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Este invento se refiere a preparaciones antigenas|

Se sabe que mientras una veriedad de virus inacti
vados, por ejemplo el virus de la gripe, son buenos inmund-
genos, taembién son pirdgenos. Los intentos para eliminar la
pirogenicidad purificando el resto inmundégeno del virus han
tenido éxito pero las sub-unidades virales resultantes no
proporcionan un inmundgeno muy activo.

Por lo tanto se necesita un coadyuvente adecumdo
para dichas sub-unidedes y otras proteinas antigenas que po

drien provocar la respuesta inmume en el receptor vacunado.

Existe un interés creciente en el empleo de liposd

mgs Como vehiculos de medicamentos y enzimas y en su poten—
clal como coadyuventes inmunoldgicos. Los lipogomas consis-
ten en dispersiones acuosas de esferas concéntricas que con
sisten en bicapas fosfolipidas separadas por compartimientog
acuosos. Tienen esencielmente estructuras similares a la ce-
bolla, las cusles han sido descritas completamente en la bi
bliografia. Pueden producirse cuando una pelicula seca de
un fosfolipido tal como lecitina se agita en presencia de
un tampdn.

En las publicazciones previas sobre el empleo de
liposomes, los medicamentos, engimas o antigenos estén des-
critos como atrepados o encerrados dentro de losg comparti-
mientos acuosos internos del cuerpo lipido multilaminar.

Actualmente se ha encontrado que las proteinas an
tigenas pueden ester unidas a la superficie exterior de la

capa lipida exterior de los liposomas y & la superficie extg

lares, y que dichas preparaciones tienen excelentes propie-

dades antigenas comparadas con las proteinas no umidas. Cuan

do
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1s proteina entigens es una sub-unided virel, la orlentacidl
de las sub~unidades vista en el microscopio electrénico su-
glere que estan dispuestas de la misma forma que sobre las
particulas de virus.

Por consiguiente, este invento proporciona una pre
paraecién entigena que contiene una pluralidad de microvesi-
culas, comprendiendo cada microvesicula al menos una bicapa
1ipida en la superficie exterior de la cual estd unida una
proteina antigena derivada de un organismo patdgeno.

Las microvesiculas pueden ser ellas mismas liposg
mas o pueden ser cuerpos unilaminares que comprenden ung
tnice bicapa lipida que encierra un compartimiento acuoso.
La proteins antigena derivada de un Unico tipo de especie,
tipos diferentes de la misma especie, 0 especies diferentes
pusde estar unides al mismo cuerpo; o une preparacidén puede
incluir mezclas de éstos. Cada microvesicula estad preferi-
blemente comprendida en el intervalo de tamafio de 40 a 100
nm, aunque también entran dentro del alcance del invento
cuerpos meyores y mas pequefios, por ejemplo cuerpos de 20 g
200 nm,.

La proteina antigens puede derivarse de cualquier
patdgeno, que incluye protozoos, metazoos y bacterias, pero
eapecialmente de virus. Son especialmente adecuados los en~
tigenos de superficie protectora derivados de mixovirus, tg
les como el virus de la gripe A, By C, el virus de la en=-
fermedad de Newcastle y los tipos de parasinfluenza 1, 2, 3
¥y 4, también otros virus tales como el virus del sarampién,
el virus de las paperas, citomegaldvirus y otros virus de
herpes, el virus corona y capsdmeros derivedos de picornavi

rus tal como virus de la glosopeda, el virus de la poliome-
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litis, rinovirus, los virus de wart y los enterovirus.

Se cree que los antigenos proteinicos estdn unidos
a las microvesiculas por uwnidn hidréfoba, y cuando la protei
na entigena no posee por si misme una regidén hidréfoba ex-
puesta o susceptible de estar expuesta, puede proporcionar-
se entonces un grupo hidréfobo, por ejemplo a los capsiOme-
ros de picornmavirus, por reaccién con un reactivo que propoy
cione dicho grupo, por ejemplo un grupo palmitilo, esteari-
lo, laurilo, polialanilo u otra cadena alifdtica larga.

