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COMPOSICION DE VACUNA PARA HERPES ZOSTER

Campo técnico
La presente invencién se refiere a una composiciédn

de vacuna para prevenir el herpes zdbster.

Antecedentes de la invencién

La 1infeccidén primaria por virus de la varicela
zbster (VZV) causa la varicela, que se caracteriza por
erupciones cutdneas altamente contagiosas, principalmente en
la cara y el tronco. Después de la infeccidn inicial, el ADN
viral puede permanecer latente durante afios en el citoplasma
de la célula neuronal del anfitrién. El virus puede
reactivarse para causar herpes zobster (zdster o culebrilla) en
adultos.

El herpes zbster causa erupciones cutaneas distintas
de las que se producen durante la infeccidén primaria. Las
erupciones se acompafian de dolor intenso y pueden conducir a
condiciones mas graves, como la neuralgia postherpética (NPH).

El wvirus de 1la varicela zdbéster (VZV), también
conocido como herpesvirus humano 3 (HHV-3), es un miembro de
la subfamilia alfaherpesvirus de la familia Herpesviridae. E1
VZV es un virus envuelto con un genoma de ADN de doble cadena

de aproximadamente 125,000 nucledétidos. E1l genoma de VZV esté
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encerrado por una nucleocadpside icosaédrica. Un tegumento
viral (epidermis), ubicado en el espacio entre la
nucleocapside y la envoltura viral, es una construccidn que
consiste en proteinas y enzimas codificadas por virus. La
envoltura viral se deriva de las membranas de la célula
hospedera y contiene glicoproteinas codificadas por virus.

El genoma de VZV codifica para setenta (70) o més
marcos de lectura abiertos (ORFs), nueve (9) de los cuales
codifican para glicoproteinas (gE, gI, gB, gH, gK, gN, gL, gC
y gM) que se presume que funcionan en diferentes etapas del
ciclo de replicacidn viral.

La glicoproteina E (gE) es esencial para la
replicacién viral (Mallory et al. (1997) J. Virol. 71: 8279-
8288) y Mo et al. (2002) Virology 304: 176-186), vy es la
glicoproteina mas abundante que se encuentra en las células
infectadas, asi como en los viriones maduros (Grose, 2002, The
predominant wvaricella-zoster wvirus gE and gl glycoprotein
complex, En Structure-function relationships of human
pathogenic viruses, Holzenburg vy Bogner (eds.), Kluwer
Academic/Plenum Publishers, Nueva York, NY).

La glicoproteina I (gI) forma un complejo con gE en
las células infectadas, promoviendo asi la endocitosis de
ambas glicoproteinas, que luego se administran al trans-Golgi

donde se obtiene 1la envoltura viral final (Olson y Grose
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(1998) J. Virol. 72: 1542-1551).

La glicoproteina B (gB), gque se cree gue desempefa
un papel importante en la entrada viral, tiene un epitopo para
un anticuerpo neutralizante de virus vy es la segunda
glucoproteina més importante en la superficie del viriédn
(Arvin (1996) Clin. Microbiol. Rev. 9: 361-381).

Se cree que la glicoproteina H (gH) tiene una
funcién de fusidén que promueve la propagacidn del virus de una
célula a otra.

Actualmente, las vacunas vivas atenuadas, que se
usan comunmente para prevenir la varicela o el herpes zdster,
tienen varias desventajas. Primero, hay algunas pruebas de
gque la inmunidad contra la infeccidén por VZV disminuye con el
tiempo y el efecto de la wvacuna desaparece (Chaves et al.
(2007) N. Engl. J. Med. 356: 1121-1129). Por lo tanto, 1los
sujetos vacunados con la vacuna pueden seguir siendo
susceptibles al herpes zdbster, gque es una condicidn mas grave
causada por el VZV. Ademds, las vacunas vivas atenuadas se
fabrican usando virus vivos con patogenicidad debilitada, de
modo que los sujetos vacunados pueden volverse susceptibles a
la varicela o al herpes zdbéster debido a la vacunacidn. De
hecho, se ha informado gque varios casos de herpes zbster
fueron causados por 1la cepa del virus usada en la vacuna

(Matsubara et al. (1995) Acta Paediatr Jpn 37: 648-50; vy
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Hammerschlag et al. (1989) J Infect Dis. 160: 535-7). Ademéas,
debido al virus vivo atenuado presente en la vacuna, el uso de
la wvacuna puede estar limitado para sujetos cuya funcidn
inmune estd disminuida.

Para aumentar el efecto de prevenir el herpes zdbster
que reaparece a lo largo de las células neuronales después de
la latencia del virus, es importante aumentar
significativamente la activacidén de la inmunidad mediada por
células (CMI) al antigeno VZV en lugar de la activacidn de la
inmunidad humoral al mismo. Para esto, es importante aumentar
la relacién Thl/Th2 promoviendo la activacién de Thl entre Thl
y Th2, que son células T (células T auxiliares).

Por 1lo tanto, existe 1la necesidad de desarrollar
nuevas composiciones de wvacuna contra el herpes zdbster que
puedan aumentar selectivamente la respuesta inmune mediada por
células sin tener las desventajas de las vacunas atenuadas

vivas.

Breve descripcién de la invencién

Problema técnico

El objeto de la presente invencidén es proporcionar
una composicidén de vacuna que tenga una alta seguridad y un
excelente efecto para prevenir el herpes zdbster, que aumente

selectivamente la respuesta inmune mediada por células sin
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tener las desventajas de las vacunas atenuadas vivas.
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Solucién al problema

1. Una composicién de vacuna contra la varicela o
el herpes zbster que comprende:

glicoproteina E del virus de la varicela zdster;

un adyuvante 1lipidico de glucopiranosilo de 1la
siguiente férmula 1; vy

un aceite metabolizable:

[FOérmula 1]

en donde, R!, R3, R® y R® son cada uno
independientemente alquilo de Ci10-Ci»; y R? y R* son cada uno
independientemente alquilo de Cg-Cig.

2. La composicidén de wvacuna del anterior 1, en
donde el adyuvante 1lipidico de glucopiranosilo es el de
Férmula 1 en donde R!, R3, R® y R® son alquilo de Ci;.

3. La composicién de vacuna del anterior 1, en

donde el adyuvante 1lipidico de glucopiranosilo es el de
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Formula 1 en donde R? y R* son alquilo de Cs.

