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DESCRIPCION

Procedimientos y composiciones para la inmunizacién genética protectora y terapéutica.
Antecedentes de la invencion

Muchas de la mayoria de enfermedades mortales y debilitantes que afectan a los seres humanos y a los animales son
producidas por virus. La invencidn descrita en la presente memoria se refiere a la prevencion y al tratamiento de varias
enfermedades producidas por virus, y en particular a enfermedades producidas por retrovirus. Por ejemplo, la presente
invencidn es aplicable a canceres tal como la leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos, producida por el retrovirus
VLTH-1 (virus linfétropo de linfocitos T humano, tipo 1). Este cdncer plantea un problema sanitario principal en Japén
y problemas similares en grupos de la poblacién del Caribe, de Sudamérica y de Estados Unidos. Pombo de Olivera
et al. (1990) Lancet 336:987-991; Shermata ef al. (1992) Arch. Neurol. 49:1113. VLTH-1 se ha relacionado también
con varios trastornos inflamatorios, tales como el sindrome de Sjogren, en Japén occidental donde la infeccién por
VLTH-1 es endémica (Kaoru et al. [1994] Lancet 334:1116-1119), y la encefalopatia degenerativa que paraliza las
extremidades inferiores (Dixon et al. [1990] West J.Med. 152:261-267).

Otra enfermedad retrovirica estudiada especificamente en la presente memoria es el SIDA, producido por el VIH
(virus de inmunodeficiencia humana), un tipo especifico de retrovirus denominado lentivirus. Recientemente, parece
que las mujeres heterosexuales entre las edades de 18 a 24 afios son la poblacién que presenta el mayor aumento en
seropositividad para el VIH. Debido a que las mujeres infectadas con VIH son la principal fuente de infeccién para
los nifios, los expertos informan de que la mortalidad por SIDA en nifios aumentard. Kimbal et al. (1995) Annu. Rev.
Public Health 16:253-282, estudiaron el efecto devastador del SIDA epidémico.

Los ejemplos de retrovirus que producen enfermedades en animales incluyen el virus de la inmunodeficiencia
del simio (VIS), el virus de la leucemia felina (VLFe), el lentivirus T linfétropo felino (denominado actualmente
virus de inmunodeficiencia felina (VIF)), descrito por Pedersen et al. [1987] Science 235:790-793), y la leucemia
bovina. Otras enfermedades producidas por no retrovirus, que no obstante estdn expuestas a la invencidn descrita
en la presente memoria, incluyen el cancer cervical producido por el papilomavirus humano (PVH), el carcinoma
hepatocelular primario producido por la hepatitis B, el linfoma de Burkitt y el carcinoma nasofaringeo producido por
el virus de Epstein-Barr (VEB), las infecciones respiratorias inferiores producidas por el virus del sincitio respiratorio,
herpes, viruela, encefalitis, sarampidn y gripe.

En resumen, los virus son pardsitos intracelulares obligatorios que se replican secuestrando los mecanismos celula-
res del hospedador infectado. Las particulas viricas por lo general incluyen un genoma que comprende unas pocas mo-
Iéculas de ADN o ARN, o ambas, y un pequefio nimero de proteinas que forman una capside o que estan presentes co-
mo enzimas o proteinas reguladoras. Los virus con frecuencia se clasifican segin (1) el tipo de dcido nucleico que cons-
tituye el genoma; (2) la estrategia de replicacién virica; y (3) la morfologia del virién. La clasificacién y nomenclatura
viricas estdn estudiadas en Fenner et al. eds., (1993) Veterinary Virology, 2* ed., Academic Press, Inc., San Diego.

El cuerpo combate la infeccion virica con una combinacién de mecanismos inmunitarios celulares y humorales.
Los linfocitos T citotéxicos (CTL) comprenden el arma principal para defenderse contra la infeccién virica proba-
da. Especificamente, los CTL CD8" reconocen antigenos asociados con las moléculas de histocompatibilidad mayor
(MHC) de clase I mientras que los linfocitos T CD4* reconocen los antigenos asociados a las moléculas MHC de clase
IL. Al principio en el curso de la infeccidn virica, los anticuerpos especificos prueban un arma importante en la defensa
contra el ataque virico. Aunque no se conocen los mecanismos precisos de cémo los virus neutralizan los anticuerpos,
los anticuerpos IgG, IgA e IgM se ha descrito que pueden neutralizar particulas viricas. Por lo tanto el éxito de la
vacunacidn profilactica con virus de la subunidad, atenuados o destruidos estd muy relacionado con la capacidad de la
vacuna para estimular las respuestas del anticuerpo. Véase generalmente Abbas et al., [1994] Cellular & Molecular
Immunology, 2% ed., W.B. Saunders Co., Filadelfia.

Mas especificamente, las vacunas de la subunidad constituidas por proteinas viricas se administran con la esperanza
de que la respuesta inmunitaria surgida en las proteinas viricas combata con eficacia la infeccién virica. Este modo de
vacunacion esta dirigido a respuestas inmunitarias humorales o generalizadas y por lo general provoca la produccién
de anticuerpos IgG. Este tipo de anticuerpo permanece principalmente en el torrente sanguineo del individuo con
objeto de prevenir la enfermedad nacida en la sangre. En el caso del VIH-1 por ejemplo, muchas de las vacunas
dirigidas a prevenir las infecciones por VIH-1 son dichas vacunas de la subunidad que utilizan la envoltura del VIH-
1 recombinante o proteinas del niicleo y se administran por via intramuscular o por via subcutdnea. Estos métodos
de vacuna no han producido respuestas inmunitarias eficaces en modelos de VIH, sin embargo, en parte porque las
protefnas clonadas y expresadas seleccionadas no pueden presentar epitopos viricos en un modo auténtico. Letvin
(1993) New Eng. J. Med. 329(19): 1400-1405. Ademds, la mutacién virica facilita el escape virico de las respuestas
inmunitarias enfocadas en unos pocos epitopos especificos. Nowak et al. (1995) Nature 375:606-611.

El articulo titulado “Melanoma-specific CTL, generated in vitro using dendritic cells expressing melanoma asso-
ciated antigens” de la 2™ European conference on the Gene Therapy of Cancer, London, U.K., 7-8 de septiembre
1995 por Heemskerk, MHM et al. expone la transduccion de células dendriticas in vitro con vectores retroviricos que
codifican MAGE-1y tirocinasa, asi como el gen marcador lac Z. Se ensaya la capacidad de las células para generar
CTL especificos para MAA pero no se describe el trabajo in vivo.
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Wong et al. en Journal of Immunology 154 [1995]: 4685-4692 expone la alteracién de un virus de la viruela que
es conocido por su incapacidad de producir enfermedad en células de mamifero, al incluir un AGS asociado al tumor.
Se utiliza una particula de virus viva como vector para transportar la enfermedad de interés.

El documento WO 94/24267 da a conocer la utilizacién de particulas retroviricas para la administracién génica.
Los nucleétidos que codifican un antigeno y un factor coestimulante se incorporan en el vector retrovirico con el fin
de obtener una respuesta inmunitaria.

Wiskerchen M. et al. en Journal of Virology 69(1) [1995]: 376-386 exploran la zona de codificacién de la integrasa
del VIH-1. Las mutaciones afectan a toda la zona de codificacién de la integrasa en el VIH-1, y los virus mutantes
resultantes se clasifican segin su capacidad para reproducirse. Los autores concluyen recomendando que la quimiote-
rapia dirigida a la integrasa del retrovirus puede tener relevancia clinica para la infeccién por VIH-1 in vivo, pero no
exponen la aparicién de una respuesta inmunitaria en un hospedador.

Continuando con el modelo VIH, ademds de las vacunas subunidad, se han propuesto virus atenuados vivos como
vacunas. Sin embargo, los virus atenuados vivos que no pueden replicarse eficazmente in vivo no provocan respuestas
inmunitarias protectoras (Letvin et al. [1995] J. Virol. 69:4569-4571). Por el contrario, los virus VIH atenuados vivos
del estado de la técnica que pueden replicarse eficazmente in vivo, son demasiado peligrosos para utilizarse para
vacunas (Letvin [1993] New Eng. J. Med. 329(19):1400-1405).

Un ejemplo especifico de una vacuna con microbios vivos atenuada que demostré ser demasiado peligrosa para
fines generales de la vacuna se desarroll6 contra el VIS del macaco rhesus (VISmac). La atenuacion implicaba una
eliminacion del gen virico nef, una proteina de 25 a 29 kD situada en el citoplasma de la célula infectada y en la mem-
brana celular (Allan, J.S., et al. [1985] Science 230:810-813). El VISmac sin nef mantenia la capacidad para integrase
y replicarse. Aunque la vacunacién con VISmac con el nef eliminado protegia los monos rhesus en adultos frente a
la infeccién ulterior con VISmac patégeno (Daniel et al. [1992] Science 258:1938-1941; Almond et al. [1995] Lancet
345:1342-1344), los monos rhesus jévenes desarrollaron algunas veces la enfermedad mortal durante la vacunacién
con el VISmac con nef eliminado. Baba et al. (1995) Science 270:1220-1221.

Ademds, se ha presentado recientemente (Heath et al.[1995] Nature 377:740-744) que el VIH-1 acomplejado con
anticuerpos neutralizantes es muy infeccioso en presencia de células dentifricas foliculares. Esto explica por qué puede
no ser eficaz una estrategia de vacuna tradicional que provoca una respuesta humoral.

De este modo, la posibilidad de contraer la enfermedad es realmente el mayor interés relacionado con la utilizacién
de virus atenuados competentes para replicaciéon. Ademads, en el caso de los retrovirus (especialmente lentivirus),
pueden transcurrir afios antes de que se comprenda la toxicidad potencial de las vacunas tradicionales. Esto aumenta
en gran mediad los intereses en seguridad y limita la utilizacién de vacunas de virus competentes para la replicacion.
Existe una necesidad urgente de identificar medios seguros y eficaces para combatir las infecciones viricas. Esta
necesidad esta dirigida a la técnica de inmunizacidn genética de la presente solicitud, que proporciona proteccion en
una variedad de enfermedades.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a utilizaciones de construcciones genéticas inmundgenas, a utilizaciones de células
dendriticas y a composiciones farmacéuticas para producir inmunidad protectora y terapéutica en infecciones lentiviri-
cas en seres humanos y animales mediante la técnica de inmunizacién genética. La inmunizacidn genética comprende
la expresion de genes que codifican antigenos extrafios en los 6rganos linfoides para la prevencidén y tratamiento de
enfermedades. Como se describe con mayor detalle a continuacién, cuando los genes de un lentivirus incompetente
para replicacion se expresan en los 6rganos linfoides, preferentemente en células dendriticas, se genera inmunidad me-
diante respuestas inmunitarias primarias y secundarias debido a la produccién de particulas viricas y a la reinfeccién
limitada.

La invencidn, en un primer aspecto, consiste en la utilizacién de una construccién genética inmundgena que ex-
presa un lentivirus incompetente para la replicacién en un 6rgano linfoide del hospedador, para la preparacion de un
medicamento destinado a producir una respuesta inmunitaria en el hospedador al lentivirus.

La invencidn, en un segundo aspecto, consiste en la utilizacién de una célula dendritica transducida con una cons-
truccién genética inmundgena que expresa un lentivirus incompetente para la replicacion en un érgano linfoide del
hospedador destinado a la preparacién de un medicamento para producir una respuesta inmunitaria en el hospedador
al lentivirus.

La invencién, en un tercer aspecto, es una composicion farmacéutica que comprende un dendrocito que ha sido
transducido con una construccién genética inmunégena que comprende el ADN pldsmido que expresa un virus in-
competente para replicacion, destinado a la utilizacién en un procedimiento de inmunizacion. Los aspectos preferidos
son los indicados en las reivindicaciones subordinadas.

En una forma de realizacién preferida, las utilizaciones de la presente invencién implican la transduccién de una
célula de un hospedador humano o animal con una construccién genética que proporciona en la célula transducida la
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capacidad para expresar un virus atenuado. El virus atenuado producido por la célula transducida es infeccioso pero
incompetente para la replicaciéon de modo que el virus no es susceptible patogenicidad. Aunque el virus producido
por la célula transducida no es patégeno, el virus atenuado provoca una respuesta inmunitaria que puede proporcionar
en el hospedador proteccién contra la infeccion por el virus natural. Este tnico resultado se lleva a cabo con los
virus atenuados producidos selectivamente por las células en los érganos linfoides del hospedador animal o humano.
Ventajosamente, el virus atenuado presenta el tamafio y otras caracteristicas del virus natural con la excepcion de
que el virus atenuado no puede patogenicidad. La eficacia de la respuesta inmunitaria resulta maximizada por las
caracteristicas naturales del virus atenuado asi como su expresion en los érganos linfoides.

