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DESCRIPCION

Uso del vector virus pox carente de replica para impulsar la respuesta inmune de célula T CD4+ al antigeno.

La presente invencién hace referencia a un método para inducir una respuesta de célula T CD4+ contra un antigeno
objetivo usando una composicién que contiene una fuente de epitopos de célula T CD4+.

Antecedentes

Aunque las vacunas con subunidades que provocan fuertes respuestas de anticuerpos llevan en el mercado varios
afios, ha resultado mas dificil disefiar vacunas que estimulen el grupo celular del sistema inmune para producir fuertes
respuestas protectoras de linfocito T.

Se ha prestado mucha atencién a la produccién de células T CD8+ que pueden ser citoliticas y han demostrado
proteger contra algunas infecciones virales. A diferencia de ellas, las células T CD4+ han sido consideradas hasta hace
poco como células T ayudantes que juegan un papel al ayudar a otros inmunecitos a generar proteccidn, por ejemplo,
amplificando las respuestas del anticuerpo.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las células T CD4+ también pueden ser células efectoras que
juegan un papel mds directo en la proteccién. Por ejemplo, en el caso de la tuberculosis, malaria y la infeccién H.
pylori, existen pruebas del papel protector de T CD4+ ya que segregan la citoquina, interferén gamma.

Existe por lo tanto la necesidad de desarrollar vacunas que sean capaces de estimular una respuesta efectiva de la
célula T CD4+. Se sabe que los virus pox son buenos inductores de respuestas de célula T CD8 debido a su expresion
intracitopldsmica. Sin embargo, se cree que son pobres a la hora de generar células T restringidas CD4 MHC clase 11
(ver por ejemplo, Haslett et al. Journal of Infectious Diseases 181:1264-72 (2000), pagina 1268).

Tuberculosis

Mais de cien afios después de que Koch descubriera el organismo causante, la tuberculosis contintia siendo un gran
problema en la salud publica global. Se estima que hay 8-10 millones de nuevos casos por afio y la mortalidad anual
es de 3 millones aproximadamente. La variabilidad en la eficacia protectora de la vacuna actualmente disponible,
Mybacterium bovis bacilo de Calmette-Guérin (BCG) [1], y la llegada de cepas resistentes a multifirmacos de la
tuberculosis indican que existe una necesidad urgente de una vacuna mejor.

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular y la respuesta inmune predominante implica el grupo celular del sistema
inmune. Existen solidas pruebas a partir de estudios con animales y humanos que demuestran que las células T CD4+
no son necesarias para el desarrollo de inmunidad protectora [2,3]. Existen también pruebas sobre el papel que pueden
jugar las células T CD8+ [4,5].

Las vacunas de ADN provocan respuestas celulares inmunes, provocando tanto células T CD4+ como T CD8+, y
por lo tanto representan un prometedor sistema de envio para una vacuna contra la tuberculosis. Una serie de estudios
que examinan la eficacia protectora de vacunas de ADN codificadoras de una variedad de antigenos de M. tuberculosis
han demostrado una proteccion parcial contra el rival que es equivalente a la proteccién conferida por BCG [6,7]. Sin
embargo, ninguna de las vacunas candidatas testadas hasta el momento ha demostrado ser consistentemente superior
a BCG. Aunque las vacunas de ADN son buenas al provocar células T CD4+ y T CD8+, puede que la frecuencia de
células con respuesta que producen necesite ser significativamente superior con el fin de conferir proteccién contra el
rival.

Por lo tanto, existe la necesidad de vacunas alternativas y mejoradas capaces de inducir una respuesta celular T
CD4+, opcionalmente en conjunto con una respuesta celular T CD8+ para conseguir proteccién contra enfermedades
tales como la tuberculosis.

WO 98/56919 describié un método para generar una respuesta inmune de células T CD4+ contra la malaria y otras
enfermedades, administrando una composicién de preparacion que contenia epitopo de célula T CD8+ seguido de una
composicion de estimulacidon que contenia vector virus pox no replicante y afectado por la réplica que transportaba al
menos un epitopo de célula T CD8+ que fue igual al epitopo de la composicién de preparacion.

Ramshaw & Ramsay (Immunology Today 21(4): 163-165 2000) describieron los regimenes “preparacién-estimu-
lacién” para generar respuestas inmunes contra virus que inclufan VIH y gripe, que consistian en una preparacién con
vacuna de ADN y una estimulacién con un vector viral.

Jonson et al. (J. Virology 68(5): 3145-3153 1994) describieron la generacién de respuestas inmunes de células T
CD4+ y T CD8+ contra VIH usando una inmunizacién primaria con un virus en vacuna recombinante que expresaba
gpl60 y a continuacién una inmunizacién impulsora con gpl160 recombinante, y presentaron la identificaciéon de
epitopos CD8+ CTL a partir de regiones conservadas de gp120.
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Resumen de la invencion

La presente invencion ha demostrado ahora que los virus pox defectuosos de réplica son capaces de provocar
células T CD4+ efectivas que son protectoras. Usando ensayos ELISPOT para interfer6n-gamma con la reduccién o
disminucién del subconjunto celular han probado que estas células efectivas T CD4+ se producen de manera adecuada
tanteo en ratones como en humanos tras la inmunizacién. El uso de regimenes heter6logos preparacion-estimulacién
con virus pox defectuosos de réplica produce sdlidas respuestas de celulares de T CD4.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona el uso de:

(a) una primera composicion que contiene una fuente de uno o mas epitopos de células T CD4+ de un antigeno
de tuberculosis; y

(b) una segunda composicién que contiene una fuente de uno o mas epitopos de células T CD4+ del antigeno
de tuberculosis, incluyendo al menos un epitopo de célula T CD4+ que es igual al epitopo de célula T
CD4+ de la primera composicion,

donde la fuente de epitopos de célula T en la primera composicién no es un vector virus pox,

donde la fuente de los epitopes CD4+ para la segunda composicidn es un vector virus pox recombinate no replicante
o defectuoso en la réplica,

para la fabricacién de un medicamento para inducir una respuesta celular T CD4+ del tipo Ty 1 contra un antigeno
de tuberculosis, donde las dosis de la primera y la segunda composicién pueden administrarse en cualquier orden.

Si el vector también proporciona una fuente de epitopos de células T CD8+ el método de la presente invencién
puede inducir una respuesta combinada de células T CD4+/CD8+.

Si la fuente de epitopos en (a) es un vector viral, el vector viral en (b) se deriva de un virus diferente.

La primera y segunda composicién empleada en el método de la presente invencién puede proporcionarse de
manera conveniente en forma de un Kkit.

Ademds de los regimenes heter6logos preparacion-estimulacidn, la presente invencién ha demostrado que los virus
pox defectuosos de réplica son capaces de actuar como agentes estimuladores para respuestas celulares T CD4+ pre-
existentes. Por lo tanto, la presente invencion también proporciona el uso de una fuente de uno o mas epitopos de
célula T CD4+de un antigeno de tuberculosis, donde la fuente es un vector virus pox recombinante no replicante o con
la réplica afectada, en la fabricacién de un medicamento para estimular una respuesta inmune celular T CD4+ del tipo
Ty 1 preparada.

La capacidad de los vectores de pox virus recombinantes afectados en la réplica para inducir tales respuestas
celulares funcionales T CD4+, tanto cuando se usan solos como en combinaciones preparacion-estimulacion, y tanto
en animales como en el hombre, ha extendido la utilidad de vacunas profil4cticas y terapéuticas.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Un gréfico para mostrar la eficacia de varios regimenes de inmunizacién después de 8 semanas. Los datos
representan el error medio y estandar de 7-15 ratones/grupo.

Figura 2: Un gréfico que muestra los resultados de un ensayo de liberacién ' Cr realizado sobre los esplenocitos
de ratones en el grupo DDDM

Figura 3: Un grafico que compara la proteccién de los regimenes heterélogos y homdlogos contra el rival. La media
CFU cémputo/érgano se tomo a las 8 semanas. *, p < 0.05; **, p < 0.01 cuando se comparé con el grupo de control
sin experiencia previa en tratamiento.

Descripcion detallada de la invencion
Respuestas inmunes CD4+/CD8+

Las células T se clasifican en dos principales grupos que se distinguen por su expresién de moléculas co-receptoras
de CD4 o CDS8. Las células T que expresan CD8 también son conocidas como células T citotéxicas en virtud de
su capacidad para matar células infectadas. Las células T que expresan CD4, por otro lado, han estado implicadas
principalmente en respuestas inmunes “ayudando” o “induciendo”.

La naturaleza de la respuesta inmune celular T puede caracterizarse en virtud de la expresién de los marcadores
superficiales celulares sobre las células. En general, las células T pueden detectarse por la presencia de TCR, CD3,
CD2, CD28, CD5 o CD7 (solamente humanas). Las células T CD4+ y células T CD8+ pueden distinguirse por su
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expresion co-receptora (por ejemplo, usando anticuerpos monoclonales anti-CD4 o anti-CDS, tal y como se describe
en los Ejemplos).

