.F., Newman M.J.
Plenum Press, Nueva York, 1995; p. 495-524, Johnson et al., J Med Chem; 42:4640-
4649,1999). La variabilidad estructural en 3-D-MPL y otras preparaciones de lipido A
surge de forma inherente del LPS anélogo as{ como del fraccionamiento estérico durante
los procedimientos semisintéticos y de aislamiento. En efecto, se ha informado que el
fraccionamiento hidrolitico fécil de grupos acilo con enlaces estéricos durante la sintesis
quimica de un lipido A putativo de R. capsulatus, un potente antagonista de la
produccion de TNF-a inducida por LPS, produce cantidades menores de subproductos
agonistas indeseables (Christ et al., Science; 268:80-83, 1995). Asf las cosas, la



WO 2006/016997 PCT/US2005/022522

inestabilidad quimica o enzimética puede ser el talén de aquiles de un posible firmaco
basado en lipido A que contenga enlaces estéricos ldbiles. La inestabilidad quimica y
metabdlica de los dcidos grasos con enlaces estéricas presente en las moléculas agonistas
y antagonistas del lipido A ha sido superada con ansdlogos hidroliticamente estables
portadores de enlaces etéricos en vez de los écidos grasos primarios y secundarios con
enlaces estéricos (Christ et al. supra, Lien et al., J Biol Chem; 276(3):1873-1880, 2001).
[0026] Otros compuestos de la presente invencién tienen un grupo bloqueador 6-
hidroxilo o un 6-sustituyente como flGior. Estos compuestos tienen la férmula (V):

en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o
ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son
nimeros enteros de 0 a 6; Ry, Rz ¥ Ry son iguales o distintos y son residuos de acilo
graso o grupos alifiiticos saturados de cadena recta que tienen desde 1 hasta cerca de 20
dtomos de carbono y en donde uno de Ry, Rz y Rj es opcionalmente hidrégeno; Ry ¥y Rs
son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H y metilo; Rs y
R; son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H, hidroxi,
alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y
carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Ry es fosfono; Ry3 es F 6 O-PG; PG
representa un grupo protector hidroxilo como se define mds adelante, y Rjo, Ri; y Riz2 ¢
seleccionan independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos de cadena
recta que tienen de 1 a 11 dtomos de carbono;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0027] El término "grupo protector” (representado aqul por "PG") se refiere a
cualquiera de entre un gran niimero de grupos empleados para reemplazar al hidrgeno
de un grupo hidroxi, para asf bloquear, evitar o reducir la reactividad del grupo. Algunos
ejemplos de grupos protectores (y un listado de las abreviaturas de uso frecuente para
ellos) se pueden encontrar en T. W. Greene y P, G. Futs, "Protective Groups in Organic
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Chemistry" (Wiley), Beaucage y Iyer, Tetrahedron 48:2223 (1992) y Harrison et al,
Compendio of Sintético Organic Methods, vols. 1-8 (Wiley). Los grupos protectores
hidroxi representativos incluyen aquellos en los cuales el grupo hidroxi esté o bien
acilado o alquilado, como por la formacién de éteres o ésteres usando, por ejemplo,
grupos metilo, acetilo, bencilo, tritilo, alquilo, tetrahidropiranilo, alilo o sililo
trisustituidos.
[0028} La eleccién de un grupo protector para un compuesto, propésito o
conjunto de condiciones dados se encuentra dentro de las destrezas de las personas
versadas en la materia técnica correspondiente, y se hace con miras a proteger, de forma
general o selectiva, al grupo reactivo en cuestién bajo las condiciones prevalecientes
(presencia de otros compuestos reactivos, pH, temperatura, etc.). Los grupos protectores
que pueden usar en la presente invencién incluyen grupos metilo, fialoilo, acetilo (Ac),
bencilo (Bn), 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (Troc), t-butildimetilsililo (TBS), t-
butildifenilsililo (TBDPS), y 2,2,2-tricloro-],}-dimetiletil cloroformilo (TCBOC). Como
es conocido del estado de la técnica, un grupo protector o tipo de grupo dado puede ser
més adecuado que otros para usar con compuesto en particular o en una situacién dada,
y se saca provecho de estas caracteristicas apropiadas para desarrollar procesos que
involucran compuestos con grupos reactivos como hidroxi.
[0029] En versiones preferidas de estos compuestos (V) de la invencion,

- Xy Y son de preferencia dtomos de oxigeno; y

- Ry, Ra Y R; son de preferencia grupos acilo o alquilo normales, y mis

de preferencia se seleccionan independientemente de grupos Cs-Cio
acilo de cadena recta.

[0030] Algunos elementos ejemplares de este grupo incluyen compuestos 25a,b
que tienen un éter metilico o compuestos 26a,d que tienen un grupo flior usado en

conjunto con AGP serilo o serinol fosfato.

b STV

I3 3353

HCutn  nCy My ot nCuls  nCyHp' Meulta
23a R; = C, alquilo 20a R; = C; alquilo
25bh R; = C||| alquilo 20b Rj - Cm alquilo

R; = CO;H o bien CH;0POH,
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[0031] Un grupo C-6 azicar hidroxilo no protegido grupo puede conllevar
cantidades menores de contaminants durante la sintesis de derivados del lipido A que
pueden ser dificiles de eliminar (Christ, supra). Estos subproductos probablemente
surgen de la formacion inicial de fosfato 4,6-ciclico y su consiguiente reordenamiento
(Imoto et al., Tetrahedron Lett; 29(28):2227-2230,1988).

[0032] Como se examina aqui, el término "alifético” ya sea solo o como parte de
otro sustituyente, significa, 8 menos que se diga lo contrario, una cadena recta o
ramificade, o un radical de hidrocarburo ciclico, o una combinacién de los mismos, los
cuales pueden ser completamente saturados, mono- o poliinsaturados y pueden incluir
radicales bi- y multivalentes, que tienen-el mimero de dtomos de carbono designado (es
decir, C,-Cy significa de uno a diez carbonos). Algunos ejemplos de radicales
hidrocarburo saturados incluyen grupos como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-
butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo, (ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo,
homélogos e isémeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y
similares. Un grupo alifitico insaturado es aquel que tiene uno o més dobles enlaces o
triples enlaces. Algunos ejemplos de grupos aliféticos insaturados incluyen vinilo, 2-
propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo),
etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los hom6logos e isémeros m4s altos. Usualmente,
un grupo aliféitico tendréd de 1 a 24 dtomos de carbono. Un grupo "alifético bajo” es un
grupo alifético de cadena mds corfa, que generailmente tiene ocho 0 menos dtomos de
carbono.

[0033] El término "acilo" se refiere a un grupo derivado de un édcido orgénico
luego de la eliminacién del grupo hidroxi. Algunos ejemplos de grupos acilo incluyen
acetilo, propionilo, dodecanoil, tetradecanoil, isobutirilo, y similares. Segiin esto, el
término "acilo" tal como se usa en este documento significa que incluye un grupo que de
otra forma se define como -C(0)-alifiitico, en donde el grupo alifético de preferencia es
un grupo alifético saturado.

[0034] El término "sales farmacéuticamente aceptables” se usa para incluir sales
de los compuestos activos que se preparan con écidos o bases relativamente no téxicos,
dependiendo de los sustituyentes particulares encontrados en los compuestos aqui
descritos. Cuando los compuestos de la presente invencién contienen funcionalidades
relativamente acidicas, las sales de adicion de base se pueden obtener poniendo en
contacto la forma neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente de la base
deseada, ya sea pura o en un solvente inerte adecuado. Algunos ejemplos de sales de
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adicién de base farmacéuticamente aceptables incluyen sales de sodio, potasio, calcio,
amonio, amino 0 magnesio, o similares. Cuando los compuestos de la presente
invencidn contienen funcionalidades relativamente bdsicas, las sales de adicién de dcido
se pueden obtener poniendo en contacto la forma neutra de dichos compuestos con una
cantidad suficiente del dcido deseado, ya sea puro o en un solvente inerte adecuado.
Algunos ejemplos de sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables incluyen
las derivadas de cidos inorgénicos como clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbénico,
carbénico monohidrogenado, fosférico, fosférico monohidrogenado, fosférico
dihidrogenado, sulfiirico, sulfiirico monohidrogenado, yodhidrico, o écidos fosforosos y
similares, asi como las sales derivades de 4cidos orgdnicos relativamente no téxicos
como acético, propidnico, isobutirico, maleico, malénico, benzoico, succinico, subérico,
fuméric,o lactico, mandélico, fiélico, bencenosulfénico, p-tolilsulfénico, citrico,
tartdrico, metanosulfénico, y similares. También se incluyen sales de aminodcidos como
arginato y similares, y sales de dcidos orgénicos como dcidos glucurdnico o
galacturénico y similares (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al, "Pharmaceutical salts,"
Journal of Pharmaceutical Science, 66, 1-19, 1977). Ciertos compuestos especificos de
la presente invencién contienen funcionalidades tanto bdsicas como écidas que permiten
que los compuestos se conviertan ya sea en sales de adicion de base o de cido.

[0035] Las formas neutras de los compuestos se pueden regenerar poniendo en
contacto la sal con una base o écido y aislando el compuesto primario de la forma
convencional. La forma primaria del compuesto difiere de las varias sales en ciertas
propiedades fisicas, como la solubilidad en solventes polares, pero de lo contrario las
sales son equivalentes a la forma primaria del compuesto para propésitos de la presente
invencién.

[0036] Ademis de las sales, la presente invencién proporciona compuestos que
se encuentran en forma de profirmaco. Los proférmacos de los compuestos aqui
descritos son aquellos compuestos que ficilmente sufren cambios quimicos en
condiciones fisiolégicas para dar los compuestos de la presente invencién. Ademds, los
profiirmacos se pueden convertir en los compuestos de la presente invencién mediante
métodos quimicos o bioquimicos en un ambiente ex vivo. Por ejemplo, los profiirmacos
se pueden convertir lentamente en los compuestos de la presente invencién cuando se
ponen en un reservorio de un parche transdérmico que tiene un reactivo enzimatico o
quimico adecuado.

[0037] Ciertos compuestos de la presente invencién pueden existir en formas no
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solvatadas as{ como en formas solvatadas, incluidas las formas hidratadas. En general,
las formas solvatadas son equivalentes a las formas no solvatadas y se pretende que
queden comprendidas dentro del alcance de la presente invencién. Ciertos compuestos
de la presente invencién pueden existir en miltiples formas cristalinas o amorfas. En
general, todas las formas fisicas son equivalentes para los usos contemplados por la
presente invencién y se pretende que caigan dentro del alcance de la presente invencion.
[0038] Ciertos compuestos de la presente invencién poseen dtomos de carbono
asimétricos (centros dpticos) o dobles enlaces; se pretende que todos los racematos,
diasteredmeros, isdbmeros geométricas e isdmeros individuales caigan dentro del alcance
de la presente invencion.

[0039] Los compuestos de la presente invencién también pueden contener
proporciones no nafurales de isétopos atémicos en uno o més de los dtomos que
conforman dichos compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden estar radiomarcados
con is6topos radioactivos, como, por ejemplo, tritio (*H), yodo-125 (**°I) o carbono-14
(**C). Se pretende que todas las variaciones isotdpicas de los compuestos de la presente
invencion, ya sean radioactivas o no, caigan dentro del alcance de la presente invencién.
[0040] Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar por cualquier
medio adecuado; véanse los Ejemplos en la siguiente seccién, muchos de los cuales han
sido descritos. Por ejemplo, los procesos para preparar ciertos compuestos ltiles en la
presente invencién se describen en la Patente estadounidense No. 6,113,918; Patente
estadounidense No. 6,303,347; y PCT/US98/09385 (WO 98/50300, 12 de octubre de
1998). Otros compuestos se pueden preparar usando métodos consignados en Johnson,
et al., J Med Chem. 42:4640-4649 (1999), Johnson, et al, Bioorg. Med. Chem. Leli.
9:2273-2278 (1999), y PCT/US98/50399 (WO 98/50399, 12 de noviembre de 1998). En
general, los métodos sintéticos descritos en las referencias arriba anotadas y otros
métodos sintéticos de otra parte familiares para el estado de la técnica encuentran amplia
aplicacion en la preparacién de estos compuestos. Por ejemplo, para hacer compuestos
que tienen diferentes grupos acilo y sustituciones, la persona versada en la materia
técnica correspondiente apreciard que los métodos convergentes allf descritos se pueden
modificar para usar agentes acilantes alternativos, o se pueden iniciar con materiales
comercialmente disponibles que tienen grupos acilo adecuados enlazados.

[0041] En composiciones para suscitar o reforzar una respuesta inmunitaria, los
compuestos de la invencion se administran a un animal de sangre caliente, incluida la

especie humans, con un antigeno como una un ant{geno proteinico o polipeptidico o un
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polinucledtido que expresa un antigeno proteinico o polipeptidico. La persona versada
en la técnica puede determinar con facilidad la cantidad de antigeno que se debe
administrar para suscitar una respuesta deseada y variard segin el tipo de antigeno
administrado, la via de administracién y el esquema de vacunacién.

[0042] Los compuestos de la presente invencién también se pueden administrar
sin un antigeno exégeno, pare suscitar la proteccién inmediata a través de un efecto de
resistencia inespecifico, como se describe mds adelante; véase Persing et al.,, Publicacién
de la WIPO WO 01/90129 del 29 de noviembre de 2001. Los compuestos que tienen la
capacidad de estimular Ia resistencia inespecifica o de suscitar un efecto adyuvante se
pueden usar en la formulacién de vacunas ripidas. La administracién de compuestos de
la presente invencién con antigeno conduce a una respuesta inmunitaria mucosa
adquirida dentro de las siguientes tres a cuatro semanas. La administracién semanal de
dichos compuestos, por via intranasal, por ejemplo, en un periodo de cuatro semanas
ofreceria una proteccién rdpida y duradera al combinar la proteccién conferida por la
respuesta inmunitaria innata inicial, seguida de la respuesta inmunitaria adquirida al
antigeno de interés.

[0043] Los compuestos de la presente invencién se pueden evaluar con diversas
formas de examen de laboratorio y seleccionar aquellos que tengan las caracteristicas
que mejor se adapien a una aplicacién dada de la invencién. Por ejemplo, se pueden usar
modelos enimales para identificar y evaluar perfiles de liberacion de citocinas a la
circulacidn sistémica luego de la administracién de un compuesto de la presente
invencién. Ademds, existen varios modelos in vitro y in vivo para examinar cambios en
uno o mas aspectos de una respuesta inmunitaria a diferentes componentes antigénicos
con el fin de identificar compuestos mejor adaptados para suscitar una respuesta
inmunitaria especifica de interés, Por ejemplo, se puede poner en contacto un compuesto
con células diana, como macréfagos, células dendriticas o células de Langerhans in
vifro, y se pueden medir las citocinas elaboradas. Ademds, se pueden usar
configuraciones de expresién de genes para identificar vias especificas activadas o
inhibidas por un compuesto de interés en particular,

[0044) La induccién/produccién de citocinas se puede determinar tratando sangre
o células humanas con compuestos de [a presente invencién y midiendo la induccién con
ELISA (R & D Systems). Estos métodos también se pueden usar para determinar si la
induccidn es dependiente del receptor de tipo “peaje”. La respuesta citotdxica de los
linfocito T luego de la administracién de los compuestos de la presente invencién se
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determina mediante un examen de citotoxicidad basado en *'Cr. Si se desea, el
desempeilo del compuesto de la invencién a este respecto se puede comparar con otros
compuestos de los que se sabe que son funcionales en este sentido, como Hpido A, MPL,
AGP o similares. Ademss, los compuestos de la invencién se pueden evaluar
combinacién con uno o més agentes adyuvantes o inmunomodulador para identificar
efectos sinérgicos (véase, por ejemplo, las Patentes estadounidenses Nos: 6,303,347 y
6,113,918, y WO 01/90129, publicada el 29 de noviembre de 2001).

[0045] Modelos animales como el modelo murino de estimulacién con influenza
y el modelo murino de estimulacién con Listeria monocytogenes son tiles para valorar
la actividad adyuvante ¢ inmunomoduladora. En pocas palabras, €] compuesto se
administra seguido de una estimulacién con influenza o L. monocylogenes. El Indice de
enfermedad (pelaje erizado, postura encorvada y dificultad respiratoria), la pérdida de
peso y la mortalidad, en el caso de la influenza, o el nimero de unidades formadoras de
colonias en los bazos de los ratones tratados / no tratados, en el caso de la L.
monocylogenes se vigilan como indices de proteccién conferida por la administracion
del compuesto de la invencidn (véase, por ejemplo, WO 01/90129 publicada el 29 de
noviembre de 2001).

