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DESCRIPCION
Materiales y procedimientos relacionados con estrategias de vacunacién mejoradas.

[0001] La presente invencion se refiere a materiales y procedimientos para mejorar las estrategias de
vacunacion. En particular, pero no exclusivamente, la invencién se refiere a protocolos de vacunacion de
“sensibilizacion-refuerzo” en los que el sistema inmunitario es inducido por una composicion de sensibilizacion y
reforzado mediante la administracion de una composicion de refuerzo.

[0002] Los recientes avances en la capacidad para el seguimiento de la frecuencia de las respuestas de CTL
a antigenos en ensayos ex vivo estdn mejorando rapidamente la capacidad para comparar diferentes protocolos de
vacunacion. En particular, el uso de complejos tetrameros solubles de MHC de clase l/péptido (tetrameros)
proporciona una oportunidad para acelerar mucho el desarrollo de nuevas vacunas permitiendo el analisis rapido y
preciso de respuestas de CTL humanos 2.

[0003] Ha quedado claro que los protocolos de vacunacion de sensibilizacion-refuerzo heterdlogos, basados
en inyecciones repetidas de vectores sin reacciones cruzadas, que codifican la misma proteina antigena, dan como
resultado respuestas de CTL fuertes, probablemente debidas a la concentracion de la respuesta inmunitaria hacia
los epitopos contenidos en las proteinas diana recombinantes *. Resultados recientes han demostrado que la
combinacién de sensibilizacion con ADN plasmidico y el refuerzo con virus vaccinia defectuosos recombinantes MVA
genera niveles altos de inmunidad especifica >*°.

[0004] Los alfavirus se han estudiado ampliamente como vectores viricos en protocolos de vacunacion 115 g
alfavirus incompetente para la replicacion, virus del bosque de Semliki (SFV), ha demostrado ser capaz de inducir
anticuerpos y CTL dirigidos contra los antigenos extrafios codificados R = pequefio tamafio del genoma del
SFV*®, hace que este virus sea muy atractivo para las estrategias de vacunacion, ya que la expresion de un nimero
pequefio de proteinas estructurales viricas maximiza las posibilidades de generar una respuesta inmunitaria
especifica contra las proteinas recombinantes, mas que contra las proteinas estructurales viricas.

[0005] Varios estudios han demostrado que los virus y las células tumorales eluden respuestas inmunitarias
especificas mutando o eliminando proteinas antigenas 1718 "Con el fin de minimizar la generacion de variantes de
virus o tumores con pérdida de antigeno, las respuestas inmunitarias inducidas por la vacuna deben ser especificas
para una amplia variedad de epitopos diferentes, posiblemente codificados por diferentes proteinas. Este
razonamiento ha conducido a la generacion de vacunas que codifican cadenas de epitopos de CTL, dirigidas a
aumentar simultaneamente CTL con diferente especificidad. La vacunacion de ratones transgénicos A2 ha mostrado
gque multiples epitopos codificados en construcciones de poliepitopos, pueden sensibilizar cada uno CTL especificos,
lo que sugiere la viabilidad de este procedimiento para ensayos clinicos de inmunoterapia 1922 5in embargo, debido
a las limitaciones técnicas de los ensayos para el seguimiento directo de las respuestas de CTL en estos ratones,
faltan pruebas de que las construcciones polivalentes sean capaces de aumentar los CTL de muchas
especificidades a niveles eficaces.

[0006] Hay esperanza de que las vacunas de poliepitopos seran capaces de inducir respuestas amplias
basadas en linfocitos T citotoxicos (CTL) en seres humanos. La administracién de una pluralidad de epitopos esta
dirigida al aumento simultdneo de CTL con diferente especificidad. Aunque dichas construcciones polivalentes han
demostrado ser capaces de sensibilizar simultdneamente CTL de multiples especificidades en animales, lo cual es
claramente ventajoso, sigue sin estar claro si son capaces de reforzar posteriormente cada una de estas respuestas
de CTL en niveles eficaces.

[0007] Se sabe que algunos epitopos son mas eficaces en la produccidon de una respuesta inmunitaria que
otros. Algunos epitopos se pueden describir como dominantes, es decir, provocan una respuesta de CTL fuerte,
mientras que otros se pueden describir como subdominantes, ya que provocan una respuesta mas débil. Sin
embargo, cuando se intenta producir una respuesta inmunitaria contra una amplia variedad de epitopos, es
importante que los epitopos subdominantes no se ignoren en favor de los epitopos més dominantes.