Debido a que las células T CD4+ reconocen antigenos cuando se representan por moléculas MHC clase 11, y CD8+
reconocen antigenos cuando se representan por moléculas MHC clase I, las células T CD4+ y CD8+ también pueden
distinguirse en base al antigeno que presenta células con las que reaccionardn.

Dentro de un antigeno objetivo particular, puede haber mas de un epitopo de célula T CD4+ y mds de un epitopo de
célula T CD8+. Si el epitopo particular ya se ha caracterizado, éste puede usarse para distinguir entre los dos subtipos
de célula T, por ejemplo en base a la estimulacion especifica del subconjunto de célula T que reconoce el epitopo
particular.

Las células T CD4+ también pueden subdividirse en base a su perfil de secrecion de citoquina. El subconjunto Ty 1
(en algunas ocasiones conocido como “células T CD4 inflamatorias”) de manera caracteristica segrega IL-2 y IFNy
y media varias funciones asociadas con la citotoxicidad y con las reacciones inflamatorias locales. Las células Ty 1
son capaces de activar macréfagos que llevan a la inmunidad mediada por la célula. El subconjunto T2 (en algunas
ocasiones conocido como “células T CD4 ayudantes”) de manera caracteristica segrega 11-4, IL-5, IL-6 y IL-10, y se

cree que tiene un papel en la estimulacién de células B para proliferar y producir anticuerpos (inmunidad humoral).

Las células Ty 1 y Ty2 también tienen expresion caracteristica de moléculas efectoras. Las células Ty 1 que expresan
TNF unido a la membrana y las células Ty2 que expresan ligando CD40 que se enlaza con CD40 en la célula B.

La respuesta celular T CD4+ inducida por el método de la presente invencién es una respuesta del tipo THI.
Preferiblemente, las células T CD4+ inducidas son capaces de segregar [FNy.

La induccién de respuesta inmune de CD4+ o CD8+ provocard un aumento en el nimero del tipo de célula T
relevante. Esto puede detectarse controlando el nimero de células, o con un cambio en la poblacién celular total para
reflejar una proporcién creciente de células T CD4+ o CD8+. El niimero de células de un tipo particular puede con-
trolarse directamente (por ejemplo, mediante tincién usando un anticuerpo anti-CD4/CD8, y a continuacién mediante
andlisis con escaneo celular activado por fluorescencia (escaner FACS) o indirectamente controlando la produccién
de, por ejemplo, una citoquina caracteristica. En los Ejemplos, la presencia de células T CD4+ se controla en base a
su capacidad para segregar IFNy, en respuesta a un péptido especifico, usando un ensayo ELISPOT. Las respuestas
celulares de CD4 y CD8 se distinguen de manera sencilla en ensayos ELISPOT mediante una reduccién especifica de
uno u otro subconjunto de células T usando anticuerpos apropiados. Las respuestas celulares de CD4 y CD8 también
se distinguen de manera sencilla mediante andlisis FACS (clasificador celular activado por fluorescencia).

Epitopos de células T CD4+/CD8+

Un epitopo celular T es un péptido corto que puede derivarse de un antigeno de proteina. Las células que presentan
antigenos pueden internalizar el antigeno y procesarlo en fragmentos cortos que son capaces de enlazarse con molé-
culas MHC. La especificidad del péptido que se enlaza con MHC depende de las interacciones especificas entre el
péptido y de la ranura que se enlaza con el péptido de la molécula MHC particular.

Los péptidos que se enlazan con moléculas MHC clase I (y que son reconocidos por células T CD8+) tienen
normalmente entre 6 y 12, mas normalmente entre 8 y 10 aminodcidos en longitud. El grupo amino con terminal
en amino del péptido entra en contacto con un punto invariante en un extremo de la ranura del péptido, el grupo
carboxilato en el término de carboxi se enlaza con un punto invariante en el otro extremo de la ranura. El péptido
se encuentra en una confirmacién extendida a lo largo de la ranura con un contacto adicional entre los dtomos de la
cadena principal y las cadenas laterales de aminodcidos conservados que estdn en linea en la ranura. Las variaciones
en la longitud del péptido se adaptan mediante un giro en el eje del péptido, a menudo en prolina o residuos de glicina.

Los péptidos que se enlazan con moléculas MHC clase II tienen normalmente 10 aminodcidos, mas normalmen-
te 13 aminoacidos en longitud, y pueden ser mucho mads largas. Estos péptidos se encuentran en una confirmacién
extendida a lo largo de la ranura que se enlaza con el péptido MHC II que estd abierta en ambos extremos. El pép-
tido se mantiene en su lugar principalmente por el d4tomo de la cadena principal que entra en contacto con residuos
conservados que se encuentran en linea en la ranura que se enlaza con el péptido.

Para un antigeno en concreto, los epitopos CD4+ y CD8+ pueden caracterizarse por varios métodos conocidos en
la técnica. Cuando los péptidos se purifican de células, sus péptidos unidos se purifican con ellas. Por lo tanto, los
péptidos pueden eluirse de moléculas MHC por medio de una desnaturalizacién del complejo en 4cido, liberando el
péptido unido, que puede purificarse (por ejemplo mediante HPLC) y quizés secuenciarse.

El péptido enlazado con muchas moléculas MHC de clase I y II se ha analizado mediante elucién de péptidos
unidos y mediante cristalografia con rayos X. A partir de la secuencia de antigeno objetivo, es posible predecir, hasta
un grado, dénde los péptidos de Clase I y Clase II pueden encontrarse. Esto es particularmente posible para péptidos
MHC de clase I, porque los péptidos que se enlazan con una variante alélica determinada de una molécula MHC de
clase I tienen los mismos residuos de aminodcidos o muy similares en dos o tres posiciones especificas a lo largo de
la secuencia del péptido, conocidos como residuos ancla.
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Asi mismo, es posible dilucidar epitopos CD4+/CD8+ usando la superposicién de bibliotecas de péptidos que
abarcan la longitud el antigeno objetivo. Mediante el andlisis de la capacidad de tal biblioteca para estimular células
T CD4+/CD8+, es posible determinar qué péptidos son capaces de actuar como epitopos celulares T. en los ejemplos,
una biblioteca de péptidos para dos antigenos de M. tuberculosis se analizan un ensayo ELISPOT.

Fuentes de epitopos de células T

Los epitopos de células T CD4+ y opcionalmente CD8+ presentes en las composiciones o codificados por ellas
pueden proporcionarse en varias formas diferentes; como una cinta de uno o dos o mas epitopos, o en el contexto
del antigeno objetivo nativo, o una combinacién de estos dos. Los epitopos de células T CD4+ y CD8+ han sido
identificado y pueden encontrarse en la bibliografia para muchas enfermedades diferentes. Es posible designar cadenas
de epitopos para generar una respuesta de célula T CD4+ y/o CD8+ contra cualquier antigeno elegido que contenga
tales epitopos. De manera ventajosa, los epitopos en una cadena de miltiples epitopos se unen juntos sin la intervencién
de secuencias de modo que se evita el 4cido nucleico innecesario y/o el material de aminodcido. Ademds de los
epitopos de célula T CD4+ procedentes del antigeno objetivo, puede resultar preferible incluir uno o mds epitopos
adicionales reconocidos por las células ayudantes T, para aumentar la respuesta inmune generada por la cadena de
epitopos. De manera particular, los epitopos celulares ayudantes T son aquellos que estdn activos en individuos de
diferentes tipos HLA, por ejemplo epitopos ayudantes T del tétano (contra el que la mayoria de los individuos ya
estard preparada).

Preferiblemente, la fuente de epitopos de célula T CD4+ (y opcionalmente CD8+) en la primera composicion en
el método de acuerdo con la invencidn es un vector no-viral o un vector viral no replicante o con la réplica afectada, a
pesar de que los vectores virales replicantes pueden usarse.

La fuente de epitopos de células T en la primera composicién no es un vector de virus pox, por lo que hay una
minima reactividad cruzada entre la primera y la segunda composicion.

Alternativas de vectores virales preferentes para uso en la primera composiciéon de acuerdo con la invencidén in-
cluyen una variedad de virus diferentes, genéticamente discapacitados de modo que son no replicantes o con tienen
la réplica afectada. Tales virus incluyen por ejemplo adenovirus no replicantes como los mutantes de eliminacién. La
discapacitacion genética de los virus para producir vectores no replicantes o con la réplica afectada es bien conocida.

Otros vectores virales adecuados para usar en la primera composicién son los vectores basados en el virus del
herpes y el virus de encefalitis equina venezolana (EEV). Vectores bacterianos adecuados para la primera composicién
incluyen BCG recombinante y Salmonella recombinantes y Salmonella transformada con ADN plasmido (Darji A et
al 1997 Cell 91: 765-775).

Adecuados vectores no-virales alternativos para uso en la composicién de preparacién incluyen péptidos con ex-
tremo de lipido conocidos como lipopéptidos, péptidos fusionados con proteinas portadoras como KLH bien como
proteinas de fusién o mediante unién quimica, antigenos enteros con adyuvantes, y otros sistemas similares.