Las microvesiculas pueden estar hechas de cualqui%r
materisl lipido adecuado, convenientemente uno -que sea hio~

degradable por si mismo y no antigeno. Los materiales convej

| [

cionales tales como las lecitinas naturales o sintéticas u
otros fosfolipidos son especialmente dtiles. Pueden también
incluirse otros lipidos tales como colesterol como reforza-
dor, preferiblemente en une cantidad menor de 30% en moles
p/p de la composicién lipida total. Puede también incluirse
un tercer materiel opcional para proporcionar una carga po-
sitiva o negativa. Los materiales que proporcionsn una car-
ga negativa incluyen el decido fogfatidico, gangliosido de
seso de vaca, fosfato de dicetilo, fosfatidil-serina, y fog
fatidil-inositol; los materiales que proporcionan una cergs)
positiva son estearilaming y otras sminas primerias. '

Las microvesiculas pueden encapsular opcionslmen-
te un segundo coadyuvante tal como los coadyuventies usuales
conocidos en la técnica.

La proteine antigens puede afiadirse a los materig
les lipidos antes o despuds de la formacidén de las microve-
siculas, pero preferiblemente después de eliminar le posibﬂ

lidad de que la proteina ses encerradas dentro de los cuer-
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pos en luger de estar unlda a las superficies exteriores.

Las microvesiculas multileminares (liposomas) pug
den obtenerse por cuslquier método conocido, y conveniente-
mente disolviendo el(los) meterisl(es) de partida lipido(s)
en un disolvente y evaporandc el disolvente. La capa lipids
se dispersa luego con una solucidn saline acuosa 0 un taupdy
(si se pretende incorporar la proteina después de la forma-
cidén de la microvesicula) o con uns suspensién acuose de la
proteina (si se pretende incorporar la proteins antes de la
formacidén de la microvesicula), y luego se agita la mezcla.
La proteina puede afladirse e continuacibén cuando no estd y=
incorporada, y lag microvesiculas se agitan de nuevo.

Si se requieren microvesiculas unileminares, debe
prolongarse a continuacidén la sgitacidén inicial para dismi-
nuir el nimero de liposomas presente.

Un método alternativo es efiedir el(los) material(gs)
de partida lipido(s) a una fase acuosa, y calentar lentamen
te la mezcla. A continuacidn se sgita para formar los lipo-
gomas. La fase acuosa puede contener la proteina antigena o
puede afiadirse subsiguientemente.

Otro método de preparar microvesiculas (liposomas)
comprende la inyeccidén répida de una solucidén etandlica de
fosfolipido en solucidén salina acuosa 0 en un tampdn que ha
ya sido purgado previamente con nitrégeno. La preparacién
de liposoma resultante se concentra luego por ultrafiltra-
cién con agltacién rdpida bajo nitrégeno a baje presidén pa-
ra evitar la formacién de liposomas no heterogéneos grandes}
El etenocl puede eliminarse de la fracclén de liposome por
diglisis o lavando en un ultrafiltro. La proteina antigena

que se pretende unir al liposoma puede estar presente en la
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gsolucidn agcuosa, o alternativamente la fraceidn de liposoms
obtenide despuds de la ultrefiltracidn puede someterse lige
remente a ultrasonidos con la proteina antigena.

Las prepasraciones sntigenas obtenidas de la forma
descrita antes comprenden dispersiones acuosas de las micrg
vesiculas, y éstas pueden formularse en vacunas incorporan-
dolas en una forma esterilizada en recipientes de una sols
dosis o de varias dosis cerrados herméticamente. Pueden in-
cluirse si se desean conservadores, estabilizadores y otros
excipientes de vacuns convencionales;

Las vacunas asi producidas pueden administrarse
por los métqdos usualmente empleados para la administracidn
de la proteina o proteinas antigenas particuleres en la va-
cuna. Estas toman generslmente la forma de aplicacidn nasal)
inyeccidn intramuscular o subcuténea en los animales (inclu
yendo el hombre). La dosis depende naturalmente de la natu~-
raleze del antigeno, el animal receptor, el programa de va-
cunacién y el grado cosdyuvenciaconferido por la preparacidn,

y naturalmente de la discrecidn del médico de cabecera o ci

En general puede administrarse una dosis de la va
cuna, en formas de una Unica unidad o como ung multiplicidad
de subdosis durente un periodo de tiempo.