[0046] Tal como se usa en este contexto, el término “polipéptido™ tiene su
significado convencional, es decir, el de una secuencia de aminodcidos. Los polipéptidos
no estdn limitados a una longitud especifica del producto; por ello, péptidos,
oligopéptidos y proteinas caben dentro de la definicién de polipéptido, y estos términos
se pueden usar de forma intercambiable en el documento a menos que se diga
especificamente lo contrario. Este término tampoco se usa para excluir modificaciones
del polipéptido posteriores a la expresion como, por ejemplo, glucosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones y similares, as{ como para otras modificaciones conocida
del estado de [a técnica, tanto naturales como no naturales. Un polipéptido puede ser una
proteina completa, o una secuencia secundaria de los mismos. Algunos polipéptidos de
interés en el contexto de la presente invencién son subsecuencias de aminodcidos que
comprenden epitopes, es decir, determinantes antigénicos sustancialmente responsable
de las propiedades inmunogénicas de un polipéptido y capaces de evocar una respuesta

_ inmuni_taria. . ] _ _ ) ) _

[0047] En ocasiones se hace referencia a los polipéptidos ttiles de la presente
invencién como proteinas tumorales o polipéptidos tumorales, para indicar que su
identificacion se ha basade por lo menos en parte en sus niveles elevados de expresién
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en muestras de tumor. De esta suerte, un "polipéptido tumoral” o una "proteina tumoral®
se refieren generalmente a la secuencia polipeptidica de la presentie invencidn, o una
secuencia de polinucledtidos que codifican a dicho polipéptido, que se expresa en una
proporcién de muestras tumorales, por ejemplo, de preferencia mas de cerca de 20%,
mis de preferencia més de cerca de 30%, y mis de preferencia més de cerca de 50% o
més de las muestras tumorales examinadas, en un nivel que es por lo menos dos veces, y
de preferencia por lo menos cinco veces, mayor que el nivel de expresion en tejidos
normales, que se determina usando un examen representativo aquif provisto.

{0048] En ciertas versiones preferidas, los polipéptidos de la invencién son

" inmunogénicos, es decir, reaccionan en grado detectable dentro de un inmunoanélisis
(como un andlisis ELISA o de estimulacién de células T) con antisueros o células T de
un paciente con céncer. La pesquisa de la actividad inmunogénica se puede llevar a cabo
usando técnicas bien conocidas para el perito en la técnica. Por ejemplo, dichas
pesquisas se pueden realizar usando métodos como los descritos en Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En un ejemplo
ilustrativo, un polipéptido se puede inmovilizar sobre un soporte sélido y se pone en
contacto con suero del paciente para permitir la unién de los anticuerpos presentes en los
sueros con el polipéptido inmovilizado. Los sueros no ligados entonces se eliminan y los
anticuerpos ligados se detectanusando, por ejemplo, Proteina A marcada con 1.

[0049] Como seré reconocido por la persona versada en la técnica, las porciones
inmunogénicas de los polipéptidos aquf revelados también estén abarcados por la
presente invencién. Una "porcién inmunogénica™ como se usa en este documento, es un
fragmento de un polipéptido inmunogénico de la invencidn que en s{ mismo es
inmunoldgicamente reactivo (es decir, que se une especificamente) con las células B o
con receptores del antigeno de superficie de la célula T que reconocen al polipéptido.
Las porciones inmunogénicas en generel se puede identificar usando técnicas bien
conocidas, como las resurmidas en Paul, Fundamental Immunology, 3" Ed., 243-247
(Raven Press, 1993) y las referencias aqui citadas. Dichas técnicas incluyen investigar
en los polipéptidos la capacidad de reaccionar con anticuerpos, antisueros o lineas o
clones de células T especificos del antigeno. Como se usa en este contexto, los
antisueros y anticuerpos son "especificos del antigeno” cuando especificamente se unen
a un antigeno (es decir, reaccionan con la proteina en un examen de ELISA o en otro
inmunoanslisis, y no lo hacen de forma detectable con proteinas no emparentadas).
Dichos antisueros y anticuerpos se pueden preparar como se describe aqui, y usando
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técnicas bien conocidas.

[0050] En una versién preferida, una porcién inmunogénica de un polipéptido de
la presente invencién es una porcién que reacciona con antisueros o células T en un
nivel que no es sustancialmente menor que la reactividad del polipéptido de longitud
completa (p.ej., en un examen de ELISA o de reactividad de células T). De preferencia,
el nivel de actividad inmunogénica de la porcién inmunogénica es por lo menos cercano
8 50%, de preferencia por lo menos cercano a 70% y mis de preferencia més de cerca de
90% de la inmunogenicidad del polipéptido de longitud completa. En algunos casos, se
identificardin porciones inmunogénicas preferidas que tienen un nivel de actividad
inmunogénica mayor que el del correspondiente polipéptido de longitud completa, p.ej.,
tienen més de cerca de 100% o 150% o més de actividad inmunogénica.

[0051] En ciertas otras versiones, las porciones inmunogénicas ilustrativas
pueden incluir péptidos en los cuales se ha borrado una secuencia lider N-terminal o un
dominio de transmembrana. Otras porciones inmunogénicas ilustrativas contendnin una
pequefia delecién N- o C-terminal (p.ej., 1-30 aminoécidos, de preferencia 5-15
aminoécidos), con respecto a la proteina madura.

[0052]) En otra versién, una composicion de polipéptido de la invencién puede
también comprender uno o mas polipéptidos que son inmunoldgicamente reactivos con
células T o con anticuerpos generados contra un polipéptido de la invencién,
particularmente un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos revelada aqui, o
con un fragmento inmunogénico o variante de los mismos.

[0053] En otra versién de la invencidn, se proporcionan polipéptidos que
comprenden uno o més polipéptidos capaces de suscitar células T o anticuerpos que son
inmunoldgicamente reactivos con uno o mas polipéptidos de los aqul descritos, o uno o
més polipéptidos codificados por secuencias contiguas de éicidos nucleicos contenidas en
los polinucledtidos aqui revelados, o fragmento inmunogénicos o variantes de los
mismos.

[0054] Los polipéptidos pueden comprender una secuencia seflal (o lider) en el
extremo N-terminal de la proteina, la cual dirige de forma co-de traduccién o post-de
traduccion la transferencia de la proteina. El polipéptido también puede estar conjugado
a un enlazador u otra secuencia para los casos de sintesis, purificacién o identificacién
del polipéptido (p.¢j., poli-His), o para reforzar la unién del polipéptido a un soporte
sélido. Por ejemplo, un polipéptido puede estar conjugado a la regién Fe de una '
inmunoglobulina.
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[0055] Dentro de otras versiones ilustrativas, un polipéptido puede ser un
polipéptido de fusién que comprende muiltiples polipéptidos como los aqul descritos, o
que comprende por lo menos un polipéptido como los aqui descritos y una secuencia no
relacionada, como una protefna tumoral conocida. Un socio de fusion puede, por
ejemplo, ayudar a proporcionar epitopes T cooperadores (un socio de fusién
inmunolégico), de preferencia epitopes de T cooperadores reconocidos por los seres
humanos, o puede ayudar a expresar la proteina (un reforzador de expresién) en
producidos més altos que la protefna recombinante nativa. Ciertos socios de fusion
preferidos son a la vez socios de fusién inmunolégicos y reforzadores de expresién.
Otros socios de fusion se pueden seleccionar para que incrementen la solubilidad del
polipéptido o habiliten al polipéptido para que sea elegido como diana por
compartimientos intracelulares deseados. Otros socios de fusién incluyen marbetes de
afinidad, los cuales facilitan la purificacién del polipéptido.

f0056] Los polipéptidos de fusién en general se pueden preparar usando técnicas
esténdar que incluyen la conjugacién quimica. De preferencia, un polipéptido de fusién
se expresa como un polipéptido recombinante, lo cual permite la produccion de niveles
elevados, con respecto a un polipéptido no fusionado, en un sistema de expresién. En
breves palabras, las secuencias de ADN que codifican los componentes del polipéptido
se pueden ensamblar por separado, y ligar en un vector de expresién adecuado. El
extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica a un componente polipeptidico estd
ligado, con o sin un eslabonador de péptidos, al extremo 5' de una secuencia de ADN
que codifica al segundo componente polipeptidico de manera que los cuadros de lectura
de las secuencias se encuentran en fase. Esto permite la traduccién en un dnico
polipéptido de fusidn que retiene la actividad biologica de ambos componentes
polipeptidicos.

[0057] Se puede emplear una secuencia enlazadora de péptidos para separar al
primero y el segundo componentes polipeptidicos una distancia suficiente para asegurar
que cada polipéptido se pliega en sus estructuras secundaria y terciaria. Dicha secuencia
enlazadora de péptidos se incorpora al polipéptido de fusién usando técnicas estdndar
bien conocidas del estado de la técnica. Las secuencias enlazadoras de péptidos
adecuadas se pueden elegir con base en los siguientes factores: (1) su capacidad para
adoptar una conformacién extendida flexible; (2) su incapacidad para adoptar una
estructura secundaria que pudiera interactuar con epitopes funcionales en el primero y
segundo polipéptidos; y (3) Ia ausencia de residuos hidréfobos o cargadas que pudiesen
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reaccionar con los epitopes funcionales del polipéptido. Las secuencias enlazadoras de
péptidos preferibles contienen residuos de Gli, Asn y Ser, Otros aminoécidos casi
neutros, como treonina y alanina también se pueden usar en la secuencia enlazadora. Las
secuencias de aminodcidos que se pueden usar con provecho como enlazadoras incluyen
las reveladas en Maratea et al., Gene 40:39-46,1985; Murphy et al., Proc. Nafi. Acad.
Sci. USA 53:8258-8262, 1986; Patente estadounidense WO 4,935,233 y Patente
estadounidense No. 4,751,180. La secuencia enlazadora generalmente puede tenerde 1 a
cerca de 50 aminodcidos de longitud. Las secuencias enlazadoras no se necesitan cuando
el primer y el segundo polipéptidos tienen regiones N-terminales de aminoédcidos no
esenciales que se pueden usar para separar los dominios funcionales ¢ impedir la
interferencia estérica.

[0058] Las secuencias ligadas de ADN se vinculan de forma operativa a
elementos adecuados de regulacién de la trascripeion o la traduccién. Los elementos
reguladores responsables de la expresién del ADN se localizan (nicamente en 5' de la
secuencia de ADN que codifica a los primeros polipéptidos. De manera parecida, los
codones de detencidn que se requieren para finalizar las seflales de terminacién de la
traduccién y la trascripcién sélo estan presentes 3' de la secuencia de ADN que codifica
al segundo polipéptido.

[0059] El polipéptido de fusién puede comprender un polipéptido como el que se
describe aquf junto con una proteina inmunogénica no emparentada, como una proteina
inmunogénica capaz de evocar una respuesta de memoria. Algunos ejemplos de dichas
protefnas incluyen las protefnas del tétano, la tuberculosis y la hepatitis (véase, por
ejemplo, Stoute et al. New Engl. J. Med., 336:86-91, 1997).

[0060] En una versi6n preferida, el socio de fusién inmunolégico se deriva de un
Mycobacterium sp., como un fragmento Ral2 derivado del Mycobacterium tuberculosis.
Las composiciones Ral2 y los métodos para su uso en el reforzamiento de la expresién o
la inmunogenicidad de secuencias heterélogas de polinucle6tido/polipéptido se describe
en la Solicitud de Patente estadounidense 60/158,585. En pocas palabras, Ral2 se refiere
a una regién del polinucleétido que es una subsecuencia en un dcido nucleico MTB32A
del Mycobacterium tuberculosis. El MTB32A una proteasa de serina de 32 KD de peso
molecular codificada por un gen en cepas virulentas y no virulentas de M. tuberculosis.
La secuencia de nucle6tidos y la secuencia de aminodcidos de MTB32A han sido
descritas (por ejemplo, Solicitud de Patente estadounidense 60/158,585; véase también,
Skeiky et al, Infection and Immun. (1999) 67:3998-4007). Los fragmentos C -terminales
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de la secuencia que codifica al MTB32A se expresan en niveles altos y permanecen
como polipéptidos solubles después del proceso de purificacién. Ademds, el Ral2 puede
intensificar la inmunogenicidad de los polipéptidos inmunogénicos heterélogos con los
cuales se fusiona. Un polipéptido de fusion Ral2 preferido comprende un fragmento C-
terminal de 14 KD que corresponde a los residuos de aminodcidos 192 a 323 de
MTB32A. Otros polinucledtidos Ral2 preferidos generalmente comprenden por lo
menos cerca de 15 nucledtidos consecutivos, por lo menos alrededor de 30 nucleétidos,
por lo menos alrededor de 60 nucleétidos, por lo menos alrededor de 100 nucleétidos,
por lo menos alrededor de 200 nucleédtidos, o por lo menos alrededor de 300 nucledtidos
que codifican una porcién de un polipéptido Ral2. Los polinucleétidos Ral2 pueden
comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia enddgena que codifica al
polipéptido Ral2 o una porcién de los mismos) o puede comprender una variante de
dicha secuencia. Las variantes de polinucle6tidos Ral2 pueden contener una o més
sustituciones, adiciones, deleciones o inserciones de manera que la actividad biolégica
del polipéptido de fusién codificado no se ve sustancialmente disminuida, con respecto a
un polipéptido de fusién que comprende un polipéptido Ral2 nativo. Las variantes de
preferencia exhiben por lo menos alrededor de 70% de identidad, mds de preferencia por
lo menos alrededor de 80% de identidad y més de preferencia por lo menos alrededor de
90% de identidad con una secuencia de polinucleétidos que codifica a un polipéptido
Ral2 nativo o una porcién del mismo.

[0061] Dentro de otras versiones preferidas, un socio de fusién inmunolégico se
deriva de la proteina D, una proteina de superficie de la bacteria gram-negativa
Haemophilus influenza B (WO 91/18926). De preferencia, un derivado de la proteina D
comprende aproximadamente el primer tercio de la proteina (p.ej., los primeros 100-110
aminoécidos N-terminales), y un derivado de Ia proteina D puede estar lipidado. Dentro
de ciertas versiones preferidas, los primeros 109 residuos de un socio de fusién de la
Lipoproteina D se incluye en el extremo N-terminal para proporcionar un polipéptido
con epitopes exdgenos adicionales a la célula T y para aumentar el nivel de expresion en
la E. coli (funcionando asf como un intensificador de expresién). La cola lipidica
ascgura la 6ptima presentacién del antigeno a las células presentadoras de antigeno.
Otros socios de fusién incluyen la proteina no estructural del virus de la influenza, NS1
(hemaglutinina). Por lo general se usan los 81 aminodcidos N-terminales, aunque se
pueden usar diferentes fragmentos que incluyen a los epitopes de las células T
cooperadoras.
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[0062] En otra version, el socio de fusion inmunolégico es la protefna conocida
como LYTA, o una porcién de la misma (de preferencia una porcién C-terminal). La
LYTA se deriva del Streptococcus pneumoniae, el cual sintetiza una amidasa de N-
acetil-L-alanina conocida como la amidasa LYTA (codificada por el gen LytA; Gene
43:265-292, 1986). La LYTA es una autolisina que especificamente degrada ciertos
enlaces de la estructura principal del peptidoglucano. El dominio C-terminal de la
proteina LYTA es responsable por la afinidad por la colina o por elgunos endlogos de la
colina como DEAE. Esta propiedad ha sido explotada para el desarrollo de pldsmidos
que expresan la C-LYTA del E. coli itiles para la expresién de proteinas de fusién. La
purificacién de proteinas hibridas que contienen el fragmento C-LYTA en el extremo
amino ha sido descrita (véase Biotechnology 70:795-798,1992). Dentro de una versién
preferida, una porcién repetida de la LYTA se puede incorporar a un polipéptido de
fusién. Una porcidn repetida se encuentra en la regién C-terminal a partir del residuo
178. Una porcidn repetida particularmente preferida incorpora los residuos 188-305.
[0063] Otra versién ilustrativa involucra polipéptidos de fusién, y los
polinucleétidos que los codifican, en donde el socio de fusién comprende una sefial de
reconocimiento capaz de dirigir a un polipéptido al compartimiento
endosdmico/lisosémico, como se describe en la Patente estadounidense No. 5,633,234.
Un polipéptido inmunogénico de la invencién, cuando se fusiona con esta sefial de
reconocimiento, se asociard de modo més eficiente con las moléculas MHC de clase 1l y
con ello proporcionars estimulaci6n intensificada in vivo de las células T CD4*
especificas del polipéptido.