La falta de patogenicidad de los virus atenuados producidos segtn la presente invencién puede llevarse a cabo de
varias maneras, pero, como se describe en la presente memoria, las formas de realizacién preferidas de la presente
invencién implican la modificacién genética del genoma virico, por ejemplo, eliminacién o reduccién de la capa-
cidad del virus para replicarse o integrarse de manera productiva. Clonando este ADN virico incompetente para la
replicacién, es posible crear una particula virica que sea sélo levemente infecciosa. Si se presenta a un hospedador
utilizando los procedimientos habituales, dicho virus levemente infeccioso no estimularia una respuesta inmunitaria
eficaz capaz de proteger al hospedador contra la prueba de provocacién ulterior. Con objeto de resolver esta falta de
inmunogenicidad protectora o terapéutica, la presente invencién comprende un tinico medio de mejorar con eficacia
la inmunogenicidad de la particula virica atenuada presentando estas particulas viricas a los componentes del sistema
inmunitario que son responsables de la construccion de la respuesta antivirica. Especificamente, las células dentro de
los 6rganos linfoides se transducen para proporcionar en ellas la capacidad de producir particulas viricas incompeten-
tes para la replicacion. Estas particulas viricas son casi idénticas al virus natural desde el punto de vista de tamafio,
de las propiedades bioquimicas y de la presentacion del antigeno de las proteinas viricas, con la excepcion de que el
virus atenuado no puede producir infeccidn activa. Aunque el virus atenuado producido por las células que producen
virus de la presente invencion no puede propagar la infeccidn, se produce suficiente virus para provocar una respuesta
inmunitaria eficaz. La capacidad para producir la respuesta inmunitaria deseada es debida a la estructura del virién y
a la similitud bioquimica con el virus natural, asi como al hecho de que el virus atenuado se produce especificamente
en intima proximidad con las células apropiadas del sistema inmunitario.

Las utilizaciones de la presente invencion pueden provocar una respuesta inmunitaria protectora antes de la expo-
sicién virica, o, ventajosamente, después de la exposicion virica para generar una respuesta inmunitaria mejorada. El
tratamiento después de la exposicion es particularmente ventajoso en el caso de la infeccién por virus que no compro-
mete la respuesta inmunitaria del hospedador, o en el caso de pacientes no inmunizados en etapas inmunoldgicamente
competentes de la enfermedad.

Tal como se describe con mayor detalle en la presente memoria, la transduccion de las células hospedadoras puede
tener otras consecuencias muy ventajosas, incluyendo, por ejemplo, la inhibicién de la replicacién del virus natural
en las células transducidas. La proteccion cruzada contra los virus mencionados puede conseguirse también debido a
la presentacion del espectro mas amplio de los determinantes inmunolégicos. De este modo, las utilizaciones descri-
tas en la presente memoria pueden producir respuestas inmunitarias contra virus heter6logos, o incluso producir una
respuesta inmunitaria antivirica general. Los procedimientos utilizados en la presente invencién son particularmente
ventajosos porque producen una respuesta inmunitaria antivirica muy eficaz al minimizar la seguridad de la vacu-
nacién o del procedimiento terapéutico. Segun la presente invencién, actualmente es posible producir con seguridad
una respuesta inmunitaria a la totalidad de una particula virica sin peligro de producir enfermedad. Ademds, debido a
que se sabe que los virus median muchos tipos de carcinogénesis, pueden utilizarse los procedimientos de la presente
invencidn para tratar o prevenir estas afecciones cancerosas eliminando o reduciendo la infeccién virica que es nece-
saria para el inicio o la evolucién de la afeccién cancerosa. Ademads, los procedimientos de la presente invencién son
aplicables para tratar tumores que presentan antigenos reconocibles especificos provocando la respuesta inmunitaria
apropiada contra dichos antigenos.

En otra forma de realizacion de la utilizacién de la presente invencion, la respuesta inmunitaria generada en el
animal hospedador por la expresion del virus atenuado, puede mejorarse, dirigirse o modularse introduciendo en las
células transducidas una segunda construccién genética que dirige la expresion de un sistema inmunitario que modula
la molécula tal como una citocina.

Las utilizaciones de la presente invencién pueden aumentar también generalmente la eficacia de las vacunas viricas
recombinantes. Por ejemplo, se han hecho sustanciales esfuerzos de investigacién para desarrollar vacunas recombi-
nantes utilizando varios poxvirus como vectores viricos. Estos poxvirus pueden ser, por ejemplo, vacunas, viruela
aviar, viruela de canarios o viruela porcina. Cuando se utiliza en hospedadores alternativos, o cuando expresan an-
tigenos o baja inmunogenicidad, estas vacunas antiviricas son con frecuencia ineficaces para provocar una respuesta
inmunitaria util. Este problema puede remediarse mediante los Gnicos procedimientos de vehiculacion de la presente
invencién por los que las células transducidas migran a los 6rganos linfoides para expresar las particulas viricas. La
transduccion de las células que migran a los 6rganos linfoides aumenta en gran medida la eficacia de la respuesta inmu-
nitaria provocada por las construcciones viricas recombinantes. Alternativamente, estos virus inyectados directamente
a los 6rganos linfoides pueden infectar células que presentan el antigeno y producir particulas de virus infecciosas.
Dicha inyeccion in vivo puede resolver el problema de la induccién ineficaz por CTL después de la administracién
intradérmica.
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De este modo, las utilizaciones y composiciones de la presente invencidn son ttiles para (a) estimular una respuesta
inmunitaria eficaz contra antigenos viricos; (b) inhibir la replicacion del virus y la carcinogénesis mediada por virus;
(c) generar memoria reactiva cruzada a largo plazo; (d) inmunizacién activa contra tumores; (e) generar vacunas
genéticas seguras.

La presente invencién combina tanto seguridad como eficacia utilizando virus atenuados que no pueden propagar
la infeccién. Estos virus se hacen eficaces vehiculdandolos en seres humanos y animales por otros medios a parte de
su propia replicacién. Sin embargo, si el virus atenuado puede completar varias rondas de replicacion, el virus puede
inyectarse directamente en los drganos linfoides. Por consiguiente, los virus son seguros y eficaces para producir
inmunidad protectora y terapéutica en seres humanos y animales.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la inmunizacién genética. El ADN que codifica un virus de clase 4 se utiliza para transducir
células, preferentemente dendrocitos (DC). Estas células transducidas se transportan a continuacion al érgano linfoide,
donde las células transducidas expresan el ADN de clase 4 como proteinas y virus y se convierten en células primarias
de presentacion del antigeno (APC). El virus de clase 4, liberado de las células transducidas, puede actuar como anti-
geno soluble y también interferir en otras células presentes en el érgano linfoide tales como linfocitos T, macréfagos
y dendrocitos. Estas células infectadas se convierten en células secundarias que presentan el antigeno. Tanto las APC
primarias como secundarias presentan antigenos viricos de manera auténtica en el contexto del mayor complejo de
histocompatibilidad (MHC), concentrado en el 6rgano linfoide, produciendo de manera eficaz la respuesta inmunitaria
del hospedador.

Las Figuras 2A-2B ilustran un genoma retrovirico natural, algunos detalles de la proteina integrasa y un ejemplo
del gen integrasa atenuado que genera un retrovirus de clase 4. Especificamente, esta mutacién da como resultado una
proteina integrasa trucada que comienza en el extremo 5’ como “natural” y termina en el primer codén de terminacién
después de la eliminacién, por consiguiente la proteina mutante es aproximadamente la mitad de la integrasa natural.

Las Figuras 3A-3B representan la patogenicidad de las cuatro clases de virus basadas en su capacidad para replicar
en un hospedador dado. Las Figuras 3A-3B se leen juntamente con la Tabla 1. Las clases 1 a 3 han sido introducidas
por Baba et al. (1995) Science 270:1220-1221, y la clase 4 esta introducida en la misma. El virus de clase 1 es un virus
natural que replica aproximadamente el nivel umbral de modo que existe epidemia persistente y produce enfermedad
en el hospedador. El virus de clase 2 puede ser natural o atenuado de modo que la replicacién virica se produce
por encima del nivel umbral, pero puede o no producir enfermedad en el hospedador normal. Los virus de clase 3
producen enfermedad en hospedadores cuyos sistemas inmunitarios presentan un umbral inferior. Los virus de clase 4
estan atenuados de modo que la replicacion es auto limitativa y el virus no puede producir enfermedad incluso en un
hospedador con un umbral reducido. Véase el Ejemplo 1, a continuacién, para una exposicion completa de las Figuras
3A-3B.

La Figura 4 representa la construccion del plasmido p239SpSp, que lleva el gen defectuoso que codifica la proteina
integrasa truncada.

Breve descripcion de las secuencias
La SEC. ID. n° 1 es el cebador FLS5 utilizado segtin la presente invencién.
La SEC. ID. n° 2 es el cebador FL6 utilizado segtin la presente invencién.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a utilizaciones y composiciones para estimular una respuesta inmunitaria antivirica
segura y eficaz en un ser humano o animal. Las utilizaciones de la presente invencién comprenden la transduccién
de células con una construccién genética inmundgena que dirige la expresién de un virus atenuado. Tal como se
utiliza en la presente memoria, la referencia a la “transducciéon” de células significa la transferencia a células de ADN
que proporciona en las células la capacidad de producir un virus como se describe en la presente memoria y, en
algunos casos, expresar una citocina y/o un antigeno tumoral. Las células transducidas se denominan en la presente
memoria células productoras de virus. Por lo general, las células transducidas serian células de un hospedador animal
o humano. La construccion de virus atenuado se disefia especificamente para expresar un virus atenuado que no puede
producir enfermedad. El virus atenuado es incompetente para replicacién. Los virus de integracion defectuosa se
utilizan preferentemente como virus incompetentes para replicacion. Aunque el virus atenuado no es patégeno, su
expresion por las células productoras de virus se lleva a cabo de una manera que produce una respuesta inmunitaria
muy eficaz y eficaz en el hospedador. La célula productora de virus se disefia para producir virus defectuosos en los
organos linfoides en los que se provocan respuestas inmunitarias contra los antigenos viricos. Como se utiliza en la
presente memoria, las referencias a los 6rganos linfoides incluirian, por ejemplo, ganglios linfaticos, el bazo y el timo.
Un aspecto critico de la presente invencion es la capacidad para presentar al sistema inmunitario particulas viricas que
son casi idénticas al virus natural con la excepcion de las particulas viricas de la presente invencién no son patdgenas.
Ventajosamente, los antigenos viricos se presentan al sistema inmunitario en su configuracién natural, facilitando de
este modo una respuesta inmunitaria muy eficaz.
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En una forma de realizacién preferida, las particulas viricas no son patégenas porque nunca estdn presentes en
nimero suficiente como para producir enfermedad y/o no pueden probar una infeccion automantenida (es decir, vi-
rus de clase 4 como se describe a continuacion en la Tabla 1 y su texto acompafiante). Aunque las particulas viricas
producidas segin la presente invencion no pueden producir enfermedad, se presentan de manera que producen una
respuesta inmunitaria eficaz. Especificamente, las particulas viricas se liberan de las células transducidas en proximi-
dad fisica intima a las células del sistema inmunitario que son responsables de generar respuestas antiviricas. Al crear
particulas viricas que simulan estrechamente el virién natural y al concentrar selectivamente estas particulas de virién
no patégenas en las posiciones donde se producen respuestas antiviricas, es posible crear una respuesta inmunitaria
muy eficaz y efectiva. Con ventaja, el virus y las células productoras de virus producidas segun la presente invencién
seran eliminadas finalmente del cuerpo por el sistema inmunitario porque (a) el virus no puede establecer la infeccién
y (b) el virus provoca una respuesta inmunitaria antivirica.

Las utilizaciones de la presente invencidn pueden ser antes de que el hospedador sea infectado con el fin de produ-
cir una respuesta inmunitaria que ayudard a prevenir la infeccién. Alternativamente, o ademads, las utilizaciones de la
presente invencién pueden mejorar la respuesta inmunitaria del hospedador una vez que se ha producido la infeccién
virica. Dicho tratamiento después de la exposicidn puede ser muy importante, particularmente cuando la infeccién vi-
rica es la que normalmente produciria una disminucién en la respuesta inmunitaria natural del hospedador. La eficacia
mejorada de la presente invencién para generar una respuesta inmunitaria antivirica se debe en parte a un procedi-
miento Unico para vehicular particulas viricas atenuadas dentro del hospedador humano o animal. Especificamente,
las particulas viricas no patégenas atenuadas de la presente invencién que producen la respuesta inmunitaria terapéuti-
ca o preventiva son generadas por células en los 6rganos linfoides de modo que la liberacién de las particulas viricas se
produce en la posicidn dentro del cuerpo humano o animal donde las respuestas antiviricas son generadas por las célu-
las del sistema inmunitario. La liberacién de las particulas de virus en los 6rganos linfoides se consigue transduciendo
las células del hospedador de los 6rganos linfoides (o las células que migran preferentemente a los 6rganos linfoides)
con una construccién genética que produce la expresién del virus atenuado. Como se describe con mds detalle en la
presente memoria, se prefiere especificamente la transduccién de los dendrocitos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la estimulacion o direccién de una respuesta inmunitaria es-
pecifica del hospedador en las células productoras de virus de por lo menos un gen que expresa una molécula de
modulacién inmunitaria ademds del material genético que codifica el virus atenuado. Esto crea una célula productora
de virus/citocina. Las células productoras de virus/citocina se diseflan para expresar productos génicos en los érganos
linfoides. La citocina aumenta y/o influye en el tipo de respuesta inmunitaria generada por el virus atenuado.