Por congiguiente el invento proporciona lo siguien

(a) Una preparacidén sntigena que comprende uns pluralidad
de microvesiculas sobre la superficie exterior de las
cuales estd unida una proteina antigena;

(v) vun procedimiento para obtener la preparacidén entigena;

(¢) formulaciones farmacéuticas que contienen la prepara-
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cién antigena;
(a) método de formar tales formulaciones farmacéuticas; y

(e) un método para la profilaxis de una infeccidén en un ma

mifero, incluyendo el hombre, que comprende ls adminig|

tracidén de una ean%idad no téxica y profildctica de la
preparacién aﬁtigena.

Los Ejemplos sigulentes se proporcionan como modo

de ilustracién del presente invento y no deben interpretar-

se como una limitacidn.

Ejemplo 1
A. Preparacién de sub-unidades del virus de la
gripe

Virus de la gripe PRS muy purificados (de acuerdo

con el método de J.J. Skehcle y G.C. Schield, Virology, 1971,

44, 396-408) con 12 mg de proteina de virus por ml se mezcl
con detergente no idnico (Nonidet NP4Q) a una concentracidn
de detergente final del 5% v/v y se extendid en capas sobre
gradientes de 11 ml de cloruro de cesio de 24-45% p/v de cl|
ruro de cesio (en tampén de fosfato de sodio 0,05M de pH
7,0) con capss de sacarosa de 0,3 ml. Los gradientes se cen
trifugaron a 100.000 g durante 3 horas o mas, se fracciona-
ron y las fracciones se analizaron en cuanto a su actividad
hemaglutinante. Se reunieron las fracciones de elevada acti
vidad, se dialigaron p vacio frente a una solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) y se extendieron en capas sobre
un segundo gradiente de 20-60% p/v de sacarosa en PBS y se
centrifugé a 100.000 g durante 16 horas. Las fracciones se
analizaron de nuevo en cuanto a la actividad hemaglutinante
se reunieron las de valores altos y se dializd a vacio fren

te a PBS. La solucidén final tenia una concentracidén de pro-

(@1

[ L*4
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teina de 1,76 mg/ml y una actividad hemaglutinante de apro-
ximadamente 106 HAU/ml. Para la produccidn de liposomas la
mezela de sub-unidades se ajustd g une concentracién de pro
teins final de ZOO)QQ&QU

La solucién salina tamponada con fosfato (PBS) te
nia una composicién de: cloruro de sodio 10 g/1; Cloruro de
potasio 0,25 g/l; dihidrdgeno-fosfato de potasio 0,25 g/l;
e hidrdgeno-fosfato de disodio 1,4375 g/l.

B. Preparacidén de liposomas

Se disolvieron fosfato de dicetilo (2,5 mg) y le-
citina (22,5 mg) en cloroformo (aproximademente 50 ml). La
gsolucidn se evapord hasta sequedad en un evaporador Buchi g
un ligero vécio. La preparacion entigena viral (5 ml) en
PBS se afiadid a los contenidos del matraz y el matraz se
agitdé manual y mecénicamente hasta que el 1lipido se puso en
suspensidén en el fluido.-La mezcle se transfirid e wn vial
v se sometid a ultrasonido dursnte 1,5 minutos empleando
una sonda de 1 cm y una amplitud de 8 p.

C. Ensayo de proteccidn de ratones

Las preparaciones de liposomas se engayaron para
la protececidn.

20 ratones se dividieron en cuatro grupos de cin-
co, y dos grupos fueron inyectados intraperitonealmente con
las sub-unidades virales producidass como se ha descrito en
el Ejemplo 1A anterior, dosificdndose un grupo con SO/mg/
0,25 ml y el otro con 5 pg/0,25 ml. El segundo y tercer gruy
pos se dosificaron similarmente con los liposomas produci-
dos como se ha descrito en ¢l Ejemplo 1B anterior, recibien
do un grupo B/ug ¥y el otro 5o/mg por 0,25 ml.