En una realizacién preferente de la invencidn, la fuente de epitopos celulares T en la primera composicién es un
dcido nucleico, que puede ser ADN o ARN, en particular un plasmido recombinante de ADN. El ADN o ARN puede
estar empaquetado, por ejemplo en un lisosoma, o puede estar en forma libre.

En otra realizacion preferente de la invencidn, la fuente de epitopos celulares T en la primera composicién es un
péptido, polipéptido, proteina, poliproteina o particula formada por dos o mas epitopos de célula T CD4+ o, presentes
en una cadena recombinante de epitopos de célula T CD4+ o en un antigeno objetivo. Las poliproteinas incluyen
dos o més proteinas que pueden ser iguales, o preferiblemente diferentes, unidas. Preferiblemente, los epitopos en o
codificados por la primera o segunda composicion se facilitan en una secuencia que no ocurre de manera natural como
el producto expresado de un gen en el organismo parenteral del cual el antigeno objetivo puede derivarse.

Preferiblemente, la fuente de epitopos celulares T en la segunda composicién es un vector de virus de vacunas
como MVA o NYVAC. Mis preferiblemente, es el virus modificado de la cepa de vaccinia Ankara (MVA) o una
cepa derivada del mismo (mds adelante se proporcionan mas detalles de MVA). Las alternativas a los vectores de
vaccinia incluyen vectores avipox como los vectores de la viruela aviar y viruela del canario. En particular, la cepa
mas adecuada como vector avipox es una cepa de la viruela del canario conocida como ALVAC (disponible en el
mercado como Kanapox), y cepas derivadas de las mismas.

Vectores poxvirus

En la “segunda” composicion usada en el método de la presente invencidn la fuente de epitopos CD4+ (y opcio-
nalmente CD8+) es un vector de virus pox recombinante no replicante o con la réplica afectada.

El término “no replicante” o “de réplica afectada” tal y como aqui se emplea significa que no es capaz de replicarse
hasta una medida significativa en la mayoria de las células normales de los mamiferos o células normales humanas.
Los virus que son no replicantes o que tienen la réplica afectada pueden transformarse en ello de manera natural
(es decir, pueden aislarse como tales de la naturaleza) o de manera artificial, por ejemplo, mediante reproduccién in
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vitro o mediante manipulacidn genética, por ejemplo mediante la eliminacién de un gen que es crucial para la réplica.
Generalmente, habrd uno o unos pocos tipos de células en lo que los virus pueden crecer, como las células CEF para
MVA.

Laréplica de un virus se mide generalmente de dos maneras: 1) sintesis de ADN y 2) titulo viral. Con mds precision,
el término “no replicante o con la réplica afectada” tal y como aqui se emplea y aplicado a virus pox significa virus
que satisfacen uno o ambos de los siguientes criterios:

1) Muestran una reduccién 1 log (10 veces) en la sintesis de ADN en comparacion con la cepa de Copenhague
del virus vaccinia en células MCR-5 (una linea celular humana);

2) Muestran una reduccion 2 log en el titulo viral en células HELA (una linea celular humana) en comparacion
con la cepa Copenhague del virus vaccinia.

Ejemplos de virus pox que cumplen esta definicién son MVA, NYVAC y virus avipox, mientras que un virus que
no entra dentro de esta definicidn es la cepa atenuada de vaccinia M7.

El virus vaccinia Ankara modificado (MVA) es una cepa del virus vaccinia que no se replica en la mayoria de las
células, incluyendo tejidos humanos normales. MVA se derivé mediante un paso en serie > 500 veces en fibroblastos
de embriones de pollitos (CEF) de material derivado de una lesién de viruela en un caballo en Ankara, Turquia (Mayr
et al., Infection (1975) 33: 6-14). Se demostré que aunque era defectuoso en la réplica atin era capaz de inducir
inmunidad protectora contra infecciones veterinarias de virus de pox. MVA se usé como vacuna en humanos en las
fases finales en la campaiia de erradicacidn de viruela, y se administré por via intravenosa, subcutdnea e intramuscular
a < 120.000 sujetos en el sur de Alemania. No se registraron importantes efectos secundarios, a pesar de tener como
objetivo deliberado la vacunacién de grupos de alto riesgo como aquellos con eczema (Mayr et al., Bakteriol B. (1978)
167:375-90).

La seguridad de MVA refleja la avirulencia del virus en modelos animales, incluyendo ratones irradiados y tras
la administracién intracraneal a ratones neonatales. La capacidad de no replicarse de MVA se ha correlacionado con
la produccién de placas blancas proliferativas en la membrana corioalantoidea de pollitos, la infeccién de células no
aviares y la presencia de seis eliminaciones gendmicas que se elevan a un total de 30 kb. La avirulencia de MVA se
ha atribuido parcialmente a las eliminaciones o supresiones que afectan a los genes del rango huésped K1 L y C7L,
aunque réplicas virales limitadas atin se siguen dando en células humanas TK-143 y en las células CV-1 del Mono
Verde Africano. El restablecimiento del gen K1 L solamente restablece parcialmente el rango huésped de MVA. La
restriccion en el rango huésped parece ocurrir durante la maduracién de la particula viral, y solamente se observan
viriones inmaduros en las células humanas HeLa en un microscopio de electron (Sutter et al. 1992). El bloqueo tardio
en la réplica viral no evita la expresion eficiente de genes recombinantes en MVA.

Los virus de pox han desarrollado estrategias para la evasion de la respuesta huésped inmune que incluyen la
produccion de proteinas segregadas que funcionan como receptores solubles para el factor de necrosis tumoral, IL-I
p, interferén (IFN)-oc/y IFN-y, que normalmente tienen una secuencia similar al dominio extracelular de receptores
celulares de citoquina (como los receptores de quimioquina).

Estos receptores virales generalmente inhiben o trastocan un respuesta inmune apropiada del huésped, y su pre-
sencia se asocia con una mayor patogenicidad. El receptor II-I pes una excepcion: su presencia disminuye la respuesta
febril del huésped y aumenta la supervivencia del huésped frente a una infeccién. MVA carece de receptores fun-
cionales de citoquina para interferén y, interferén ap, Factor de Necrosis Tumoral y quimioquinas CC, pero posee el
potencialmente beneficioso receptor IL-1. MVA es la tinica cepa conocida de vaccinia que posee este perfil de receptor
de citoquina, que tedricamente es mds seguro y mds inmunogénico que otros virus pox. Otra cepa segura y con la
réplica afectada de vaccinia conocida como NYVAC se describe con detalle en Tartaglia et al. (Virology 1992, 188:
217-232).

Los genomas de virus pox pueden transportar una gran cantidad de informacién genética heter6loga. Otros requi-
sitos para los vectores virales en uso en vacunas incluyen una buena inmunogenicidad y seguridad. En una realizacion,
el vector de virus pox puede ser un vector de viruela aviar, un derivado del mismo.

Resultard evidente que las cepas del virus vaccinia derivadas de MVA, o cepas independientemente desarrolladas
que tiene las caracteristicas de MVA que hacen que MVA sea particularmente util para uso en una vacuna, también
resultar adecuadas para su uso en la invencion.

MVA que contiene una cadena insertada de epitopos se ha descrito previamente en WO 98/56919.

Estrategias de vacunacion
Los presentes inventores han mostrado que los virus pox con réplica defectuosa son capaces de inducir células

T CD4 efectoras (opcionalmente con células T CD8+) cuando se usan en regimenes heter6logos de preparacion-
estimulacion.
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De manera sorprendente, se obtuvieron respuestas sélidas usando un régimen heterélogo de inmunizacién con la
primera y segunda composicion en cualquier orden. Se observé una respuesta ligeramente mds sélida con la segunda
composicién cuando se administré tras la primera, en lugar de al revés. Al menos, se puede administra una dosis de la
primera composicion y a continuacién una dosis de la segunda composicidon.

Pueden administrarse varias dosis de la primera composicién y a continuacién una dosis de la segunda composi-
cién.

Se ha descubierto un protocolo de inmunizacién particularmente efectivo cuando se administran tres dosis secuen-
ciales de la primera composicién, y a continuacién se administra una dosis de la segunda composicién.

La frecuencia de las dosis individuales dependera del individuo (ver “Administracién” a continuacién) pero co-
muinmente habrd entre una y seis semanas entre una y otra, normalmente tres semanas.

Antigenos objetivo

El antigeno objetivo en la presente invencién es un antigeno de tuberculosis. Puede ser un antigeno que es reconoci-
do por el sistema inmune tras la infeccidn de la enfermedad. De manera alternativa, el antigeno puede ser normalmente
“invisible” para el sistema inmune de modo que el método induce una respuesta celular T no fisiolégica. Este hecho
puede resultar de ayuda en enfermedades donde la respuesta inmune provocada por la enfermedad no es efectiva (por
ejemplo, no tiene éxito en la eliminacién de la infeccidn) ya que puede abrir otra linea de ataque.