4. La composicién de vacuna del anterior 1, en
donde el aceite metabolizable es escualeno.

5. La composicidén de vacuna del anterior 4, en
donde el escualeno estd contenido en una cantidad de 1% (v/v)
a 7% (v/v) de la composicidén de vacuna total.

6. La composicién de vacuna del anterior 5, en
donde el escualeno estd contenido en una cantidad de 1% (v/v)
a 4% (v/v) de la composicidn de vacuna total.

7. La composicidén de vacuna del anterior 1, en
donde la glicoproteina E estd contenida en una cantidad de 5
ug a 100 pg en una dosis Unica de la composicidén de vacuna.

8. La composicién de vacuna del anterior 1, en
donde el adyuvante lipidico de glucopiranosilo estd contenido
en una cantidad de 7.5 pg a 20 pg en una dosis uUnica de la
composicién de wvacuna.

9. La composicién de vacuna del anterior 8, en
donde el adyuvante lipidico de glucopiranosilo estd contenido
en una cantidad de 9 pg a 18 pg en una dosis unica de la
composicién de wvacuna.

10. Un método para prevenir o tratar la varicela o
el herpes zdster, que comprende administrar la composicidn de

cualgquiera de los anteriores 1 a 9 a un sujeto.
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Efectos adecuados de la invencién

La composicién de vacuna de la presente invencidn es
excelente para prevenir el herpes zdbster.

La composicidén de vacuna de la presente invencién
aumenta significativamente la respuesta inmune mediada por
células frente al antigeno VZV en comparacidén con la respuesta
inmune humoral al mismo.

La composicidén de vacuna de la presente invenciédn
aumenta enormemente el numero de células Thl produciendo dos o
mas citocinas especificas de Thl.

La composicién de vacuna de la presente invenciédn
aumenta enormemente la produccién de IgG2c en comparaciédn con
la produccién de IgGl.

La composicién de vacuna de la presente invencidén no
tiene posibilidad de infectar al sujeto con herpes =zdster
debido a la vacunacién.

La composicién de vacuna de la presente invencidn se
puede administrar incluso a sujetos cuya funcidén inmune esté
disminuida.

La composicién de vacuna de la presente invencién

tiene un efecto preventivo de larga duraciédn.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 ilustra la produccién de IgG especifica
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de antigeno gE de acuerdo con el experimento del Ejemplo
experimental 3.

La figura 2 representa las producciones de IgG2c e
IgGl especificas de antigeno gE de acuerdo con el experimento
del Ejemplo experimental 3.

La figura 3 indica el numero de células T que
secretan IFN-y especificamente a la proteina gE de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 4.

La figura 4 demuestra el numero de células T que
secretan IFN-y especificamente al péptido gque se superpone con
gE de acuerdo con el experimento del Ejemplo experimental 4.

La figura 5 muestra el nUmero de células T que
secretan IFN-y especificamente a todo el VZV de acuerdo con el
experimento del Ejemplo experimental 4.

La figura 6 presenta la cantidad de diversas
citocinas Th secretadas especificamente al antigeno gE de
acuerdo con el experimento del Ejemplo experimental 5.

La figura 7 muestra la distribucidén de células
secretoras de citocinas especificas de antigeno gE de acuerdo
con el experimento del Ejemplo experimental 6.

La figura 8 ilustra la produccidén de IgG especifica
de antigeno de VZV de acuerdo con el experimento del Ejemplo
experimental 7.

La figura 9 representa las producciones de IgG2c e
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IgGl especificas de antigeno de VZV de acuerdo con el
experimento del Ejemplo experimental 7.

La figura 10 indica la cantidad de IFN-y secretada
especificamente para todo el VZV de acuerdo con el experimento
del Ejemplo experimental 8§.

La figura 11 demuestra la distribucién de células
secretoras de citocinas especificas de antigeno VZV de acuerdo
con el experimento del Ejemplo experimental 9.

La figura 12 muestra la produccidédn de IgG especifica
de antigeno de VZV de acuerdo con el experimento del Ejemplo
experimental 10 y el nUmero de células T especificas para gE o
VZV completo de acuerdo con el experimento del Ejemplo
experimental 2-2.

La figura 13 ©presenta la produccidén de IgG
especifica de antigeno gE de acuerdo con el experimento del
Ejemplo experimental 11.

La figura 14 muestra las producciones de IgG2c e
IgGl especificas de antigeno gE de acuerdo con el experimento
del Ejemplo experimental 11.

La figura 15 ilustra el nUmero de células T que
secretan IFN-y especificamente a la proteina gE de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 12.

La figura 16 representa el numero de células T que

secretan IFN-y especificamente al péptido que se superpone a
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gE de acuerdo con el experimento del Ejemplo experimental 12.

La figura 17 indica el nuUmero de células T que
secretan IFN-y especificamente al antigeno VZV de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 12.

La figura 18 demuestra la cantidad de IFN-vy
secretada por la estimulacidén de la proteina gE de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 13.

La figura 19 muestra la cantidad de IFN-y secretada
por la estimulacidn peptidica superpuesta a gE de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 13.

La figura 20 presenta el numero de células T qgue
secretan IFN-y especificamente a la proteina gE de acuerdo con
el experimento del Ejemplo experimental 14.

La figura 21 muestra el nuUmero de células T que
secretan IFN-y especificamente a todo el VZV de acuerdo con el

experimento del Ejemplo experimental 14.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

La presente invencién se refiere a una composiciédn
de wvacuna contra el  Therpes zbster, que comprende la
glucoproteina E del wvirus de la wvaricela zdbster, un adyuvante
lipidico de glucopiranosilo y un aceite metabolizable, y tiene
una alta seguridad y un excelente efecto para prevenir el

herpes zdbéster al aumentar selectivamente la respuesta inmune
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12
mediada por células sin tener las desventajas de las vacunas
atenuadas vivas.

De aqui en adelante, la presente 1invencidn se
describird en detalle.

La composicién de vacuna de la presente invencién
comprende la glucoproteina E del virus de la varicela zdster
(VzvVv) , un adyuvante 1lipidico de glucopiranosilo de 1la
siguiente férmula 1 y un aceite metabolizable:

[FOérmula 1]

R?" ™0 R4
fko o
R5” ~OH OH
RG
en donde, R1, R3, R® y R® son cada uno

independientemente alquilo de Ci9-Ci»; y R? y R* son cada uno
independientemente alquilo de Cg—Cyg.