Diez dias mds tarde los ratones se enfrenteron
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con virus vivos de la misme cepa y se extrajeron los pulmo-
nes dos digs mds tarde. Los pulmones se homogeneizaron y 80
metlieron a ultrasonido para liberar cualquier virus gue es-
tuviera presente y las suspensiones se ensagyaron por culti-
vos de alantoides en conchas, como se ha descrito por Faze-
kas de St. Groth y White (1958) Journal of Hygeine 56 151,
(1958).

Logs resultedos se muestren en la Tabla. La dosis
de 50/mg de sub-~unidedes unidas sl liposoma produjeron une
proteccidén sdélida frente g log virus homdélogos enfrentados
diez dias despuds de la inmunizscidn. Solamente se detectd
ung traza de crecimiento de virus en los pulmones de uno de
los cinco ratones de este grupo. La dosis de 5/ug de los 11

posomas produjo un nivel de proteccidn similar al enfrentar

que el que hizo la dosis de 50 mg de sub-umidades sola, indl

cando un aumento 10 veces en el efecto protector debido al

material de liposoma.
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Tabla
Valoracidn del virus
ANTIGENO DOSIS | RATON Ke en los pulmones
(L0g1o)
1
Sub~unidades > pg e
iopo 3 - 4’21
de PR8 4
5
6
Sub-unidades 50 pg 1
i D 8 - 3139
de PR8 e g
10
Liposomas (Sus- 1"
pensién de sub— 12
unidades de PRS
hecha por dilu~ { 2 M& 13 - 3,4
cibén 1/10 de 1la | i.p. 14
siguiente
15
16
Liposomas 50 g 17 - 1,76
égg? Sub-unida-~ i.p. 18 (s%g desarrollo dete J
. table de virus excep—]
0,5% de lipido 19 t0 1/8 en uno de log
20 pulmones de un ratdén)

Ejemplo 2

A. Se disolvieron fosfato de dicetilo (2,5 mg) y

lecitina (22,5 mg) en cloroformo (aproximadamente 50 ml). L

gsolucidén se evapord hasta sequedad como en el Ejemplo 1 Yy s

afiadid solucidn sasline temponada con fosfato (como se ha de

crito antes) para proporcionar una concentracidén de lipidos

de 16,6 jM/ml.

Esta mezcla se sometid a ultrasonidos durante 1,5
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horas en un bafio Wltrasénico e una frecuencia de 50 KHz.

B. 4 la preparacién resultante se afiadid sub-uni-
dades de virus de la gripe, preparadas como se ha descrito
en el Ejemplo 1A, a una concentracién de 200 pg/ml. Esta meg
cle se sgometid a ultrasonidos durante 15 minutos mds en wn
bafio wltrasénico a une frecuencia de 50 KHz.

C. El exémen en el microscopio electrdénico por la
técnica de coloracidén negativa de los cuerpos microscépicos
producidos de acuerdo con la seccidén A anterior, mostrd que

la mgyor parte eran de estructura unileminares pequefies 1li-

res (es decir liposomas). La mayoria de los discos de lipi-
dos estaban en el intervalo de temafio de 50 g 100 nm.

D. El exzuen en la misma forma de la preparacidn
de la sub-unidad de la gripe empleada en el Ejemplo 2B reve
16 solamente las formes de estrella y ;ueda tipicas asocia-
das con sub-unidades de hemaglutinina y neuraminidasa. No
pudo encontrarse trazas de membranas virales,

E. E1 exsmen en la misma forms de la preparaciédn
resultante del procedimiento descrito en la seccidén B ante-
rior, mostrd que la mayoria de las sub-unidades estaban dig
puestas ghora sobre la superficie de los cuerpos unilaming-
res, dando una apariencia muy similar a la del virus de la
gripe. En la meyoria de los cuerpos microscépicos, los he-
chos sobresalientes fueron las ‘sub-unidades de hemaglutini-
na, pero en algunas zonas podia verse le wnidn de las sub~-
unidades de neuraminidasa. En exdmenes adicionales de estos
cuerpos microscédpicos por microscoﬁio electrénico inmune,
la adicidn del antisuero A de la gripe hiperinmune aglomerd

8 los ocuerpos en grandes complejos.
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Ejemplo 3
Preparacidén de liposomas de etanol

Lecitina de huevo (30 mg) en cloroformo se secd en
un evaporador giratorio durente hora y media a vacio parcial.