[0064] Los polipéptidos de la invencién se preparan usando cualquiera de entre
una amplia gama de técnicas sintéticas o recombinantes bien conocidas. Los
polipéptidos, las porciones y otras variantes generalmente de menos de cerca de 150
aminodcidos se pueden generar por medios sintéticos, usando técnicas bien conocidas
para la persona medianamente versada en la técnica. En un ejemplo ilustrativo, esos
polipéptidos se sintetizan usando cualquiera de las técnicas de fase sé6lids disponibles
comercialmente, como el método de sintesis de fase sélida de Merrifield, en el cual se
afiaden aminoécidos de forma secuencial a una cadena creciente de aminoécidos. Véase
Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 55:2149-2146,1963. Los equipos para la sintesis
automatizada de polipéptidos estdn disponibles comercialmente con proveedores como
Perkin Ehner/Aplied BioSystems Division (Foster City, CA), y se pueden operar
conforme a las instrucciones del fabricante.
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[0065] En general, las composiciones polipeptidicas (incluidos los polipéptidos
de fusién) de la invencién son aislados. Un polipéptido “aislado” es aquel que es
extraido de su ambiente original. Por ejemplo, una proteina o polipéptido natural es
aislado si estd separado de parte o de todos los materiales coexistentes en el sistema
natural. De preferencia, estos polipéptidos también son purificados, p.ej., son por lo
menos alrededor de 90% puros, més de preferencia por lo menos alrededor de 95%
puros y més de preferencia por lo menos alrededor de 99% puros.

[0066] La presente invencién, en otros aspectos, proporciona compuestos que
comprenden uno o mids polinucledtidos que codifican a un antigeno polipeptidico como
se establece més arriba. Los iérminos "ADN" y "polinucleétido™ se usan de forma
esencialmente intercambiable en el presente documento para hacer referencia a una
molécula de ADN que ha sido aislada libre del ADN gendmico total de una especie en
particular. "Aislada," como se usa en este contexto, significa que un polinucleétido se
encuentra sustancialmente alejado de otras secuencias codificadoras, y que la molécula
de ADN no contiene grandes porciones de ADN codificador no emparentado, como
grandes fragmentos cromosémicos u otros genes funcionales o regiones codificadoras de
polipéptidos. Por supuesto, esto hace relacién a la molécula de ADN tal como se aisla
originalmente, y no excluye a los genes o regiones codificadoras que més adelante se
afiadan al segmento por mano del hombre.

[0067) Los polinucleétidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir,
una secuencia endbgena que codifica un polipéptido/proteina de la invencién o una
porcion de los mismos) o puede comprender una secuencia que codifica una variante o
derivado, de preferencia y una variante o derivado inmunogénicos, de dicha secuencia.
Por lo general, las variantes de polinucledtidos contendrén una o més sustituciones,
adiciones, deleciones o inserciones, de preferencia de modo que la inmunogenicidad del
polipéptido codificado por la variante del polinucleétido no se disminuye
sustancialmente con respecto a un polipéptido codificado por una secuencia de
polinucleétidos especificamente estipulada en este documento). También se entenderd
que el término "variante” abarca genes homoélogos de origen xenogénico,

[0068) En ciertas versiones preferidas, los polinucleétidos arriba descritos, p.ej.,
variantes, fragmentos y secuencias de hibridizacién de polinucleétidos, codifican
polipéptidos que inmunol6gicamente reaccionan cruzadamente con un polipéptido
antigénico o inmunogénico como se estipuld arriba. En otras versiones preferidas, dichos
polinucleétidos codifican polipéptidos que tienen un nivel de actividad inmunogénica de
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por lo menos alrededor de 50%, de preferencia por lo menos alrededor de 70%, y més de
preferencia por lo menos alrededor de 90% de la de una secuencia polipeptidica
especificamente estipulada en este documento.

[0069] Los polinucleétidos de la presente invencién, o fragmentos de los
mismos, cualquiera que sea la longitud de la secuencia codificadora misma, se pueden
combinar con otras secuencias de ADN, como promotores, sefiales de poliadenilaci6n,
sitios enziméticos de restriccion adicional, sitios de clonacién miltiple, otros segmentos
codificadores y similares, de manera que su longitud general puede variar en grado
considerable. Por tanto, se contempla que se puede usar un fragmento de &cido nucleico
de pricticamente cualquier longitud, siendo que la longitud total de preferencia se limita
por la facilidad de preparacién y uso en el protocolo pretendido de ADN recombinante.
Por ejemplo, se contemplan segmentos ilustrativos de polinucleétido con longitudes
totales de cerca de 10,000, cerca de 5000, cerca de 3000, cerca de 2,000, cerca de 1,000,
cerca de 500, cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50 pares de bases de longitud, y
similares, (incluidas todas las longitudes intermedias) como Gtiles en numerosas
versiones de la presente invencién.

[0070] Las composiciones de polinucledtidos de la presente invencién se pueden
identificar, preparar o manipular usando cualquiera de entre una amplia gama de
técnicas bien establecidas (véase, en general, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989, y
otras referencias similares). Por ejemplo, un polinucledtido puede ser identificado, como
se describe en mds detalle més adelante, tamizando una micromatriz de ADNc de -
expresién asociada a tumor (es decir, la expresién que es por lo menos dos veces mayor
en un tumor que en el {gjido normal, como se determina usando un andlisis
representativo que se proporciona en este documento), Estos tamizajes se pueden llevar
a cabo, por ejemplo, usando la tecnologia de micromatriz de Afymetrix, Inc. (Santa
Clara, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante (y esencialmente como se describe
en Schena et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 93:10614-10619, 1996 y Heller et al., Proc.
Nati. Acad. Sci. USA 94:2150-2155, 1997). Como altemativa, los polinucledtidos se
pueden amplificar de ADNc preparado de células que expresan las proteinas aqui
descritas, como células tumorales.

[0071] Se dispone de muchos procesos dependientes de plantilla para amplificar
una secuencia diana de interés presentie en una muestra. Uno de los métodos de

amplificacién mejor conocidos es el de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR™) la
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cual se describe en detalie en Ias Patentes estadounidenses Nos. 4,683,195, 4,683,202 y
4,800,159. En pocas palabras, en la PCR™™, se preparan dos secuencias iniciadoras que
son complementarias con regiones situadas en hebras complementarias opuestas de la
secuencia diana. Se afiade un exceso de trifosfatos de desoxi nucledsido a una mezcla de
reaccion junto con una polimerasa de ADN (p.ej., polimerasa Taq). Si la secuencia diana
se encuentra presente en una muestra, los iniciadores sc enlazan & la diena y la
polimerasa hara que los iniciadores se extiendan a lo largo la secuencia diana
afiadiéndose a los nucleétidos. Elevando y bajando la temperatura de la mezcla de
reaccidn, los iniciadores extendidos se disociardn de la diana para formar productos de
reaccidn, el exceso de iniciadores se unird a la diana y al producto de reaccién y <l
proceso de repite. De preferencia se puede llevar a cabo el procedimiento de trascripcién
reversa y amplificacién de la PCR™ con el fin de cuantificar la cantidad de ARNm
amplificada. Las metodologfas de reaccién en cadena de polimerasa son bien conocidas
del estado de la técnica.

[0072] Otros varios procesos dependientes de plantilla, muchos de los cuales son
variaciones de la técnica de amplificacién de Ia PCR™, ya son conocidos y estdn
disponibles en el estado de Ia técnica. A manera de ilusiracién, algunos de esos métodos
incluyen la reaccidn en cadena de ligasa (LCR por sus siglas en inglés), descrita, por
ejemplo, en la publicacién de solicitud europea de patente No. 320,308 y Patente
estadounidense No. 4,883,750; replicasa Qbeta, descrita en Publicacién PCT de solicitud
de patente internacional No. PCT/US87/00880; amplificacién de desplazamiento de
hebra (SDA en inglés) y reaccién de reparacion en cadena (RCR en ingiés). Otros
métodos de amplificacion se describen en la publicacién de solicitud britdnica de patente
No. 2,202 328, y en la publicacién de solicitud internacional de patente No.
PCT/US89/01025. Otros procedimientos de amplificacidn de dcidos nucleicos incluyen
sistemnas de amplificacion basados en trascripcion (TAS en inglés) (publicacién de
solicitud internacional de patente PCT No. WO 88/10315), incluida la amplificacién
basada en secuencia de écidos nucleicos (NASBA) y 3SR. La publicacién de solicitud
europea de patente No. 329,822 describe un proceso de amplificacién de dcidos
nucleicos que involucra la sintesis ciclica de ARN de hebra Gnica ("ARNss"), ADNss, y
ADN de doble hebra (ADNds). La publicacién de solicitud intemacional de patente No.
WO 89/06700 describe un esquema de amplificacién de secuencia de dcidos nucleicos
basado en la hibridizacién de una secuencia promotora/iniciadora a un ADN diana de
hebra tnica ("ADNss") seguido de la tmascripcién de muchas copias de ARN de la



WO 2006/016997 PCT/US2005/022522

secuencia. Otros métodos de amplificacién como "RACE" (Frohman, 1990), y "PCR de
un solo lado" (Ohara, 1989) también son bien conocidas del estado de la técnica.

[0073] Una porcién amplificada de un polinucleétido de la presente invencién se
puede usar para aislar un gen de longitud total de una biblioteca adecuada (p.ej., una
biblioteca de ADNc tumoral) usando técnicas bien conocidas. Dentro de dichas técnicas,
se tamiza una biblioteca (ADNc o genémica) usando una o més sondas o iniciadores de
polinucledtido adecuados para amplificacién. De preferencia, se selecciona el tamafio de
la biblioteca para que incluya moléculas mds grandes. Las bibliotecas cebadas al azar
también se pueden preferir para identificar 5’ y regiones de genes corriente arriba. Las
bibliotecas genémicas se prefieren para obtener intrones y secuencias 5' de extension.
[0074] En cuanto a las técnicas de hibridizacién, se puede marcar una secuencia
parcial (p.cj., mediante traduccién de muesca o marcacion con *2P) usando técnicas bien
conocidas. Entonces se tamiza generalmente una biblioteca bacteriana o de bacteriéfago
mediante la hibridizacién de filtros que contienen colonias bacterianas desnaturalizadas
(o prados que contienen placas de fagos) con la sonda marcada (véase Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold
Spring Harbor, NY, 1989). Las colonias o placas de hibridizacién se seleccionan y
amplian, y el ADN se afsla para anilisis ulterior. Los clones de ADNc¢ se pueden
analizar para determinar la cantidad de secuencia adicional mediante, por ejemplo, PCR
usando un iniciador de la secuencia parcial y un iniciador del vector. Se pueden generar
mapas de restriccion y secuencias parciales para identificar uno o més clones
traslapados. Entonces se puede determinar Ia secuencia completa usando técnicas
estindar, que pueden incluir la generacidn de una serie de clones de delecién. Las
secuencias traslapadas resultantes se pueden ensamblar en una secuencia contigua émica.
Una molécula de ADNc de longitud completa se puede generar ligando fragmentos
adecuados, usando técnicas bien conocidas.

[0075] Como alternativa, las técnicas de amplificacién, como las arriba descritas,
pueden ser itiles para obtener una secuencia codificadora de longitud completa de una
secuencia parcial de ADNc. Una de dichas técnicas de amplificacién es la PCR inversa
(véase Triglia et al, Nucl. Acids Res. 75:8186,1988), para la cual se usan enzimas de
restriccion para generar un fragmento en la regién conocida del gen. El fragmento
entonces se circulariza mediante enlace intramolecular y se usa como plantilla para la
PCR con iniciadores divergentes derivados de la regidn conocida. En un enfoque
alternativo, las secuencias adyacentes a una secuencia parcial se pueden recuperar
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mediante amplificacién con un iniciador a una secuencia enlazadora y un iniciador
especifico de una region conocida. Las secuencias amplificadas se suelen someter a una
segunda ronda de amplificacién con el mismo iniciador enlazador y un segundo
iniciador especifico de la regidn conocida. Una variacién de este procedimiento, que usa
dos iniciadores que inician la extension en direcciones opuestas de la secuencia
conocida, se describe en WO 96/38591. Otra de estas técnicas se conoce como
"amplificacién ripida de extremos de ADN¢” (RACE por sus siglas en inglés). Esta
técnica involucra el uso de un iniciador interno y un iniciador externo, los cuales se
hibridizan a una regién poliA o secuencia vectora, para identificar secuencias que son 5'
y 3' de una secuencia conocida. Otras técnicas incluyen la PCR de captura (Lagerstrom
et al, PCR Methods Applic. 1:111-19, 1991) y la PCR caminante (Parker et al., Nucl.
Acids. Res. 79:3055-60, 1991). Otros métodos que emplean la amplificacion también se
pueden emplear para obtener una secuencia de ADNc de longitud completa.

[0076] En ciertos casos, es posible obtener una secuencia de ADNc de longitud
completa mediante el anilisis de secuencias proporcionadas en una base de datos de
etiquetas de secuencias expresadas (EST), como la que ofrece GenBank. Las bisquedas
de EST traslapadas se puede llevar a cabo en general usando programas bien conocidos
(p-¢j., blisquedas NCBI BLAST), y estas EST se pueden usar para generar una secuencia
contigua de longitud completa. Las secuencias de ADN de longitud completa también se
pueden obtener mediante el anilisis de fragmentos gendmicos.

[0077] En otras versiones de la invencion, las secuencias de polinucleétidos o
fragmentos de las mismas que codifican polipéptidos estipulados arriba, o proteinas de
fusién o equivalentes funcional de las mismas, se pueden usar en moléculas de ADN
recombinante para dirigir 1a expresién de un polipéptido en células huésped adecuadas.
Debido a la degradacién inherente del cédigo genético, se pueden producir otras
secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoécidos o
una o a funcionalmente equivalente y cstas secuencias se pueden usar para clonar y
expresar un polipéptido dado.

[0078] Las secuencias que codifican un polipéptido deseado se pueden sintetizar,
en todo o en parte, usando métodos quimico bien conocidos del estado de la técnica
(véase Caruthers, M., H. et al, (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215-223, Hom, T. et
al. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232).

[0079] Con el fin de expresar un polipéptido deseado, se pueden insertar las
secuencias de nucledtidos que codifican al polipéptido, o equivalentes funcionales,
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dentro de un vector de expresién adecuado, es decir, un vector que contiene los
elementos necesarios para la trascripcion y traduccién de la secuencia codificadora
insertada. Se pueden usar métodos bien conocidos de la persona versada en la técnica
para construir vectores de expresidn que contienen secuencias que codifican a un
polipéptido de interés y elementos de control de trascripcién y treduccion adecuados.
Estos métodos incluyen técnicas in vifro de ADN recombinante, técnicas sintélicas, y
recombinacidn genética in vivo. Dichas técnicas se describen, por ejemplo, en
Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press, Plainview, N.Y., y Ausubel, F. M. et al, (1989) Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York. N.Y.

" [0080] Los "elementos de control” o "secuencias reguladoras” presentes en un
vector de expresi6n are son aquellas regiones no traducidas del vector—intensificadores,
promotores, regiones 5' y 3' no traducidas—que interactuan proteinas de las células del
huésped para llevar a cabo la trascripcién y la traduccién. Dichos elementos pueden
variar en su potencia y especificidad. Dependiendo del sistema vector y del huésped
utilizado, s puede usar cualquier nimero de elementos adecuados para trascripcién y
traduccién, incluidos los promotores constitutivos e inducibles.

[0081] En las células de mamiferos hay varios sistemas de expresién basados en
virus generalmente disponibies, Por ejemplo, en los casos en que se usa un adenovirus
como vector de expresion, las secuencias que codifican un polipéptido de interés pueden
ligarse & un compiejo de trascripcién/traduccién del adenovirus compuesto por el tltimo
promotor y la secuencia tripartita lider. La insercién en una regién no esencial E1 6 E3
del genoma viral se puede usar para obtener un virus viable capaz de expresar el
polipéptido en células infectadas del huésped (Logan, J. y Shenk, T. (1984) Proc. Nati.
Acad. Sci. 57:3655-3659). Ademés, los intensificadores de trascripcién, como el
intensificador del virus del sarcoma de Rous (RSV), se pueden usar para aumentar ia
expresion en células del mamifero huésped.