La composicidén de vacuna de la presente invenciédn
comprende glicoproteina E (gE) de VZV. La glicoproteina E
(gE) en la presente invencidédn significa la glicoproteina E de
VZV o un derivado inmunogénico de la misma. El derivado

inmunogénico en la presente invencibén puede ser aquel en el
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13
que se modifique una parte de la glicoproteina E. Por ejemplo,
puede ser aquel en el gue se corte wuna parte de 1la
glucoproteina E, uno o mas aminoacidos de la glicoproteina E
se reemplacen por otros aminoadcidos, se eliminen uno o mas
aminoadcidos de la glicoproteina E, se agreguen uno o© mas
aminoadcidos a la glicoproteina E, o uno o mas aminoadcidos de
la glicoproteina E se modifiquen guimicamente. Por ejemplo,
la glicoproteina E de la presente invencién puede
representarse por la secuencia de SEQ ID NO: 1.

La composicidén de wvacuna de la presente invencidn
comprende un adyuvante lipidico de glucopiranosilo de la
siguiente Férmula 1 y un aceite metabolizable:

[Férmula 1]

) OH

1l
HO—/-0 0
OH
0

en donde, R!, R3, R

=
s}
o

son cada uno
independientemente alquilo de Cg-Cip; y R? y R* son cada uno
independientemente alquilo de Cg—Cig4. Por ejemplo, R? y R*

pueden ser alquilo de Cg, alquilo de Cy o alquilo de Cigq. De
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acuerdo con un ejemplo mas especifico, R? y R? pueden ser
alquilo de Cy o alquilo de Cip. Por ejemplo, R? y R* pueden
ser alquilo de Cy.

El término "aceite metabolizable" como se usa en
este documento significa un aceite cuya estructura esté
modificada por el metabolismo, e incluye aceites vegetales,
aceites de pescado, aceites animales y aceites sintéticos, que
no tienen biotoxicidad y pueden sufrir cambios estructurales
en la progresidén metabdlica.

De acuerdo con una modalidad especifica de 1la
presente invencidn, el aceite metabolizable de la presente
invencién es escualeno. El escualeno es un hidrocarburo del
esqueleto triterpeno que tiene 30 carbonos. Se puede usar una
variedad de escualenos cominmente conocidos en la técnica como

aceites o emulsiones metabolizables, por ejemplo, escualeno de

aceite de higado de tiburdn. Un ejemplo de composicidédn de
escualeno se describe en Fox CB et al. (2013) Vaccine 31 (49):
5848-55.

Para aumentar el efecto de la prevencidén del herpes
zbster, es importante mejorar significativamente la activacién
de la inmunidad mediada por células (CMI) contra los antigenos
del VZV vy, al mismo tiempo, minimizar la activacién de 1la
inmunidad humoral.

Los altos niveles de citocinas especificas de Th2
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favorecen la induccién de wuna respuesta inmune humoral al
antigeno proporcionado, mientras que los altos niveles de
citocinas especificas de Thl tienden a preferir la induccién
de la respuesta inmune mediada por células (CMI) al antigeno
proporcionado. Por lo tanto, cuantas més citocinas
especificas de Thl se generen en comparacidén con las citocinas
especificas de Th2, mayor serd el grado de activacidén de la
respuesta inmune mediada por células que la de la respuesta
inmune humoral.

Ademas, cuanto mayor sea el numero de células que
producen simultédneamente dos o mas citocinas a partir de IFN-v,
TNF-o« e IL-2, mayor serd el grado de activacién de 1la
respuesta inmune mediada por células.

Ademds, a medida que el grado de activacidén de 1la
respuesta inmune mediada por células llega a ser mayor que el
de la respuesta inmune humoral, la produccidédn de anticuerpo
IgG2c aumenta considerablemente en comparacidédn con la del
anticuerpo IgGl.

La composicién de vacuna de la presente invencién
puede aumentar enormemente el grado de activacién de 1la
respuesta inmune mediada por células en lugar de la respuesta
inmune humoral en el cuerpo de un sujeto.

Por ejemplo, la composicidédn de vacuna de la presente

invencién puede aumentar significativamente la produccidédn de
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citocinas especificas de Thl (por ejemplo, interferdédn-gamma
(IFN-v), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) e
interleucina-2 (IL-2) en comparacidén con la produccidén de
citocinas especificas de Th2 (por ejemplo, interleucina-4 (IL-
4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) y
similares), en el cuerpo de un sujeto.

Ademds, por ejemplo, la composicién de wvacuna de 1la
presente invencidédn es capaz de aumentar considerablemente el
numero de células que producen simultidneamente dos o més
citocinas de IFN-y, TNF-o e IL-2 que el numero de células que
producen solo una citocina de las citocinas anteriores, entre
las células Thl activadas.

Ademds, por ejemplo, la composicién de wvacuna de la
presente invencién puede aumentar enormemente la produccidn de
anticuerpos IgG especificos de gE en el cuerpo de un sujeto vy,
especialmente, puede aumentar considerablemente la produccidn
de anticuerpos IgG2c especificos de gE en comparacidén con la
de anticuerpos IgGl especificos de gE.

La composicién de vacuna de la presente invenciédn
puede contener de 5 pg a 100 upg de glicoproteina E en una sola
dosis. Por ejemplo, ©puede contener 5 upg a 80 ug,
especificamente 5 pg a 70 pg, muy especificamente 5 pg a 60 ug,
y mas especificamente 5 pg a 50 pg de glicoproteina E en una

sola dosis.
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La composicién de vacuna de la presente invenciédn
puede contener de 7.5 pg a 20 ug, especificamente de 9 ug a 18
ng, muy especificamente, de 9 wnpg a 16 ug, y mas
especificamente de 10 pg a 15 pg del adyuvante lipidico de
glucopiranosilo en una sola dosis. De acuerdo con otra
modalidad de la presente invencidén, la composicidédn de vacuna
de la presente invencidén puede contener 13 pg a 17 upg del
adyuvante lipidico de glucopiranosilo en una dosis unica.
Cuando el adyuvante lipidico de glucopiranosilo se incluye en
el rango anterior, la respuesta inmune mediada por células
puede maximizarse selectivamente.

La composicién de wvacuna de la presente invencién
puede contener de 1 a 7% (v/v), muy especificamente de 1 a 5%
(v/v), y mas especificamente de 1 a 4% (v/v) del aceite
metabolizable en una sola dosis.