Ejemplos de citocinas que pueden utilizarse para aumentar la respuesta inmunitaria o dirigir una respuesta inmuni-
taria especifica incluyen, pero no se limitan a, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, TNF, GM-CSF e IFN. Véase,
por ejemplo, Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3539-3543; Noria, A, RH. Rubin (1994) Biotherapy
7:261-269; Walt et al. (1994) Stem Cells 12: 154-168; Kelso, A (1995) Immunol.Today 16(8):374-379; Bentwich et
al. (1995) Immunol. Today 16(4):187-191; Garside et al. (1995) Immunol. Today 16(5):220-223; y las referencias men-
cionadas en estos articulos. Otros aspectos de la presente invencién incluyen la inhibicién de la replicacion del virus
y la carcinogénesis mediada por el virus. En una forma de realizacién, la inhibicién de la replicacién virica es reali-
zada por linfocitos T citotéxicos que pueden destruir las células que expresan cualquier antigeno virico. Las células
citotéxicas son producidas induciendo linfocitos T naturales o con memoria con antigenos expresados en los érganos
linfoides. Esta es una propiedad muy ventajosa de la presente invencidn porque es bien conocido que los virus, por
ejemplo, papilomavirus humano, virus de la hepatitis C, VLTH-1 y herpesvirus humano, tipo 8 (VHH-8) (denomi-
nando también herpesvirus del sarcoma de Kaposi (VHSK), y VIH-1, pueden mediar en el cdncer cervical y laringeo,
en el cancer de higado, en la leucemia de linfocitos T del adulto y en el sarcoma de Kaposi, respectivamente. Véase,
por ejemplo, Bedi et al. (1995) Nature Medicine 1:65-68. La inhibicién de la tumorigénesis, por consiguiente, puede
realizarse destruyendo los antigenos viricos que expresan células independientemente, de si el virus esta implicado
directa o indirectamente en la formacién del tumor.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para generar una vacuna genética segura contra las infecciones
viricas. Esto se lleva a cabo como se describi6 anteriormente mediante la produccién de virus atenuados, con o sin
citocinas, en los érganos linfoides de un individuo natural. La presentacion eficaz del antigeno en los 6rganos linfoides
produce una expresion clonal de linfocitos T especifica para el antigeno que son necesarios para manipular un gran
nimero de antigenos extrafios. Alguna descendencia de las células que responden al antigeno desarrolla linfocitos T
con memoria especificos para el antigeno que inician rdpidamente una respuesta inmunitaria secundaria mayor en el
momento de la estimulacién ulterior.

De este modo, las técnicas de inmunizacidn genética descritas en la presente memoria pueden generar a partir de
linfocitos T naturales un gran numero de linfocitos D con memoria para muchos o posiblemente todos los antigenos
viricos diferentes para evitar la posibilidad de escape antigénico. Esto se consigue mediante la presentacién profesional
de APC (por ejemplo DC), de todos los epitopos de la proteina virica para diferentes células inmunitarias en los érganos
linfoides, como se describi6 anteriormente. Ademds el virus que se produce actia como antigeno soluble e infecta
otras células en los 6rganos linfoides. El aumento de la respuesta inmunitaria se consigue mediante la reinfeccion de
otras células en los érganos linfoides por los virus atenuados dando como resultado en la presentacién del antigeno
secundario. Asimismo, la utilizacién de adyuvantes (por ejemplo, citocinas) o la administracién repetida de la vacuna
pueden utilizarse para aumentar la respuesta inmunitaria especifica.
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Esta inmunidad reactiva cruzada de larga duracién que puede generarse ha sido descrita por Selin et al. J. Exp.
Med. 179:1933-1943. Este articulo proporciona pruebas de que las células con memoria pueden ser reestimuladas
sustancialmente por virus que no son serolégicamente reactivos en cruz. Esto es cierto tanto para las respuestas de
los linfocitos T como de los linfocitos B. Es conocido que los linfocitos T reconocen péptidos cortos de 8 a 13 ami-
noécidos y que son reactivos en cruz para variantes del péptido original, asi como para complejos MHC/péptido no
relacionados. Por consiguiente, la reactividad cruzada de los linfocitos T puede no limitarse a los patégenos relaciona-
dos. Otra caracteristica importante de la reactividad cruzada es que los linfocitos T con memoria estdn presentes en la
misma frecuencia tanto en los 6rganos linfoides como en la sangre, una propiedad que corresponde a una célula nece-
sitada de vigilancia inmunitaria (Lau et al. [1994] Nature 369:648-652). Por consiguiente, a diferencia de las células
naturales, los linfocitos T con memoria estdn expuestos a antigenos que no estan en los 6rganos linfoides y responden
rdpidamente a las infecciones. La técnica de inmunizacién genética de la presente invencién genera linfocitos T con
memoria contra todos los antigenos viricos presentados en la configuracién correcta, no solamente por los dendrocitos
sino también por las células secundarias infectadas. En infecciones como por VIH o gripe, un pequefio porcentaje
de células con memoria generadas contra los antigenos conservados o que reaccionan en cruz pueden proporcionar
proteccion contra la prueba de provocacién ulterior con otro subtipo.

La proteccion cruzada entre diferentes subtipos de virus es especialmente importante en el caso de la infeccién por
VIH y gripe, en los que muy numerosos subtipos diferentes pueden surgir rdpidamente. Las pruebas para proteccién
cruzada entre diferentes subtipos fueron demostradas recientemente por Marlink et al., por consiguiente la inmuni-
zacién genética con VIH-2 puede proteger contra la infeccién por VIH-1 (Marlink et al. [1995] Science 265:1587-
1590). Ademds, como se describe, este tipo de inmunizacién genética que utiliza un virus completo protegera contra
variantes de VIH con mds éxito que las vacunas de subunidad en la técnica.

La respuesta inmunitaria generada por células productoras de virus (o virus/citocina) en los érganos linfoides
segun la presente invencidn es una respuesta antivirica completa. Por ejemplo, cuando las células productoras son
dendrocitos y el virus atenuado es VIH-1 negativo a integrasa capaz de producir proteinas en las células infectadas, la
respuesta inmunitaria puede producirse por los medios siguientes:

(a) los dendrocitos presentadores del antigeno (células que presentan el antigeno primario) migran con el ADN
obtenido en los érganos linfoides donde, en la produccién de proteina y virus, estimulan linfocitos T natura-
les y con memoria y proporcionan sefiales coestimulantes. Thomson et al. (1995) Transplantation 59:544-
550;

(a) las células inmutarias responden a los antigenos viricos y los virus libres producidos in situ por los dendro-
citos. Por ejemplo, los dendrocitos y macrdéfagos presentes en los 6érganos linfoides tienen capacidad para
presentar antigenos viricos tanto contra los linfocitos T CD4* y CD8" ;

(a) la posicién conjunta anatémica del antigeno, las células presentadoras del antigeno (APC) y los linfocitos
T en los 6rganos linfoides, favorecen la iniciacién de una respuesta de los linfocitos T. Los mamiferos
utilizan linfocitos T citotdxicos y células destructoras naturales para eliminar células y tejidos infectados o
si no inmunodeprimidos. Los linfocitos T citotdxicos reconocen los péptidos presentados por las moléculas
MHC de clase I y las células destructoras naturales buscan la ausencia de MHC-I, una consecuencia comun
de infeccién por virus y transformacién maligna;

(a) el virus atenuado producido por los dendrocitos pueden infectar otras células inmunitarias, por ejemplo,
linfocitos CD4*, dendrocitos y macréfagos) en los dérganos linfoides. El antigeno virico serd presentado
también a las células efectoras;

(a) el antigeno en los 6rganos linfoides estimula la produccién de citocinas. Estas citocinas desempefian una
funcion efectora en el linfocito T (por ejemplo, Macatonia et al. [1995] J. Immunol. 154:5071-5079) y la
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos B, median en la inmunidad natural (por ejemplo, interferdn,
factor inhibidor CBS) y regulan la activacién, el crecimiento y la diferenciacién de los linfocitos y la
hematopoyesis. Por consiguiente, la produccién de citocina(s) junto con el virus atenuado puede aumentar
y dirigir la respuesta inmunitaria; y

(a) el virus atenuado (como antigeno extracelular) y los linfocitos CD4* cooperadores pueden activar los ma-
créfagos para la fagocitosis del antigeno y activar los linfocitos B para la secrecién de anticuerpos.

De este modo, la presente invencion es ttil en la prevencion y el tratamiento de infecciones viricas y otras afeccio-
nes patoldgicas incluyendo, pero sin limitarse a, cdncer. Otro aspecto incluye la combinacién de ADN que codifica el
virus atenuado con antigenos tumorales. Como la inmunizacién genética da como resultado la induccién de una res-
puesta inmunitaria primaria y secundaria potente contra los antigenos expresados en los tejidos linfoides, la respuesta
inmunitaria estard también dirigida contra antigenos extrafios (como antigenos tumorales) modificada genéticamente
en el virus de clase 4. Los materiales y procedimientos descritos en la presente memoria pueden utilizarse en el trata-
miento y prevencién de una amplia gama de infecciones viricas. Estan especificamente ejemplificados en la presente
memoria los materiales y procedimientos para la prevencién o tratamiento de afecciones patolégicas de seres humanos
o animales producidas por retrovirus producidas incluyendo VIH y VIS. Tal como se utiliza en la presente memoria;
la referencia a VIH incluye VIH-1 y VIH-2, a menos que el contexto lo indique de otra manera.
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Los ejemplos siguientes ilustran procedimientos para poner en practica la invencién. Estos ejemplos no debe-
rian considerarse limitativos. Todos los porcentajes estdn expresados en peso y todas las proporciones de mezcla de
disolventes se expresan en volumen a menos que se indique de otra manera.

Ejemplo 1
Ejemplos de virus infecciosos pero incompetentes para replicacion (clase 4)

El virus atenuado utilizado segin la presente invencién no debe ser patégeno. En una forma de realizacion preferi-
da, esta falta de patogenicidad serd debida a una alteracién del genoma virico que destruye su capacidad para replicarse
hasta el infinito. Dichos virus defectuosos para la replicacion se obtienen preferentemente por procedimientos de eli-
minacién con objeto de evitar la reversion a virus naturales. Dichos procedimientos de eliminacién son bien conocidos
en la técnica. Tal como se utiliza en la presente memoria, la referencia a virus atenuados incluye los virus mutantes.
En la Tabla 1 y en el texto siguiente se presenta una comparacién y definicién de la clase 4:

Tabla 1
Replicacion por encima del Enfermedad
umbral
Mecanismo de Denominacién En Ecr:)ir:]c;zgte%ador h Eg d En ho?petdzdor
atenuacion del virus hospedador . ado o ospedador  ~ cointectado
inmunodeprimido normal inmunodeprimido
normal
1 Ninguno Patdgeno Si Si Si Si
Pérdida de . . .
2 patogenicidad Avirulento (Si) (Si) No No
Capacidad
3 disminuida Replicacion No Si No Si
para replicar alterada
Infeccioso pero
incompetente  Incompetente
para para replicacion No No No No
replicaciéon

Los “Mecanismos de atenuacién” 1-3, presentados en la Tabla 1, basados en Baba et al. (1995) Science 270:1220-
1221, ilustran las diversas clases de atenuacion virica demostradas en la técnica, y el impacto de la atenuacion sobre
la capacidad virica para producir infeccién por encima de un nivel umbral. La presente invencién introduce virus
atenuados de clase 4, descritos con detalle a continuacién. Segun la hipdtesis umbral, propuesta por Baba, la patoge-
nicidad retrovirica se vuelve aparente solamente después que el nivel de replicacién virica sobrepasa el nivel umbral
en un hospedador dado. El nivel umbral se define como el nivel de infeccidn por encima del cual se presenta viremia
persistente y patogenicidad. Las figuras 3A-3B, basadas en Baba, ilustran el concepto de nivel umbral.

Haciendo referencia a la Tabla 1 y a las Figuras 3A-3B, los virus de clase I son virus naturales no atenuados,
capaces de replicacién por encima del nivel umbral y que producen enfermedad en el hospedador infectado. Los virus
de clase 2 carecen de patogenicidad porque, aunque estos virus tienen capacidad para replicar competentemente, no
son virulentos en el hospedador. Por lo tanto, “(Si)” en la columna Replicacién de la Tabla 1 los virus de clase 3
pueden estar alterados para la replicacion por una variedad de medios, pero los factores pueden regular por incremento
la replicacién virica y restaurar la virulencia una vez que se sobrepasa el nivel de replicaciéon umbral. Haciendo
referencia a las figuras 3A-3B, los virus de clase 3 producen enfermedad en los individuos con umbrales inferiores.

Mas especificamente, la infeccion con un virus de clase 1 6 2 (véase la Tabla 1) produce viremia persistente (estos
virus son siempre capaces de replicacion por encima del umbral), lo que es un peligro potencial para el hospedador
independiente de la patogenicidad del virus (Figuras 3A y 3B). Por ejemplo, los retrovirus se integran en el genoma del
hospedador aleatoriamente, por consiguiente la posibilidad de activar un oncogén por integracion es alta cuando existe
un alto nivel de replicacién. Y aunque los hospedadores normales pueden controlar la replicacién de los virus de clase
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3 (Figura 3A), este mecanismo no es especifico, para VIH, VIS o para los virus mutantes. Por ejemplo, la infeccién por
citomegalovirus humano (CMV) produce una viremia transitoria en un hospedador normal; sin embargo, en pacientes
después del trasplante de médula ésea o en SIDA (donde el sistema inmunitario estd deprimido), el umbral de control
de replicacion del virus esta disminuido (Figura 3B). Por consiguiente, el CMV empezara por replicar por encima del
umbral y producird enfermedad grave.

Aunque, haciendo referencia a la Tabla 1, podria parecer inicialmente que los virus atenuados en las clases 2 y 3
pudieran ser adecuados para la inmunizacién genética, lo contrario es asi debido a que estos virus pueden replicarse
hasta el infinito en condiciones Optimas (por ejemplo, cultivo tisular, paciente inmunodeficiente, recién nacido). Por
ejemplo, un mutante de clase 3 de VIS con los genes nef y vpr eliminados produce SIDA en recién nacidos de
macaco rhesus que presentan un umbral inferior a los adultos, véanse las Figuras 3A-3B. Los virus de clase 3 son asi
relativamente inseguros para la inmunizacién genética. Asimismo, los virus de clase 2 son relativamente inseguros para
la inmunizacién genética porque puede desencadenarse virulencia por infecciones secundaria por un virus virulento.
Por ejemplo, aunque el virus avirulento de la leucemia murina de Rauscher (VLR) presentaba proteccién contra VLR
a baja dosis después de la inoculacién con un VLR de clase 2 farmacoldgicamente atenuado, los ratones infectados
conjuntamente con el virus de la leucemia de ratén virulento a alta dosis desarrollaron la enfermedad por VLR.
Los virus de clase 2, supuestamente avirulentos, no obstante no protegen contra la prueba de provocacioén virica a
alta dosis y tampoco son demasiado peligrosos para vacunas porque la virulencia residual puede manifestarse. Esta
virulencia residual puede ser desencadenada por varios mecanismos incluyendo la infeccién conjunta, la pérdida de
inmunocompetencia y el envejecimiento. De este modo, las estrategias de vacuna de la técnica anterior basadas en
virus atenuados con microbios vivos contindian planteando peligros graves.