En una realizacion preferente de la invencion, el antigeno se deriva de M. tuberculosis. Por ejemplo, el antigeno
puede ser ESAT6 o MPT63.

Las composiciones de la presente invencion pueden estar formadas por epitopos de células T procedentes de mas
de uno antigeno (ver anteriormente en “epitopos”). Por ejemplo, la composicién puede estar formada por uno o mas
epitopos de célula T de dos o mds antigenos asociados a la misma enfermedad. Los dos o mds antigenos pueden
derivarse del mismo organismo patogénico.

De manera alternativa, la composicién puede estar formada por epitopos de una variedad de fuentes. Por ejemplo,
el implante de ME-TRAP descrito en los ejemplos contiene epitopos celulares T de P. falciparum, toxoide de tétanos,
M. tuberculosis y M. bovis.

Enfermedades Objetivo

La presente invencidn serd util en la prevencién de tuberculosis.

La presente invencidn es particularmente til en estrategias de vacunacién en la proteccion contra tuberculosis.

Las composiciones aqui descritas pueden emplearse como vacunas terapéuticas o profildcticas.

Kits

La primera y la segunda composicion usadas en el método de la invencién pueden proporcionarse de manera senci-
1la en forma de una “preparaciéon combinada” o kit. La primera y segunda composicién pueden empaquetarse juntas o
de manera individual para su venta por separado. La primera y segunda composicién pueden usarse simultineamente,

separadamente o secuencialmente para inducir una respuesta celular T CD4+ contra un antigeno objetivo.

El kit puede estar formado por otro componentes para mezclase con una o con ambas composiciones antes de la
administracién (como diluyentes, portadores, adyuvantes, etc, ver a continuacion).

El kit puede ademads contener instrucciones escritas que concierne el protocolo de la vacunacién.
Composiciones farmacéuticas/Vacunas

Un medicamento para estimular una respuesta preparada de célula T CD4+ puede tener la forma de una composi-
cién farmacéutica.

La composicién farmacéutica puede contener, por ejemplo, un portador, diluyente, excipiente o adyuvante farma-
céuticamente aceptable. La eleccion del portador, excipiente o diluyente puede seleccionarse dependiendo de la ruta
usada para la administracién y la practica farmacéutica estdndar.

En particular, una composicién que contiene un vector de pldsmido ADN puede estar formada por un factor es-
timulador de colonia macréfaga de granulocito (GM-CSF), o un plasmido codificador de éste, para actuar como un
adyuvante; los efectos beneficiosos se ven usando GM-CSF en forma de polipéptido. Los adyuvantes tales como
QS21 0 SBAS2 (Stoute J A et al 1997 N Engl J Medicine 226: 86-91) pueden usarse con proteinas, péptidos o 4cidos
nucleicos para incrementar la induccién de respuestas celulares T.
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En las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, la composicién también puede mezclarse con cual-
quier aglutinante, lubricante, agentes suspensor, agente protector, o agente solubilizante adecuado.

La composicién farmacéutica puede ser para uso veterinario (es decir, animal) o para uso humano.

Administracion

En general, una dosis oral o intravenosa terapéuticamente efectiva de las composiciones de la presente invencion
se encuentra posiblemente en el rango de 0.01 a 50 mg/kg de peso corporal del sujeto a ser tratado, preferiblemente
entre 0.1 y 20 mg/kg. Las composiciones de la presente invencién pueden también administrarse mediante infusién
intravenosa, en una dosis que oscila en el rango 0.001-10 mg/kg/hora.

Las pastillas o capsulas de los agentes pueden administrarse por separado o dos o més a la vez, como sea apropiado.
También es posible administrar las composiciones de la presente invencion en formulaciones de liberacién sostenida.

Normalmente, el médico determinard la dosis precisa que serd mds adecuada para un paciente individual y que
variard con la edad, peso y repuesta del paciente particular. Las dosis anteriormente mencionadas son ejemplares del
caso medio. Por supuesto, puede haber casos individuales donde se administran dosis inferiores o superiores, y tales
se encuentran en el campo o alcance de esta invencion.

Cuando sea apropiado, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante inhalacion, en forma de
un supositorio o pesario, tépicamente en forma de una locién, solucién, crema, pomada o en polvos sueltos, median-
te el uso de un parche en la piel, oralmente en forma de pastillas que contienen excipientes tales como almidén o
lactosa, o en capsulas u 6vulos bien solos o con excipientes, o en forma de elixires, soluciones o suspensiones que
contienen agentes saborizantes o colorantes, o pueden inyectarse parenteralmente, por ejemplo por via intracavernosa,
intravenosa, intramuscular o subcutdnea. Para administracion parenteral, las composiciones pueden usarse de manera
mds adecuada en forma de solucién acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo suficientes sales
o monosacdridos para hacer que la solucién sea isotonica con la sangre. Para administracién bucal o sublingual las
composiciones pueden administrarse en forma de comprimidos o pastillas que pueden formularse de manera conven-
cional.

Para algunas aplicaciones, las composiciones se administran preferiblemente oralmente en forma de pastillas que
contienen excipientes tales como el almidén o lactosa, o en cdpsulas y évulos bien solos o junto con excipientes, o en
forma de elixires, soluciones o suspensiones que contienen agentes saborizantes y colorantes.

Para administracion parenteral, las composiciones se usan de manera mds adecuada en forma de soluciones acuo-
sas estériles que pueden contener otras sustancias, por ejemplo suficientes sales 0 monosacdridos para hacer que la
solucién sea isoténica con la sangre.

Para administracion bucal o sublingual las composiciones pueden administrarse en forma de comprimidos o pasti-
llas que pueden formularse de una manera convencional.

Para administracion oral, parenteral, bucal y sublingual a sujetos (como los pacientes) el nivel diario de dosis de
los agentes de la presente invencién puede ser normalmente de 10 a 500 mg (en una dosis tinica o en dosis divididas).
Por lo tanto, y a modo de ejemplo, los comprimidos o cdpsulas pueden contener entre 5 y 100 mg del agente activo
para administracién de manera individual o dos o més a la vez. Tal y como se indica a continuacién, el médico
determinard la dosis real que serd mds adecuada para un paciente en concreto y variard con la edad, peso y respuesta
del paciente particular. Hay que anotar que mientras que las dosis arriba mencionadas son ejemples del caso medio, se
da por supuesto que puede haber casos individuales donde se precisen dosis superiores o inferiores y que tales dosis
se encuentran dentro del alcance de esta invencion.

En algunas aplicaciones, generalmente en humanos, la administracién oral de los agentes de la presente invencién
es la via preferida, siendo la mds convencional y en algunos casos puede evitar desventajas asociadas con otras vias
de administracién, como las asociadas con la administracién intracavernosa (i.c.). En circunstancias en las que el
recipiente sufre problemas para tragar o problemas en la absorcién de farmacos tras administracién oral, el formaco
puede administrarse parenteralmente, por ejemplo, por via sublingual o bucal.

Para uso veterinario, la composicién de la presente invencidon normalmente se administra como una formulacién
adecuadamente aceptable de acuerdo con la practica normal veterinaria y el doctor veterinario determinard el régimen
de dosis y la via de administracién que resultard mds adecuada para un animal particular. Sin embargo, al igual
que con el tratamiento en humanos, puede ser posible administrar la composicién sola para tratamientos veterina-
rios.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Inmunogenicidad y eficacia protectora contra tuberculosis
Ejemplo 1A
Antigenos ESAT6 y MPT63

Debido a que se cree que los antigenos segregados que las micobacterias vivas liberan son importantes en la gene-
racién de inmunidad protectora, los presentes inventores seleccionaron dos antigenos segregados por M. tuberculosis
para su inclusién en las vacunas. El primero, ESAT6 (objetivo 6 antigénico previamente segregado), es relativamente
especifico de M. tuberculosis, y de manera importante, no se encuentra presente en M. bovis BCG [10]. ESAT6 es un
objetivo antigénico temprano y clave en infecciones en ratones [11] y es un objetivo CTL humano [5]. El segundo
antigeno, MPT63 (proteina micobacteriana de tuberculosis 63), esta presente en algunas cepas de M. bovis BCG [12].

Se generaron una construccion poliproteica de ADN y un virus MVA recombinante que contenia ambos antigenos
y analizamos la inmunogenicidad de estas construcciones, de manera individual y en combinacién. Las combinaciones
de vacunas mas inmunogénicas se analizaron a continuacién en experimentos con ratones con M. tuberculosis.

Construccion de ADN pldsmido y vacunas de tuberculosis MVA recombinante

Se construyé una sola secuencia codificadora que contenia la secuencia lider TPA, genes ESAT6 y MPT63 y el
epitopo de anticuerpo Pk (TEMPKk) y se 1igd en el vector pldsmido pSG2, creando la vacuna de ADN pSG2.TEMPk.
La expresion de la proteina de fusién se mostré en el citoplasmo.