Ademds de la glicoproteina E, el adyuvante lipidico
de glucopiranosilo y el aceite metabolizable, la composicidn
de wvacuna de la presente invencidén puede incluir excipientes,
portadores farmacéuticamente aceptables y similares. Por
ejemplo, la composicién de vacuna de la presente invenciédn
puede contener solucidn salina fisioldgica o PBS (solucidn
salina de pH regulado con fosfato).

La composicidén de vacuna de la presente invencidn se

puede formular y envasar en diversas formas. De acuerdo con
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una modalidad, el primer wvial que contiene glicoproteina E
pero gque no comprende el adyuvante lipidico de glucopiranosilo
y el aceite metabolizable, y el segundo vial que contiene el
adyuvante lipidico de glucopiranosilo y el aceite
metabolizable pero que no comprende glicoproteina E pueden
envasarse por separado y mezclarse antes de usar (mezcla de
cabecera) . De acuerdo con otra modalidad, una composicidén de
vacuna que comprende toda la glicoproteina E, el adyuvante
lipidico de glucopiranosilo y el aceite metabdlico puede
envasarse en un vial, una Jjeringa (jeringa precargada), o

similares.

Descripcién detallada de la invencién

A continuacidén, la presente invencidén se describiréa
con mas detalle con referencia a ejemplos experimentales.
Estos ejemplos experimentales solo pretenden ilustrar la
presente invencidén, y el alcance de la presente invencidédn no
se limita a los ejemplificados en estos ejemplos

experimentales.

Ejemplo experimental 1: Inmunizacién
Dado  que los humanos tienen antecedentes de
infeccibén por varicela, para imitar la infeccidédn por varicela

en ratones, se 1inyectdé por via subcutdnea una vacuna viva
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atenuada (LAV, 3000 pfu) una vez a ratones C57BL/6 hembra para
llevar a <cabo 1la inmunizacién primaria (cebado de LAV).
Después de 28 dias desde el cebado de LAV (dia 0), se
administraron por inyeccién intramuscular diversas
composiciones de vacuna de VZV con o sin inmundédgeno o
adyuvante de la proteina de VZV para 1llevar a cabo una
inmunizacién secundaria.

Para medir la respuesta inmune humoral al VZV, se
tomaron muestras de sangre una vez en el punto de cebado de
LAV, y 28 dias y 42 dias después (dia 0, dia 28 y dia 42),
respectivamente, vy se recogieron leucocitos de muestras de
bazo 42 dias después del cebado de LAV (Dia 42) para medir la
CMI (respuesta inmune mediada por células) contra el VZV.

El disefio experimental para la inmunizacidén primaria
(cebado de LAV), la inmunizacidédn secundaria (inmunizacidn) vy
la medicidén de la respuesta inmune se resume como se muestra
en la Tabla 1 a continuacién. En la Tabla 1 a continuacién,
gk se refiere a la glicoproteina E de VZV de SEQ ID NO: 1, LAV
se refiere a virus vivo atenuado, SLA se refiere al adyuvante
lipidico de glucopiranosilo de la Férmula 1 en donde R? y R
son alquilo de Cy, y SE se refiere a escualeno. SLA vy
escualeno se obtuvieron del Instituto de Investigacidédn de
Enfermedades Infecciosas (Seattle, EE.UU.) vy Sigma-Aldrich

(San Luis, MO), respectivamente.



10

Descripcidén Mod Voluntaria
PCT/KR2017/015155
Julio 19, 2019

20

El hidréxido de alumbre es hidréxido de aluminio;
Addavax® es una nanoemulsién de aceite en agua a base de
escualeno; Pam3CSK4 es un agonista de TLR 1/2, una
lipoproteina triacilada sintética de numero CAS 112208-00-1;
poliIC es &cido polinosinico-policitidilico; MPL es lipido de
monofosforilo A; vy ODN1826 es un ligando TLRY9 murino de
oligonucledétido CpG de clase B. Ademéds, los dias de
inmunizacidén, la recoleccidén de muestras de sangre vy 1la
recoleccidén de muestras de bazo se calcularon desde el Dia 0

como el dia del cebado de LAV.
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Tabla 1
Inmunizaci Inmunizacion secundaria Dia de . .
. L . . Dia de Dia de
on (Inmunizacién) inmuniz
o . toma de toma de
Grupo primaria acion muestra restra
(cebado de | Antigeno Adyuvante secunda 4 de b
LAV*) ria e sangre e bazo
PBS solo PBS X X
LAv( LAV | soloPBS X
aplicacion)
LAV
apLh‘zl(li 0 LAV (15,000 X
pfu)
gk LAV gE (5u9) X
gE+SLA-AF LAV o (50g) SLA (?ug) en
formulacion acuosa
gE+SLA-SE LAV gE (5ug) | SLA (5ug) + SE (2%)
gE+SE LAV gE (5u9) SE (2%)
gE+liposoma LAV gE (5u9) solo liposoma
gE+Addavax LAV gE (5u9) Addavax (50%)
MPL (5ug) + QuilA .
gE+MPL+QuilA LAV gE (5ug) 1)+ Q Dia 0,
(5u9) Dia 28 Dia 28, Dia 42
Dia 42
oI+SLA-SE LAV ol (5ug) | SLA (5ug)+ SE (2%) 1
IE63+SLA-SE LAV 1E63 (5ug) | SLA (5ug) + SE (2%)
gB+SLA-SE LAV gB (5ug) | SLA (5ug) + SE (2%)
gC+SLA-SE LAV gC (5ug) | SLA (5ug) + SE (2%)
gL+SLA-SE LAV gL (5pg) | SLA (5ug) + SE (2%)
gE+Hidroxido Hidroxido de alumbre
de alumbre LAV g (518) (0.5 mg)
gE+Addavax LAV gE (548) Addavax (50 uL)
gE+Pam3CSK4 LAV gE (518) Pam3CSK4 (11 pg)
gE+polilC LAV gE (518) polilC (55 pg)
gE+MPL LAV gE (518) MPL (11 pg)
gE+flagelina LAV gE (518) Flagelina (5.5 pg)
gE+imiquimod LAV gE (5.18) Imiquimod (55 pg)
gE+ODNI1826 LAV gE (518) ODNI1826 (35ug)

*Inmunizacion primaria (cebado de LAV): Dosis 100 pL/cabeza. 3,000 pfu
*Secondary immunization (Inmunizacion): Dosis 100 pL/cabeza
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Ejemplo experimental 2: Métodos experimentales