[0082] También se pueden usar sefiales de iniciacidén especificas para alcanzar
una traduccién més eficiente de secuencias que codifican un polipéptido de interés.
Dichas sefiales incluyen el coddn de iniciacién ATG y las secuencias adyacentes. En los
casos de [as secuencias que codifican al polipéptido, su coddn de iniciacién, y las
secuencias corriente arriba se insertan en el vector de expresién adecuado, puede que no
se necesiten més sefiales de control de trascripcién o traduccién. Con todo, en los casos
en los cuales sélo se inserta la secuencia codificadoms, o una porcién de la misma, se
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deben proporcionar sefiales exdgenas de control de traduccidn incluido el codén de
iniciacién ATG. Ademds, el coddn de iniciacién debe estar en el cuadro de lectura
correcto para asegurar la traduccién de todo el inserto. Los elementos de traduccién y los
codones de iniciacién pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos.
La eficiencia de la expresion se puede mejorar mediante 1a inclusién de intensificadores
que son adecuados para un sistema celular en particular empleado, como los descritos en
la bibliografia (Scharf, D. et al. (1994) Resuits Probl Cell Differ. 20:125-162).

[0083] Hay varios protocolos para detectar y medir [a expresién de productos
codificados por polinucleétidos, usando ya sean anticuerpos policlonales o
monoclonales especificos del producto que son conocidos del estado de la técnica.
Algunos ejemplos incluyen anilisis de inmunosorbencia ligado a enzimas (ELISA en
inglés), radioinmunoandlisis (RTA), y clasificacién de células activadas con
fluorescencia (FACS). Un inmunoandlisis de dos sitios basado en anticuerpos
monoclonales que reaccionan contra dos epitopes sin interferencia en un polipéptido
dado se puede preferir para algunas aplicaciones, pero también se puede usar un andlisis
de unién competitiva. Estos y otros métodos estin descritos, entre otros, en Hampton, R.
et al. (1990; Serological Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St Paul. Minn.) y
Maddox, D. E. et al. (1983; J. Exp. Med 755:1211-1216).

Composiciones icas 8

[0084] Se entenderd que, si se desea, compuestos aqui revelados se pueden
administrar en combinacién con otras modalidades terapéuticas, como compuestos o
terapias antimicrobianos, antivirales y antimicéticos, diversos agentes terapéuticos
basados en ADN, terapéuticos basados en ARN, terapéuticos basados en polipéptidos y
con otros inmunoefectores. En efecto, pricticamente cualquier otro componente también
se puede incluir, dado que el o los componentes adicionales no causan un efecto adverso
significativo al entrar en contacto con las células diana o los tejidos del huésped. Por
ello, las corposiciones se pueden dar al mismo tiempo con otros varios agentes que se
necesiten o deseen para la o las versiones especificas de la invencién que se estd
llevando a la prictica. A manera de ilustracion, las composiciones farmacéuticas de la
invencion pueden incluir, o se pueden usar en conjunto con un ADN que codifica a una
o més proieinas terapéuticas, ARNs de sentido inverso, ribozimas o similares.

[0085] En un aspecto, los compuestos de la invencién y las composiciones que
los comprenden se pueden administrar junto con un antfgeno, para dar un efecto
adyuvante o intensificador del antigeno, es decir, para intensificar Ia respuesta

i
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inmunitaria del paciente o sujeto. En otro aspecto, los compuestos y composiciones de la
invenci6n se administran en ausencia de antigeno exégeno, para el efecto terapéutico del
compuesto mismo.

[0086] En otro aspecto, en donde el compuesto o la composicién se administra
sin antigeno ex6geno, la presente invencién proporciona métodos para tratar, aminorar o
prevenir en grado sustancial enfermedades infecciosas en sujetos eucaridticos,
particularmente en animales, de preferencia en seres humanos. Dada la importancia de
las sefiales mediadas por TLR para la respuesta inmunitaria innata al desafio microbiano,
la capacidad de estimular dichas vias de forma selectiva y con minima toxicidad supone
un poderoso enfoque para las modalidades profilicticas o terapéuticas de tratamiento
contra una amplia gama de agentes infecciosos.

[C087] Los métodos aqui descritos se pueden aplicar pricticamente contra
cualquier tipo de agente infeccioso, incluidas bacterias, virus, pardsitos y hongos. A
manera de ilustracién, la invencion es itil para la profilaxis o el tratamiento de
infecciones bacterianas causadas por especies de Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Serratia, Candida, Staphylococci, Streptococci, Chlamydia,
Mycoplasma y muchas otras. Los problemas virales ilustrativos que se pueden tratar
conforme a la invencidn incluyen aquellos causados, por ejemplo, por virus de
Influenza, Adenovirus, parainfluenza, rinovirus, virus sincicial respiratorio, Herpes,
Citomegnlovirus, Hepatitis, p.ej., virus de las Hepatitis B y C, y otros. Algunos hongos a
manera de ilustracién incluyen, por ejemplo, Aspergillus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, y otros.

[0088] En una versi6n ilustrativa, la invencién proporciona métodos que se
pueden usar en sujetos, especialmente sujetos inmunocomprometidos que estén
sufriendo o corren el riesgo de suftir infecciones bacterianas y virales nosocomiales.
Cerca de 2 millones de los 40 millones de individuos que se hospitalizan cada afio sufren
de una infeccion nosocomial durante su estancia y 1% de estos, es decir, cerca de
400.000 pacientes, presenia una neumonia nosocomial, mis de 7.000 de los cuales
fallecen. Esto convierte a la neumonia nosocomial en una de las principales causas de
muerte por infecciones adquirides en el hospital. Asf las cosas, esta versiin satisface una
importante necesidad de contar con abordajes profiléctico efectivos al tratamiento de las
infecciones nosocomiales.

[0089] En una version relacionada, la presente invencién proporciona abordajes
profildcticos para pacientes inmunocomprometidos, como pacientes con infeccién por
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VIH, que tienen neumonia o corren el riesgo de infectarse ya sea por un germen
oportunista o por la reactivacion de una infeccion suprimida o latente. En 1992 se
informaron cerca de 20.000 casos de infecciones por Preumocystis carinii en pacientes
con sida sélo en los Estados Unidos. Ademsds, 60-70% de los pacientes con sida
adquieren una infeccién por P. carinii en algiin punio durante el curso de la enfermedad.
Asf las cosas, la presente invencién en esta versién proporciona métodos profilicticos
efectivos para esta poblacion de alto riesgo.

[0090] En otra version relacionada, los métodos de la presente invencién se usen
para tratar a otras poblaciones de paciente que pueden esiar inmunocomprometidos o
que corren el riesgo de presentar enfermedades infecciosas, incluidos, por ejemplo,
pacientes con fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crdnica y otros
pacientes inmunocomprometids o institucionalizados.

[0091] En otro aspecto de la invencién, los compuestos y composiciones de la
invencidn se emplean (sin antigeno exdgeno) en métodos para tratar, mejorar o
sustancialmente prevenir trastornos y enfermedades alérgicas, como sinusitis,
rinosinusitus crénica, asma, dermatitis atdpica y psoriasis. Este abordaje se basa por lo
menos en parte en la capacidad de los compuestos de activar la produccién de citocinas
de células diana que pueden competir con respuestas citocinas de estereotipicas de tipo
alérgico caracterizadas por la produccién de IL-4 o hiperreactividad a la IL-4. La
administracién de algunos de los mono- y disacéridos aqui revelados da lugar a la
expresion de IFN-gamma ¢ 1L-12 a partir de células procesadoras y presentadomas de
antigeno, asf como de otras células, lo cual da lugar a la regulacién descendente de las
citocinas asociadas con respuestas alérgicas como BL4, 5, 6, 10y 13.

[0092] Todavia en otro aspecto de la invenci6n, los compuestos y composiciones
de la invencidn se emplean (sin antigeno exégeno) en métodos para tratar enfermedades
y trastornos autoinmunes. Los compuestos que se usan en ésta se seleccionarin
normalmente de entre aquellos capaces de antagonizar, inhibir o de otra forma modular
negativamente uno o més receptores de tipo “peaje”, en especial Tli2 o Tlr;l, de manera
que una respuesta autoinmune asociada con un padecimiento dado se mejora o se
previene en grado sustancial. A manera de ilustracidn, los métodos proporcionados en
esta versién se pueden usar en ¢l tratamiento de problemas como enfermedad intestinal
inflamatoria, artritis reumatoide, artritis cronica, esclerosis miiltiple y psoriasis.

[0093] Los compuestos de la invencidén también se pueden usar como adyuvantes ¢
inmunoefectores que intensifican la generacién de anticuerpos en animales inmunizados,
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estimulan la produccién de citocinas y estimulan una respuesta inmunitaria mediada por
células, incluida la respuesta de linfocitos T citotéxicos.

[0094] En métodos conforme & la invencidn, por ejemplo, para efectuar la
‘respuesta inmunitaria de un individual, los compuestos y composiciones de la invencién
se pueden formular con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para inyeccién o
ingestién. Como se usa en este contexto, "vehiculo farmacéuticamente aceptable™
significa un medio que no interfiere con la actividad inmunomoduladora del ingrediente
activo y no es téxica para el paciente a quien se le administra. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen emulsiones de aceite en agua o de agua en
aceite, composiciones acuosas, liposomas, microcuentas y microsomas. Por ejemplo, el
vehiculo puede ser una microesfera o0 microparticula que tiene un compuesto de la
presente invencidn déntro de la matriz de la esfera o particula o adsorbido sobre la
superficie de la esfera o particula, El vehiculo también puede ser una solucién acuosa o
una dispersién micelar que contiene trietilamina, trietanolamina u otro agente que vuelve
a la formulacién alcalina, o una suspensién que contiene hidréxido de aluminio,
hidréxido de calcio, fosfato de calcio o adsorbato de tirosina. Los vehiculos también
pueden incluir a todos los solventes, medios de dispersién, vehiculos, recubrimientos,
diluyentes, agentes antibacterianos y antimicéticos, agentes retadrantes isotonico y de la
absorcién, amortiguadores, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides y
similares. E] uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas es
bien conocido del estado de la técnica. Excepto en el caso de que algin medio o agente
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas.

[0095] Las formulaciones de los compuestos de la invencién que se pueden
administrar por via parenteral, es decir, intraperitoneal, subcuténea o intramuscular,
incluyen los siguientes vehiculos preferidos. Algunos ejemplos de vehiculos preferidos
para uso subcutédneo incluyen una solucién salina con amortiguador de fosfato (PBS) y
trietanolamina al 0,01-0,1 % en Agua para inyeccién USP. Los vehiculos adecuados
para inyecci6n intramuscular incluyen etanol USP 10%, propileno glicol 40% y el
balance de una solucién isoténica aceptable como dextrosa al 5%.

[0096] Algunos ejemplos de vehiculos preferidos para uso intravenoso incluyen
etanol 10% USP, propileno glicol 40% USP y el balance Agua para inyeccién USP. Otro
vehiculo aceptable es etanol 10% USP y Agua para inyeccion USP; otro vehiculo
aceptable es trietanolamina 0,01-0,1% en Agua para inyeccién USP. Los solventes
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parenterales farmacéuticamente aceptables son aquellos que proporcionan una solucién
o dispersién que puede pasarse a través de un filtro de 5 micras sin eliminar el
ingrediente activo.

[0097] Un método de administracién preferido de las composiciones de la
presente invencion es la administracién a través de la mucosa, particularmente la
administracién intranasal o la administracién por inhalacién (administracidn pulmonar).
La administracién pulmonar de un firmaco se puede lograr con varios abordajes
diferentes, incluidos nebulizadores de liquidos, inhaladores de dosis medidas en aerosol
(MDIs), y dispositivos de dispersién de polvo seco. Las composiciones que se pueden
usar para administraciones de este tipo suelen ser polvos secos o aerosoles. Para la
administracién de aerosoles, que es ¢l mélodo de administracion preferido de la presente
invencién, las composiciones se dan a través de inhaladores, algunos tipos de los cuales
se describen méds adelante.

[0098] Los polvos secos contienen, ademds de] ingrediente activo, un vehiculo,
un intensificador de absorcién, y opcionalmente otros ingredientes. El vehiculo es, por
ejemplo, un mono-, di- o polisacdrido, un azicar alcohol u otro poliol. Los vehiculos
adecuados incluyen lactosa, glucosa, rafinosa, melezitosa, lactitol, maltitol, trehalosa,
sacarosa, manitol; y almidén. La lactosa se prefiere a los deméds, sobre todo en forma de
monohidrato. También se incluyen los intensificadores de absorcion como polipéptidos,
surfactantes, glucésidos alquilicos, aminas de dcidos grasos o fosfolipidos. Los
ingredientes de la formulacién tienen que estar en forma finamente fraccionada, es decir,
su didmetro mediano debe generalmente ser de cerca de 30 a cerca de 200 micras,
medido con un instrumento de difraccién con rayo léser o un contador coulter. El
tamafio deseado de particula se puede alcanzar usando métodos conocidos del estado de
la técnica, p.ej. molienda, micronizacién o precipitacion directa.

[0099] La via intranasal de administracién ofrece numerosas ventajas sobre
muchas otras formas de administracién para los compuestos de la presente invenci6n.
Por ejemplo, una ventaja de la administracion intranasal es la comodidad. Un sistema
inyectable exige la esterilizacién de la jeringa hipodérmica y en el escenario
institucional, acarrea preocupaciones entre el personal médico respecto del riesgo de
contraer una enfermedad al pincharse accidentalmente con una aguja contaminada.
También se imponen estrictos requisitos para la disposicién final de las agujas y jeringas
usadas en el escenario institucional. En contraposicién, la administracién intranasal
exige poco tiempo por parte del paciente y el personal médico que lo atiende, y es
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mucho menos disp'endioso para la institucién que los inyectables.

[0100] Una segunda ventaja importante de la via intranasal es la aceptaci6n del
paciente del sistema de administracién del firmaco. La administracion intranasal se
percibe como no invasiva, no se acompafia de dolor, no tiene efectos persistentes
importantes produce la gratificacién del pronto alivio de los sintomas del paciente, Esta
es una ventaja especial cuando el paciente es un nifio. Otra consideracién importante es
que el paciente puede ser capaz de auto-administrarse la dosis prescrita del aerosol nasal.
{0101] Para la administracién intranasal las composiciones de la presente
invencién se pueden formular como liquidos o sélidos. Dichas composiciones pueden
contener uno o més adyuvantes, agentes para intensificar la absorcién de los ingredientes
activos mediante permeacién a través de la membrana nasal, y (para las composiciones
liquidas) un diluyente acuoso como, por ejemplo, agua. Como alternativa, el diluyente
puede comprender un amortiguador acuoso como el de fosfato. La composicion ademds
como opcién puede incluir uno o més alcoholes polihidratados y uno o mas
preservativos como, por ejemplo, gentamicina, bacitracina (0,005%) o cresol. Las
composiciones se pueden administrar en la cavidad nasal en la forma de un aerosol
usando un atomizador, nebulizador, pulverizador, gotero u otro dispositivo que asegure
el contacto de la solucién con la membrana nasal. El dispositivo puede ser sencillo como
un aerosol nasal que puede ser usado por el paciente, o un instrumento més elaborado
para que la dispensacién de las composiciones sea mds precisa, que se puede usar en el
consultorio del médico o en una institucién de salud.