Los virus de clase 4 no estan descritos por Baba, pero se introducen como parte de la invencién descrita en la
presente memoria. Un aspecto de la invencién reivindicada conlleva la generacion y presentacion de virus de clase 4
que estan atenuados para permanecer infecciosos por debajo del nivel umbral debido a que son incompetentes para
la replicacion. En los virus de clase 4 la replicacion esta autolimitada, lo que significa que pueden producirse cero a
varios ciclos de replicacién; la replicacion no es infinita y permanece por debajo del nivel umbral de la enfermedad de
modo que el paciente no contrae la enfermedad. Los virus de clase 4 son también capaces de infectar células pero la
infeccién es incapaz de propagarse en una medida significativa debido a las capacidades de replicacién incompetente.
Los virus de clase 4 estdn genéticamente modificados de modo que no pueden sobrevivir en la naturaleza. Ademds, la
infeccién por virus de clase 4 nunca produce viremia persistente. Los virus de clase 4 no pueden replicarse por encima
del umbral, incluso si el umbral es el minimo (por ejemplo, condiciones Optimas in vitro).

Debido a la naturaleza limitada de su infeccidn, los virus de clase 4 deben presentarse a los 6rganos linfoides
con objeto de efectuar una respuesta inmundgena protectora. Significativamente, los virus de clase 4 se construyen
de tal manera que es imposible escapar de la inmunidad y volver a la virulencia, a diferencia de los virus de clase
2 y clase 3. A continuacion se explica con mayor detalle la generacion y utilizacién de los virus de clase 4. Resulta
preferido que las células transducidas produzcan un nivel elevado de virus de clase 4 en los 6rganos linfoides. Esto
puede conseguirse por el propio elemento activador/potenciador del virus, o estos elementos pueden sustituirse por
un potenciador mas patente (por ejemplo, potenciadores CMV, SV40) para activar la expresioén génica en las células
transducidas. El objetivo consiste en maximizar la cantidad de particulas de virus en las células transducidas, lo que
produce una presentacion del antigeno primario y secundario mas potente.

Ejemplo 2
Retrovirus con integrasa defectuosa

En el caso de retrovirus (por ejemplo, VLTH, VIH), el virus atenuado se selecciona preferentemente para que sea
de integracion defectuosa para reducir la patogenicidad y aumentar la seguridad. La utilizacién de dicho mutante en la
invencion es importante porque, hasta la fecha, ningtin retrovirus ha resultado ser patégeno en ausencia de integracion.
Sakai et al. (1993) J. Virol. 67(3):1169-1174. Un virus con integrasa defectuosa puede, sin embargo, expresar todas las
proteinas viricas en forma natural excepto la integrasa modificada (que también puede presentar epitopos). Stevenson
et al. (1990) J. Virol. 64(5):2421-2453. Utilizando virus con integrasa defectuosa la informacién genética se perdera
eventualmente por division celular, muerte celular y la respuesta inmunitaria del paciente.

La atenuacion debe ser lo bastante significativa para impedir la mutacién virica u otra escapatoria. En particular,
una mutacién puntual es suficiente para efectuar la pérdida deseada de competencia de replicacion (Cara et al. [1995]
Virology 208.242-248), todavia ésta no resulta preferida debido al riesgo de que el virus podria mutar para generar un
péptido funcional. Por consiguiente, preferentemente, la mutacién en el gen comprenderia una insercién o eliminacién
de por lo menos tres pares de bases, y mds preferentemente por 1o menos cien pares de bases, siempre que se mantenga
el nivel deseado de replicacién.

Los virus con replicacion defectuosa que contienen una integrasa parcial o completamente destruida pueden cons-
truirse de varias maneras diferentes:

(a) Enunaforma de realizacion preferida, la integrasa estd eliminada en 3’ o por lo menos una seccién préxima
al extremo 3’ se elimina para colocar el extremo 3’ fuera del marco de lectura para generar una proteina
integrasa trucada. Si la respuesta inmunitaria protectora requiere expresién génica también en las células
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diana infectadas, se prefiere una mutacion “fuera del marco” que destruye el extremo 3’ de la integrasa. Esta
mutacién elimina el punto activo de la integrasa asi como el punto de fijacién del ADN, y por consiguiente la
proteina integrasa no se unird al ADN no integrado, permitiendo asi la expresioén génica y la produccién de
proteinas tras la infeccién de las células diana. Véase Cara et al. (1995) Virology 208:242-248; Stevenson et
al. (1990) J. Virol. 64:2421-2425. El virus de clase 4 resultante no se integrara después de la infeccién pero
serd capaz de expresar una cantidad limitada de proteinas viricas en las células infectadas. Por consiguiente,
su replicacién serd autolimitativa: los virus de clase 4 interrumpen la replicacién después de varios ciclos,
incluso en condiciones ptimas. Esta estrategia genera una presentacion potente del antigeno primario en las
células transducidas y también una presentacion potente del antigeno secundario de las células infectadas
debido a la expresion virica del gen, que es 6ptima para la inmunizacién genética. Una atenuacién similar
puede utilizarse con otros retrovirus y onco-retrovirus.

(b) La mutacién “en el marco”, conservando el extremo 3’ de la integrasa (LaFemina et al. [1995] J. Virol. 66
(12):7414-7419, Sakai et al. (1993) J. Virol. 67(3):1169-1174; Wiskerchen, M., M.A. Muesing (1995) J.
Virol. 69:376-386) produce virus defectuosos para replicacion e integracion. Estos virus de clase 4 pueden
infectar células pero no pueden expresar eficazmente proteinas tras la infeccién de las células diana. La
utilizacion de estos virus para inmunizacién genética produce una presentacion eficaz del antigeno primario
y también una presentacién del antigeno secundario debido a la infeccién. Sin embargo, la presentacion del
antigeno secundario en las células infectadas cabe esperar que se menos eficaz que la de las células que
estan infectadas y expresan proteinas viricas (véase anteriormente).

(c) La eliminacién en 5’ del gen con integrasa puede utilizarse también para producir un retrovirus negativo
a integrasa. Sin embargo, las eliminaciones en 5’ generan una proteina muy inestable. Ya que la integrasa
retrovirica se genera a partir de una poliproteina precursora junto con la transcriptasa inversa, es de esperar
que el precursor sea también inestable. Esta inestabilidad de la proteina puede reducir la eficacia de la
produccion del virus por las células transducidas, y por consiguiente influir en la eficacia de la inmunizacién
genética.

(d) Otra manera de generar VIH-1 de clase 4 que no puede integrarse consiste en eliminar el gen vpr. Los
mutantes con vpr defectuosos pueden solamente replicarse de modo limitado en los linfocitos primarios
humanos y no en los macréfagos porque el producto del gen vpr es importante para la integracion.

Varios mutantes de integrasa se han descrito en la bibliografia (véanse las referencias mencionadas en Cara et al.
[1995] Virology 208:242-248) que no pueden integrarse y, por consiguiente, no pueden replicarse. Como estos virus
pueden infectar las células pueden clasificarse supuestamente como virus de clase 4. Por ejemplo, Cara et al. descri-
bieron un VIH-1 negativo a integrasa, que presenta una mutacién puntual y puede replicarse de manera limitada en
macréfagos humanos primarios pero no en linfocitos T. Como se describié anteriormente, sin embargo, la forma de
realizacion preferida comprende un mutante por eliminacién, no un mutante puntual (es decir menos seguro) que pre-
senta replicacion autolimitada en células inmunitarias (macréfagos, dendrocitos o linfocitos T). Esto presenta ventajas
sobre la técnica anterior porque el virus atenuado no puede revertir al tipo natural. Ademas, en la bibliografia no se
ha descrito el crecimiento en dendrocitos de virus con replicacion defectuosa o con integrasa defectuosa. Asimismo,
la replicacién autolimitativa de un nuevo virus en los dendrocitos es una nueva caracteristica de los virus de clase 4
para su utilizacion en la presente invencién. Por dltimo, en la bibliograffa no se han descrito virus de clase 4 mutantes
capaces de generar respuesta inmunitaria cuando se expresan en los érganos linfoides.

Ejemplo 3
Retrovirus con gag defectuoso

Un ejemplo de retrovirus de replicacion defectuosa que pueden estimular una respuesta inmunitaria protectora
segun la presente invencion son los virus con gag defectuoso. El gag es procesado por la proteasa virica en varias pro-
tefnas estructurales. Al generar mutaciones por eliminaciéon dentro del dominio de la capside del gen gag, se destruye
la formacioén de la particula madura pero se conserva la expresion del gen. Un mutante de gag trans-dominante de VIH-
I fue descrito por Trono et al. (1989) Cell 59:113-120. Sin embargo, ninguna técnica anterior sugiere su utilizacién
en la presente invencidén. Este virus puede infectar células pero no puede replicarse en las células diana. Ademads, si
un virus natural infecta las células que contienen virus mutante, el virus mutante puede bloquear la replicacién del
virus natural. En el caso de individuos infectados por VIH-I, que producen dichos virus mutantes con replicacién
defectuosa en los 6rganos linfoides segtin la presente invencién no solamente genera una respuesta inmunitaria, sino
que también bloquea la replicacién del virus natural. Por consiguiente, la carga virica en los érganos linfoides de
individuos infectados disminuye, permitiendo responder al sistema inmunitario.

Ejemplo 4
Otros retrovirus atenuados de clase 4
Otros virus VIH atenuados de clase 4 que son ttiles en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, env

defectuoso, proteasa defectuosa, rev defectuoso, pol defectuoso, tat defectuoso (Beale (1995) Lancet 345:1318-1319)
y virus con gp41 mutante.
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El virus linfétropo del linfocito T humano de tipo I (VLTH-I) persiste muchos afios en individuos infectados pero
a diferencia del VIH-1 solamente una minoria de ellos desarrolla la enfermedad (leucemia de linfocitos T del adulto
o paraparesis espastica tropical). Existe un alto grado de heterogeneidad de la secuencia intraaislada en el VLTH-I,
aunque la variacion de la secuencia entre pacientes es pequefia en comparacion con VIH-I. La organizacién gendmica
de VLTH-I es similar a la del VIH, por consiguiente el VLTH-I con integrasa defectuosa puede ser construido por
cualquier virélogo molecular como se describe para el VIH.

Asimismo, otros genes tales como gag, pol, env, rex y tax pueden modificarse para generar un virus de clase 4.
Aunque algo diferentes, todas las proteinas integrasa de retrovirus comparten estructuras y dominios similares. Por
consiguiente, las mismas consideraciones ilustradas para VIH-I se aplican para otros retrovirus incluyendo no solamen-
te el VIH-2 sino también el virus de la leucemia bovina, el virus de la leucemia felina, el virus de la inmunodeficiencia
felina, etc.

Ejemplo 5
Otros virus atenuados de clase 4 (Referencia)

Los virus no retroviricos que pueden atenuarse para fijar el modelo de clase 4 incluyen los virus del herpes, los virus
de la gripe y los virus de vacuna (VV). Existe la necesidad de desarrollar virus de clase 4 para terapia inmunitaria.
Por ejemplo, se han realizado esfuerzos, sin éxito hasta hace poco, para crear una vacuna atenuada antivirica del
sincitio respiratorio. Hsu et al. (1995) Vaccine 13(5):509-515. Aunque Hsu et al. han desarrollado aparentemente un
virus atenuado sensible a la temperatura, este virus permanece sin caracterizar genéticamente. Un método mejor seria
disefiar un virus de clase 4 como se expuso anteriormente.

Generalmente, los virus con ARN de clase 4 pueden construiste por modificacién del gen con polimerasa. Biswas
et al. (1995) J. Virol. 68:1819-1826 demostraron que las polimerasas viricas contienen cuatro motivos conservados
criticos para la funcién de fijacién del cebador. La alteracién genética de uno o mds de estos dominios produce virus
de ARN, incluyendo virus de la gripe, retrovirus, virus I-A de levadura y polimerasas de poliovirus alteradas; por
consiguiente, los virus de la descendencia son incompetentes para replicacion.

Los herpes virus que pueden atenuarse para su utilizacién para la inmunizacién genética incluyen el virus del
herpes simple (VSH), el virus de la pseudorabia y el virus del herpes alfa. Especificamente, Cheung y colaboradores
han desarrollado un virus incompetente para replicacién que es sélo levemente infeccioso en cerdos. La atenuacién
implicaba la eliminacién de las partes que codifican el ADN de dos productos génicos: la proteina precoz (EPO) y el
transcrito de latencia prolongada (LLT). Cheung et al. (1995) Ann. J. Vet. Res. 55(12):1710-1717.