Ejemplo experimental 2-1: Método para medir el
titulo de IgG especifica de antigeno VZV (titulo de IgG
especifica de VZV)

Después de llevar a cabo la inmunizacidén primaria vy
la inmunizacidén secundaria, se 1llevd a cabo ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas) para medir el titulo de IgG
especifica de antigeno de VZV. Una proteina gE recombinante o
un antigeno VZV (1 ug/ml) se recubridé en una placa de ELISA y
se incubdé durante la noche a 4°C. La placa de ELISA se lavd
tres veces y el bloqueo se llevdé a cabo con una solucidén de
PBS (solucidén salina de pH regulado con fosfato) gque contenia
BSA al 2% (albumina de suero bovino) durante 1 hora. Después
de lavar la placa de ELISA, se afiadieron muestras de suero
diluidas vy se incubaron durante 2 horas. Se agregaron
anticuerpos anti-IgG, IgGl o IgG2c de ratén de cabra
conjugados con HRP (peroxidasa de rabano) y fueron incubados
durante 1 hora. Después de la incubacién final, la placa de
ELISA se lavdé y la reaccidn de HRP se indujo mediante la
adicidén de un sustrato de TMB (3,3',5,5"'-tetrametilbencidina).
La reaccidén de HRP se detuvo agregando una solucidn de parada
ELISA vy la densidad o¢ptica (OD) se mididé usando un

espectrémetro a una longitud de onda de 450 nm.
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Ejemplo experimental 2-2: Método para medir la
respuesta inmune mediada por células especifica de antigeno
VZV usando el ensayo inmunoestimulacién enzimatico (ensayo
ELISPOT)

Después de llevar a cabo la inmunizacidén primaria vy
la inmunizacién secundaria, se llevdé a cabo un ensayo ELISPOT
(inmunocestimulacién ligada a enzimas) de IFN-y de ratdén para
confirmar la respuesta inmune mediada por células (VCI) del
antigeno VZV. El anticuerpo de captura de IFN-y (5 pg/ml) se
recubrié en una placa ELISPOT y se incubdé durante la noche a
4°C. La placa de ELISPOT se lavdé 3 veces y el blogueo se
llevé a cabo con un medio que contenia FBS al 10% (suero
bovino fetal) durante 1 hora. Después de lavar la placa de
ELISPOT, los leucocitos recolectados de los ratones
inmunizados y proteina gE, OLP de gE (péptido superpuesto) o
un lisado de VZV se agregaron a la misma y se incubaron
durante 24 horas para la estimulacién de leucocitos. Una vez
completada la estimulacidén con leucocitos, se lavd la placa de
ELISPOT y se afiadié un anticuerpo de deteccidén de IFN-y de
ratén biotinilado (2 pg/ml) y se incubd. Después de lavar la
placa, se afiadidé estreptavidina-HRP y se incubdé de nuevo.
Luego, después de lavar la placa de ELISPOT, se afiadidé una

mezcla de sustrato de AEC para inducir una reaccidén a
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temperatura ambiente. La reaccidén se detuvo lavando la placa
ELISPOT con agua y la placa se secd. EIl numero de los puntos

resultantes se contaron con un dispositivo.

Ejemplo experimental 2-3: Método para identificar
citocinas secretadas por estimulacién con antigeno (ensayo
CBA)

Después de llevar a cabo la inmunizacidén primaria vy
la inmunizacidén secundaria, se llevd a cabo un ensayo de CBA
(matriz de perlas citométricas) para identificar los tipos de
citocinas secretadas por las células T debido a la
estimulacién del antigeno. Los leucocitos recolectados de
ratones se estimularon con proteina gE o un lisado de VZV
durante 3 dias y se centrifugaron para obtener el sobrenadante,
que luego se analizd en busca de citocinas con el kit de CBA
Th1/Th2/Thl7 de ratdn. Siete (7) tipos de perlas de captura
de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e IL-17A),
la muestra de sobrenadante y las perlas de deteccién de
citocinas se hicieron reaccionar Jjuntas durante 2 horas, las
perlas se lavaron y se determinaron las cantidades de

citocinas en el sobrenadante.

Ejemplo experimental 2-4: Método para determinar la

distribucién de células secretoras de citocinas (ensayo ICS)



10

15

20

Descripcidén Mod Voluntaria
PCT/KR2017/015155
Julio 19, 2019

25

Después de llevar a cabo la inmunizacidén primaria vy
la inmunizacidén secundaria, se mididé la secrecidn de citocinas
especificas de Thl mediante un ensayo ICS (tincidén de
citocinas intracelular) para confirmar la respuesta inmune
mediada por células especificas de antigeno. Los leucocitos
recolectados de 1los ratones se estimularon durante la noche
con la proteina gE vy, en este momento, también se agregd
GolgiStop (BFA)/GolgiPlug (monensina) para evitar gque 1las
citocinas de las células se secretaran al exterior. Después
de lavar los leucocitos estimulados, la superficie celular de
los leucocitos se marcd con anticuerpos (7-AAD, CD3-FITC, CD4-
V500) para identificar las células T. Una vez completada la
reaccién, los leucocitos se lavaron, se permeabilizaron y se
sometieron a una reaccidn con anticuerpos (TNF-o-PE, IFN-y-APC,
IL-2-V450) gque pueden unirse a las citocinas para confirmar la
presencia de las citocinas en las células. Después de 1la
reaccién, los leucocitos se lavaron y se fijaron, y se analizd
la distribucién de las células que secretan citocinas mediante

la estimulacién con antigeno.