[0102] Las composiciones en polvo para administracién nasal se pueden producir
mezclando el agente activo y el excipiente, ambos los cuales poseen el tamafio deseado
de particula. Primero, se produce una solucién del agente activo y los excipientes de
ciclodextrina, lo cual va seguido de precipitacidn, filtracién y pulverizacién. También es
posible eliminar el solvente mediante liofilizaciéri, seguida de pulverizacidn hasta lograr
el tamafio deseado de particula usando técnicas convencional, conocidas de 1a
bibliografia farmacéutica. La ultima etapa es la clasificacién del tamafio mediante
tamizaje, por ejemplo, para obtener particulas que tienen de preferencia entre 30 y 200
micras de didmetro. El polvo se puede administrar a través de un insuflador nasal, o se
pueden poner en un juego de cpsula de un dispositivo de inhalacién o insuflacién, La
cépsula se perfora en sus dos polos con una aguja y se hace pasar aire para soplar las
particulas de polvo. La formulacién en polvo también se puede administrar en un aerosol
de chorro de un gas inerte o suspendida en fluidos orgdnicos liquidos.
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[0103] En una version especifica, la composicién farmacéutica se puede
administrar con un sistema de liberacion controlada o sostenida. En una version, se
puede usar una bomba para alcanzar una liberacién controlada o sostenida (véase
Langer, Science, 249:1527-1533 (1990); Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng.
14:10; Buschwald et al., 1980, Surgery 58:507, Saudek et al., 1989 N. Engl. J. Med.
321:574). En otra version, se pueden usar materiales poliméricos para lograr la
liberacién controlada o sostenida del agonista del receptor de opioides o del antagonista
de los opioides (véase, p.ej., Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise
(eds.), CRC Press, Boca Raton, Florida 1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug
Producto Design and Performance, Smolen y Ball (eds.), Wiley, Nueva York (1984);
Ranger y Peppas, 1983, J. Macromol. Scl. Rev. Macrol. Chem. 23:61; véase también
Levy et al., 1985 Science 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard et
al., 1989, J. Neuwrosurg. 7 1:105; Patente estadounidense No. 5,679,377; Patente
estadounidense No. 5,916,597, Patente estadounidense No. 5,912,015; Patente
estadounidense No. 5,989,463; Patente estadounidense No. 5,128,326, Publicaciéon PCT
No. WO 99/12154; y Publicacién PCT No. WO 99/20253). Algunos ejemplos de
polimeros empleados en formulaciones de liberacién sostenida incluyen, pero sin
limitaciones, poli(2-hidroxi etil metacrilato), poli(metil metacrilato), 4cido poli(acrilico),
acetato de poli(etileno-co-vinilo), &cido poli(metacrilico), poliglicdlidos (PLG),
polianhidridos, poli(N-vinilo pirrolidona), alcohol poli{vinilico), poliacrilamida,
poli(etileno glicol), polildctidos (PLA), poli(lactido-co-glicélidos)(PLGA), y
poliortoésteres. En una versién preferida, el polimero empleado en una formulacién de
liberacidn sostenida es inerte, estd desprovisto de impurezas que puedan percolar,
permanece estable durante el almacenamiento, es estéril y biodegradable. En otra
version, un sistema de liberacién controlada o sostenida se puede poner en la proximidad
del objetivo terapéutico, lo cual exige tan solo una fraccién de la dosis sistémica (véase,
p.ej., Goodson, en Medical Applications of Conirolled Release, supra, vol. 2, pp. 115-
138 (1984)).

[0104] Los vehiculos que se pueden emplear con dichas composiciones
farmacéuticas son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables. En ciertas
versiones, [a formulacién de preferencia proporciona un nivel relativamente constante de
liberacion del componente activo. En otras versiones, empero, se puede desear una
mayor velocidad de la liberacion inmediatamente después de la administracién. La
formulacién de dichas composiciones cae bien dentro del nivel de conocimiento medio
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en la técnica usando técnicas conocidas. Los vehiculos ilustrativos ttiles a este respecto
incluyen microparticulas de poli(léctido-co-glic6lido), poliacrilato, ldtex, almidén,
celulosa, dextrano y similares. Otros vehiculos ilustrativos de liberacion retardada
incluyen biovectores supramoleculares, los cuales comprenden un nicleo hidréfilo no
liquido (p.ej., un polisacérido o oligosacérido con enlaces cruzados) y, opcionalmente,
una capa externa que comprende un compuesto amfiptico, como un fosfolipido (véase,
p-¢j., Patente estadounidense No. 5,151,254 y solicitudes PCT WO 94/20078,
WO/94/23701 y WO 96/06638). La cantidad de compuesto activo contenida dentro de
una formulacién de liberacién sostenida depende del lugar de su implantaci6n, la
velocidad y la duracién esperada de la liberacion y ia naturaleza del padecimiento que se
va a tratar o a prevenir.

[0105] Los compuestos de la invencién se administran a un individuo en una
cantidad efectiva o una cantidad farmacéuticamente efectiva, para efectuar o intensificar
la respuesta inmunitaria del individuo. Como se usa en este contexto, "cantidad efectiva”
o "cantidad farmacéuticamente efectiva” es aquella cantidad que muestra una respuesta
sobre y por encima del vehiculo o los controles negativos. Una "cantidad efectiva
adyuvante” es aquella cantidad del compuesto en cuestién la cual, cuando se administra
conjunto con un ant{geno, muestra una respuesta superior a la producida por el
antigeno solo. La dosificacién precisa-de los compuestos de la invencién que se van a
administrar a un paciente dependerén del compuesto particular empleado, la via de
administracién, la composicién farmacéutica y el paciente. Por ejemplo, cuando se
administra por via subcuténea para intensificar una respuesta de anticuerpos, la cantidad
de compuesto empleada va de 1 a cerca de 250 microgramos, de preferencia de cerca de
25 a cerca de 50 microgramos con base en la administracién a un paciente adulto tipico
de 70 kg de peso.

[0106] En ofra version, las composiciones inmunogénicas ilustrativas, p.ej.,
composiciones inmunogénicas o de vacuna, de la presente invencién comprenden ADN
que codifica & uno o més de los polipéptidos como se describid arriba, de manera que el
polipéptido es generado in sifu. Como se anotd antes, el polinucledtido se puede
administrar dentro de cualquiera de una amplia gama de sistemas de suministro
conocidos para la persona medianamente versada en la materia técnica correspondiente.
En efecto, numerosas técnicas de administracién de genes son bien conocidas del estado
de la técnica, como las descritas por Rolland, Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systemas
75:143-198,1998, y las referencias que se citan en ese documento. Por supuesto, los
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sistemas adecuados de polinucledtidos de expresidn contendrén las secuencias
reguladoras de ADN necesarias para la expresién en un paciente (como un promotor y
una sefial de terminacion adecuados).

[0107] En consecuencia, en ciertas versiones, los polinucleétidos que codifican
los polipéptidos inmunogénicos aqui descritos se introducen en células del mamifero
huésped adecuadas para expresion usando cualquiera de varios sistemas virales
conocidos. En una version ilustrativa, los retrovirus proporcionan una plataforma
conveniente y efectiva para los sistemas de administracién de genes. Una secuencia de
nucleétidos seleccionada que codifica a un polipéptido de la presente invencién se puede
insertar en un vector y empacar en particulas retrovirales usando técnicas conocidas del
estado de la técnica. El virus recombinante se puede entonces aislar y administrar al
sujeto. Se han descrito varios sistemas retrovirales ilustrativos (p.¢j., Patente
estadounidense No. 5,219,740; Miller y Rosman (1989) BioTechniques 7:980-990;
Miller, A. D. (1990) Human Gene Therapy 1:5-14; Scarpa et al. (1991) Virology
180:849-852; Bumns et al. (1993) Proc. Nati. Acad, Sci. USA 90:8033-8037; y Boris-
Lawrie y Temin (1993) Cur. Opin. Genel. Develop. 3:102-109.

[0108] Ademés, también se han descrito numerosos sistemas ilustrativos con
adenovirus. A diferencia de los retrovirus que se integran al genoma del huésped, los
adenovirus permanecen fuera de los cromosomas, lo cual reduce los riesgos asociados
con la mutagénesis insercional (Haj-Ahmad y Graham (1986) J. Virol. 57:267-274; Bett
et al. (1993) J. Virol. 67:5911-5921; Mittereder et al. (1994) Human Gene Therapy
5:717-729; Seth et al. (1994) J. Virol. 68:933-940; Barr et al. (1994) Gene Therapy
1:51-58; Berkner, K. L. (1988) BioTechniques 6:616-629; y Rich et al. (1993) Human
Gene Therapy 4:461-476).

[0109] También se han desarrollado varios sistemas de vectores asociados a
adenovirus (AAYV) para la administracién de polinucledtidos. Los veclores AAV se
pueden construir ficilmente usando técnicas bien conocidas del estado de la técnica.
Véase, p.¢j., Patenies estadounidenses Nos. 5,173,414 y 5,139,941; Publicaciones
Internacionales Nos. WO 92/01070 y WO 93/03769; Lebkowski et al. (1988) Molec.
Cell. Biol. 8:3988-3996; Vincent et al. (1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor
Laboratory Press); Carter, B. J. (1992) Current Opinion in Biotechnology 3:533-539;
Muzyczka, N. (1992) Current Topics in Micrabiol. and Immunol. 158:97-129; Kotin, R.
M. (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Shelling y Smith (1994) Gene Therapy
1:165-169; y Zhou et al. (1994) J. Exp. Med. 179:1867-1875.

4|
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[0110] Otros vectores virales Gtiles para administrar los polinucledtidos que
codifican polipéptidos de la presente invencion mediante transferencia de genes incluyen
aquellos derivados de la familia de los virus pox, como el virus de la vaccinia y los
poxvirus aviares. A manera de ejemplo, los virus recombinantes de vaccinia que
expresan las novedosas moléculas se pueden construir de la siguiente manera. E} ADN
que codifica & un polipéptido se inserta primero en un vector adecuado de maners que
queda adyacente a un promotor de vaccinia y flanqueando a las secuencias de ADN de
vaccinina, como la secuencia que codifica a la quinasa de timidina (TK). Este vector
entonces se usa para transfectar células que al mismo tiempo estén infectadas con
vaccinia. La recombinacién homdloga sirve para insertar al promotor de vaccinia més el
gen que caodifica al polipéptido de interés dentro del genoma viral. El resultante TK.
sup.(-) recombinante se puede seleccionar cultivando las células en presencia de 5-
bromodesoxiuridina y recogiendo las placas virales resistentes a esta sustancia.

[0t11] Un sistema de infeccidn/transfeccién basado en vaccinia puede ser
empleado con comodidad para dar lugar a la expresién o coexpresién inducible,
transitoria de uno mds polipéptidos de los aqui descritos en células huésped de un
organismo. En este sistema en particular, las células se infectan primero in vitro con un
virus recombinante de vaccinia que codifica a la polimerasa del ARN del bacteri6fago
T7. Esta polimerasa muestra una exquisita especificidad ya que sélo transcribe plantillas
que portan promotores T7. Luego de la infecci6n, las células se transfectan con el
polinucledtido o polinucledtidos de interds, conducidos por un promotor T7. La
polimerasa expresada en el citoplasma del virus recombinante de vaccinia transcribe al
ADN transfectado en un ARN que es luego traducido en polipéptido por el huésped de la
maquinaria de traduccion. El método da lugar a la produccién citoplésmica transitoria y
de alto nivel de grandes cantidades de ARN y sus productos de traduccién. Véase, p.¢j.,
Elroy-Stein y Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87:6743-6747; Fuerst et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83:8122-8126.

[0112] Como alternativa, los poxvirus aviarios, como el virus pox de las aves de
corral y el virus pox de los canarios, también se pueden usar para entregar la secuencia
codificadoras de interés. Se sabe que los virus pox aviarios recombinantes, que expresan
inmunégenos de patégenos de mamiferos, confieren inmunidad protectora cuando se
administran a especies no aviarias. En uso de un vector avipox es particularmente
deseable en los seres humanos y en otras especies de mamiferos ya que algunos
elementos del genus Avipox solo se pueden replicar de forma productiva en especies
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aviares susceptibles y por tanto no son infecciosos para las células de los mamiferos. Los
métodos para producir Avipoxvirus recombinantes son conocidos del estado de la
técnica y se basan en recombinacién genética, como se describié arriba con respecto a la
produccion de virus de vaccinia. Véase, p.ej.,, WO 91/12882; WO 89/03429; y WO
92/03545.

[0113] Cualquiera de entre varios vectores de alfavirus también se puede usar
para la entrega de composiciones de polinucledtidos de la presente invencién, como
aquellos vectores descritos en las Patentes estadounidenses Nos. 5,843,723; 6,015,686,
6,008,035 y 6,015,694. También se pueden usar ciertos vectores basados en la encefalitis
equina venezolana (VEE), algunos ejemplos ilustrativos de los cuales se pueden
encontrar en las Patentes estadounidenses Nos. 5,505,947 y 5,643,576.

(0114} Ademds, los vectores moleculares conjugados, como los vectores
quiméricos de adenovirus descritos en Michael et al. J, Biol. Chem. (1993) 268:6866-
6869 y Wagner et al. Proc. Nati. Acad. Sci. USA (1992) 89:6099-6103, también se
pueden usar para la administracién de genes conforme a la invencion.

[0115] Se puede encontrar informacion ilustrativa adicional sobre estos y otros
sistemas virales conocidos de administracién por ejemplo en Fisher-Hoch et al., Proc.
Nati. Acad. Sci. USA 86:317-321, 1989; Flexner et al., Amn. N.Y. Acad. Sci. 569:86-103,
1989; Flexner et al., Vaccine 8:11-21, 1990; Patentes estadounidenses Nos. 4,603,112,
4,769,330, y 5,017,487, WO 89/01973; Patente estadounidense No. 4,777,127, GB
2,200,651; EP 0,345,242; WO 91/02805; Berkner, BioTechniques 6:616-627, 1988,
Rosenfeld et al., Sciencia 252:431-434,1991; Kolls et al., Proc. Nati. Acad. Scl. USA
91:215-219, 1994; Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 90:11498-11502, 1993,
Guzmén et al., Circulation 55:2838-2848, 1993; y Guzmidn et al., Cir. Res. 73:1202-
1207,1993.

[0116] En ciertas versiones, un polinucleétido se puede integrar al genoma de
una célula diana. Esta integracién puede ser en la ubicacién y orientacion especificas a
través de recombinacién homéloga (reemplazo de genes) o se puede integrar en una
ubicacion aleatoria inespecifica (aumento de genes). En otras versiones, el
polinucleétido se puede mantener de forma estable en la célula como un segmento de
ADN separado, episémico. Dichos segmentos o "episomas” de polinucleétidos codifican
secuencias suficientes para permitir mantenimiento y replicacién independiente de o en
sincronizacién con el ciclo de la célula del huésped. La forma como la construccién de

la expresi6n se hace llegar a la célula y lugar de la célula donde permanece el
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polinucleétido dependen del tipo de construccién de expresién empleada.

[0117] En otra versién de la invencidn, se administra’hace llegar un
polinucleétido en ia forma de ADN "desnudo™ como esth descrito, por ejemplo, en
Ulmer et al., Science 259:1745-1749, 1993 y revisado por Cohen, Science 259:1691-
1692, 1993. La captacién de ADN desnudo se puede incrementar recubriendo cuentas
biodegradables con ADN, las cuales son transportadas eficientemente hacia el interior de
las células.

[0118] En otra versién, una composicién de la presente invencién se puede
entregar a través de una estrategia de bombardeo de particulas, muchas de las cuales han
sido descritas, En un e¢jemplo ilustrativo, la aceleracién de particulas impulsada or gas se
puede lograr con dispositivos como los manufacturados por Powderject Pharmaceuticals
PLC (Oxford, UK) y Powderject Vaccines Inc. (Madison, WI), algunos ejemplos de los
cuales se describen en las Patentes estadounidenses Nos. 5,846,796; 6,010,478;
5,865,796; 5,584,807; y Patente EP No. 0500 799. Este abordaje ofrece un mecanismo
de entrega sin aguja en la cual una formulacion de polvo seco de particulas
microscépicas, como particulas de polinucleétido o polipéptido, se acelera hasta que
alcanza una gran velocidad dentro de un chorro de helio generado por un dispositivo
manual, lo cual impulsa a las particulas hacia un tejido diana de interés.

[0119] En una versién relacionada, otros dispositivos y métodos que pueden ser
utiles para la inyeccién sin aguja, impulsada por gas de composiciones de la presente
invenci6n incluyen los provistos por Bioject, Inc. (Portland, OR), algunos ejemplos de
los cuales estén descritos en las Patentes estadounidenses Nos. 4,790,824; 5,064,413;
5,312,335; 5,383,851; 5,399,163; 5,520,639 y 5,993,412,

[0120] Dentro de ciertas versiones de la invencién, la composicién farmacéutica de
preferencia es una que induce una respuesta inmunitaria predominantemente del tipo
Thl. Los niveles elevados de citocinas de tipo Thl (p.ej., [IFN-y, TNFa, IL-2 y IL-12)
tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunitarias mediadas por células a un
antigeno administrado, En contraposicién, los niveles altos de citocinas tipo Th2 (p.¢j.,
IL-4, IL-5, IL-6 e 1L-10) tienden a favorecer la induccién de respuesta inmunitarias
humorales. Luego de la aplicacién de una composicién inmunogénica como se describe
aqui, un paciente montari una respuesta inmunitaria que incluye respuestas de tipos Thl
y Th2. Dentro de una version preferida, la cual la respuesta es de predomino de tipo Thl,
¢l nivel de citocinas tipo Th1 aumentard en mayor grado que el nivel de las citocinas
tipo Th2. Los niveles de estas citocinas se pueden valorar ficilmente usando pruebas
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estindar. Como alternativa, o ademés, los niveles altos de citocinas tipo Th2 (p.¢j., IL4,
IL-S, IL-6 e 1L-10) pueden ser deseables para ciertas aplicaciones terapéuticas. Los
niveles de estas citocinas pueden valorarse fécilmente pruebas estindar. Puede
encontrarse una revision de las familias de citocinas en Mosmann y Coffman, Ann. Rev.
Inmunol, 7:145-173, 1989.