Se afiadid etanol (2 ml) para disolver el lipido seco y la s

134

lucidén resultante se recogld con una jeringa de 2 ml provig
ta de una aguja hipodérmice de calibre 27.

Una solucidén de cloruro de potasio (30 ml, 0,16 M
se saturd de gas con nitrdgeno durante una hors y la solu-
cidén etandlica de lecitina se introdujo répidemente con una
jeringa por medio de una aguja de calibre 27 en la solucilén

de cloruro de potasio.

L=

La preparacién de liposoma resultante se concentr
por ultrafiltracidn haste aproximadamente 3 ml empleando una
c¢élula de ultrafiltracidén Amicon modelo 52 provista de una
membrana PM 30, /Lit.ref. B.B. Acta, 298 (1973) 1015=1019_]
Ejemplo 4

~

Liposomas de etanol preparados por el método des—
crito en el Ejemplo 3, se mezclaron con un volumen igual de
sub-unidades de virus de la gripe X 31 (250/m5éml), y se sO
metieron ligeramente a ultrasonidos.

La preparacién antigena resultante se ensayé para
proteceidn, en el ensayo de proteccidén de ratones, descrito
en el Ejemplo 1(C).

Los resultados se muestren en le Tabla siguiente:




10

15

20

25

30

Hoja nam. 13 30096

ANTIGENO DOSIS [RATON Re Vaﬁ;rfgiéguﬁ%ngirus
(Log,q)
Medig Error
1 - 1,75
42ng sub-unidg 42 pg 2 - 1,75 - 1,85
des en alcohol 3 - 1,75 + 0,22
de liposomas en 0,25ml 4 - 1,75 "
31 5 - 2,25
16 - 3,31
42 pg X31 17 -~ 2,63 - 2,95
sub-unidades 42 pg 18 - 3,88 + 0,78
en PBS en 0,25mlf 19 - 3,13
20 - 1,81
21 ~ 4,06
22 - 4,50 - 4,42
no inmunizado - 23 - 4,50 + 0,21
24 ~ 4,56
25 - 4,50
Ejemplo 5
Solugidén parenteral
Lecitina/fosfato de dicetilo (9:1, p/p) 1 ng
Sub-unidades de proteinas del virus de la gripe X 31 50 pg
Mertiolato de sodio 40 pg
Solucidén sglina tamponada con fosfgto (pH 7,2) 0,2 ml

La solucién salina tamponads con fosfato contiene:

Clorurc de sodio 10 g/litro
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Cloruro de potasio 0,25 g/litro
Dihidrdégeno-fosfato de potasio 0,25 g/litro
Hidrégeno-fosfato disddico 1,4375 g/litro
Ejenplo 6

Liposomas con toxoide de la difteria incorporado

A. Preparacién de liposomas

Se disolvieron fosfato de dicetilo (3 mg) y leci-
tine (27 mg) en cloroformo (4 ml) y se sgitaron. Se afiadid
solucidén salina tamponads con fosfato (3 ml) y el matraz se
unid a wn evaporador girstorio Buchi. Las fases acuosa y no
acuosa se mezclaron con agitacidn megnética y movimiento g;‘
ratorio durante 1 hora bajo vacio (100 mm/Hg) a 202C. El
cloroformo ée separd luego sumentando el vacio. La prepara-
cidén de liposoma resultente se dejé luego en equilibrio du~
rente 3 horas. Se afiadié el toxoide de la difteria (0,3 ml)
(9 mg/ml) (Wellcome Laboratories), y la mezcla se agité de
nuevo durante media hora para incorporar el toxoide de la
difteria en la superficie de los liposomas. El toxoide en
exceso se separd por centrifugacidn a 40.000 g durante 2 ho|

ras g 52C y los liposomas se volvieron a poner en suspensid

o)

en solucidn salina temponada con fosfato (3 ml) (Biochim.
Biophys. A.ctao, 1972, _2_§_§_, 320).