Ejemplo experimental 2-5: Método para determinar la
citocina IFN-y secretada por la estimulacién con antigeno gE
(ELISA de IFN-y)

Después de llevar a cabo la inmunizacidén primaria vy
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la inmunizacidén secundaria, se llevd a cabo un ensayo ELISA
con IFN-y para determinar la cantidad de secrecidén de IFN-v,
una citocina efectora tipica secretada por células T por
estimulacidén con antigeno. Los leucocitos recolectados de
ratones se estimularon con proteina gE o péptido superpuesto a
gtk durante 3 dias vy se centrifugaron para obtener el
sobrenadante, que luego se analizdé con un kit ELISA de IFN-vy
de ratédn. El anticuerpo de captura de IFN-y (4 ug/ml) se
recubrié en una placa ELISA y se incubd durante la noche a
temperatura ambiente. La placa de ELISA se lavd tres veces y
el blogqueo se llevd a cabo con PBS que contenia 1% de albumina
de suero bovino (BSA) durante 1 hora. Después de lavar la
placa de ELISA, se afiadié el sobrenadante obtenido estimulando
leucocitos y se incubdé a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después de lavar la placa de ELISA, se afiadidé un anticuerpo de
deteccién de IFN-y de ratdén Dbiotinilado (400 ng/mL) vy se
incubbé a temperatura ambiente durante 2 horas. Después del
lavado, se afiadidé estreptavidina-HRP y se incubd nuevamente
durante 20 minutos. Después de la incubacién, la placa de
ELISA se lavdé y se hizo reaccionar con una solucidén de
sustrato a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después
de detener la reaccidn con una solucidn de parada, la densidad

6ptica se midid usando un instrumento a 450 nm.
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Ejemplo experimental 3: Medicién del titulo de IgG
especifica de antigeno gE (titulo de IgG especifica de gE)

El titulo de IgG especifica de antigeno gE se midid
de acuerdo con el método del Ejemplo experimental 2-1, y los
resultados del experimento se resumen en las figuras 1 y 2.

Como se muestra en la figura 1, la produccidén de IgG
especifica para el antigeno gE aumentd considerablemente en el
grupo gE + SLA-SE.

Como se muestra en la figura 2, la produccidédn de
IgG2c aumentd considerablemente en el grupo gE + SLA-SE vy,
especialmente, la produccidén de IgG2c aumentd mucho en
comparacién con la de IgGl. En la figura 2, las graficas de
barras en el lado derecho basadas en el eje horizontal "O"
representan la produccién de IgG2c, y las graficas de barras
en el lado izquierdo representan la produccidén de IgGl.

Tomando los resultados de 1las figuras 1 y 2 en
consideracidén, se confirmé que el uso de una composicidédn que
comprende gE, SLA vy SE incrementé significativamente 1la
produccién global de IgG y la produccién de IgG2c vy,
especialmente, aumentd considerablemente la produccién de
IgG2c en comparacidén con IgGl. Estos resultados significan
que la composicidédn que comprende gE, SLA y SE, que satisface
tanto la alta produccidén de IgG2c como la alta proporcidén de

IgG2c/IgGl, tiene el mayor efecto de prevenir el herpes zdbster.
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Ejemplo experimental 4: Medicién de respuestas
inmunes mediadas por células especificas de antigeno gE o VZV
(ensayo ELISPOT)

Las respuestas inmunitarias mediadas por células
especificas de proteina gk, OLP de gE o lisado VZV se midieron
de acuerdo con el método del Ejemplo experimental 2-2 (ensayo
ELISPOT de IFN-vy), vy los resultados experimentales se resumen
en las figuras 3, 4 y 5.

Como se muestra en la figura 3, cuando el numero de
células T gque reaccionaron especificamente con la proteina gE
después de la inmunizacidén secundaria se confirmdé mediante el
ensayo ELISPOT, se puede observar que la cantidad de células T
que secretan IFN-y, una citocina Thl representativa, aumentd
cuando se usdé la combinacién de gk, SLA y SE (gE + SLA-SE).

Como se muestra en la figura 4, cuando el numero de
células T especificas para el péptido superpuesto a gE después
de la inmunizacidén secundaria se confirmé mediante el ensayo
ELISPOT, se puede ver que, de manera similar a los resultados
de la figura 3, la composicidén que comprende gE, SLA , y SE
mostrd un aumento significativo de CMI especifico para el
antigeno en comparacidén con otras composiciones.

Como se muestra en la figura 5, cuando el numero de
células T especificas para todo el VZV inducido por 1la

estimulacidén con lisado de VZV después de la inmunizacidén con
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el antigeno gE se confirmé mediante el ensayo ELISPOT, se
confirmé que la cantidad de células T que segregan citocinas
efectoras especificas para todo el VZV, asi como el antigeno
gE se incrementd por la combinacidén de gE, SLA y SE.

Tomando los resultados de las figuras 3, 4 y 5 en
consideracién, se confirmdé que la composicidédn que comprende gE,
SLA y SE (gE + SLA-SE) puede aumentar al méximo 1la CMI
especifica para el antigeno VZV, asi como la CMI especifica
para la gE. Esto significa que la composiciédn de gE + SLA-SE
tiene un mayor efecto de prevenir el herpes zdster que otras

composiciones.

Ejemplo experimental 5: Confirmacién de la cantidad
de citocinas secretadas por 1la estimulacién con antigenos
(ensayo CBA)

La confirmacidén de las citocinas secretadas por la
estimulacidédn antigénica (ensayo CBA) se 1levdé a cabo de
acuerdo con el método del Ejemplo experimental 2-3, vy 1los
resultados experimentales se resumen en la figura 6. En la
figura 6, IFN-g significa IFN-vy.

Como se muestra en la figura 6, varias citocinas Th
fueron secretadas por la composicidn que comprende gE, SLA y
SE, y una citocina Thl representativa, IFN-y (la cuarta desde

el frente), aumentd considerablemente, mientras que la
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secrecidén de citocinas Th2, IL-4 (la segunda desde el frente)
e IL-6 (la tercera desde el frente), o la citocina Thl7, IL-
17A (la sexta desde el frente), fue minima. Esto significa
que la composicidén que comprende gE, SLA y SE tiene un mayor

efecto de prevenir el herpes zdbster que otras composiciones.

Ejemplo experimental 6: Confirmacién de la
distribucién de células secretoras de citocinas

El ensayo para confirmar 1la distribucién de las
células que secretan citocinas por estimulacidén antigénica
(ensayo ICS) se llevd a cabo de acuerdo con el método del
Ejemplo experimental 2-4, y los resultados del experimento se
resumen en la figura 7.

Como se muestra en la figura 7, en el caso del grupo
ge + SLA-SE, el nUmero de células T que secretaron
simultaneamente dos o mds citocinas especificas de Thl aumentd
significativamente (69%), lo que indica que las células T
especificas de antigeno de alta calidad fueron inducidas por
la inmunizacién con gE + SLA-SE. Esto significa que 1la
composicidén que comprende gE, SLA y SE tiene un mayor efecto

de prevenir el herpes zdbster que otras composiciones.
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Ejemplo experimental 7: Medicién de los titulos de
IgG especificos de antigeno VZV (titulo de IgG especifico de
glicoproteina anti-VZzV)

Se determinaron varios titulos de IgG especificos
para el antigeno VZV de acuerdo con el uso de SLA-SE de 1la
misma manera que en el Ejemplo experimental 2-1, excepto que
se usd6 cualquiera de gE, gI, IE63, gB, gC y gL como antigeno
en la inmunizacidén secundaria y SLA-SE se usd como adyuvante,
y los resultados se resumen en las figuras 8 y 9.