[0121] Las composiciones ilustrativas para usar en la induccidn de citocinas tipo
Thi incluyen, por ejemplo, una combinacién de oligonucledtidos que contienen CpG (en
los cuales el dinucledtido CpG es no metilado) como se describe, por ejemplo, en WO
96/02555, WO 99/33488 y las Patentes estadounidenses Nos. 6,008,200 y 5,856,462, las
secuencias inmunostimuladoras de ADN también se describen, por ejemplo, en Sato et
al., Science 273:352,1996. Otros inmunoestimulantes adecuados comprenden saponinas,
como QS21 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA), y derivados
relacionados de la saponina y miméticos de la misma.

[0122] Se puede incluir cualquiera de entre una amplia gama de
inmunoestimulantes adicionales en las composiciones de la presente invencién. Por
ejemplo, citocinas, como GM-CSF, interferones o interleucinas para modular todavia
mis una respuesta inmunitaria de interés, Ademés, Montanide ISA 720 (Seppic,
Francia), SAF (Chiron, California, United States), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la
serie SBAS de adyuvantes (p.ej., SBAS-2 0 SBAS4, disponible en SmithKtine
Beecham, Rixensart, Bélgica), y el inununoestimulante Enhanzyn™ (Corixa, Hemilton,
MT). Los inmunoestimulantes de éter de polioxietileno se describen en WO 99/52549A1
y también se pueden usar.

[0123] Las composiciones farmacéuticas de la invencién con frecuencia ademds
comprenderén uno o més amortiguadores (p.¢j., solucién salina neutra amortiguada o
solucién salina amortiguada con fosfato), carbohidratos (p.ej., glucosa, marinosa,
sacarosa o dextranos), manitol, proteinas, polipéptidos o aminodcidos como glicina,
antioxidantes, bacteriostiticos, agentes quelantes como EDTA o glutatién, adyuvantes
(p.€j., hidréxido de aluminio), solutos que hacen que la formulacién se torne isotdnica,
hipotdnica o débilmente hipertnica con respecto a la sangre del receptor, agentes
suspensores, agentes espesantes p preservativos. Como alternativa, las composiciones de
la presente invencién se pueden formular como liofilizados.

[0124] Las composiciones farmacéuticas aqui descritas se pueden presentar
recipientes de dosis tinica o dosis miiltiples, como ampollas o viales sellados. Dichos
recipientes suelen venir sellados con el fin de preservar la esterilidad y estabilidad de la
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formulaci6n hasta el uso. En general, las formulaciones se pueden almacenar como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos. Como
altemativa, una composicién farmacéutica se puede almacenar liofilizada lo cual s6lo
requiere la adicidn de un vehiculo liquido estéril inmediatamente antes del uso.

[0125] El desarrollo de dosificaciones y regimenes de tratamiento adecuados
para usar las composiciones particulares aquf descritas en diversos regimenes de
tratamiento, incluidos, p.ej., administracion y formulacién oral, parenteral, intravenosa,
intranasal e intramuscular, es bien conocido del estado de la técnica, y algunos de ellos
se examinan brevemente a continuacién para propdsitos generales de ilustracion.

[0126] En ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas aquf reveladas
se pueden administrar por via oral a un animal. De esta forma, estas composiciones
pueden formularse con un diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable, o
pueden venir encerradas en cépsulas duras o blandas de gelatina, o se pueden convertir
en comprimidos, o se pueden incorporer directamente a los alimentos.

[0127] Los compuestos activos se pueden incluso incorporar con excipientes y
usarios en la forma de tabletas ingeribles, pastillas bucales, trociscos, cdpsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas y similares (véase, por ejemplo, Mathiowitz et al., Nature
1997 Mar 27;386(6623):410-4; Hwang et al., Crit Rev Ther Drug Carrier Sits
1998;15(3):243-84; Patente estadounidense 5,641,515; Patente estadounidense
5,580,579 y Patente estadounidense 5,792,451). Las tabletas, trociscos, grageas, cipsulas
y similares también pueden contener cualquiera de entre una amplia variedad de
componentes adicionales como, por ejemplo, un ligante, como goma tragacanto, acacia,
almidén de maiz o gelatina; excipientes como difosfato de calcio; un agente
desintegrador, como almidén de maiz, almidén de papa, dcido alginico y similares; un
lubricante como estearato de magnesio; y se le puede afiadir un agente endulzante como
sacarosa, lactosa o sacarina o un agente saborizante, como yerbabuena, aceite de
gaulteria, o sabor a cereza. Cuando la forma unitaria de dosificacién es una cépsula,
puede contener, ademds de los materiales del tipo mencionado arriba, un vehiculo
liquido. Puede haber otros varios materiales presentes como recubrimientos o que de
otro modo modifiquen la forma fisica de la unidad de dosificacién. Por ejemplo, las
tabletas, grageas o cdpsulas pueden estar recubiertas con goma laca, azicar, o ambas.
Por supuesto, cualquier material empleado en la preparacién de cualquier forma unitaria
de dosificacién debe ser farmacéuticamente puro y sustancialmente atxico en las
cantidades utilizadas. Ademds, los compuestos activos se pueden incorporar a las
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preparaciones y formulaciones de liberacién sostenida.

[0128] Por lo general, estas formulaciones contendrdn por lo menos alrededor de
0,1% del compuesto activo o méds, aunque el porcentaje del o los ingredientes activos
puede, por supuesto, variarse y estar de modo- conveniente entre cerca de 1 0 2% y cerca
de 60% o 70% o del peso o volumen de la formulacién total. Naturalmente, la cantidad
de compuesto activo en cada composicidén de uso terapéutico se puede preparar de
manera que se obtenga una dosificacién adecuada en cualquier dosis unitaria del
compuesto. Factores como solubilidad, biodisponibilidad, vida media biolégica, via de
administracién, vida (til del producto, asf como otras consideraciones farmacolégicas
seréin contempladas por la persona medianamente versada en la materia técnica de la
preparacion de las formulaciones farmacéuticas, y por ende, se pueden desear contar con
varios regimenes de dosificacién y de tratamiento.

[0129] Para la administracién oral, las composiciones de la presente invencién
como alternativa se pueden incorporar con uno o mis excipientes en la forma de un
enjuague bucal, dentifrico, pastilla bucal, aeroso! oral, o formulacién sublingal
administrada por via oral. Como alternativa, el ingrediente activo se puede incorporar a
una solucion oral que contenga borato de sodio, glicerina y bicarbonato de potasio, o
dispersarla en un dentifrico o afiadirla en una cantidad terapéuticamente efectiva a una
composicién que puede incluir agua, ligantes, abrasivos, agentes saborizantes, agentes
espumantes y humectantes. Como alternativa las composiciones pueden tomar la forma
de una tableta o solucién que se puede poner debajo de la lengua o disolverla en la boca.
[0130] En ciertas circunstancias seni deseable dar las composiciones
farmacéuticas aqui reveladas por vias parenteral, intravenosa, intramuscular, o incluso
intraperitoneal. Estos abordajes son bien conocidos de la persona versada en la técnica, y
algunos de ellos se describen en mis detalle, por ejemplo, en la Patente estadounidense
5,543,158; Patente estadounidense 5,641,515 y Patente estadounidense 5,399,363. En
ciertas versiones, las soluciones de los compuestos activos en forma de base libre o sales
farmacolégicamente aceptables se pueden preparar en agua mezclada adecuadamente
con un surfactante, cotho hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también se pueden
preparar en glicerol, polietileno glicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites.
En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones generalmente
contendrin un preservativo para evitar el crecimiento de microorganismos.

[0131] Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen

soluciones acuosas o dispersiones estériles y polvos estériles para la preparacién
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extemporinea de soluciones inyectables o dispersiones estériles (por ejemplo, véase la
Patente estadounidense 5,466,468). En todos los casos la forma tiene que estar estéril y
fluida hasta el punto de que sea ficil usarla con una jeringa. Tiene que permanecer
estable en las condiciones de manufactura y almacenamiento y se tienen que prescrvar
contra la accién contaminante de los microorganismos, como bacterias y hongos. El
vehiculo puede ser un solvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (p.¢j., glicerol, propileno glicol, y polietileno glicol liquido, y similares),
adecuado para mezclas de los mismos, o aceites vegetales. La fluidez apropiada se puede
mantener, por €jemplo, con el uso de un recubrimiento, como lecitina, con el
mantenimiento del tamafio requerido de particula en el caso de la dispersién o con el uso
de surfactantes. La prevencion de la accién de los microorganismos se puede facilitar
con diversos agentes antibacterianos y antimicéticos como, por ejemplo, parabenos,
cblorobutanol, fenol, dcido sérbico, timerosal, y similares. En muchos casos serd
preferible que incluyan agentes isotdnicos como, por ejemplo, aziicares o cloruro de
sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir
con el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcién como, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

[0132] En una versién, para la administracién parenteral en una solucién acuosa,
la solucién debe estar adecuadamente amortiguada si cs necesario y hacer que el
diluyente liquido primero se tomne isotdnico con suficiente cantidad de solucién salina o
glucosa. Estas soluciones acuosas en particular son especialmente adecuadas para
administracién intravenosa, intramuscular, subcutéinea e intraperitoneal. En este sentido,
un medio acuoso estéril que se puede emplear ser conocido para la persona
medianamente versada en la técnica a la luz de la presente revelacién. Por ejemplo, una
dosificaci6n se puede disolver en 1 mL de solucién isoténica de NaCl y afladirla bien sea
a 1000 mL de fluido intravenoso o inyectarla en el lugar propuesto para la infusion,
(véase, por ejemplo, "Reminglon’s Pharmaceutical Sclences” 15* Edicidn, péginas 1035-
1038 y 1570-1580). Serd necesario que tenga lugar alguna variacién en la dosificacién
dependiendo de Ia enfermedad del sujeto que se est4 tratando. Ademss, para la
administracién a los seres humanos, las preparaciones por supuesto de preferencia tienen
que satisfacer las normas de esterilidad, pirogenicidad, y seguridad y pureza generales
exigidas por la Oficina de Normas Bioldgicas de la FDA.

[0133] En otra versién de la invencidn, las composiciones aqui reveladas se
pueden formular en forma neutral o de sal. Las sales ilustrativas farmacéuticamente
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aceptables incluyen las sales de adicién de 4cido (formadas con los grupos amino libres
de la proteina) y las cuales se forman con écidos inorgdnicos como, por ¢jemplo,
clorhidrico o fosférico, o con dcidos orgénicos como acético, oxélico, tartérico,
mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se
pueden derivar de bases inorgénicas como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férrico, y bases orgénicas como isopropilamina, trimetilamina,
histidina, procalna y similares. Al momento de la formulacién, las soluciones se
administrarén de una forma compatible con la formulacién de la dosificacién y en una
cantidad tal que sea terapéuticamente efectiva. [0134] En ciertas versiones, las
composiciones farmacéuticas se pueden administrar por aerosoles intranasales,
inhalacién, o otros vehiculos para administracién en aerosol. Los métodos para
administrar genes, dcidos nucleicos, y composiciones peptidicas directamente a los
pulmones a través de aerosoles nasales han sido descritos, p.ej., en la Patente
estadounidense 5,756,353 y la Patente estadounidense 5,804,212, De manera parecida, la
administracién de fdrmacos con el uso de microparticulas de resinas intranasales
(Takenaga et al, J Controlled Release 1998 Mar 2;52(1-2):81-7) y compuestos de
lisofosfatidil-glicerol (Patente estadounidense 5,725,871) también son bien conocidos en
la quimica farmacéutica. De manera similar, la administracién ilustrativa de firmacos a
través de las mucosas en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno se
describe en la Patente estadounidense 5,780,045,

[0135] En ciertas versiones se usan liposomas, nanocépsulas, microparticulas,
particulas lipidicas, vesiculas y similares para la introduccién de las composiciones de la
presente invencién en células huésped/organismos adecuados. En particular, las
composiciones de la presente invencién se pueden formular para administrarlas ya sea
encapsuladas en una particula lipidica, liposoma, vesicula, nanoesfera, o nanoparticula o
similares. Como alternativa, las composiciones de la presente invencion se pueden .
enlazar, ya sea a través de enlaces covalente o no covalentes, a la superficie de dichos
vehiculos.

[0136] La formacion y el uso de liposoma y preparaciones parecidas a liposomas
como posibles vehiculos de fiirmacos es generalmente conocida para las personas
versadas en la técnica (véase, por ejemplo, Lasic, Trends Biotechnol 1998 Jul;16(7):307-
21; Takakura, Nippon Rinsho 1998, Mar; 56(3):691-5; Chandran et al, Indian J Exp Biol.
1997 Aug;35(8):801-9; Margalit, Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 1995;12(2-3):233-
61; Patente estadounidense 5,567,434; Patente estadounidense 5,552,157; Patente
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estadounidense 5,565,213; Patente estadounidense 5,738,868 y Patente estadounidense
5,795,587).

[0137] Los liposomas se han usado con éxito con varios tipos celulares que
normalmente son dificiles de transfectar mediante otros procedimientos, incluidas las
suspensiones de célula T, cultivos primarios de hepatocitos y células PC 12 (Renneisen
et al., J Biol Chem. 1990 Sep 25;265(27): 16337-42; Muller et al, DNA Cell Biol. 1990
Apr;9(3):221-9). Adémas, los liposomas no estdn sujetos a los constreflimientos de
longitud del ADN que son tipicos de los sistemas de administracién virales. Los
liposomas se han usado con eficacia para introducir genes, varios firmacos, agentes
radioterapéuticos, enzimas, virus, factores de trascripcion, efectores alostéricos y
similares, en diversas lineas de cultivos celulares y animales. Ademas, el uso de
liposomas no parece estar asociado con respuestas autoinmunes o toxicidad inaceptable
después de la administracion sistémica.

[0138] En ciertas versiones, los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que
se dispersan en un medio acuoso y forman espontédneamente vesiculas multilamelares
concéntricas de doble capa (que también se denominan vesiculas multilamelares
(MLYVs).

[0139] Como alternativa, en otras versiones, la invencién da lugar a
formulaciones farmacéuticamente aceptables en nanocdpsulas de las composiciones de
la presente invencion. Las nanocépsulas generalmente pueden atrapar compuestos en
forma estable y reproducible (véase, por ejemplo, Quintanar-Guerrero et al., Drug Dev
Ind Pharm. 1998 Dec;24(12):1 113-28). Para evitar efectos secundarios debidos a la
sobrecarga intracelular de polimeros, se pueden disefiar estas particulas ultrafinas (que
miden cerca de 0,1 jum) usando polimeros que se pueden degradar in vivo. Dichas
particulas se pueden lograr como se describe, por ejemplo, en Couvreur et al, Crit Rev
Ther Drug Carrier Syst. 1988;5(1):1-20; zur Muhlen et al, Eur J Pharm Biopharm. 1998
Mar;45(2):149-55; Zambaux et al. J Controlled Release. 1998 Jan 2;50(1-3).3140; y
Patente estadounidense 5,145,684.

Terapi el céncer
[0140] Los abordajes inmunoldgicos a la terapia contra el cincer se basan en el

reconocimiento de que las células cancerosas a menudo pueden evadir las defensas del
organismo contra células y moléculas aberrantes o ajenas, y que estas defensas se
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podrian estimular terapéuticemente pare que recuperen ¢l terreno perdido, p.ej. pgs. 623-
648 en Klein, Immunology (Wiley-Interscience, New York, 1982). Numerosas
observaciones recientes de que diversos efectores inmunitarios pueden inhibir directa o
indirectamente el crecimiento de tumores han causado interés renovado por este enfoque
para la terapia contra el céncer, ¢.g. Jager, et al., Oncology 2001; 60(1): 1-7; Renner, et
al., Ann Hematol 2000 Dec;79(12):651-9.