Asimismo, Farrel y colaboradores han desarrollado un virus de herpes simple humano vivo atenuado de tipo 1
capaz de s6lo una tnica ronda de replicacion, y, por consiguiente, carecen de potencial patégeno. Este virus atenuado
carece de la glucoproteina H(gH) esencial y puede solamente propagarse en una estirpe celular que proporciona gH
en trans. Con objeto de efectuar la inmunizacion, el virus debe propagarse in vifro y a continuacién inocularse en
el presente animal. Farrel et al. (1994) J. Virol 68:927-932. Segtin la invencion descrita en la presente memoria, el
ADN que codifica el virus que carece de gH, o preferentemente un virus con gH defectuoso, puede introducirse en las
células que migran a los érganos linfoides, donde la tinica ronda de replicacién produce un virus casi completo que es
presentado con ventaja al sistema inmunitario.

Alternativamente, los cientificos han buscado otros virus de tipo 1 del herpes simple humano con replicacién
defectuosa para vacunas. Por ejemplo, Morrison et al. (1994) J. Virol 68(2):689-696 utiliz6 VSH con replicacién
defectuosa (clase 4) portador de mutaciones en los genes esenciales que codifican la proteina 8 (ICP8) de la célula
infectada o ICP27. Se inmunizaron ratones con una dosis elevada de virus mutante por inoculacién en la cola. Aunque
dichos virus han proporcionado inmunidad en los ratones, este tipo de inmunizacién no proporciond proteccién contra
la replicacién del virus aguda en los ojos ni en el ganglio del trigémino. Segun la invencion descrita en la presente
memoria, el ADN que codifica el VSH de clase 4 se introduciria en las células que migran a los 6rganos linfoides,
donde la replicacion del virus y la presentacion del antigeno provocarian potente inmunidad antivirica.

Andlogos a estos ejemplos, basados en similitud de secuencia y funcional de los herpes virus, otros herpes virus
pueden convertirse en virus de clase 4 y ser producidos en los 6érganos linfoides. Por ejemplo, la infeccidn productiva
con VHH-8 (VHSK) fue demostrada recientemente en células de sarcoma de Kaposi (células SK) (clésicas, después del
trasplante y SIDA asociado), confirmando la prueba epidemioldgica de la etiologia infecciosa del SK. Puede utilizarse
una inmunizacién genética, segin la presente invencion, con VHH-8 de clase 4 para proporcionar proteccién contra el
sarcoma de Kaposi. Otro ejemplo de herpesvirus es la infeccién por el citomegalovirus humano (VMCH) que produce
numerosos sindromes clinicos en individuos inmunodeprimidos, algunos de los cuales ponen la vida en situacién de
riesgo. Estas infecciones pueden atravesar la placenta e infectar un feto en el titero, produciendo defectos congénitos en
el nacimiento. La inmunizacién genética con VMCH de clase 4 (que puede realizarse mediante eliminaciones de genes
responsables de la replicacion del ADN virico, por ejemplo, ribonucleétido reductasa, timidina-cinasa, polimerasa)
puede utilizarse para proporcionar proteccion a estas enfermedades.

Los papilomavirus son pequefios virus tumorales con ADN que estdn asociados a epiteliomas, papilomas esca-
mosos o fibropapilomas dependiendo del hospedador y del tipo de papilomavirus especifico. A pesar del oncogén
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codificado con potente actividad de transformacion, los papilomavirus por lo general provocan hiperplasias epiteliales
discretas que persisten durante muchos meses hasta afios. S6lo ocasionalmente hacen cambiar las lesiones benignas
producidas por papilomavirus a un crecimiento progresivo o se convierten en neoplasma maligno (Howell et al. [1988]
Am. J. Med. 85:155-158). Los papilomas en raras ocasiones mejoran espontdneamente (Kreider et al. [1968] Cancer
Res. 23:1593-1599), indicando que el sistema inmunitario puede reconocer células infectadas. De este modo, las célu-
las epiteliales infectadas por papilomavirus no pueden provocar una respuesta inmunitaria esterilizante. La invencién
descrita en la presente memoria resuelve este problema produciendo papilomavirus mutante en los 6rganos linfoides
donde puede generarse una potente respuesta inmunitaria. Ademas, estudios recientes han demostrado que el producto
del gen E1 codificado por el virus es esencial para la sintesis de ADN virico en el papilomavirus bovino (BPV) (Bonne-
Andrea et al. [1995] J. Virol. 69:2341-2350). De este modo, un VPB de clase 4 puede construirse para la inmunizacién
genética por mutacion del gen El y eliminacién de los oncogenes transformadores.

Otros virus utilizados en las presentes estrategias de la vacuna con efecto limitado podrian alcanzar nueva eficacia
si se liberan en los dérganos linfoides como se describe en la presente memoria. En particular, los poxvirus incom-
petentes para la replicacion utilizados como vacunas subunidad presentan poca o ninguna eficacia reproducible. Sin
embargo, el hospedador de amplio espectro y la capacidad para expresar multiples genes hace a los vectores del virus
de la vacuna adecuados para la inmunizacién genética. La inoculacion directa de dichas vacunas a base de vacuna
basada en las vacunas en la piel no ha generado una respuesta protectora reproducible o inmunitaria eficaz. Por ejem-
plo, Gallimore et al. describieron la inmunizacién de monos con virus de vacuna recombinante que llevan un gen SN
(1995 J.Nature Medicine 1167-1173). A pesar de la triple introduccién de grandes cantidades de virus de la vacuna por
escarificacion, los animales inmunizados idénticamente preparan cantidades diferentes de respuestas a CTR. Por con-
siguiente, la inmunizacién protectora no puede conseguirse de esta manera. La introduccion de estos virus en células
que se trasladan a los 6rganos linfoides y la produccion de estos virus aumentaran la potencia de la respuesta inmu-
nitaria. Este virus recombinante puede transportar cualquier gen extrafio por ejemplo, antigeno tumoral, para generar,
por ejemplo una respuesta inmunitaria antitumoral. El mecanismo es similar al descrito para el VIH, anteriormente,
pero puede ser mds potente porque la vacuna infecta todos los tipos de células, por consiguiente puede generar mas
APC secundarios. De este modo, la respuesta inmunitaria se generaria contra la vacuna asi como contra el antigeno
(o antigenos) extrafio(s) clonado(s) en el vector del virus de la vacuna. Los vectores poxviricos no replicativos han
sido ya creados pero no para su utilizacion en la presente invencion, véase, por ejemplo, Radaelli et al. (1994) Vaccine
12:1110-1117, Tartaglia et al. (1992) Virology 188:217-232; Taylor et al. (1991) Vaccine 9:345-358.

Los virus naturales que no infectan de manera productiva células en los 6rganos linfoides son también virus de clase
4, si su produccién estd limitada en los 6rganos linfoides. La expresion génica del ADN transducido de estos virus
puede generar también la respuesta inmunitaria requerida en ausencia de patogenicidad. Sin embargo, por razones de
seguridad se sugiere que se produzcan virus incompetentes molecularmente para la replicacién.

Ejemplo 6
Combinacion de virus atenuados de clase 4 con citocinas

El ADN que codifica un virus de clase 4 puede modificarse genéticamente para expresar por lo menos un gen que
codifica una molécula de modulacién inmunitaria ademds del material genético que codifica el virus atenuado. Este
crea una “célula productora de virus/citocina”. Ejemplos de citocinas que pueden utilizarse para aumentar la respuesta
inmunitaria o dirigir una respuesta inmunitaria especifica, incluyen, pero no se limitan a, IL-1, IL-2, EL-3, IL-4, EL-
6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-16, TNF, GM-CSF, IFN y quimiocinas, tales como RANTES y M1P1. Véanse, por ejemplo,
Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3539-3543; Noria, A., RH Rubin (1994) Biotherapy 7:261-269;
Wolf et al. (1994) Stem Cells 12:154-168; Celso A. (1995) Immunol. Today 16(8):371-379; Bentwich et al. (1995)
Immunol Today 16(4):187-191; Garside et al. (1995) Immunol. Today 16(5):220-223; Cocchi et al. [1995] Science
(Dic. 1995), y las referencias citadas en estos articulos.

En el caso de la enfermedad producida por infeccién retrovirica (por ejemplo, VIH) presenta particulares ventajas
un virus con replicacién defectuosa que debe ser producido por las células productoras de virus en los 6rganos lin-
foides. Por ejemplo, VIH-1, VDI-2, VIF o SN, pueden infectar en los linfocitos T CD4*, macréfagos y dendrocitos.
Tras la interiorizacién y la trascripcion inversa de la construccién del virus de clase 4 de la presente invencidn, las
células diana linfoides soportan solamente la replicacién minima del virus defectuoso. Por lo tanto, la produccién de
retrovirus intactos en los 6rganos linfoides ricos en citocina no provoca una respuesta inmunitaria contra los antigenos
viricos. La naturaleza exacta de esta respuesta inmunitaria puede modularse segiin la presente invencién basandose
en la naturaleza de las células productoras de virus y el modelo de citocina presente en los 6rganos linfoides. Por
consiguiente, la naturaleza de la respuesta inmunitaria puede ser influida por la introduccién conjunta de un gen de
citocina en las células productoras de virus. Por consiguiente, estas células producen en los 6rganos linfoides virus
atenuados y citocinas conjuntamente, favoreciendo de este modo un tipo especifico de respuesta inmunitaria contra
el virus. Por ejemplo, el gen que codifica a IL-12 ha sido clonado y expresado in vitro. Se ha demostrado que los
dendrocitos que producen IL-12 potencian las células Th1 productoras de IFN en los linfocitos T CD4+. Macatonia
et al. (1995) J. Immunol. 154:5071-5079. Pueden utilizarse técnicas convencionales para clonar el gen para IL-12 en
el ADN que codifica el virus de clase 4 descrito anteriormente de modo que las células transducidas con este ADN
expresaran también a IL-12. La expresion de IL-12, junto con el virus de clase 4, en los 6rganos linfoides potencia
la respuesta inmunitaria ulterior que implica a las células Th. Esta técnica es aplicable con cualquier gen de citocina
clonado, como se apunté anteriormente. Ademas, se ha propuesto la transferencia de genes que codifican citocinas en
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linfocitos y células tumorales (Schmidt-Wolf (1995) Immunol. Today 16(4):173-175), pero la combinacién del gen de
citocina con el virus de clase 4 y su produccién en el 6rgano linfoide, como se contempla en la presente memoria se
demostrard atin mds ventajoso como procedimiento de mejora de la inmunizacién genética.

Ejemplo 7
Combinacion de virus atenuado de clase 4 con antigenos tumorales

Como se describié anteriormente la presente invencidn sirve para generar una respuesta inmunitaria antivirica.
Otro aspecto de la presente invencion incluye la combinacién de ADN que codifica el virus atenuado con antige-
nos tumorales. Como la inmunizacién genética produce provocacion de una respuesta inmunitaria potente contra los
antigenos expresados en los tejidos linfoides, la respuesta inmunitaria puede dirigirse también contra los antigenos
extraiios modificados genéticamente en un virus de clase 4. Todas las células tumorales expresan genes, cuyos pro-
ductos se requieren para la transformacién maligna. Incluso después de la transformacién, la formacién del tumor
es con frecuencia el resultado de una respuesta inmunitaria ineficaz. Es asimismo bien conocido que una respuesta
inmunitaria antitumoral eficaz puede producir regresion del tumor. Las células tumorales que expresan antigenos que
provocan una respuesta inmunitaria en el hospedador se ha demostrado en ambos modelos animales y en pacientes
humanos de cdncer. Véase generalmente Abbas et al., supra en. pdgs. 357-375. Por consiguiente, los virus de clase 4
pueden utilizarse para generar una respuesta inmunitaria antivirica que a su vez genera inmunizacidn anticancerosa.
Los ejemplos de dichos antigenos incluyen MAGE-1, presentado en el 50 por ciento de los melanomas y el 25 por
ciento de carcinomas de mama humanos; las proteinas del p21ras con mutacién puntual en la posicioén 12 presentadas
en el 10 por ciento de los carcinomas humanos; el producto p21 de las reconfiguraciones bcl/abl, presentado en la
leucemia mielégena crénica; los productos génicos E6 y E7 del papilomavirus humano, presentados en el carcinoma
cervical humano; y el producto génico EBNA-1 del VBE presentado en el linfoma de Burkitt y el carcinoma naso-
faringeo. Dos antigenos relacionados con el cancer humano caracterizados mds profundamente son la fetoproteina
alfa y el antigeno carcinoembrionario. Recientemente, Grabbe et al. han informado que la presentacién diferenciada
de antigenos tumorales por las células presentadoras del antigeno puede ser critica para la eficacia de las respuestas
inmunitarias del tumor (Grabbe et al. [1995] Immunol. Today 16(3):117-121).

En una forma de realizacién preferida de la presente invencién, los dendrocitos transducidas por un ADN que
codifica un virus de clase 4 provocaron eficazmente una respuesta inmunitaria. EL. ADN que codifica el virus de clase
4 puede ser modificado genéticamente para expresar también uno o mds antigenos tumorales. Por consiguiente, las
células que expresan y presentan los antigenos en los 6rganos linfoides producen eficazmente la respuesta inmunitaria
del hospedador contra los tumores que llevan este o éstos antigeno(s) ademds de la respuesta inmunitaria contra el
virus atenuado. Los genes de citocina clonados también en los virus de clase 4 con el antigeno tumoral pueden in-
fluir y aumentar la respuesta inmunitaria. Un ejemplo, no dentro del alcance de la invencién, para los virus de clase
4 que pueden contener antigenos tumorales es el virus de la vacuna recombinante. Este virus es facil de manipular
para expresar de manera eficaz genes extrafios; también su tropismo amplio hace posible generar no solamente célu-
las primarias presentadoras del antigeno sino también células secundarias presentadoras del antigeno. Otro ejemplo
consiste en la utilizacién del VIH negativo a la integrasa. En este virus, nef es una proteina precoz muy expresada. La
introduccion de un antigeno tumoral en el marco de lectura nefopen y/o en la integrasa eliminada puede proporcionar
no solamente respuestas antiviricas sino también inmunitarias antitumorales.