Como se muestra en la figura 8, la produccidn de IgG
especifica para el antigeno VZV aumentd significativamente en
el grupo gE + SLA-SE.

Como se muestra en la figura 9, la produccidédn de
IgG2c aumentd considerablemente en el grupo gE + SLA-SE v,
especialmente, la produccidén de IgG2c aumentd
significativamente en comparacidén con la de IgGl. En 1la
figura 9, las graficas de barras en el lado derecho basadas en
el eje horizontal "0" representan la produccidén de IgG2c, vy
las graficas de barras en el lado izgquierdo representan 1la
produccibén de IgGl.

Tomando los resultados de 1las figuras 8 y 9 en
consideracidén, se confirmdé que el uso de la composicidén que
comprende gE, SLA y SE aumentdé significativamente 1la

produccién global de IgG y la produccién de IgG2c v,
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especialmente, aumentdé considerablemente la produccidén de
IgG2c en comparacién con IgGl. Esto significa que la
composicidén que comprende gE, SLA y SE, que satisfacen tanto
la alta produccidén de IgG2c como la alta proporcidn de

IgG2c/IgGl, tiene el mayor efecto de prevenir el herpes zdbster.

Ejemplo experimental 8: Confirmacién de la cantidad
de citocinas secretadas por la estimulacién con antigeno VZV

Se llevd a cabo un experimento (ensayo de CBA) para
confirmar las <citocinas secretadas por la estimulaciédn
antigénica, después de la inmunizacién, de la misma manera que
en el Ejemplo experimental 2-3, excepto que cualquiera de gE,
gl, IE63, gB, gC y gL fue wusado como antigeno en la
inmunizacidén secundaria vy SLA-SE como adyuvante, y los
resultados se resumen en la figura 10.

Como se muestra en la figura 10, en el caso del
grupo gE + SLA-SE, la cantidad de secrecién de IFN-y, una
citocina Thl representativa, aumentd considerablemente. Esto
significa que la respuesta inmune mediada por células (CMI) se
activdé en gran medida, y que la composicidén que comprende gE,
SLA y SE tiene un mayor efecto de prevenir el herpes =zbster

que otras composiciones.
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Ejemplo experimental 9: Confirmacién de la
distribucién de células que secretan citocinas especificas del
antigeno VZV

Se 1llevd a cabo un experimento (ensayo ICS) para
confirmar la distribucidén de células T que secretan citocinas
efectoras mediante estimulacién con antigeno, luego de la
inmunizacién, de la misma manera que en el Ejemplo
experimental 2-4, excepto que cualquiera de gE, gI, IE63, gB ,
gC, v gL se usd como antigeno en la inmunizacidédn secundaria y
SLA-SE se usb6 como adyuvante, y los resultados se resumen en
la figura 11.

Como se muestra en la figura 11, en el caso del
grupo gE + SLA-SE, la proporcién de células T CD4* que
secretan citocinas Thl IFN-v, IL-2 y TNF-o aumentd
significativamente. Esto significa que la respuesta inmune
mediada por células (CMI) se activd en gran medida, y que la
composicidén que comprende gE, SLA y SE tiene un mayor efecto

de prevenir el herpes zdbdster que otras composiciones.

Ejemplo experimental 10: TIdentificacién de 1la
inmunogenicidad especifica de VZV dependiendo de la
combinacién de antigenos

Para identificar las inmunogenicidades especificas

del VZV inducidas cuando se usa el antigeno gE solo y cuando
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se usa el antigeno gE en combinacién con otro antigeno VZV en
el momento de la inmunizacidén secundaria, los titulos de IgG
especificos del antigeno VZV y las respuestas inmunes de
células T especificas del antigeno VZV se confirmaron de
acuerdo con los métodos de los Ejemplos experimentales 2-1 vy
2-2, y los resultados experimentales se resumen en la figura
12.

Como se muestra en la figura 12, la respuesta de
anticuerpos especificos de VZV y la respuesta de las células T
inducidas <cuando se usdé el antigeno gE solo no fueron
significativamente diferentes de las respuestas inmunitarias
especificas de VZV inducidas cuando se usé el antigeno gE
junto con el antigeno glI o IE63. Esto significa que una
composicién que comprende gk, SLA y SE tiene un mayor efecto

de prevenir el herpes zdbster que otras composiciones.

Ejemplo experimental 11: Medicién de los titulos de
IgG especificos de antigeno gE (titulo de IgG especifico de
gE)

Los titulos de IgG especificos para el antigeno gE
que dependen del uso de diversos adyuvantes se midieron de la
misma manera que en el Ejemplo experimental 2-1, excepto que
se usd gE como antigeno y cualgquiera de SLA-SE, hidréxido de

alumbre, Addavax, Pam3CSK4, polyIC, MPL, flagelina, Imiguimod
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y ODN1826 se wusaron como adyuvantes en la inmunizacién
secundaria, y los resultados se resumen en las figuras 13 y 14.

Como se muestra en la figura 13, la produccidn de
IgG especifica de antigeno gE aumentd considerablemente en el
grupo gE + SLA-SE, en comparacidédn con otros grupos adyuvantes.

Como se muestra en la figura 14, la produccidén de
IgG2c aumentd mucho en el grupo gkE + SLA-SE en comparacidédn con
otros grupos de adyuvantes y, especialmente, la produccidén de
IgG2c aumentd significativamente en comparacidén con la de IgGl.
En la figura 14, las graficas de barras en el lado derecho
basadas en el eje horizontal "0O" representan la produccidédn de
IgG2c, vy las graficas de barras en el lado izguierdo
representan la produccién de IgGl.

Tomando los resultados de las figuras 13 y 14 en
consideracién, se confirmdé que el uso de la composicidn que
comprende gE, SLA y SE aumentdé significativamente 1la
produccidédn global de IgG y la produccién de IgG2c. Esto
significa que la composicidén que comprende gE, SLA y SE tiene

el mayor efecto de prevenir el herpes zdster.