B. Efecto de los liposomas con toxoide de difterih

Grupos de rgtones machos 5-12 CBA y Porton Albino
se inyectaron subcuténeasmente en la espalda con dosis varig)

bles de toxoide de difteria o con dosis similares de liposo

153

mas con toxoide de difteria incorporado, a una concentracid

de raotones no inyectados como testigo negativo. A log animg
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les ge les sacé sangre 21 dias despuds y los sueros se agb-
sorbieron para eliminar anticuerpos en glébulos rojos de ové
Jas y macroglobulina %oe Los sueros se analizaron luego,

por ensayos de hemgglutinacidén empleando gldbulos rojos de
oveJa sensibilizedos con toxoide de la difteria. (J. Inmunol
1968, 100, n? 2, 274). EL valor de la hemaglutinacidén se to
mé como la dilucidn del suero pars mostrar aglutinacién dis
tinta. Todos los ensayos se realizaron contra diluciones de
un suero antidifteria patrdén, de caballo como testigo posi-
tivo .y gldbulos msensibilizados sin suero como testigo nagf
$ivo. Los grupos testigo sin inyectar dieron siempre una re

=

puesta negativa. Los resultados se expresan como medias de

animgles en cada grupo y se muestran en las Tablaes 1 y 2.

C. Efecto de los liposomas con toxoide de difteris
incorporado, en la respuesta inmune de los cobayas.

Grupos de 5 cobayas machos Porcellus se inyecta-

ron subcutdnesmente el dila O con toxoide de difteria (0,4
}ag) 0 con liposomas con toxoide de difteria incorporado, a
una concentracidén de lipidos de 1% (p/v). A los animales se
les sacd sangre 21 dias después. Ambos grupos se inyectaron
en df{a 28 con toxoide de difteria (0,4.}ug) solamente y se
les sacd sangre T dias més tarde. Se analizaron los sueros
en ensayos de hemaglutinacidén como en la seccidén B y los reg
sultados se expresan como media del inverso de los valores
de hemaglutingecidén de todos los animales en cada grupo. Los
sueros tomados de los cobayas antes de la primers inyeceidn
girven como testigos negativos y n5 muestran regpuesta al

toxoide de difteria. Log resultados se muestran en la Tabla

3.
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TABLA 1

Ensayo de hemaglutinacién de los sueros_de grupos de 5 rato-
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nes machos CBA 21 digs después de la inyesccidn subcutines dé

toxoide de difteris o de liposomas con toxoide de difteria

incorporado

.z Valor de hemaglutinacidn: inverso
Concentracion
de toxoide de Liposomas con
difteria en Testigo [Toxoide de dif |toxoide de dif
ME negativo | teria solamente|teria incorpo=
rado
o] £2 - -
2 ? 5 - ( 2 12’8
5,0 - 8,0 32
10,0 - 20,8 64
TABLA 2

Ensayo de hemgglutinacidn de sueros de grupos de_12 ratones

machos Porton Albino g los que se sacd sengre 21 dias despugs

de inyeccidn subcuténes de toxoide de difteria o de liposo-

mas_con ‘toxolde de difteria incorporado

Concentracién
de -toxolde de
difteris en

Valor de hemaglutinacidn: inverso

Liposomas con

Testigo | Toxoide de 4if |toxoide de dif |
ME negativo | teria solamente [teria incorpo-
rado
0 {2 -
- <2 1173
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TABLA
Ensayo de hemgglutinacién de sueros de grupos de 5 cobayas

i) 21 dfas después de la primera inyeccidn de toxoide de dif

terig o de liposomas con toxoide de difteria incorporado

ii) 7 dias despuéds de la inyeccidn impulsadora de toxoide de

difteria golamente

Valor de.hemaglutinacién:
Concentracidn inverso
de _toxoide de Liposomas con
difteria en
fterla o0 | noxoide de | toxolde de dif
1 difteria teria incorpo-
rado
1) Respuesta
primera 0,4 £2 L9
ii) Respuesta
segunda 0,4 16 150

- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva gue se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, soun log que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

18.~ Un procedimiento para la obtencién de una
preparacién antigena, que contiene una pluralidad de micro-
vesiculas, comprendiendo cada microvesicula al menos una bi
cape lipida en la superficie exterior de la cual estéd unida
una proteina antigena derivada de un organismo patdgeno, ca

racterizado porque: (a) se sgita un lipido en un medio acuo
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50 para formar microvesiculas, seguido por agitacidén de las
microvesiculas en presencia de la proteina antigena con lo
que la proteina antigena se une a la superficie exterior de
ls bicapa 1ipida de las microvesiculas; o (b) se agita una
mezcla de lipido, un medio acuoso y la proteina antigena
con lo que la proteina antigena se une a lg superficie extel
rior de la bicepa lipida de las microvesiculas.