El MVA recombinante se purificé de una transfeccién de MVA tipo salvaje y de un vector que servia de lanzadera
de vaccinia que contenia la secuencia TEMPk.

Vacunas ADN y MVA que inducen IFNy especifico de péptidos que producen células T CD4+

Los ratones C57B1/6 fueron inmunizados con ADN (i.m), MVA (i.d) o una combinacién de los dos. Usando pépti-
dos superpuestos que abarcan la longitud de ambos antigenos y un ensayo ELISPOT IFN- vy, identificamos respuestas
a varios péptidos en los esplenocitos de los ratones inmunizados. Las respuestas se observaron en dos péptidos den-
tro de ESAT 6 (El y E2) y en cuatro péptidos en MPT63 (M3, 15, 27 y 28) (Tabla 1). Para analizar el fenotipo de
las células que respondieron a estos péptidos, las células CD4+ y CD8+ se drenaron usando gotas magnéticas. Las
respuestas a los seis péptidos se derogaron completamente cuando las células T CD4+ se drenaron y no estuvieron
afectadas cuando las células T CD8+ se drenaron (Tabla 1). Los ensayos se llevaron a cabo tanto ex-vivo (péptidos E1
y E2) como tras cultivar las células con péptido durante 5-7 dias (todos los péptidos, ver métodos).

TABLA 1
Péptidos que muestran epitopos de células T identificados en ESAT 6 y MPT63

Antigeno | Péptido Secuencia CD4 CD8

ESAT 6 1 MTEQQWNFAGIEAAA

2 WNFAGIEAAA SAIQG
MPTG3 3 VAVVA MAAIA TFAAP
15 VAGQV WEATA TVNAI
27 GKIYF DVTGP SPTIN
28

DVTGP SPTIV AMNGM

+ 4+ 4+ 4+ + 4+

Estimulacion homologa de respuestas inducidas por ADN y MVA

La mayor frecuencia de células T que segregan IFN-y (SFC) fue para el primer péptido ESAT6, E1 (Tabla 2). Una
unica dosis de ADN fall6 a la hora de generar respuestas detectables, pero cuando se repitié dos veces, o tres veces en
dos intervalos semanales, se observaron consistentes respuestas. Tras tres inmunizaciones, el nimero de SFC fue mas
del doble que el observado tras dos inmunizaciones; la respuesta media tras dos dosis fue 30 SFC por 10° esplenocitos,
y después de tres dosis fue 75 SFC. Una dnica inmunizacién con MVA generd respuestas con una frecuencia media
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de células formadoras de de gotas para E1 de 20 por millén, que modestamente mejoraron tras una segunda dosis de
MVA (frecuencia media de SFC para E1 = 30). Por lo tanto, las respuestas celulares T CD4 que segregan gamma-
interferén son inducidas para un epitopo de célula T CD4 codificado mediante inmunizacién con este virus pox con
réplica afectada.

TABLA 2

Resumen de respuestas de células T especificas de péptidos para las dos construcciones

Condicién SFC a los péptidos individuales

E1 E2 M3  M15 M27 M28
DNA X 1 - - - - - -
DNA X 2 30 5 - 5 5 5
DNA X 3 75 50 - 15 40 45
MVA X 1 20 10 5 - 5 5
MVA X 2 30 10 5 - 10 10
DNA/MVA 130 26 12 17 5 10
MVA/DNA 130 70 10 10 10 5
DNAX3/MVA 360 250 25 100 30 50

a) Los niimeros representan la media de 3-10 ratones por 10° esplenocitos. El error estindar es <20%.

Regimenes heterologos preparacion-estimulacion aumentaron la magnitud de las respuestas observadas de linfocitos
T CD4

Habiendo detectado estas repuestas usando las vacunas de manera individual, se analiz6 el papel de los regimenes
heter6logos de preparacion-estimulacion, es decir, usando la construcciéon ADN o MVA para preparar la respuesta y
la segunda construccién para estimular dos semanas después. La estimulacion heteréloga, bien DM o MD, produjo
respuestas mds fuertes que la estimulacién homdloga de DD o MM (Tabla 2). La repuesta media para péptido El
aument6 mds de 4 veces para 130 SFC y, sorprendentemente, a la vista del hallazgo en respuestas inducidas de células
T CD8 [8], esto ocurrié independientemente del orden que se dio a las dos vacunas. La respuesta al péptido E2 fue
ligeramente mas sélida cuando MVA estuvo seguido de ADN que en el orden inverso. Las respuestas a los péptidos
M3 y M15 fueron mds fuertes con una estimulacién heteréloga, con independencia del orden en el que se dieron
las vacunas, mientras que las respuestas a los péptidos M27 y M28 fueron débiles y no se estimularon. La respuesta
mads fuerte se observo cuando ADN se dio tres veces y a continuacion se estimulé con MVA una vez (DDDM). En
este caso, la respuesta media para E1 aument6 casi 5 veces desde 75SFC a 360SFC. Las respuestas a otros péptidos
también fueron mas altas tras DDM en comparacién con DM.

En estudios adicionales que usaron ADNs pldsmidos que expresaban antigeno M. tuberculosis, AG85b y un MVA
recombinante que expresaba el mismo antigeno en la induccién de células T CD4 a un epitopo de célula T CD4 se
observé en ratones Balb/c. Los estudios de deplecion usando gotas cubiertas con anticuerpo confirmaron que la res-
puesta al péptido P15 en este antigeno fue dependiente de CD4. En el mismo experimento, las células T CD8+ también
fueron inducidas al epitopo P15 CTL en Ag85 por inmunizacién ADN y por inmunizacién MVA recombinante. Se
observaron respuestas mas fuertes para epitopo CD4 y CDS tras la inmunizacién preparacion-estimulacion, realizan-
do la preparacién con ADN y la estimulacién con MVA. Por consiguiente, la inmunizacién MVA recombinante y la
inmunizacién heteréloga preparacidon-estimulacién pueden generar respuestas en células T CD4 y CD8 que segregan
gamma-intererén para epitopes en el mismo antigeno.

Experimentos de desafio

Los regimenes heterélogos de preparacidn-estimulacidon generaron los niveles mas elevados de células T CD4+
segregadoras de IFN-vy, y por lo tanto la eficacia protectora de estos regimenes se evaludé en experimentos de desafio
usando las construcciones ESAT-MPT63. El primer experimento de desafio comparé la eficacia protectora de prepa-
racién ADN/estimulacién MVA (DM), con preparacién MVA/estimulacién ADN (MD) y cada caso se complementd
con una segunda estimulacién de MVA. El segundo experimento de desafio evalué la proteccién conferida por tres
inmunizaciones secuenciales con ADN seguidas de una dnica inmunizacién con MVA (DDDM). En ambos experi-
mentos, se usé BCG como control positivo. La inmunogenicidad de cada uno de los regimenes de vacunas se evalué
en 2-3 ratones antes de que el resto del grupo fuera desafiado. En el primer experimento, las respuestas inmunes no
fueron tan fuertes como las observadas previamente (respuesta media para E1 25 SFC). Por lo tanto, en este caso se
administré una segunda dosis de MVA a ambos grupos antes del desafio. En el segundo experimento de desafio, la
respuesta media al péptido dominante, E1, fue 225 SFC. El desafio se llev6 a cabo dos semanas después de la tltima
inmunizacién con la vacuna de subunidad, poco tiempo después de que la respuesta de célula T alcanzara un punto de
estancamiento (datos no publicados).
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Para evaluar la eficacia de los regimenes de inmunizacién a las 8 semanas, se extrajeron los érganos de todos los
ratones que quedaban a las 8 semanas, y se determinaron los totales de CFU. En los dos experimentos de desaffo,
tal y como se esperaba, los totales de CFU en el grupo BCG fueron significativamente inferiores a los del grupo que
no se habfa sometido al tratamiento en los tres 6rganos (p < 0.05, Figura 1). En el primer experimento de desaffo,
los totales de CFU en los tres 6rganos en el grupo DMM fueron significativamente inferiores que los del grupo que
no se habia sometido al tratamiento (p < 0.05). Los totales de CFU en el grupo MDM en los tres 6rganos no fueron
muy diferentes de los del grupo que no se habia sometido al tratamiento. Sin embargo, en el segundo experimento, el
pulmén fue el dnico 6rgano en el que los totales de CFU en el grupo DDDM fueron significativamente inferiores que
los del grupo que no se habia sometido al tratamiento (p < 0.05). Los totales observados en el higado y bazo no fueron
muy diferentes entre estos dos grupos. Los totales CFU del gruypo DMM/MDM/DDDM no fueron muy diferentes del
grupo BCG en ninguno de los érganos en cualquiera de los experimentos.