Ejemplo experimental 12: Medicién de respuestas
inmunes mediadas por células especificas de antigeno gE o VZV
(ensayo ELISPOT)

La proteina gE, la gE OLP o 1las respuestas
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inmunitarias mediadas por células especificas del lisado de
VZV se midieron de acuerdo con el método del Ejemplo
experimental 2-2 (ensayo ELISPOT de IFN-vy), y los resultados
experimentales se resumen en las figuras 15, 16 y 17.

Como se muestra en la figura 15, cuando el numero de
células T que responden especificamente a la proteina gE
después de la inmunizacidén secundaria se confirmé mediante el
ensayo ELISPOT, se puede observar que la cantidad de células T
que segregan IFN-y, una citocina Thl representativa, se
incrementd significativamente en el grupo gE + SLA-SE en
comparacidén con otros grupos adyuvantes.

Como se muestra en la figura 16, cuando el numero de
células T especificas para el péptido superpuesto a gE después
de la inmunizacidén secundaria se confirmé mediante el ensayo
ELISPOT, se puede ver que, de manera similar a los resultados
de la figura 15, la composicidén que comprende gE, SLA, y SE
mostrd un aumento significativo de CMI especifico para el
antigeno en comparacidén con otras composiciones.

Como se muestra en la figura 17, cuando el numero de
células T especificas para todo el VZV inducido por la
estimulacidén con un lisado de VZV después de la inmunizaciédn
con antigeno gE se confirmé mediante el ensayo ELISPOT, se
confirmé que la cantidad de células T que secretan IFN-vy

especifico para todo el VZV se incrementdé en gE + SLA-SE.
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Tomando los resultados de las figuras 15, 16 y 17 en
consideracién, se confirmé que la composicién que comprende gE,
SLA y SE puede aumentar al maximo la CMI especifica para el
antigeno VZV, asi como la CMI especifica para la gE, en
comparacidén con otras composiciones. Esto significa que la
composicién de gE + SLA-SE tiene un mayor efecto de prevenir

el herpes zbster que otras composiciones.

Ejemplo experimental 13: Confirmacién de la citocina
IFN-y secretada por el antigeno gE o la estimulacién del
antigeno VZV (ensayo ELISA de IFN-y)

Se llevd a cabo un experimento (ensayo ELISA de IFN-
y) para confirmar la citocina IFN-y secretada por el antigeno
g o la estimulacién del antigeno gE OLP de acuerdo con el
método del Ejemplo experimental 2-5, vy los resultados se
resumen en las figuras 18 y 19.

Como se muestra en la figura 18, cuando se observd
la cantidad de secrecién de citocina IFN-y secretada por la
proteina gE después de la inmunizacidén secundaria, se confirmd
gque la cantidad de secrecidén de IFN-y, una citocina efectora
Thl tipica, en el grupo gE + SLA-SE se incrementd en
comparacidédn con otros grupos de adyuvantes.

Como se muestra en la figura 19, cuando se observd

la cantidad de secrecién de citocina IFN-y secretada por la
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estimulacién del péptido superpuesto con gE después de la
inmunizacidén secundaria, se confirmé que la cantidad de
secrecidén de IFN-y se incrementd mediante la combinacidén de gE,
SLA y SE en comparacidén con otros grupos adyuvantes.

Tomando los resultados de las figuras 18 y 19 en
consideracién, la composicidén que comprende gk, SLA vy SE
aument6 la cantidad de secrecidén de una citocina efectora Thl
representativa, en comparacidén con otras composiciones que
contienen adyuvante, y esto significa que la composicidén de gE
+ SLA-SE tiene un mayor efecto de prevenir el herpes zdbster

que otras composiciones.

Ejemplo experimental 14: Determinacién de 1la
cantidad oéptima de SLA-SE que induce inmunogenicidad
especifica de VZV

La Tabla 2 resume el diseflo experimental para
confirmar la cantidad optima de SLA-SE que puede inducir de
manera méas efectiva la respuesta inmune mediada por células
(CMI) especifica para el antigeno VZV. La vacuna viva
atenuada (LAV, 3,000 pfu) se inyectd por via subcutdnea una
vez a ratones C57BL/6 hembras y, a partir del dia 28, se llevd
a cabo la inmunizacidén secundaria (inmunizacidn). En el dia
56 después de la ©preparacidédn de LAV, se recolectaron

leucocitos de muestras de bazo para confirmar la respuesta
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inmune mediada por células (CMI) especifica para VZV.
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Tabla 2
Inmunizacion secundaria Dia de
Inmunizacion Dia de
. (Inmunizacion) inmuniz
primaria ) toma de
Grupo acion
(cebado de muestra
Antigeno Adyuvante secunda
LAV¥*) ) de bazo
ria
PBS solo PBS X X
gE LAV gE (5ug) X
gE + SLA 0.2 ug LAV gE (Sug) SLA (0.2ug) + SE (2%)
gE+SLA 1 ug LAV gE (51g) SLA (1ug) + SE (2%)
gE+SLA 2.5 ug LAV gE (5ug) SLA (2.5ug) + SE (2%)
gE+SLA 5 ug LAV gE (5ug) SLA (5ug) + SE (2%) Dia28 | Dia56
gE+SLA 7.5 ug LAV gE (5ug) SLA (7.5ug) + SE (2%)
gE + SLA 10 ug LAV gE (51g) SLA (10ug) + SE (2%)
gE + SLA 15 ug LAV gE (5ug) SLA (15ug) + SE (2%)
gE + SLA 20 ug LAV gE (51g) SLA (20ug) + SE (2%)
gE +SLA 22.5 ug LAV gE (5ug) | SLA (22.5ug) + SE (2%)
*Inmunizacion primaria (cebado de LAV): Dosis 100 ul/cabeza. 3,000 pfu
*Secondary immunization (Inmunizacién): Dosis 100 pL/cabeza
La respuesta inmune mediada por células especifica

de antigeno gE (ensayo ELISPOT de IFN-y) se midid

con el método del Ejemplo experimental 2-2, y los
del experimento se resumen en la figura 20.

La respuesta inmune mediada por células
se midid

de antigeno VZV (ensayo ELISPOT de IFN-v)

con el método del Ejemplo experimental 2-2, y los

de acuerdo

resultados

especifica
de acuerdo

resultados
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del experimento se resumen en la figura 21.
Tomando los resultados de las figuras 20 y 21 en
consideracidn, se puede ver que la cantidad éptima de SLA para
inducir la respuesta inmune mediada por células especifica de

antigeno VZV estd en el rango de 7.5 pg a 20 ug.