28 .~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 18, caracterizado porque el material de partida lipi
do se disuelve en un disolvenbte que se separa por evepora-
cidn subsiguientemente, y luego se dispersa la.capa lipids
resultente en una solucidn acuosa y se agita seguido por
adicidn de ﬁna proteina antigena a la solucidn que se agi-
ta de nuevo.

&,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 12, caracterizado porgue el materiasl de partide lipi
do se afiade a una solucidén acuoss calentada luego lentamen-
te seguido por agltacidn, luego se afiade la proteina antige
na y se agita de nuevo la mezcla resultante.

48 .~ Un procedimiento de acuerdo con la relvindi-
cacién 1¢, caracterizado porque una solucidén alcandlica del
material de partide lipido se inyecta répidamente en una sg
lucidén acuosa, se concentra la preparacién de liposoma re—
sultante por ultrafiltracidén, seguido por adicidn de la prg
telna antigena y agitacidn de la mezcla.

5.~ Un procedimiento de acuerdo con las reivindj
caclones 12 g 42, caracterizado porque las microvesiculas
formadas son de estructura unileminar.

62.~ Un procedimiento de acuerdo con las reivindj

caciones 12 g 58, caracterizado porque las microvesiculas
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contienen lecitina.

T&.~ Un procedimiento de acuerdo con las reivindi
caclones 12 a 62, caracterizado porque las microvesiculas
contienen colesgterol como reforzador,

82,~ Un procedimiento de acuerdo con las reilvindi
caciones 12 a 48, caracterizado porque la proteina entigena
se derive de un microorgenismo patégeno.

98.~ Un procedimlento de acuerdo con las reivindi
caclones 1% a 48, caracterizado porque la proteina entigena
se derive de wn virus.

108.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi
cacidn 98, caracterizado porgue el virus es un virus de la
gripe.

112,~ Un procedimiento de acuerdo con las reivin-
dicaciones 12 a 42, caracterizado porque la proteina antige
na se derive de protozoos. '

128.,~ Un procedimiento de acuerdo con las reivin-
dicaciones 12 @ 42, caracterizado porque la proteina antige
na se deriva de bacterias.

132.- Un procedimiento de scuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 12 a 128, caracterizado porque la
proteina antigena estd provista de un grupo hidrdéfobo capaz
de unirse a las microvesiculas.

148 .~ Un procedimiento de acuerdo con las reivin-
dicaciones 12 a 132, caracterizado porque las microvesiculas
encapsulan un coadyuvante adicional.

158,~ Un procedimiento de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1% a 142, caracterizado borque las microvesiculas
estan en un intervalo de temafio de 20 nm g 200 nm.

168.~ Un procedimiento segin las reivindicaciones
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12 a 42, caracterizado porque la agitacién se consigue por
tratamiento con ultrasonidos.

172.~ Un procedimiento segin las reivindicaciones
12 a 48, y 162, caracterizado porque le solucidn acuosa es
une solucidén tamponada con fosfato.

182.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 28
caracterizado porque el disolvente es cloroformo.

198.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 42
caracterizado porque la solucidn alcandlica es una solucidn
etandlica.

208 ,~- Un procedimiento segin las reivindicaciones
42 y 198, caracterizado porque la ultrafiltracidén se lleva
& cabo en uﬁa gtmésfera de nitrdgeno y a baja presidn.

218,- Un procedimiento pars le obtencidén de una
preparacidn antigena.

Tal y como se ha descrito en la Memoris que ante-
cede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veinte hojas escritas a mé
quina por una sola cara.

Madrid, 98 6{1.1976
P.A.

Alberso
For Poder,
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