Estos resultados demuestran la inmunogenicidad y la eficacia protectora frente a M. tuberculosis de vectores de
vacuna MVA y ADN que inducen respuestas de linfocitos T CD4 que segregan gamma-interferén y también de los
regimenes de inmunizacién heterélogos de preparacion-estimulacion que usan estas vacunas. La vacunacién de ADN
es conocida por provocar una respuesta inmune del tipo Ty 1, y por lo tanto elegimos la cuantificacién de una citoquina
Tyl, IFN-y en un ensayo ELISPOT como nuestra medida con resultado funcional. Este ensayo es un método muy
sensible para cuantificar la funcién de célula T [13]. Los ensayos de proliferaciéon son una medida alternativa de res-
puesta de célula T CD4+, pero esto no es una lectura de una respuesta efectora y, de manera importante, la secrecién de
gamma-interferén y las respuestas de proliferaciéon a menudo se correlacionan de manera negativa (Troye-Blomberg
et al., Flanagan et al 2000). Hay dos razones por las que la produccién de IFN-y medidor es una medida con con-
secuencias mds relevante en un modelo desafio de M. fuberculosis. IFN-y es un componente esencial de la respuesta
inmune protectora para la tuberculosis, ya que los ratones knockout son mucho mas susceptibles de estimularse con 7.
tuberculosis que con sus homoélogos de tipo salvaje [14]. Ademds, una mutacién en el gen receptor humano de IFN-y
confiere susceptibilidad a una infeccién micobacteriana atipica [15].

El MVA recombinante y la vacuna de ADN generaron de manera individual células T CD4+ que segregaban IFN-
v especifico a los mismos péptidos. No se observaron respuestas a la célula T CD8+ que segregaba IFN-y a estas
construcciones, presumiblemente como resultado de la ausencia de un péptido con elevada afinidad de enlace para
las moléculas relevantes MHC clase I en esta variedad de ratones (C57/BL6). Como los péptidos usados para evaluar
las respuestas abarcaron la longitud de ambos antigenos, esto efectivamente excluye la presencia de un epitopo de
CDS8 para esta raza de ratén. Por lo tanto, estas construcciones nos permiten evaluar el efecto de cada una de las
vacunas y de los regimenes preparacion-estimulacion en las respuestas de células T CD4+. Aunque cada tipo de vacuna
claramente provoc6 respuestas de célula T CD4+, los regimenes heter6logos de preparacion-estimulacion con las dos
vacunas generaron respuestas mas solidas de células T CD4+ que la estimulacion heter6loga. De manera interesante,
el orden en el que se administraron las dos vacunas no indicé ninguna diferencia en la fuerza de las respuestas inmunes
generadas. La preparacion con ADN y la estimulacién con MVA, o la preparacion con MVA la estimulaciéon con ADN
produjeron por igual un aumento de 3-4 veces en el nimero de células T CD4+ que segregan IFN-y especificas para
el primer péptido ESAT 6. Este hecho contrasta con trabajos publicados sobre respuestas de células T CD8+ donde la
preparacién con ADN seguida de la estimulaciéon con MVA es el tnico orden en el que se observan altos niveles de
inmunogenicidad y proteccién [8].

A las ocho semanas, los niveles de proteccién con los regimenes ADN/MVA fueron equivalentes a los obtenidos
con BCG y la proteccion en el grupo inmunizado BCG esta en el mismo orden que el publicado previamente [6].

En el primer experimento desaffo, el grupo inmunizado con ADN/MVA mostré niveles de proteccién equivalentes a
BCG en los tres 6rganos. En el segundo experimento, la proteccion en el grupo inmunizado de ADN/MVA solamente
se observé en los pulmones a las ocho semanas. Autores anteriores han observado efectos protectores variantes en
diferentes 6rganos dependiendo del tiempo desde la prueba de desafio hasta la extraccion. Zhu et al. Informé sobre
la proteccién tras la inmunizaciéon de ADN en los pulmones cuatro semanas después de la prueba de desafio, pero
solamente se observé proteccién en los pulmones y bazo 12 semanas después de la prueba de desafio [16]. Como la
via principal de infeccidon en humanos es la via pulmonar, el pulmén es el drgano mas relevante en el que se identifica
la proteccion. Se han desarrollado modelos de aerosol mas relevantes de pruebas de desafio con M. tuberculosis, y sera
importante ver si las vacunas que confieren proteccioén contra una via sistémica de prueba de desafio siguen siendo
protectoras contra una prueba de desafio con aerosol, y si la proteccién en los pulmones se mantiene.

La preparacién de ADN parecid ser necesaria para que se diera la proteccion en los experimentos con pruebas de
desafio, y al igual que en el primer experimento con prueba de desafio, la proteccion se observé en el grupo DMM pero
no en el grupo MDM. Hay que mencionar que la falta de proteccién en el grupo MDM a las 24 horas y a las 8 semanas
descarta de manera efectiva un efecto protector no especifico de las vacunas con subunidades administradas hasta las
dos semanas antes de la prueba de desafio. Resulta incierto el hecho de por qué la proteccion se consigui6 en el grupo
DMM pero no en el grupo MDM cuando el orden de inmunizacién (Tabla 2) no pareci6 afectar la inmunogenicidad.
Sin embargo, las diferencia puede estar relacionada con el ritmo de la segunda estimulacién de MVA, a que las dos
dosis de MVA se dieron con un mes de diferencia en el grupo M/D/M. Puede ser que en este intervalo de tiempo una
respuesta del anticuerpo a MVA abrogo el efecto de estimulacién.

El mecanismo por el cual la respuesta a una vacunacién con preparaciéon de ADN puede estimularse por una
posterior inmunizacién con un virus recombinante que codifica el mismo antigeno no se ha aclarado completamen-
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te. A pesar del deseo de basarse en una teorfa, los presentes inventores predicen que puede estar relacionado con la
induccién por parte de ADN de células T con memoria con un epitopo inmunodominante que se expande rapida-
mente al exponerse a un virus recombinante que transporta el mismo epitopo [18]. Es posible que los mecanismos
implicados en la estimulacién de células T CD8+ sean diferentes a los implicados en la estimulacién de células T
CD4+.

Ejemplo 1B
Antigeno 85A

Se usaron las construcciones de ADN y MVA que expresan antigeno 85A para inmunizar dos variedades de ra-
tones: BALB/c y C57BL/6. Se detectaron varias respuestas de péptidos en los esplenocitos de ratones inmunizados
usando el ensayo Elispot IFN-y y los péptidos superpuestos abarcaron la longitud del antigeno 85A. Los ratones se in-
munizaron con ADN y/o AMYV, solos o en combinacién, con el fin de determinar los regimenes éptimos de inmuniza-
cion.

Todas las respuestas sélidas identificadas se encontraron en ratones BALB/c. Todos los trabajos adicionales con
estas construcciones se limitaron a esta variedad de ratén. Las construcciones de ADN y AMV provocaron respues-
tas a los mismos péptidos. Las respuestas a cuatro de los péptidos superpuestos se identificaron usando los esple-
nocitos de ratones inmunizados; pl1, pl15, p24 y p27. Las respuestas mds sélidas fueron para los péptidos pl1 y
pls.

Estudios de Deplecion

Para evaluar el fenotipo de las respuestas de células T a estos péptidos, las células CD4+ y CD8+ se redujeron
usando gotas magnéticas. La respuesta a pl1 se abrogé casi completamente por la deplecién celular de T CD8+. La
respuesta a pl5 se abrogd casi completamente por la deplecion celular de T CD4+. Las respuestas mdas débiles a los
péptidos 24 y p27 fueron abrogadas por la deplecion celular de T CD4+. Estos resultados se resumen en la Tabla 3.

En resumen, la inmunizacién con construcciones de ADN y MVA que expresan el antigeno 85A provocaron una
epitopo CD8+ inmunodominante (p11), un epitopo CD4+ inmunodominante (p15) y 2 epitopos CD4+ mas débiles
(p24 y p27).

TABLA 3

Estudios de deplecion sobre respuestas identificadas en el antigeno 85A

Péptido |Secuencia Respuesta |CD4" cDsg’
sin deplecion [ Depleciéon |Deplecién
(SFC) (SFC) (SFC)

P11 EWYDQSGLSVVMPVGGQSSF | 250 200 10

P15 TFLTSELPGWLQANRHVKPT 300 0 250

P24 QRNDPLLNVGKLIANNTRVW 30 0 20

P27 LGGNNLPAKFLEGFVRTSNI 30 0 25

Las respuestas generadas por una tnica inmunizacién con cualquiera de las construcciones fueron débiles y so-
lamente aumentaron ligeramente por la estimulacién homdéloga con la misma construccién. La estimulacién hete-
réloga de ADN con MVA produjo frecuencias significativamente superiores de células T tanto CD4+ (p15) como
CD8+ (pl1). La estimulacion heteréloga de MVA con ADN impulsé la frecuencia de células T CD4+ (p15) pero
no incrementd la respuesta de células T CD8+ (p11). Tres inmunizaciones de ADN seguidas de una dnica estimula-
cion de MVA (DDDM) generaron la frecuencia mas alta de células T que segregan IFN-y. Esto es consistente con
los resultados que usan las construcciones que expresan ESAT6/MPT63, donde el régimen mas inmunogénico fue
DDDMM.
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Estos resultados se resumen en la Tabla 4.