[0141] Los siguientes son cuatro tipos celulares bésicos cuya funcién ha sido
asociada con inmunidad celular antitumoral y con la eliminacién de células tumorales
del organismo: i) linfocitos B los cuales segregan inmunoglobulinas en ¢l plasma para
identificar y marcar las células invasoras ajenas; ii) monocitos que segregan las
proteinas del complemento que son responsable de lisar y procesar las células invasores
diana recubiertas de inmunoglobulinas; iii) linfocitos asesinos naturales que tienen dos
mecanismos para la destruccién de las células tumorales, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos y eliminacién natural; y iv) linfocitos T que poseen
receptores especificos del antigeno y tienen la capacidad de reconocer una célula
tumoral que porta moléculas marcadoras complementarias (Schreiber, H., 1989, en
Fundamental Immunology (ed). W. E. Paul, pp. 923-955).

[0142] La inmunoterapia del cdncer generalmente se concentra en la induccién
de la respuesta inmunitaria humoral, celular o ambas. Ademds, es bien conocido que la
induccion de las células T cooperadoras CD4" es necesaria para poder inducir
secundariamente ya sea los anticuerpos o las células T citotdéxicas CD8". Los antigenos
polipeptidicos que son selectivos o idealmente especificos de las células cancerosas
ofrecen un poderoso abordaje a la induccion de la respuesta inmunitaria contra el céncer,
y constituyen un importante aspecto de la presente invencién.

[0143] En consecuencia, en otros aspectos de la presente invencién, las
composiciones farmacéuticas aquf descritas sc pueden usar para estimular una respuesta
inmunitaria contra el cdncer. Dentro de dichos métodos, las composiciones
farmacéuticas aqui descritas se administran a un paciente, por lo general un animal de
sangre caliente, de preferencia un ser humano. Un paciente puede o no estar afectado por
un céincer. Las composiciones farmacéuticas y vacunas se pueden administrar ya sea
antes o después de la cxtirpacién quirdrgica de tumores primarios o su tratamiento como
con la administracién de radioterapia o férmacos quimioterapéuticos convencionales.
Como ya se dijo, la administracidn de las composiciones farmacéuticas se puede hacer
mediante cualquier método adecuado, incluida la administracién por las vias
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intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcuténea, intranasal, intradérmica, anal,
vaginal, topica y oral.

[0144] Dentro de ciertas versiones, la inmunoterapia puede ser una
inmunoterapia activa, en la cual el tratamiento se basa en la estimulaci6n in vive del
sisterna inmunoldgico endégeno del huésped para que reaccione contra tumores con la
administracién de agentes que modifican la respuesta inmunitaria (como los polipéptidos
y polinucledtidos aqul previstos).

[0145] Las vias y la frecuencia de administracién de las composiciones
terapéuticas aqui descritas, as{ como su dosificacién, variarin de un individuo a otro, y
se¢ pueden establecer ficilmente usando técnicas esténdar. En general, las composiciones
farmacéuticas y las vacunas se pueden administrar mediante inyeccién (p.ej.,
intracutdnea, intramuscular, intravenosa o subcutinea), o por via intranasal (p.ej., por
aspiracién) u oral. De preferencia, se pueden administrar entre 1 y 10 dosis en un
periodo de 52 semanas. De preferencia, se administrané dosis, a intervalos de 1 mes, y
se pueden dar vacunaciones de refuerzo periGdicamente en lo sucesivo. Puede haber
protocolos alternativos adecuados para cada paciente. Una dosis adecuada es una
cantidad de un compuesto que, cuando se aedministra como se dijo arriba, es capaz de
promover una respuesta inmunitaria antitumoral, y estd por lo menos 10-50% por
encima del nivel inicial (es decir, sin tratamiento). Dicha respuesta se puede vigilar
midiendo los anticuerpos antitumorales en un paciente o mediante la generacién
dependiente de vacuna células efectoras citolfticas capaces de matar las células
tumorales del paciente in vifro. Dichas vacunas también deben ser capaces de evocar una
respuesta inmunitaria que conduzca a un desenlace clinico favorable (p.ej., remisiones
maés frecuentes completas o parciales, o supervivencia més prolongada libre de
enfermedad) en los pacientes vacunados comparados con los no vacunados. En general,
para composiciones farmacéuticas y vacunas que comprenden uno o més polipéptidos, la
cantidad de cada polipéptido debe estar presente en intervalos de dosificacién de cerca
de 25 pg a 5 mg por kg del huésped. Las dosis adecuadas variardn de acuerdo con la
constitucién del paciente, pero por lo general senin de cerca de 0,1 mL a cerca de 5 mL.
[0146] En general, un régimen adecuado de dosificacién y tratamiento
proporciona el o los compuestos activos en cantidad suficiente para conferir un beneficio
terapéutico o profiléctico. Dicha respuesta puede ser vigilada mediante el
establecimiento de un desenlace clinico mds favoruble (p.¢j., remisiones mds frecuentes,
completas o parciales, o supervivencia més prolongada libre de enfermedad) en
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pacientes tratados comparados con no tratados. Los aumentos de la respuesta
inmunitaria preexistente a una protefna tumoral generalmente se correlacionan con un
mejor desenlace clinico. Dichas respuestas inmunitarias generalmente se pueden evaluar
usando exdmenes esténdar de proliferacion, citotoxicidad o citocinas, las cuales se
pueden llevar a cabo usando muestras obtenidas de un paciente antes y después del
tratamiento.

[0147] La presente invencion se describe ain mds por intermedio de los
siguientes Ejemplos y Ejemplos de prueba no limitantes que se dan con fines ilustrativos
tinicamente. Todas Ias referencias aqui citadas se incorporan mediante referenciaa la
presente en su integridad.

EJEMPLOS

[0148] Este ejemplo describe la prepmcmn de derivados del écido graso
primario que tienen cadenas de acilo graso primario de longitud variable, solas o en
combinacién con las cadenas variables de dcidos grasos secundarios. Por ejemplo, los
compuestos la-c y 2a-c, en los cuales los écidos grasos primarios de cadenas cortas (Cg)
y medias (C,p) se combinan con dcidos grasos secundarios de cadenas cortas, medias, o

- o mﬁog,‘v

Eeiieh

ls¢ R,=CO;H 6 CH;0PO,H; 2s¢ R,=CO;H 6 CH,OPOH;
R3=Cs, Cio, Ci4acllo Rz =Cg, Cio, Ceacilo
[0149] Estos compuestos se preparan ya sea usando el bien establecido aglicén
de serina (R| = CO,H) o, como alternativa, usando una unidad de aglicén de fosfato de
serinol quimicamente mads estable y ionizable (R; = CH,0PO;H3;). La seleccion fosfato
de serilo/serinol se basard en la comparacién de las actividades bioldgicas de derivados

conocidos de serilo 3a,b con novedosos fosfatos de serinol 4a,b.
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RCyHy  nlyHy n-CyyHp
3a R, = C; acilo (RC-526) 4a R, = Cgacilo
3b R; = Cyq acilo (RC-5267) 4db Ry = Cyp acilo
[0150] Los derivados de los compuestos de cadena primaria modificada se

sintetizan mediante la modificacion de un método previamente descrito (Bl en Johnson
et al., Patente estadounidense No. 6,355,251) emplendo un intermediario avanzado
comiin que permite la introduccién de los dcidos aciloxi ligados & amida y éster cercanos
al extremo de la sintesis (Esquema 1). La etapa inicial de la sintesis es la glucosilacién
del aceptor 6 con el tetraacetato 5 conocido (preparado en 4 etapas a partir de la
glucosamina) para dar p-glucésido 7 y la conversién de 7 a intermediario avanzado
comin (CAT) 8, el cual se optimiza para R, = CO;Bn. La 4-O-acilacién y la N-
desproteccion/acilacion da lugar a un derivado hexaacilo 9, €l cual se convierte en 3-4
etapas a la-c o 2a~c a través de fosforilacién y desbloqueo.

g“ m"\r"' Qho oTes
AcO R, JY4empas HO ﬁ% R
OAs NHToa Q 1 ]
W’Irm "o n-m-:.Ymnu

MHTEs  BF.EL0

Esquema I
[0151] Los écidos (R)-3-n-alcanoiloxialcanoicos requeridos se preparan conforme a
Keegan et al., Tetrahedron: Asymmetry, 7(12):3559-3564, 1996, comenzando con los
ésteres 3-oxo metilicos adecuados. La alta pureza quimica y diastercomérica de los
productos 1 y 2 se alcanza ya sea con cromatografia de fase normal en gel de silice o,
como alternativa, a través de cromatografia en celulosa o cromatografia de particion
lquido- liquido en gel Sephadex LH-20. La pureza de las sales aisladas de trietilamonio
se establece por medios espectroscopicos (IR, RMN 'H y 1°C) y fisicos (andlisis de
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combustién, FAB-MS), as{ como mediante HPLC.

Ejemplo 2
uestos glicilo nooxietilo (P
[0152] Este ejemplo describe la sintesis de compuestos glicilo 11a,b y los

compuestos fosfonooxietilo (PE) 12a,b, los cuales son casi regioisoméricos con 3a,b y

4a,b.
AU Y-V
I3 AR

nCiHn  nCyHg CiHn  nCyHn

118 R;= G cilo 12a Ry = Cg acilo

11b R;=C,qncilo 12b Ry= C;g acilo
[0153] Estos compuesios se preparan mis ficilmente mediante una sintesis més
convergente que la descrita en el Esquema I, en la cual un donante glucosilo comdn Cg 0
Cio 13 se acopla a una unidad aceptora N-acilada adecuada (o, como alternativa, N-Troc
protegida, que no se muestra) 14 o 15 en presencia de iones de plata para dar p-
glucdsidos 16 (Esquema II). El aceptor de glicina 14 se prepara como dice Bulusu et a.,
J Med Chem; 35(19):3463-3469, 1992 a partir de etanolamina y bromoacetato de bencilo .
(o de t-butilo) seguido de N-acilacién o proteccidn. El fosfato 15 se prepara mediante
monofosforilacién de dietanolamina N-acilada (o protegida). Se espera que la N-
desproteccidén/acilacion o la N,N-diacilacién en caso de aglicon Troc-protegido (Jiang et
al., Tetrahedron; 58(43):3833-8842, 2002) de los P-glucésidos 16 y la divisién del
grupo fenilo y otros grupos protectores del derivado hexaacilado resultante 17 dé como
resultado los compuestos deseados 11a,b y 12a,b, los cuales se aislan y caracterizan
como sus sales de trietilamonio después de purificacién cromatogréfica en silice o gel
LH-20 o celulosa DEAE.
[0154] Los compuestos 16 son novedosos y constituyen otro aspecto de la presente

invencién.

PP
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11ab  desproteccion Nt
s [ o
12ab
R0 ReO
nCyHy nCyHy nCyHn
13 14 R; =CH,CO;Bn
Ry™= Cs 6 Cyp meilo 15 Ry = CH,CH,P(O)X(Ph),
Esquema I1

[0155] Este ejemplo describe la sintesis de derivados del dcido (R)-3-
alquiloxitetradecanoico (18a,b) los cuales son resistentes al metabolismo desfavorable o
la hidrélisis acuose. Para sintelizar compuestos 18a,b se tienen que preparar inicialmente
los andlogos de éter lipidico de los écidos grasos secundarios presentes en los
compuestos 3a,b o los correspondientes fosfatos de serinol 4a,b. Como se muestra
retrosintéticamente en el Esquema III, la sintesis de las moléculas deseadas 18a,b se
puede alcanzar mediante sustitucién de dcido (R)-3-hexilooxitetradecanoico o écido (R)-
3-deciloxitetradecanoico por los acilooxiécidos correspondientes comenzando con la 3-
O-acilacidn selectiva del intermediario avanzado comiin 8 del Esquema I y procediendo
a través del intermediario 9 (Rz = Cg 0 Cyo alquilo, n=9). Los dcidos alquiloxi 19
requeridos se sintetizan a partir de dcido (R)-3-hidroxitetradecanoico o su éster
fenacllico, intermediarios de la sintesis de acilooxiécidos, por métodos conocidos en
>50% de producido total (Keegan et al., Tetrahedron: Asymmetry; 7(12):3559-3564,
1996, Watanabe et al., Carbohydr Res; 332(3):257-277, 2001, Jiang., Bioorg Med Chem
Lett; 12(16):2193-7] 06, 2002, Christ et al., Patente estadounidense NO: 5,530,113.
1996).
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18a = n = | (C; alquilo) 8 R, = CH;0;Bn 6 CO;Bn 19n=1,8
18b = n = 5 (C, alquilo) Intermediario avanzado comiin
R, = CHyOPO,H; o bien CO;H
Esquema III
Ejemplo 4
Eteres lipidicos primarios y secundarios
[0156] Este ejemplo describe compuestos (20a,b) que contienen un éter lipidico

primario en la posicion del azdcar C-3 as{ como para tres éteres lipidicos secundarios.
Estos compuestos se sintetizan mediante alquilacién de acetonida 21, un intermediario
en la sintesis del donante glucosilo 13 (Esquema II), con sulfonato 22, el cual a su vez se
genera en una etapa a partir del alcohol precursor de 19, para dar diéter 23 (Esquema
IV). La 4,6-funcionalizacién y activacién anomérica arroja cloruro de glucosilo 24, el
cual luego se procesa como en el Esquema 11 usando los alquiloxiécidos
correspondientes en las etapas de N-acilacién. En un esquema alternativo, los derivados
2-azido* o 2-tritluoroacetamido*® se pueden emplear en la etapa de 3-O-alquilacién.

ovcaoc q ™
' % 3 ctapes Esquena 11 ,
L R — MM

NHTroc NeTroe
CyiHm nCroHn "Caibigs CyiHn
) )
f n ) n
n

22NaH=21R=H 23 R =(R)-3-alquiloxitetradecilon= 1,5
4=n=15
20a =n = ] (C4 alquilo)
20b = n =5 (C,q alquilo)
R, = CH,0PO,H; o bien CO;H
Esquema IV
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Ejemplo 5

Compuestos C-6 modificados

[0157] Este ejemplo describe los compuestos que tienen un 6-hidroxilo

blogueado o un 6-sustituyente como flior. En este ejemplo se usa un éter metilico o un
grupo flior en conjunto con compuestos de fosfato de serilo o serinol 25a,b y 26a,b.
Como ya se mencion6, estos compuestos también forman un aspecto de la invencion.

Gk, G L
e i dhel

X323

nC nC
nCyHn  nCyHy e Mnlp  nCyHp e

25a Ry = Cq alquilo 20m R; = C¢ alquilo
25b R; = C;, alquilo 20b R; = Cyp alquilo
Ry = CO.H o bien CH;OPO,H,
[0158] Los compuestos se preparan a partir de diol 27 como se muestra en el

Esquema V. El intermediario 27, obtenido en dos etapas a partir de acetonida 21, se
funcionaliza en la posicién 6 mediante métodos conocidos (Christ et al., Patente
estedounidense No: 5,530,1 13, 1996, Watanabe et al., Carbohydr Res; 333(3):203-231,
2001) para dar alcohol 28. La conversién de 28 a los cloruros 29 en dos etapas y la
elaboracién conforme al Esquema I da las moléculas deseadas 25a,b y 26a,b. Los
compuestos con uniones etéricas primaria o secundaria como los descritos en el Ejemplo
4 se pueden modificar como se describid en este ejemplo para proteger todavia méds a las
moléculas contra la degradacién quimica y enzimética.