Ejemplo 8
Células transducidas

Las células productoras de virus de la presente invencién son preferentemente células transducidas. Las células
transducidas transportan el ADN que codifica el virus atenuado de clase 4, y opcionalmente ademéds el ADN virico,
la(s) citocina(s) que codifica(n) el material genético y/o el/los antigeno(s) tumoral(es), en los 6érganos linfoides donde
se expresa el ADN que codifica el virus atenuado, la citocina y/o el antigeno tumoral. La citocina y el ADN que
codifica el antigeno tumoral se introducen preferentemente para generar células productoras presentadoras del antigeno
secundario o de citocina. Sin embargo, esto no es necesario. La citocina o el ADN del antigeno tumoral pueden
introducirse también en las células productoras de virus en un pldsmido separado e independiente. Asimismo, las
células productoras de virus pueden mezclarse con células productoras de citocinas para conseguir el mismo aumento
de la respuesta inmunitaria.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, las células que se transducen con alguno de los
virus atenuados mencionados anteriormente, incluyendo, por ejemplo, virus con integrasa defectuosa o de replicacién
defectuosa, son las células de los 6rganos linfoides o son células que migran preferentemente a los érganos linfoides.
La transduccién de estas células presenta ventajas especificas porque los 6rganos linfoides son el punto principal
de la induccién de defensas naturales del hospedador contra las infecciones viricas. En una forma de realizacién
particularmente preferida, las células transducidas son los dendrocitos. Sin embargo, varios tipos diferentes de células
pueden utilizarse como células productoras de virus en el tejido linfoide. Las células que pueden utilizarse como
células productoras de virus se exponen con mayor detalle en los Ejemplos siguientes.
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Ejemplo 9
Dendrocitos autologos o isogénicos o células de Langerhans

Las células productoras de virus de clase 4 se producen preferentemente introduciendo el ADN que codifica un
virus atenuado en los dendrocitos (abundantes en los ganglios linfaticos y en el bazo) o en células de Langerhans
(que se encuentran en la epidermis) que son derivados de la médula ésea y sumamente eficaces en la presentacién
de antigenos a linfocitos T CD4+ colaboradores, linfocitos T CD8" citotoxicos y lionfocitos T naturales. Grabbe et
al. (1995) Immunology. Today 16(3):117-121. Las células de Langerhans pueden migrar desde la piel a los 6rganos
linfoides. Abbas ef al., anteriormente en la pag. 124. Ademas, Thomson et al. [1995] Transplantation 59:544-551) han
demostrado que los dendrocitos cultivados in vitro estan contenidos en los ganglios linfaticos de drenaje y en el bazo,
donde persisten por lo menos dos meses. Los dendrocitos son, realmente, “células profesionales presentadoras del
antigeno”. Ademds, la proteina extrafia presentada por los dendrocitos puede generar una respuesta de CTL (Rouse
et al. [1994] J. Virol 68:5685-5689]), lo que presenta ventajas para la ultima eliminacién completa de las células
infectadas o productoras del antigeno virico.

Pueden aislarse dendrocitos de la médula 6sea, de la sangre periférica, de la sangre del cordén umbilical y de otros
organos utilizando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Un procedimiento sencillo descrito para generar
dendrocitos se ha descrito recientemente utilizando el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) més IL-4 (Romani et al. [1994] J. Exp. Med 180:83-93; Sallusto et al. [1994] J. Exp. Med. 179:1109-
1118).

De este modo, una forma de realizacién preferida de la presente invencién emplea dendrocitos para transportar
virus atenuados de clase 4 a los 6rganos linfoides. Estas células pueden aislarse, transducirse con ADN que codifica
un virus atenuado y reintroducirse en el hospedador. E1 ADN que codifica virus atenuado tal como el virus con inte-
grasa defectuosa eliminada en 3’ descrito anteriormente, puede introducirse en los dendrocitos por los procedimientos
esbozados en los ejemplos 13y 14.

Ejemplo 10
Dendrocitos isogénicos

Segtn la presente invencién, los dendrocitos para isogénicos, por ejemplo de la sangre del cordén umbilical, pue-
den transducirse también para crear células productoras de virus. Esto permite el trasplante de células productoras
antigénicas en ausencia de injerto-contra-enfermedad del hospedador. Las células para isotrasplante se obtienen fa-
cilmente mediante practicas bien conocidas por un experto en la materia. E1 ADN que codifica el virus atenuado se
introduce en las células para isotrasplante por los procedimientos descritos a continuacién en los ejemplos 13 y 14.

Ejemplo 11
Fibroblastos

Pueden transducirse también fibroblastos con un virus atenuado de clase 4 de la presente invencién para crear
células productoras de virus. Es conocido en la técnica, que pueden introducirse fibroblastos para provocar respuestas
de los linfocitos T porque transportan y presentan de manera eficaz el antigeno a los 6rganos linfoides (Kunding ef al.
[1995] Science 268:1343-1347). Los fibroblastos se obtienen facilmente mediante pricticas conocidas por un experto
en la materia y se transducen por los procedimientos descritos a continuacién en los ejemplos 13 y 14.

Ejemplo 12
Células para isotrasplante o xenotrasplante

Segtn la presente invencion, las células transducidas transportan el ADN de clase 4 a los 6rganos linfoides y pro-
ducen virus. El virus libre en el 6rgano linfoide estimula inmunocitos para la presentacion del antigeno y la respuesta
inmunitaria. Por consiguiente, las células transducidas son reconocidas por el sistema inmunitario como células in-
fectadas y se eliminan, independientemente del si las células son autélogas o para alotrasplante. La diferencia puede
ser la velocidad de eliminacién. En el caso de produccién eficaz de virus y de la presentacién del antigeno las células
transducidas pueden provocar una respuesta inmunitaria suficiente en un periodo de tiempo mds breve. Si la propia
célula transducida es incapaz de actuar como APC primaria el virus producido puede funcionar como un antigeno li-
bre, y las células infectadas pueden funcionar como APC secundaria. Grandes cantidades de células transducidas para
isotrasplante o incluso xenotrasplante pueden producirse y pueden utilizarse alicuotas para inmunizacién genética de
todos los individuos.

Resultard evidente para los expertos en la materia que ademads de las expuestas anteriormente, cualquier otra célula
capaz de producir Vlrus/01tocma(s)/antlgeno(s) tumoral(es) en los 6rganos linfoides pueden utilizarse también como
células productoras de virus para introducir virus de clase 4 atenuados directamente en los 6rganos linfoides para
conseguir las ventajas de la presente invencién como se describe en la misma.
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Ejemplo 13
Transduccion in vitro y administracion de células transducidas

Se introduce material genético en las células apropiadas para convertirlas en virus o células productoras de virus
o virus/citocina. Se obtienen células apropiadas mediante cualquier variedad de procedimientos conocidos por un
experto en la materia. Pueden obtenerse células del paciente que va a ser tratado, como fuente autéloga. La presentacion
de los antigenos junto con MHC y las moléculas coestimulantes produce una respuesta aumentada mediada por la
célula. Pueden seleccionarse células de diferentes individuos o de diferentes especies para la transduccién en un
paciente no relacionado porque el virus de clase 4 se produce a partir de las células transducidas que pueden infectar
las células hospedadoras del paciente que presentan a continuacién el antigeno junto con la MHC del hospedador
y moléculas coestimuladoras. Por consiguiente estas células infectadas para xenotrasplante pueden funcionar para
transportar el ADN virico al tejido linfoide.

La transferencia in vitro de ADN que codifica virus de clase 4 el puede realizarse utilizando, por ejemplo, infeccion,
electroporacién, liposomas, virosomas, complejos ADN-polilisima-adenovirus o polietilenimina. Estos procedimien-
tos resultan bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, los procedimientos para utilizar liposomas
para administrar el material genético a células especificas se han descrito con detalle en el documento WO 92/06677
(Schreier et al. [1992]). Alternativamente, los virus (por ejemplo, vacunas o poxvirus) capaces de infeccién abortiva
(mas de un ciclo) puede utilizarse para transducir de manera eficaz el ADN en la célula y producir virus de clase 4.
Segtn la presente invencidn las células productoras de virus, tales como las células transducidas pueden administrarse
al paciente humano o animal por:

(a) Inyeccion intraesplénica. Resulta preferida porque da como resultado la mayor probabilidad de que las
células transducidas alcance los 6rganos linfoides.

(b) Inyeccién directa en el sistema linfético.
(c) Resulta asimismo preferida la inyeccion directa en las amigdalas porque es un 6rgano linfoide accesible.

(d) Inyeccién intravenosa. La dosis depende de la cantidad del virus producido por las células productoras de
virus. La administracion repetida de células productoras de virus puede utilizarse para aumentar la respuesta
inmunitaria.

(e) Inyeccion intraperitoneal.
(f) Inyeccién intradérmica.
(g) Inyeccién intramuscular.

En la préctica el nimero 6ptimo de células que han de inyectarse y la inyeccion repetida debe establecerse para
cada paciente, basandose en la respuesta inmunitaria generada. Esta determinacién puede ser realizada facilmente por
un experto en la materia con la ventaja de la presente descripcion.

Ejemplo 14
Transduccion in vivo

Segtin la presente invencion, el ADN que codifica un virus atenuado de clase 4, con o sin antigeno tumoral asociado
o genes de citocina, puede administrarse directamente a las células para la transduccion y migracion el sistema linfoide
por:

(a) Inyeccion directa de ADN. Después de la inyeccién intramuscular, intraesplénica, intraamigdalar o intra-
dérmica de la construccién del pldsmido, el ADN es seleccionado por las células que se convierten en
células productoras de virus o virus/citocina(s) en los érganos linfoides. D.Weiner (1995) Aids Research &
Human Retroviruses 11(1):S136) han demostrado que el ADN inyectado por via intramuscular se expresa
y genera una respuesta inmunitaria. El ADN as{ incorporado por los dendrocitos presentes cerca del pun-
to de inyeccion puede transportarse al 6rgano linfoide y expresarse en el mismo. La inyeccién directa de
ADN segtin la presente invencién se realiza preferentemente en los puntos cargados con dendrocitos, por
ejemplo, las amigdalas o el bazo para conseguir la presentacién éptima del antigeno.

(b) Los liposomas pueden utilizarse para administrar ADN a los dendrocitos. Son preferibles las inyecciones
intradérmica, intraesplénica, intraamigdalar, intramuscular e intravenosa.

(c) Lainyeccion intraesplénica directa de poxvirus de clase 4, que puede infectar células humanas de manera

abortiva. E1 ADN puede administrarse in vivo directamente a las células presentadoras del antigeno por
infeccién y las particulas de virus se producirdn en los érganos linfoides.
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(d) Los supositorios rectales o vaginales, portadores, por ejemplo, de ADN, liposomas o virosomas pueden ser
un procedimiento particularmente ventajoso para la administracion del ADN que codifica construcciones
de clase 4 a las células que migran a los 6rganos linfoides. Ademads los supositorios evitan la necesidad de
agujas estériles o facilidades médicas, y proporcionan terapias antiviricas de otro modo que faltan en los
paises en desarrollo. Véase, por ejemplo, Marlink et al. (1994) Science 265:1587-1590.

Ejemplo 15
Inmunizacion genética para la prevencion y el tratamiento de enfermedades

La inmunizacién genética segiin la presente invencién produce la induccién de una potente respuesta inmunitaria
contra los antigenos producidos en los 6rganos linfoides. Por consiguiente, la inmunizacién genética segtin la presente
invencidn es ttil para la prevencion y el tratamiento de enfermedades como las infecciones viricas y el cdncer. Ademds,
los virus atenuados, defectuosos para replicacién y defectuosos para integracién utilizados para la inmunizacién gené-
tica presentan muchas ventajas porque no pueden probar la infeccién, no pueden producir la expresioén del oncogén o
la destruccién del gen como resultado de la integracion, y no influyen en las células responsables de la reproduccién.

En el caso de una epidemia como de la gripe o del VIH, o para individuos con un alto riesgo de cancer (por ejemplo,
céncer de mama), la utilizacién de la inmunizacién genética como prevencion es particularmente apropiada. En el
caso de infecciones viricas la inmunizacién genética genera preferentemente inmunidad de larga duracién y reactiva
cruzada. Esto no es posible con los presentes vacunas experimentales porque las vacunas subunidad con frecuencia
no presentan antigenos en el lugar correcto o la configuracién correcta, y la probabilidad de producir linfocitos T
con memoria reactivos en cruz es pequefia. Aunque las vacunas viricas vivas atenuadas han proporcionado proteccién
cruzada, esta proteccion se generd solamente varios meses después de la inmunizacién.

La invencion descrita en la presente memoria resuelve los problemas principales en el desarrollo de la vacuna al
presentar antigenos en la configuracidn correcta en el lugar donde se genera la respuesta inmunitaria. Por consiguiente,
la respuesta inmunitaria es de larga duracién y protectora cruzada. Ademads, ya que se produce un virus atenuado donde
se concentran las células inmunitarias, la infeccién de células espectadoras da como resultado la presentacion del
antigeno que conduce no solamente a la provocacion de respuestas inmunitarias humorales y celulares sino también
a la produccién de inmunidad natural (por ejemplo, células destructoras naturales y macréfagos) y a la produccién
de factores solubles (por ejemplo, citocina, interferén, quimiocinas). Los linfocitos T con memoria, otras células que
responden y factores solubles circulan continuamente en la sangre y alcanzan la piel y las mucosas, donde generan una
rdpida respuesta inmunitaria a los antigenos viricos o tumorales. Ademads, la inmunizacién genética contra el VIH-1
puede producir una inmunidad protectora cruzada a largo plazo. Asimismo, pueden utilizarse virus atenuados para la
vacunacion contra otras enfermedades producidas por retrovirus porque los retrovirus no pueden replicarse en ausencia
de integracion. Los retrovirus con integrasa defectuosa pueden inmunizar gatos contra FN o ganado bovino contra el
VLB.