TABLA 4

Resumen de respuestas de célula T de péptido a las construcciones de antigeno 85A

Régimen de | SFC por 10° esplenocitos a los péptidos individuales® nimero de
inmunizacion péptido

11 15 24 27
DNA x 1 29 24 32 19
DNAx 2 11 14 10 16
DNAx 3 70 31 15 16
MVAx 2 9 12 10 6
DNA/MVA 80 77 9 32
MVA/DNA 8 103 9 10
DNA x 3/MVA 312 325 14 141
®Los numeros representan las medias de SPF por 10° esplenocitos para 3-10 ratones
por grupo. El error estandar es de < 20%.

Experimentos con Pruebas de Desafio

Una vez que se habian determinado los regimenes 6ptimos de inmunizacién con las construcciones de antigeno
85A, la eficacia protectora de estos regimenes se evalué en estudios de pruebas de desafio con M.tb. Inicialmente, se
us6 1 x 109 cfu M.tb como dosis en la prueba de desafio, medio logaritmo menos que la dosis de desafio usada para los
ratones C57BL/6. Esto se debi6 porque la literatura sugiere que los ratones BALB/c son ligeramente mas susceptibles
a la prueba de desafio con M. tb que los ratones C57BL/6. Se optd por ocho semanas como punto en el tiempo
para la extraccién, para permitir comparaciones con los resultados de la prueba de desafio usando las construcciones
ESAT6/MPT63. Autores anteriores han demostrado un efecto protector en ratones BALB/c a las seis semanas después
de una prueba de desafio i.p con M.zb.

Comparacion entre regimenes de preparacion-estimulacion heterologos y homdlogos
Se prepard un experimento con prueba de desafio para comparar la eficacia protectora de regimenes de prepara-
cién-estimulacién heter6logos y homologos usando el antigeno 85A que expresan construcciones. Los resultados de
inmunogenicidad usando estas construcciones habfan confirmado que la estimulacién heter6loga produjo niveles mas
altos de células T especificas CD4+ y CD8+ que la estimulacién homéloga. Un grupo de control de ratones que recibio
3 dosis de antigeno 85A ADN seguida de una dosis de MVA no recombinante se incluy6 para evaluar la especificidad
del efecto de estimulacion de MA.
Hubo 5 grupos en este experimento:
e Grupo que no se habia sometido al tratamiento previamente
e BCG
e DDD

e DDDM

DDD (MVA no recombinante [NRM]).
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Hubo 10 ratones en cada grupo excepto en el grupo DDDM, que tuvo 7 ratones. De dos a tres ratones fueron
extraidos de cada grupo para inmunogenicidad en el momento de la prueba de desafio. En el mismo momento, se dio
BCG como primera inmunizacién de ADN. Los ratones fueron sometidos a la prueba de desafio con 10°cfu M. b i.p.,
2 semanas después de la inmunizacién, y fueron extraidos 8 semanas después de la prueba de desafio.

BCG

ADN ADN ADN MVA o (NRM)
) ) ! DCs

i l l ! Mtb Extraccion

! i J i) l !

] g ! ! ! im = = -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 semanas

Los resultados de Elispot para el grupo DDDM mostraron altos niveles de respuestas de célula T consistentes con
los resultados previos de inmunogenicidad para este régimen. Los resultados para los grupos DDD y DDD(NRM) mos-
traron respuestas de bajo nivel. No se observé ningtin efecto estimulante con MVA no recombinante. Estos resultados
se resumen en la Tabla 5.

TABLA 5

Prueba de Desafio 4: SFC medio por 106 esplenocitos para regimenes de inmunizacion heterélogos y homaologos

P11 P15 P24 P27
DDD 9 0 0 0

DDD (NRM) 0 8 0 7
DDDM 217 245 0 217

El ensayo de liberacion A>' Cr se llevé a cabo sobre esplenocitos de ratones en el grupo DDM. Los resultados
de este experimento mostraron que en uno de los dos ratones cosechados en el grupo DDDM, los elevados niveles
de lisis especifica (60-70%) podian demostrarse. En el otro raton, el nivel de lisis fue mucho menor (20-30%). Estos
resultados se resumen en la Figura 2.

El régimen heter6logo de preparacion-estimulacién (DDDM) confiere proteccion en los pulmones equivalente a
BCG en comparacion con el grupo de control que no se habia sometido al tratamiento (p=0.010). No se observa protec-
cion en el bazo en el grupo DDDM. El régimen heter6logo, DDD, bien solo o impulsado con MVA no recombinante,
DDD (NRM), no confirié proteccion significativa contra el desafio. Tal y como se esperaba, hay un efecto protector
significativo de BCG tanto en los pulmones como en el bazo, cuando este grupo se compara con el grupo de control
que no se habia sometido al tratamiento (pulmones: p=0.009; bazo: p<0.001). Estos resultados se resumen en la Figura
3.

Discusion

La vacuna de ADN y MVA recombinante que expresa el antigeno 85A gener6 células T CD4+ y CD8+ que segre-
gan IFN-y a los mismos cuatro péptidos. Los regimenes heter6logos de preparacion-estimulacién con las dos vacunas
generaron altas frecuencias de respuestas de célula T en comparacién con el régimen homologo. Las respuestas de
célula T CD4+ aumentaron con independencia del orden de inmunizacién. Esto es consistente con los resultados ob-
tenidos con las construcciones que expresan ESAT6/MPT63 (Ejemplo 1A). La respuesta de célula T CD8+ inducida
por el antigeno 85A que expresa construcciones solamente se impulsé con régimen de inmunizacién de preparacién
de ADN-estimulacién de MVA y no cuando las construcciones se dieron en el orden inverso. Esto es consistente con
los trabajos anteriormente publicados sobre respuestas estimulantes de célula T CD8+.

Las rutas del proceso para la induccién de respuestas de célula T CD8+ restringidas a la clase I y respuestas
de célula T CD4+ restringidas a la clase II son diferentes. Esto puede explicar por qué la inmunizacién de ADN
estimula las respuestas de células CD4+, pero no de células CD8+. La vacunacién con ADN es conocida por ser
buena en la preparacion de células T CD8+ restringidas a la clase I, ya que el antigeno producido de manera endgena
puede acceder a la ruta de la clase I. Puede ser que la inmunizacién con MVA provoque diferentes citoquinas para
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la inmunizacién con ADN. Una citoquina posible es IL4. El efecto estimulador de MVA puede abrogarse por la co-
administracién de anticuerpos IL4 con el MVA (Sheu, comunicacién personal). IL4 puede ser necesario para estimular
una repuesta CD8+ de memoria pero no una respuesta CD4+.

En el experimento de desafio, las mayores respuestas de células T CD4+ y CD8+ con los regimenes heterélogos
de preparacidn-estimulacion confirieron proteccion en los pulmones equivalente a, pero no mayor que, BCG.

Materiales y Métodos

Reservas de M. tuberculosis. M. tuberculosis (H37Rv) crecié en el medio de cultivo de Dubos y se incub6 a 37°C
durante 21-28 dias. La solucién se centrifugd, se volvié a suspender en TBS/glicerol y se almacené a -70°C tras la
titulacion. Las soluciones de la reserva se sometieron a ultrasonido antes de su uso.

Construcciones de pldasmido ADN. M. tuberculosis (H37Rv) se inactivé con calor y se extrajo el ADN (QIAamp,
Qiagen, Hilden, Alemania). Los cebadores de oligonucledtido (Genosys Biotechnologies Ltd, Pampisford, Cambs) se
usaron para amplificar el gen ESAT6 y MPT63. Los productos PCR se extrajeron de gel de agarosa y se purificaron
(kit QIAquick, Qiagen). La secuencia lider del activador de plasmindégeno en el tejido (TGP) también se amplificé.
Los tres productos PCR se secuenciaron, a continuacién se ligaron para formar una tinica secuencia codificadora con
el epitopo anticuerpo Pk en el extremo 3’ (TEMPk). El fragmento TEMPk se 1ig6 en el vector plasmido pSG2, creando
pSG2. TEMPk. Este pldsmido tiene el promotor CMV con intrén A, la secuencia poli A de la hormona bovina del
crecimiento, y el gen de resistencia a la kanamicina como un marcador seleccionable. La expresion de la proteina
de fusién TEMPk en células COS-1 fue detectada mediante inmunofluorescencia usando anticuerpos con la etiqueta
Pk (Serotech, UK) y le siguié un isémero isotiocianato fluorescente (FITC) que etiquetd anticuerpos secundarios
(Sigma). El esfuerzo nuclear mostré que la proteina esa un citoplasma. EI ADN pldsmido para inyeccién se purifico
usando cromatografia de intercambio de anidn (Qiagen) y se diluy6 en salina con bifer de fosfato libre de endotoxina
(Sigma).