R R
2 etapas PS 2ctapas  (FhOy Esquems Il  25a b
21 —» HTroc — NoTme . 26a,b
nCyHn nCyyHa
R;=C46 Cyp acilo 27R=0H 28R=MeO6F 29R=MeOdF
Esquema V
[0159] Se entiende que los anteriores ejemplos son meramente ilustrativos de la

presente invencién. Se pueden hacer ciertas modificaciones de las composiciones o los
métodos empleaddos y seguir alcanzando los objetivos de la invencidn. Dichas
modificaciones estdn contempladas dentro del alcance de la invencién reivindicada.
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1. Un compuesto que tiene la f6rmula (I):
ORy

OR,
Rz

RgO o Rs
Y WN‘@‘&
NH n m 9
o Re  (CHpp o
o I
RO Re
R,O
R1o R

1"

Y
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o
ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son
nimeros enteros de 0 a 6; R;, Rz y R; son iguales o distintos y son residuos de acilo
graso que tienen de 1 a 20 dtomos de carbono y en donde unode R;, Rz y R3 es
opcionalmente hidrégeno; R4 y Rs son iguales o distintos y se seleccionan de entre el
grupo compuesto por H y metilo; R y R; son iguales o distintos y se seleccionan de -
entre el grupo compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi,
amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; R y
Ry son iguales o distintos y se scleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H,
y por lo menos u-no de R y Ry es fosfono; y Rio, Ri1 ¥ Ry2 se seleccionan
independientemente de grupos aliféiticos saturados no sustituidos de cadena recta que
lienen de 1 a 10 dtomos de carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicién farmacéulica de materia que comprende:

una cantidad efectiva de un compuesto conforme a la reivindicacién 1 o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(a) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
3. Un compuesto que tiene la formula (1I)
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Reivindicagiones
1. Un compuesto que tiene la férmula (1)'

ifé

®
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o

ecuatorial; Y, se selecciona de entre el grupo compuesto por O yNH; o, m, py q son
nimeros enteros de 0 a 6; Ry, Rz y R; son iguales o distintos y son residuos de acilo
graso que tienen de 1 a 20 dtomos de carbono y en donde unode R;, Ra y Ry es
opcionalmente hidrégeno; Ry y Rs son iguales o distintos y se seleccionan de entre el
grupo compuesto por H y metilo; Rg y Ry son iguales o distintos y se seleccionande -
entre el grupo compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi,
amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Ry y
Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H,
y porlo menosuhode Rs ¥ R es fosfono; y Ryp, Ry; ¥ Rz 8¢ seleccionan
independientemente de grupos alifiiticos saturados no sustituidos de cadena recta que
tienen de 1 a 10 4tomos de carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicién farmacéutica de materia que comprende:

una cantidad efectiva de un compucsto conforme a la reivindicacion 1 o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo; y

{(a) un vehiculo farrnacéuticamente aceptable.
3. Un compuesto que tiene la férmula (II)
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ORp
RgO o
Y N@“?
H qo
R1 °R3
R 12
R1o Ris
(D

en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en posicién
axial o ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por Oy NH; R;, Ray Rs
son iguales o distintos y son residuos de acilo graso que tienen desde 1 hasta cerca de 20
dtomos de carbono y en donde uno de R;, Rz 0 R; es opcionalmente hidrégeno; Ry se
selecciona de entre el grupo compuesto por H y metilo; q es 1 y Ry es COOH, o bien, q
es 2 y Ry es OPO;Ha; Ry Y Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesio por fosfono y H, y por lo menos uno de Ry y Ry es fosfono; y Ri0, R11 Y Ri2
se seleccionan independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos de
cadena recta que tienen de 1 a 11 &tomos de carbono;
el entendido de que Ry sea COOH, entonces por lo menos uno de Ry, Ri1 y
Ry es un grupo alifitico no sustituido de cadena recta que tiene de 1 a 10 Atomos de
carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
4. Una composicién farmacéutica de materia que comprende:
(a) una cantidad efectiva de un compuesto conforme a la reivindicacion 3 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y
(b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable
S. Un compuesto que tiene la férmula (TII)

ORg
RgO 0 Rs
H
o o Re  (CHpp
'Lo OR

R4O 3

RO Ry
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((11))
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o

ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, py q son
nimeros enteros de 0 a 6; R;, Rz y R son iguales o distintos y son grupos alifiiticos
saturados de cadena recta (es decir, grupos alquilo de cadena recta) que tienen desde 1
hasta cerca de 20 4tomos de carbono y en donde uno de Ry, Rz y R3 es opcionalmente
hidrégeno; R4 y Rs son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto
por H y metilo; Rg y R; son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por H, hidroxi, alcoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto,
ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Rg y Rg son iguales o
distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H, y por lo menos
uno de Ry y Ry es fosfono; R, Ry1 y Ry2 se seleccionan independientemente de grupos
aliféticos saturados no sustituidos de cadena recta que tienen de 1 a 11 dtomos de
carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
6. Una composicién farmacéutica de materia que comprende

(a) una cantidad efectiva de un compuesto conforme a la reivindicacién 5 o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Un compuesto que tiene la férmula (IV):

av)
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o

ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, py q son
nimeros enteros de 0 a 6; Ry, Ra Y Rj son iguales o distintos y son grupos aliféticos
saturados de cadena recta (es decir, grupos alquilo de cadena recta) que tienen desde 1
hasta cerca de 20 dtomos de carbono y en donde uno de R, Rz y R; es opcionalmente
hidrdgeno; R4 y Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto
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por H y metilo; R y R7 son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, suifooxi, amino, mercapto,
ciano, nitro, formilo y carboxi, y ésteres y amidas de los mismos; Rs y Ry son iguales o
distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por fosfono y H, y por lo menos
uno de Ry y Ry es fosfono; Rig, R11 ¥ Ria se seleccionan independientemente de grupos
aliféticos saturados no sustituidos de cadena recta que tiecnen de 1 a 11 4tomos de
carbono;
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
8. Una composicién farmacéutica de materia que comprende

(a) una cantidad efectiva de un compuesto conforme a la reivindicacién 7 o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Un compuesto que tiene la férmula (V):

O

Ry

Rg
Y
O
R0
Ry

R4

V)
en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicién axial o

ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, py q son
ntimeros enteros de 0 a 6; Ry, R2 ¥ R; son iguales o distintos y son residuos de acilo
graso o grupos aliféticos saturados de cadena recta que tienen desde 1 hasta cerca de 20
dtomos de carbono y en donde uno de R, Rz y R; es opcionalmente hidrégeno; Ry y Rs
son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H y metilo; Rg y
Ry son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H, hidroxi,
alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y
carboxi, y ésteres y amidas de los thismos; Ry es fosfono; R;3 es F 6 O-PG; PG
representa un grupo protector hidroxilo como se define més adelante, y Ryg, R1) Y Rz se
seleccionan independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos de cadena
recta que tienen de 1 a 11 tomos de carbono;

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.



]

WO 2006/016997 PCT/US2005/022522

10. Un compuesto o composicidén conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en
donde X y Y son oxigeno .

11. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacién 10 en donde Xy Y son
oxigeno, R,, Rz y R; se seleccionan independientemente de grupos Cg-C)4 acilo
alifdticos saturados y grupos alifiticos saturados de cadena recta, y Rig, Ry; Y Ri2
son independientemnente grupos aliféticos saturados no sustituidos de cadena recta
que tienen de 3 a 10 dtomos de carbono.

12, Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacién 11 en donde R;, R3 Y Ry
se seleccionan independientemente de grupos Cs-C)g acilo saturados y grupos
aliféticos saturados de cadena recta.

13. Un compuesto o compasicidn conforme a la reivindicacién 11 o 12 en donde Rq,
Ri1 ¥ Ry2 son independientemente grupos alifiticos no sustituidos de cadena recta
que tienen de 3 a 7 &tomos de carbono.

14. Un compuesto o composicion conforme a la reivindicacién 1 o 2 que tiene la

férmula
mﬁo ” ¥
o\/L H
H
o
Ry RyO
R0

en donde R; es COOH o CH;OPO3H; y cada uno de Ry, Rz y R3 son grupos Ce-Ci4
acilo saturados.

15. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacién 1 o 2 que tiene la
férmula )
OH
i Ca X
o

en donde R7 es COOH o CH;OPO;Hj y cada uno de Ry, Rz y R3 son grupos Cg acilo
saturados.
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16. Un compuesto o composicion conforme e la reivindicacién 1 o 2 que tiene la
férmula
OH
{HO) \l
- O%/ C H
0
0
R0

en donde Ry es COOH o CH20PO;Hj; y cada uno de R), R; y Ra son grupos Cy acilo
saturados.
17. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacién 1 o 2 que tiene la

G L

en donde R; es COOH o CH;OPOQ;3H, y cada uno de Ry, R; y R son grupos C)4 acilo

saturados.

18. Un compuesto o composicion conforme a la reivindicacién 1 o0 2 que tiene la
férmula:

formula

OH

wodo G L.

en donde R; es COOH o CH,0PO;H; y cada uno de Ry, Rz y Rj son grupos Cg acilo
saturados.

19. Un compuesto o composicidn conforme a la reivindicacién 1 o 2 que tiene la
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férmula:

en donde R, es COOH o CH;OPO;H; y cada uno de R, Rz y R3 son grupos Cy acilo
saturados.

20. Un compuesto o0 composicion conforme a la reivindicacién 1 o 2 que tiene la
férmula:

en donde R; es COOH o CH,OPO;H; y cada uno de Ry, Ra y R son grupos Cy, acilo

saturados.

21. Un compuesto o composicion conforme a las reivindicaciones 3 6 4 en donde q es 2
¥ R7 es OPO3Ha.

22. Un compuesto o composicién conforme a las reivindicaciones 3 6 4 en donde q es 1
y Ry es COOH.

23. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacidn 22 en donde Ryo, R y
R,z se seleccionan independientemente de grupos aliféticos saturados no sustituidos
de cadena recta que tienen de 1 a 10 dtomos de carbono.

24. Un compuesto o composicion conforme a las reivindicaciones 3 6 4 en donde R,
Ri1 ¥ Ry2 son grupos idénticos.

25. Un compuesto o composicién conforme a las reivindicaciones 3 6 4 que tiene la
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_:_..:' G\

férmula:
OH

9
(HO)ZPO. o

o o\/\N/\CO H
o H

0
Ry R,O
R0 n-CyHz

I'I-C"Hn n-c"Ha
en donde cada uno de R;, Ra y R3 son grupos C acilo saturados.
26. Un compuesto o composicién conforme a las reivindicaciones 3 6 4 que tiene la

formula:
OH

q
(HO),PO
°\/\N COH

f'l'C1 1Hﬁ n-c“H;,

en donde cada uno de R,, Rz y R3 s0n grupos C)g acilo saturados.

27, Un compuesto o composicién conforme a las reivindicaciones 3 6 4 que tiene la

Tt

H nCyHn
"a  nCyHp

en donde cada uno de R, R; y Ry son grupos Cg acilo saturados.
28. Un compuesto o composicién conforme a las reivindicaciones 5 ¢ 6 que tiene la
férmula;
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OH
O/YR.
i/ ;H
°
"'cﬁHll Eﬂc""ln I'I-c"Hu
n )
) n

n

endonde nes 1 6 5 y Rs es COOH 6 CH,OPOsHa.
29. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacion 28 en donde 1 cs 1.
30. Un compuesto o composicién conforme a la reivindicacion 28 cn donde nes 5.
31. Un compuesto conforme a la reivindicacién 9 en donde Ry3 es ~OCH;.
32. Un compuesto conforme a la reivindicacién 9 en donde R;3 es F.

33. Un compuesto que tiene la formula:

P@ OTCBOC
HO); Pe)

o
[o] NN R
o NHTroc 7
o
R,0 R,O

|'|-G| |Hu l'l'c“Hn

en donde TBOC representa un grupo protector 2,2,2-tricloro-1,1-dimetiletil
cloroformilo; Troc represente un grupo protector 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo; R y Rs
son grupos acilo aliféticos saturados Cg 6 C;o; ¥ R7 €s un grupo carboxilo o fosfato
protegido.

34. Una composicién conforme a cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 6, y 8 adecuada
para administracién en las mucosas.

35. Una composicion conforme a cualquicra de las reivindicaciones 2, 4, 6, y 8 adecuada
para administracién intranasal.

36. Una composicion conforme a cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 6, y 8 que
ademss comprende un antigeno y una cantidad adyuvante efectiva del mencionado
compuesto o sal del mismo.

37. Un método para intensificar la respuesta inmunitaria de un sujeto que comprende

administrarle a dicho sujeto una cantidad efectiva de un compuesto o composicitn
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conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1-30.

38, Un método conforme a la reivindicacion 37 que ademés comprende administrar un
antigeno exdgeno al mencionado sujeto.

39. Un método para mejorar o prevenir en grado sustancial una enfermedad infecciosa,
una enfermedad autoinmune o un trastorno alérgico en un sujeto, que comprende
administrarle a dicho sujeto una cantidad efectiva de un compuesto o composicién

conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1-30.
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(67) RESUMEN
1. Un compuesto que tiene la férmula (I):
ORy

RgO R
v ik e,

M
en donde X se selecciona de entre o grupo compuesto por O y S en la posicion axial o scustorial; Y se
selecciona de entre el grupo compuesto por O y NH; n, m, p y q son ndmeros entercs de 0 a §; R, R, ¥
Rs son iguales o distintos y son residuos de acilo graso que tienen de 1 a 20 atomos de carbono y en
donda uno de R,, Rs ¥ Ry es opcionaiments hidrégeno; R, y Rs son iguales o distinios y se seleccionan
de entre el grupo compuesio por H y metilo; R y R; san iguales o distintos y se seleccionan de entre el
grupo compuesto por H, hidroxi, alkoxi, fosfono, fosfonoaxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto, clano, nitro,
formilo y carboxi, y ésteres y amidas de lo8 miemos; Ry y Ry son iguales o distintos y se seleccionan de
entre el grupo compuesto por fosfono y H, y por lo mencs uno de Ry ¥ Ry es fosfono; y Ryp, Ry1 ¥ Rz 80
saleccionan independiantsmente de grupos allfaticos saturados no sustituidos de cadena recta que tienen
de 1 a 10 &tomos de carbono;
o una sal farmacéuticaments aceptable del mismo.



3. Un compuesto que tiene la formula (Ii) } 2.
ORg

Nl e,

Y
o NH =)
0O
R,O R,
R0 12
Ry Ry4

()

en donde X se selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en posicién axial
o ecuatorial; Y se selecclona de entre el grupo compuesto por O y NH; R;, R2 y Rs son
iguales o distintes y son residuos de acilo graso que tienen desde 1 hasta cerca de 20
&tomos de carbono y en donde uno de R,, Rz 0 Ry es opcionalments hidrégeno; R, se
selecciona de entre el grupo compuesto por H y metilo; q es 1 y Ry es COOH, o bien, q es
2 y R; es OPO3H;; Rs ¥ Ry s0n iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo
compuesto por fosfono y H, y por lo menos uno de Ry y R, 88 fosfono; y Ry, Ry1 ¥ Ry2 88
seleccionan independientemente de grupos alifiticos saturados no sustituidos de cadena
recta que tienen de 1 a 11 &tomos de carbono;

en el entendido de que Ry sea COOH, entonces por io menos uno de Ry, Ry1 ¥ R12
88 un grupo alifdtico no sustituido de cadena recta que tiene de 1 a 10 stomos de
carbono;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un compuesto que tiene ia férmula (V).
R1a

RgO Rs

Y
H
o Ha)p
R,0 Ry
Rz Ri2
Rio 1
V)

en donde X sa selecciona de entre el grupo compuesto por O y S en la posicion axial o
ecuatorial; Y se selecciona de entre el grupo compuesto por Oy NH; n, m, py q son
nGmeros enteros de 0 a 6; R, Rz y Rs son iguales o distintos y son residucs de acilo graso
o grupos alifdticos saturados de cadena recta que tienen desde 1 hasta cerca de 20
atomos de carbono y en donde uno de R,, R y R, 88 opcionalimente hidrégeno; R,y Rs
son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H y metilo; Rs ¥
R; son iguales o distintos y se seleccionan de entre el grupo compuesto por H, hidroxi,
alkoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo, sulfooxi, amino, mercapto, ciano, nitro, formilo y carboxd,
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y ésteres y amidas de los mismos; Ry es fosfono; R;3 es F 6 O-PG; PG representa un grapo
protector hidroxilo como se define m#s adelante, y Rio, Ri1 ¥ Rj2 se seleccionan
independientemente de grupos alifiticos saturados no sustituidos de cadena recta que tienen
de 1 a 11 dtomos de carbono;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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E-mall: [nfo@slc gov.co
www.slc.gov.co
Bogotéd, D.C., Colombla
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Doctor (a)

CABTILLOC OIBBONE LUIS FELIPE
Apoderado{a) y/o Representante da
CORIXA CORPORATION

REFERENCIA Radicacifin No. 7 11980
Solicitud internacional PCT/US2005/022522
Fecha inicio fase nacional 08/02/2007

Trimite 11
Evento a7a
Actuacién 430

- Oficlo No. " oy e b 4648

Como resultado del de forma, realizado con fundamento el articulo 38 de
la Decisiém 486 de la Comisifm de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decieifn 486.

En cumplimlento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, Be le
requlere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente emumciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la solicitud se
conelderari abandonada y perderf su prelacién.

Hotifiquese el presente oficlo conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Avisitn de Nuevas Creaciones

anterior requer:l.miento fue notificado por £ijacién lista de
adpall