Las técnicas de inmunizacién genética de la presente invencién pueden provocar también una respuesta inmuni-
taria en los casos en que el patdgeno o la enfermedad estdn ya presentes y son especialmente beneficiosas para el
tratamiento cuando la respuesta inmunitaria provocada por un patégeno u oncogén no es adecuada para eliminar las
células infectadas o las células tumorales. En el caso de infeccién por HN el efecto terapéutico de la inmunizacién
genética depende de cudn rapida se realice la respuesta después de la infeccién. Los que no evolucionan a largo plazo,
caracterizados por baja carga de virus y 6rganos linfoides intactos, puede eliminar el virus después de la inmuniza-
cioén genética. En cambio, los pacientes caracterizados por alta carga virica y 6rganos linfoides destruidos no pueden
desarrollar inmunidad terapéutica. Estos cuerpos de los pacientes deberian ser repoblados en primer lugar por células
genéticamente resistentes a la infeccion, que pueden conseguirse introduciendo un gen antivirico en las células madre
y/o periféricas (Lisziewicz et al. [1995] J. Viroi. 69:206-212). Si el sistema inmunitario puede generarlo eliminara
automdticamente los virus residuales.

Las técnicas de inmunizacion genética de la presente invencion pueden utilizarse también como inmunoterapia pa-
ra tumores. Las estrategias actuales estan dedicadas a crear un medio rico en citocinas transfectando células tumorales
con citocinas o convirtiendo las células tumorales en células presentadoras de antigeno tranfectandolas con moléculas
coestimuladoras. Kunding et al. ([1995] Science 268:1343-1346) sugirieron que pueden administrarse células tumo-
rales a los 6rganos linfoides, que son ricos en citocina de manera natural, para provocar una respuesta inmunitaria
protectora. La presente invencién proporciona inmunizacién genética contra los tumores. Una aplicacién es para el
tratamiento o la prevencion de los tumores generados por una infeccion virica (directa o indirectamente). En estos
casos, los virus pueden modificarse genéticamente para convertirse en clase 4 y la inmunizacién genética realizarse
seglin la presente invencion.

La presente invencién puede utilizarse también para la prevencion y/o el tratamiento de tumores que no son un
resultado de una infeccién virica. Todas las células tumorales expresan genes, los productos requeridos para la trans-
formacion maligna. En muchos casos, los genes que producen tumor han sido ya identificados. Por ejemplo, MAGE-
1 (antigeno-1 del melanoma) se expresa hasta en el cincuenta por ciento de los melanomas y por ciento de carcinomas
de mama, pero no es detectable en tejidos normales. Este gen puede insertarse en un virus de clase 4 (por ejemplo,
VIH) y transducirse en células en las que se genera una respuesta inmunitaria contra el antigeno tumoral y el virus de
clase 4. Otro procedimiento utilizado para generar una respuesta inmunitaria contra los antigenos tumorales consiste
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en transducir en las células un plasmido que expresa solamente el antigeno tumoral; sin embargo, en este caso no pue-
de generarse una respuesta inmunitaria secundaria (debido a la infeccién de células espectadoras) contra el antigeno
tumoral. La respuesta de los linfocitos T citotéxicos generada por esta inmunizacién genética eliminard las células
tumorales y las células con memoria serdn responsables de la vigilancia inmunitaria contra este tumor.

Cualquier virus de clase 4 puede utilizarse segin la presente invencion para la inmunizacién genética antitumo-
ral. Resulta preferido que el virus de clase 4 presente tropismo para infectar las células inmunitarias en los 6rganos
linfoides para generar células presentadoras del antigeno secundarias. La generacion de una respuesta inmunitaria
contra varios antigenos tumorales presenta grandes ventajas en los casos en los que un tipo de tumor puede expresar
diferentes antigenos tumorales (por ejemplo, solamente el cincuenta por ciento del melanoma expresa MAGE-1).

Ejemplo 16
Inmunizacion genética contra HN

La siguiente es una descripcion paso a paso de una forma de realizacion para realizar los procedimientos de la
presente invencion.

1. Preparacion del ADN que codifica la integracion de VIH-1y SIV defectuosos

(a) Las eliminaciones en el gen de integrasa se introducen por mutagénesis aleatoria con el fin de truncar al
azar la integrasa. La caracterizacion in vitro de los virus mutantes puede utilizarse para confirmar que la
descendencia del virus es de clase 4 y puede expresion génica y presentacion del antigeno tras la infeccién
de las células diana. Se prefiere generar una eliminacién “fuera del marco” en la parte central del gen
de integrasa. Las Figuras 2A-2B ilustran el genoma del VIH natural, las particularidades de la proteina
integrasa y un ejemplo del gen de integrasa atenuado que genera un virus de clase 4. Especificamente,
esta mutacién produce una proteina de integrasa trucada que comienza en el extremo 5’ del tipo natural y
termina en el primer codén de terminacion después de la eliminacidn. La proteina mutante puede ser, por
ejemplo, de aproximadamente la mitad del tamafio de la integrasa natural.

(b) La eliminacién dirigida dentro del gen de integrasa puede generarse por PCR (en presencia de una enzima
resistente a la lectura). Puede utilizarse como plantilla ADN pldsmido que codifica un provirus de VIH o
VIS. Se disefian cebadores para hibridar al gen de integrasa en el punto de la eliminacién o eliminaciones
deseada(s). La eliminacion puede comenzar en 5’ desde el punto activo de la integrasa y terminar en el ex-
tremo 3’ de la integrasa. El producto de PCR generado es un ADN bicatenario, que estd ligado para obtener
un plasmido circular con el gen de integrasa eliminado. E1 ADN se amplia por PCR o transformacién en
un microorganismo tal como E. coli o levadura. Utilizando esta estrategia, puede eliminarse el extremo 3’
del gen de integrasa. Esta es una estrategia preferida porque (a) los epitopos del extremo 5’ de la integrasa
se presentan en las células transducidas o infectadas (b) la destruccién de la parte central de la integrasa da
como resultado la eliminacién del punto activo de la proteina (maximizando la seguridad debido a la falta
de integracion) y (c) eliminando el extremo 3’ de la molécula disminuye la fijacién de la integrasa al ADN
no integrado. Dado que esta interaccion proteina-ADN inhibe la expresién génica, la eficacia maxima de
la expresion del gen en las células infectadas se consigue por truncamiento de la proteina integrasa en el
extremo 3’. El truncamiento similar de la integrasa se demostrd ya (Cara et al. (1995) Virology 208:242-
248), sin embargo, la mutacién de Cara fue una mutacién puntual que es menos segura para la inmunizacién
genética de los seres humanos. Ademads, Cara y otros trabajos con virus negativos a integrasa han analizado
solamente la produccién del virus en linfocitos y macréfagos, pero no han caracterizado las propiedades de
presentacion del antigeno de las células infectadas, que es un elemento clave para la inmunizacién genética.

2. Caracterizacion in vitro de los virus de integracion defectuosa y seleccion de virus de clase 4 para inmunizacion
genética

(a) Caracterizacion de virus defectuosos de integrasa de clase 4. En una forma de realizacién, se producen
particulas de virus negativas a integrasa tras la transfeccion (procedimiento de CaPQ,) de las estirpes ce-
lulares 293, HeLa o HeLa-Tat. La cantidad de particulas viricas puede determinarse mediante p24 o, en el
caso de VIS, el ensayo de captura del antigeno p27 (Immunotech). Estos virus se utilizan a continuacién
para la infeccion de células mononucleares primarias de la sangre periférica humana PBMC (PHA+IL-2),
linfocitos T CD4* primarios, macréfagos primarios y/o dendrocitos cultivados en condiciones ptimas para
la infeccién por VIH/SIV. La produccién y propagacion del virus puede controlarse mediante el ensayo de
captura del antigeno y por PCR. La presentacién del antigeno puede determinarse mediante un ensayo de
proliferacién de linfocitos T. Estos experimentos se disefian para asegurar las condiciones Optimas para la
replicacion del virus. Los virus de clase 4 no creardn infeccién ni la replicacion terminard después de varios
ciclos. Preferentemente, los virus mutantes que infectan células de manera productiva en estas condiciones
Optimas no se consideran ya para la inmunizacién genética. Puede también determinarse si estas células
infectadas pueden presentar antigenos contra linfocitos T especificos para VIH-1 CD8* y CD4"* y para lin-
focitos T naturales. Si el virus puede expresar genes en ausencia de integracion en las células infectadas,
activard células con memoria especifica para VIH-1. Los dendrocitos infectados presentaran antigeno y
activaran células naturales CD8* y con memoria y también presentaran antigenos viricos para linfocitos T
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CD4*. El virus con integracién defectuosa 6ptima infectard linfocitos T CD4*, macréfagos y dendrocitos y
expresara genes viricos en las células diana para la presentacion del antigeno.

(b) Transduccion de dendrocitos humanos. Los dendrocitos humanos pueden aislarse de la sangre periférica,
de la médula 6sea y de la sangre del cordon umbilical. Las células pueden cultivarse con GM-CSF e IL-
4. El ADN que codifica el VIH y VIS negativos para la integrasa puede transducirse a continuacién en
estas células. Pueden aplicarse electroporacién, infeccion, liposomas, virosomas y/o transferencias génicas
mediadas por polietilenimina y establecer condiciones éptimas para la transduccién utilizando técnicas con-
vencionales. Tras la transduccién, la produccién del virus puede controlarse mediante el ensayo de captura
del antigeno p24 y controlar el nimero de células productoras de virus por el ensayo de inmunofluores-
cencia. Como se describié anteriormente, puede ensayarse la presentacion del antigeno a los linfocitos T
con memoria y naturales. Resulta la activacion fuerte de los linfocitos T naturales y con memoria por los
dendrocitos transducidos.

(c) Transduccion de linfocitos. Se aislan linfocitos CD4* primarios de donantes humanos normales, se activan
con PHA y se cultivan con IL-2. El ADN del VIH negativo a integrasa se introduce a continuacién (por
ejemplo electroporacidn u otros métodos) y la produccion del virus se controla por el ensayo de captura del
antigeno p24. Este experimento puede utilizarse para asegurar mds que los virus con integrasa defectuosa
no pueden crear infeccién productiva. Pueden realizarse experimentos similares con VIS utilizando células
de mono.

(d) Transduccion de fibroblastos y dendrocitos murinos. El ADN del VIH-1 negativo a la integrasa puede
transducirse en dendrocitos y fibroblastos de origen murino. La produccion de virus se controla por el
ensayo de captura del antigeno p24. Este experimento puede utilizarse para determinar si las células murinas
pueden expresar un virus de clase 4 especifico.

(e) Evaluacion de la respuesta inmunitaria en histocultivo de amigdala humana. Pueden utilizarse cultivos
de amigdala humana como modelo para estudiar la respuesta inmunitaria humana. Esto es beneficioso en
la presente invencién si los modelos de animales no simulan completamente la patologia caracteristica de
la infeccién por VIH. Se desarroll6 recientemente un procedimiento de cultivo tisular (Gluhakova et al.
[1995] Nature Medicine 1:1320-1322) que apoya la replicacién del VIH-1 segun la presente invencién. El
ADN del VIH-1 negativo a la integrasa puede transducirse en dendrocitos autélogos aislados de la sangre
periférica tal como se describidé anteriormente. Las cantidades variables de estas células se microinyectan
a continuacion en los bloques de tejido de amigdala humana. Se controla la provocacién de respuestas de
CTL y anticuerpos. En experimentos posteriores, los cultivos de amigdala (inyectada con células dendri-
ticas) pueden someterse a la prueba de provocaciéon mediante infeccién con diferentes tipos de VIH y la
inhibicién de la replicacion del virus medirse mediante el ensayo de captura del antigeno. La proteccién
cruzada de diferencia subtipos se estudia facilmente en este modelo debido a la generacién de una respuesta
inmunitaria antivirica potente en este sistema. Se realizan experimentos similares en cultivos de amigdalas
aislados de individuos infectados, preferentemente nifios.

3. Experimentacion in vivo (modelo murino) de inmunizacion genética

Si el experimento descrito en 2(d), anteriormente, demuestra la produccién de virus por dendrocitos o fibroblastos
murinos transducidos, pueden realizarse los experimentos siguientes en ratones. (Alternativamente, pueden utilizarse
ratones transgénicos con CD4 humano en lugar de ratones normales. En este modelo, el VIH-1 no puede crear infec-
cién productiva, sin embargo, puede presentar la ventaja de que el virus mutante puede introducirse en inmunocitos
espectadores).

Modelo murino: Pueden generarse proteinas de VIH -1 que expresan células tumorales (por ejemplo gp120) por
transfeccion y seleccion in vitro. Estas células se inoculan a continuacién en ratones que producen tumores. La in-
duccién de la vigilancia inmunitaria mediante la serie de reacciones de MHC de clase I y clase II se realiza por
inmunizacién genética y protegerd a los animales contra la prueba de provocaciéon de tumor. Este modelo murino
también se ensaya para la inmunizacién genética contra los tumores debido a que el VIH-1 defectuoso para la integra-
cion lleva parte del genoma virico gp120 que, en este modelo, es un antigeno tumoral. Este modelo se diferencia de
los modelos descritos anteriormente porque las células transducidas producen un virus libre que puede ser capturado
por otras células (por ejemplo, por fagocitosis) en contraste con los que solo expresan un antigeno. Otros modelos
tumorales pueden utilizarse también junto con los que expresan el antigeno tumoral correspondiente.