Construccion de Vaccinia Ankara Recombinante Modificada (MVA). La secuencia TEMPk de ADN se cloné en el
vector lanzadera de Vaccinia pSC11. Las células BHK se infectaron con MVA de tipo salvaje (A Mayr, Universidad
de Veterinaria, Universidad de Munich, Alemania) en una multiplicidad de infeccién de 0.05, para trasfectarse a
continuacién con el vector lanzadera recombinante. El virus recombinante fue seleccionado con bromodeoxiuridina y
a continuacion la placa se purificé sobre células CEF.

Animales e Inmunizacion Ratones hembra C57/BL6 de edad comprendida entre 4 y 6 semanas (Harlan Orlac,
Shaws Farm, Balckthorn, UK) fueron inyectados con ADN plasmido (25 ug/musculo) en ambos musculos tibiales con
anestesia. MVA recombinante (10° pfu) se inyecto a través de via intradérmica. Los ratones fueron inmunizados en
intervalos de dos semanas y se extrajeron en busca de inmunogenicidad dos semanas después de la dltima inmuniza-
cion. Para los experimentos de desafio los ratones se infectaron dos semanas después de la tltima inmunizacién. Un
grupo de control BCG fue inmunizado con 4 x 10° cfu M. bovis BCG (Glaxo) por via intradérmica en el momento de
la primera inmunizacién ADN/MVA.

Preparacion de esplenocitos Los ratones fueron sacrificados y los bazos se retiraron usando técnicas asépticas.
Los bazos se aplastaron y la suspension sencilla de célula resultante se filtr6 a través de un filtro o colador (Falcon,
70 pum, Becton Dickson, New Jersey). Las células se transformaron en pellets y las células sanguineas rojas se lisaron
usando bufer de lisis hipotonico. A continuacion, las células se lavaron y se contaron. Los esplenocitos se volvieron
a suspender en un medio alfa-MEM con 10% FCS, 2mM glutamina, 50U/ml penicilina, 50 mg/ml estreptomicina, 50
#M 2-mercaptoetanol y 10 mM Hepes pH 7.2 (todo de Gibco).

Péptidos Los péptidos superpuestos que abarcan la longitud de ambos antigenos se compraron en Research Gene-
tics (Huntsville, AL, USA). Los péptidos tenian 15 aminodcidos de longitud y se sobrepusieron por 10 aminoacidos
(Tabla 1).

Ensayos ELISPOT El nimero de células T especificas de péptido que segregan IFN-y se determiné usando los
péptidos que coinciden en un ensayo ELISPOT [8]. En resumen, placas con 96 pozos de nitrocelulosa (Milliscreen
MAHA, Millipore, Bedford, MA) se cubrieron con 15 ug/ml del anticuerpo R4-6A2 monoclonal anti-ratén IFN-y
(hibridoma comprado en la Coleccién Europea de Cultivos de Células de Animales). Tras la incubacién a 4°C durante
la noche, los pozos se lavaron con PBS y se bloquearon con 100ul RPMI: 10% FCS durante una hora a temperatura
ambiente. Los esplenoticos se afiadieron a las pozos (106 células/pozo) con péptido (concentracién final 2ug/ml). Se
us6 conconavalina A (Sigma-Aldrich co Ltd, Poole, UK) como control positivo para el ensayo. Los pozos de control
no tenfan péptido. Tras incubar la placa durante la noche a 37°C con 5% CO, en aire, se desarroll6 como se ha descrito
previamente [8]. Las manchas se contaron usando un microscopio de diseccién. Los nimeros hacen referencia a las
células que forman mancha por millén de células efectoras (SFC).

Deplecion Celular Las depleciones de células CD4+ y CD8+ se realizaron usando anticuerpos monoclonales anti-
CD4 o anti CD8 conjugados con gotas ferrosas (Dynal, Oslo). Los esplenocitos de ratones inmunizados se volvieron
a estimular en placas de cultivo de tejidos con seis pozos con 1 ug/ml del péptido relevante, y el dia 3 del cultivo se
afiadieron 10U/ml de IL2 humano (Lymphocult-T, Biotest, Dreieich, Alemania). En los dias 5-7 los esplenocitos esti-
mulados se lavaron dos veces y se incubaron en hielo durante 30 minutos con uno de los dos anticuerpos (gota:célula
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= 5:1). A continuacién, se realizé un ensayo ELISPOT como anteriormente se ha explicado, usando las poblaciones
reducidas de célula. Los ensayos para péptidos E1 y E2 se realizaron también ex-vivo. Los estudios de deplecién para
cada respuesta de péptido se realizaron dos veces.

Experimentos con pruebas de desafio Los ratones se infectaron con 5 x 106 cfu M. tuberculosis (H37Rv) a través
de inyeccion intraperitoneal, en una unidad aisladora de Categoria III. Para evaluar el nivel de la linea base de la
infeccidn, el higado, los pulmones y el bazo de 2-5 ratones de cada grupo fueron extraidos y se pesaron veinticuatro
horas después de la infeccion. Los 6rganos de los 7-10 ratones restantes en cada grupo fueron extraidos ocho semanas
después de la prueba de desafio. Los 6rganos se homogenizaron mediante un vértice con gotas de cristal de 5 mm en
1 ml de PBS estéril y las diluciones en serie se colocaron en placas Middlebrook. Las placas se incubaron durante 21
dias a 37°C y el total de colonias/tejido en gramos se calculé a continuacién. La prueba U de Mann-Whitney usé para
comparar los totales de CFU entre grupos.

Preparacion Celular Las células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) se prepararon a partir de sangre
periférica mediante la separacion Ficoll. Los ensayos se realizaron con sangre fresca o congelada en 10% DMSO/90%
FCS antes de analizarse, tal y como se detalla en el texto. Todo el medio de cultivé se complementd con 10% suero AB
humano, 2 nM Glutamina y 100 U ml-1 Penicilina/Estreptomicina. Las células se drenaron usando el sistema Dynal
Dynabead en 5-10 gotas/célula.

Ensayo ELISPOT ex vivo. El medio de cultivo fue RPMI 1640. Los ensayos ELISPOT se llevaron a cabo en placas
Millipore MAIP S45 con anticuerpos MabTech de acuerdo con las instrucciones del fabricante: 4 x 105 PBMC se
incubaron durante 18-20 horas en las placas ELISPOT en presencia de péptidos, estando cada uno en 25 ug mi-1.
Las placas se lavaron a continuacién en Salina con Biifer de Fosfato (PBS) que contenia 0.5% Tween-20 (PBST), y
se afiadié un anticuerpo biotinilado anti-IFNy diluido en PBS, y se incub6 durante 2-24 horas, las placas se lavaron
posteriormente en PBST, y se afiadié fosfatasa alcalina estreptavidina diluida en PBS 1:1000. Después de 1-2 horas
a temperatura ambiente, las placas se lavaron y desarrollaron usando el kit de sustrato de precipitaciéon BioRad. Los
resultados se expresan como unidades que forman gotas (SFU) por millén de células afiadidas al pozo y se calculan
como la diferencia entre la prueba y la respuesta al medio solo.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de

(a) una primera composicién que contiene una fuente de uno o més epitopos de célula T CD4+ de un antigeno
de tuberculosis; y

(b) una segunda composicion que contiene una fuente de uno o mds epitopos de célula T CD4+ del antigeno
de tuberculosis, que incluye al menos un epitopo de célula T CD4+ que es el mismo que un epitopo de
célula T CD4+ de la primera composicion,

donde la fuente de epitopos de célula T en la primera composicidn no es un vector de virus pox,

donde la fuente de epitopos de CD4+ para la segunda composicién es un vector de virus pox recombinante no
replicante o con la réplica afectada;

para la fabricacién de un medicamento que provoca una respuesta de célula T CD4+ del tipo TH, contra el antigeno
de tuberculosis, donde la primera y segunda composicion se administran en cualquier orden.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el vector es el de la cepa de virus vaccinia Ankara modificado o
un derivado del mismo.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el vector es un vector de viruela aviar o un derivado del mismo.
4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los epitopos en o codificados por la
primera o segunda composicion se proporcionan en una secuencia que no se da de manera natural como el producto

expresado de un gen en M. tuberculosis.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una dosis de una composi-
cion es para administracion a través de via intradérmica.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para administracién de al menos una dosis
de la primera composicion seguida de al menos una dosis de la segunda composicion.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, para administracion de un conjunto de dosis secuenciales de la primera
composicion seguidas de al menos una dosis de la segunda composicion.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, para administracion de tres dosis secuenciales de la primera composicion
seguidas de al menos una dosis de la segunda composicion.

9. Uso de una fuente de uno o mas epitopos de célula T CD4+ de un antigeno de tuberculosis, donde la fuente de
epitopos CD4+ es un vector de virus pox recombinante no replicante o con la réplica afectada, para la fabricacién de un
medicamento que estimule una respuesta preparada de célula T CD4+ del tipo TH; contra el antigeno de tuberculosis.

10. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 0 5 a 9, donde el antigeno de tuberculosis es
ESAT6, MPT63 u 85A.
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Figura 2
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