(a) para evaluar la eficacia de la inmunizacién genética, pueden inyectarse por via intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal y en el bazo del raton de trasplante isogénico diferentes dosis (10 a 107) de
dendrocitos murinos cultivados con GM-CSF e IL-4 y transducidos con VIH-1 con integrasa defectuosa.
Eso permite el examen de si la inmunizacién genética con dendrocitos transducidos provoca una respuesta
de CTL CD8* contra gp120 in vivo e in vitro. Se inoculan ratones con células tumorales que expresan
gp120. El desarrollo de tumores se controla posteriormente durante, por ejemplo, hasta 60 dias. La cito-
toxicidad especifica de gp120 se mide también después de la reestipulacion in vitro de esplenocitos segin
Zinkernagel et al. ([1985] J. Exp. Med. 162:2125). Este experimento puede utilizarse también para evaluar
la funcién del punto de inyeccion en un sistema especifico.
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(b) El experimento descrito en (a) puede repetirse en ratones con CD4 transgénico. Las células CD4 de estos
ratones pueden infectarse con VIH, por consiguiente la comparacién de la inmunizacién genética entre
ratones transgénicos normales y con CD4 puede utilizarse para evaluar la funcién del antigeno secundario
que presenta células en la generacion de respuestas inmunitarias.

(c) Pueden inyectarse fibroblastos murinos (por ejemplo estirpe celular de fibroblastoma) transducidos con
VIH-1 con integrasa defectuosa como se describié anteriormente para determinar la eficacia de la respuesta
inmunitaria de la inmunizacién genética con células presentadoras de antigeno “no profesionales” en un
sistema especifico.

(d) Puede repetirse el experimento (a) en células receptoras isogénicas para evaluar si las células antélogas o
singénicas son mejores para una inmunizacién genética especifica. Dado que VIH no infecta células mu-
rinas, las células presentadoras del antigeno secundario no se generardn en ratones. Por consiguiente, el
cebado cruzado con MHC de hospedador puede requerirse en ratones, pero no en monos o seres humanos.
Alternativamente, puede procesarse el virus producido por las células presentadoras del antigeno profesio-
nal del receptor alogénico (incluso en ausencia de infeccidén) que pueden también producir el rechazo del
tumor y la respuesta de CTL a antigenos viricos.

(k) Lainyeccion directa (intravenosa, intraesplénica, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal) de diferentes
cantidades (1-40 ug) del ADN que codifica un VIH con integrasa defectuosa puede utilizarse en lugar de
la inyeccidn de las células transducidas por los procedimientos descritos anteriormente para evaluar la
eficacia de la introduccién in vivo del ADN vy si este procedimiento producird la transduccién de células
presentadoras del antigeno, la generacién de respuestas de CTL y la eliminacién de células tumorales en
una forma de realizacién especifica.

(f) Diferentes cantidades (1-40 ug) de ADN que codifica un VIH-1 con integrasa defectuosa pueden encap-
sularse en liposomas y virosomas para inyeccién (intravenosa, intraesplénica, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal) en un ratén u otro hospedador como se describié anteriormente. Estos procedimientos que
ayudan a evaluar la eficacia de estos sistemas de administracion de genes pueden transducir inmunocitos in
vivo, y si la transduccion in vivo produce una respuesta eficaz de CTL capaz de eliminar células tumorales
que expresan gp120.

(g) Cuando uno de los procedimientos anteriores produce el rechazo del tumor y la generacién de una respuesta
de CTL del virus producido, puede utilizarse facilmente a continuacion el modelo murino para ensayar los
supositorios rectales y vaginales portadores del ADN del VIH con integrasa deficiente encapsulado en
liposomas o virosomas.

(h) Los virus de la vacuna con replicacion defectuosa pueden infectar células murinas debido a su amplia gama
de hospedador. Los dendrocitos pueden infectarse con virus de vacuna que expresa a gp120 que infecta de
manera abortiva las células (en lugar de la transducciéon con ADN). Como las células infectadas pueden
producir particulas de virus infecciosas (controladas in vitro por valoracién en una estirpe celular sensible),
estas células se utilizan para determinar la eficacia de la inmunizacién genética por los procedimientos
descritos anteriormente.

(1) Se presenta la vacuna con replicacion alterada una vez (u otro pox para infectar dendrocitos murinos in vitro
y producir particulas infecciosas, la infeccidn in vivo en el bazo puede realizarse a continuacién utilizando
diferentes dosis viricas). Se controla la produccién de la vacuna en los bazos de los animales sacrificados
tras la infeccién in vivo. Los animales pueden someterse también a la prueba de provocacién con células
tumorales. El desarrollo del tumor y la actividad de CTL antitumoral se determinan posteriormente.

El virus de la leucemia de Moloney murino (VLMM) puede infectar eficazmente células murinas y producir leu-
cemia en el modelo murino. Puede construirse el VLMM con integrasa defectuosa como se describié para VIH-1 y
utilizarse para la inmunizacién genética en los procedimientos descritos anteriormente. La ventaja de este modelo es
que los ratones son los hospedadores naturales del VLMM (como son los humanos para el VIH o los de monos para el
VIS) y la inhibicién de la replicacién del virus puede controlarse en lugar de la formacién del tumor. Asimismo, puede
utilizarse el virus de la inmunodeficiencia felina negativo para la integrasa en gatos como modelo animal. Sin embar-
go, para evaluar la actividad antivirica de la inmunizacién genética, los autores prefieren la utilizacién de primates no
humanos porque los resultados pueden aplicarse mds facilmente a seres humanos.

4. Experimentacion in vivo (modelo de primate no humano) de inmunizacion genética

Macacos infectados con VIH desarrollan SIDA en dos afios y la evolucién de la enfermedad es muy similar a la del
VIH en seres humanos, utilizando este modelo animal, puede ensayarse la inmunizacién genética como prevencion
asi como terapia. El VIS con integracién defectuosa se expresa de manera eficaz con células de macaco (la expresion
génica esta activada de manera activada de manera apropiada por tat) y el virus producido en los érganos linfoides
puede infectar otros inmunocitos y por consiguiente generar células presentadoras del antigeno secundarias. Este es
un excelente modelo para determinar la eficacia de la inmunizacién genética.
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(a) Dendrocitos autélogos cultivados con GM-CSF e IL-4 pueden transducirse con VIS con integracién de-
fectuosa. Tras la inyeccion intraesplénica de diferentes cantidades de dendrocitos transducidos en animales
naturales, los monos se someten a la prueba de provocacién con dosis infecciosas de diferentes subtipos
de VIS. Se determina la respuesta inmunitaria humoral y celular y la produccién de citocina antes y des-
pués de la prueba de provocacion. Tras la prueba de provocacién, pueden analizarse las muestras de sangre
periférica y ganglios linfaticos por RT-PCR para detectar la carga virica. Este procedimiento determina la
cantidad 6ptima de dendrocitos que necesita ser inyectada para conseguir inmunidad protectora y reactiva
cruzada.

(b) Puede determinarse facilmente el nivel de proteccidn cruzada entre diferentes lentivirus para un sistema de-
terminado, puede inmunizarse genéticamente animales con un VIH-1 con replicacién integrasa defectuosas.
Posteriormente, los animales inmunizados se someten a la prueba de provocacién con VIS patégeno.

(c) La eficacia de una inmunizacién genética especifica en monos infectados con VIS puede estudiarse de
la manera siguiente. Los dendrocitos autélogos cultivados con GM-CSF e IL-4 pueden transducirse con
VIS de integracién defectuosa. Los animales infectados con VIS reciben inyecciones intraesplénicas de
dendrocitos transducidos brevemente (1 semana a 6 meses) después de la prueba de provocacién con VIS.
Se determinan Las respuestas inmunitarias humorales y celulares y la produccién de citocinas antes y
después de la inmunizacién genética. Después de la prueba de provocacidn, se analizan muestras de la
sangre periférica y de los ganglios linfaticos por RT-PCR para controlar la carga virica. Este procedimiento
ayuda a evaluar la eficacia de una inmunizacién genética especifica como inmunoterapia como la infeccién
por VIS.

Ejemplo 17

Clonacion de VIS con integrasa defectuosa para la evaluacion de la estrategia de inmunizacion genética en primates
no humanos

Utilizando los dos cebadores:

FLS: 5'-CTA CTA TGG TAC CCC AAA GGT GTG CTC-3’ (SECIDn°1)
| SO—|
(2x stop)
y
FL6: 5'TGA ATT TTA AAA GAA GGG GAG-3, (SEC ID n° 2)

la PCR prolongada generard el plasmido representado en la Figura 4 que contiene una eliminacién en el gen de integra-
sa entre los nucleétidos 6115 y 6257. Los autores han incluido dos codones de terminacién en el marco para asegurar
la generacion de la proteina integrasa truncada (dos garantiza seguridad). El pldsmido precursor, p239SpSp5’, puede
obtenerse mediante el programa AIDS Research and Referente Reagent Program, Divisién de SIDA, NIAID, NIH,
del Dr. Donald Desrosiers. Este pldsmido puede utilizarse como describe Ogden Bio-Services Corp., 685 Lofstrand
Land, Rockville, MD 20850, “Special Characteristics”, para generar VIS tanto linfétropo como macrofagétropo. Para
inmunizacién genética, se prefiere el virus macrofagétropo debido a su tropismo mas amplio: puede infectar tanto lin-
focitos como macréfagos. Pueden caracterizarse otros mutantes para obtener un fenotipo que puede limitar solamente
ciclos de replicacién en macrégafos.

Debe apreciarse que los ejemplos y las formas de realizacién de la presente memoria se proporcionan inicamente a
titulo ilustrativo, y que podran introducirse modificaciones o cambios a partir de los mismos por los expertos en la ma-
teria y estdn comprendidos dentro del espiritu y del ambito de la presente solicitud y del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de una construccién genética inmundgena que expresa un lentivirus incompetente para la replicacion
en un o6rgano linfoide del hospedador, para la preparaciéon de un medicamento destinado a producir una respuesta
inmunitaria en el hospedador al lentivirus.

2. Utilizacién de una célula dendritica transducida con una construccién genética inmundgena que expresa un
lentivirus incompetente para la replicacion en un érgano linfoide del hospedador destinada a la preparacién de un
medicamento para producir una respuesta inmunitaria en el hospedador al lentivirus.

3. Utilizacién segtn la reivindicacién 1 6 2, en la que el virus es defectuoso en integracion.

4. Utilizacién segun la reivindicacién 3, en la que el virus presenta un gen de integrasa con una mutacién que
comprende una insercion o delecion de por lo menos tres pares de bases.

5. Utilizacién segtn la reivindicacion 4, en la que el gen de integrasa estd mutado en el sitio activo y en el sitio de
fijacién del ADN.

6. Utilizacion segiin la reivindicacién 1, en la que el virus presenta una mutacién en el gen gag.

7. Utilizacidén segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el virus se selecciona de entre VIH-1, VIH-2, VIS y VIE.

8. Utilizacion seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la construccién genética puede trans-
ducir una célula, o la célula se transduce, para expresar una citocina, para aumentar o dirigir la respuesta inmunitaria

del hospedador.

9. Utilizacién segtn la reivindicacién 8, en la que la citocina se selecciona de entre IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-12, IL-15, IL-16, TNF, GM-CSF, IFN y quimiocinas de RANTES y M1P1.

10. Utilizacién segun la reivindicacion 8 6 9, en la que la expresion de la citocina estimula una respuesta inmunitaria
de tipo Th1 o Th2, un respuesta de las células destructoras naturales, una respuesta de los linfocitos T citotéxicos o
una respuesta de los linfocitos B.

11. Composicién farmacéutica que comprende una célula dendritica que ha sido transducida con una construccién
genética inmundgena que comprende el ADN pldsmido que expresa un virus lentivirus incompetente para replicacion,
para su utilizacién en un procedimiento de inmunizacion.

12. Composicién segun la reivindicacion 11, en la que el virus es tal como se define en cualquiera de las reivindi-
caciones 3 a 5.

13. Composicién segtin la reivindicacién 11 6 12, en la que el virus es tal como se define en la reivindicacién 6 6
7.

14. Composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en la que la célula se transduce para expresar
una citocina tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10.
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FIG. 4

INTEGRASA
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE: Lisziewicz, Julianna
Lori, Franco

(i1) TfTULO DE LA INVENCION: PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES PARA INMUNIZACION
GENETICA PROTECTORA Y TERAPEUTICA

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) DIRECCION DE LA CORRESPONDENCIA:
(A) REMITENTE: Saliwanchik & Saliwanchik
(B) CALLE: 2421 N.W. 41%. Street, Suite A-1
(C) CIUDAD: Gainesville
(D) ESTADO: Florida
(E) PAIS: Estados Unidos
(F) CODIGO POSTAL: 32606

(v) LISTADO DESCIFRABLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: PatentIn Release n° 1.0, Versién n° 1.25

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:

(viii) INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE
(A) NOMBRE: Saliwanchik, David R.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 31.794
(C) NUMERO DE REFERENCIA/ETIQUETA: RGT-100

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: (352) 375-8100
(B) TELEFAX: (352) 372-5800

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID r° I:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. n°: 1:
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CTACTATGGT ACCCCAAAGG TGTGCTC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID n° 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: una
(D) CONFIGURACION: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 2:

TGAATTTTAA AAGAAGGGGA G

27
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