[0008] Durante la etapa de sensibilizacion de un régimen de vacunacion, los epitopos mas dominantes
provocan una respuesta de CTL mayor que los epitopos mas débiles. Esto significa que después de un suceso de
sensibilizacion inicial contra una pluralidad de epitopos, la respuesta de CTL es inevitablemente mayor para las
especies mas dominantes y menor para las especies subdominantes. Sin embargo, los autores de la presente
invencion han encontrado que la situacion empeora cuando la misma pluralidad de epitopos se administra como una
construccion de poliepitopos durante la fase de refuerzo. Parece que esto es cierto incluso cuando el poliepitopo se
proporciona en un vector/vehiculo diferente que el de la fase de sensibilizacion. Los autores de la invencion han
encontrado que durante la etapa de refuerzo, la respuesta de CTL contra los epitopos mas dominantes aumenta a
una velocidad mayor que la respuesta de CTL contra el epitopo subdominante, en la medida en que el aumento de
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la respuesta de CTL contra los epitopos subdominantes es significativamente menor. Esto significa que los CTL
producidos contra los epitopos dominantes aumentan mas a expensas de los CTL producidos contra los epitopos
subdominantes. Como consecuencia, la proporcion de CTL producidos contra los epitopos dominantes aumenta
mientras que la proporcién de los CTL producidos contra los epitopos subdominantes solo aumenta ligeramente.
Esto significa que la fase de refuerzo estrecha la respuesta inmunitaria en favor de la proliferacion de CTL
aumentados en la etapa de sensibilizacion inicial.

[0009] Los autores de la presente invencion han determinado sorprendentemente un nuevo régimen de
sensibilizacion-refuerzo que ayuda a superar el efecto potencialmente negativo de la fase de refuerzo en una
pluralidad de epitopos dominantes y subdominantes.

[0010] Notablemente, los autores de la invencion han encontrado que se puede reforzar de forma mas uniforme a
niveles eficaces una respuesta de CTL amplia si, después de la etapa de sensibilizacion, los epitopos se usan
individualmente para reforzar la respuesta en contraposicion a ser administrados como una sola construccion de
poliepitopos. Mediante el refuerzo con los epitopos individuales, los autores de la invencién han encontrado que los
CTL producidos contra los epitopos dominantes no son reforzados a expensas de los CTL producidos contra los
epitopos subdominantes. Sino que son reforzados igualmente.

[0011] Especificamente, y como se ilustra mas adelante, los autores de la invencion han usado ADN y vectores
viricos que codifican una cadena de epitopos de melanoma, para demostrar que las vacunaciones de
sensibilizacion-refuerzo dan como resultado el aumento de un repertorio estrecho de CTL. En la etapa de refuerzo,
los autores de la invencién encontraron que la competicion de CTL para el reconocimiento de células presentadoras
de la construccion de poliepitopos favorece la respuesta hacia los CTL que han aumentado més eficazmente
durante la sensibilizacion. A diferencia de esto, los autores de la invencién han encontrado que se obtiene el
aumento simultaneo de los CTL especificos contra determinantes dominantes y subdominantes cuando las APC
presentaban los epitopos por separado durante la fase de refuerzo. Esto se podia lograr, por ejemplo, por inyeccion
de una mezcla de virus que codifique cada uno un antigeno separado, o por inyeccion de una mezcla de APC
presentadoras de los epitopos por separado.

[0012] Por lo tanto, la invencién proporciona materiales para inducir una respuesta basada en CTL especifica pero
amplia contra una pluralidad de epitopos, en la que se usa la construccion de poliepitopos Mel3 (Tabla 1) en la fase
de sensibilizacién de un régimen de vacunacion, pero se usan inmundgenos que codifican o comprenden los
epitopos individualmente para la fase de refuerzo.

[0013] La invencion proporciona ademas una secuencia de polinucledtidos que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de amino&cidos de la construccién Mel3 mostrada en la tabla 1.

[0014] La invencion proporciona ademas una secuencia de polinucledtidos que comprende la secuencia de
nucledtidos de la tabla 1.

[0015] La invenciéon también proporciona un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la
tabla 1.

[0016] Ademas, la invencion proporciona uno o mas vehiculos que comprenden las secuencias del polinucleétidos
0 de aminoacidos de la invencién.

[0017] La presente invencion surge de la determinacidon de que la fase de refuerzo es considerablemente mas
eficaz en la induccién de una respuesta basada en CTL especifica pero amplia contra una pluralidad de epitopos, si
esos epitopos se administran de forma individual.

[0018] En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un medicamento para inducir una
respuesta inmunitaria, preferiblemente una respuesta inmunitaria de linfocitos T CD8+ , contra una pluralidad de
epitopos en un individuo, comprendiendo dicho medicamento una composicion de sensibilizacion que comprende
una construccion de poliepitopos que codifica o comprende dicha pluralidad de epitopos, y una composicién de
refuerzo que comprende una pluralidad de construcciones individuales cada una comprendiendo uno de dicha
pluralidad de epitopos; en el que dicha construccién de poliepitopos se muestra en la tabla 1.

[0019] De acuerdo con este aspecto adicional, la construccidon puede ser un péptido (proteina/polipéptido) o una
secuencia de acido nucleico que codifica dicho péptido. Se prefiere que las construcciones se administren usando
un vehiculo capaz de presentar los epitopos eficazmente al sistema inmunitaria del individuo. Por lo tanto, cuando la
construccion es una secuencia de acido nucleico, esta puede estar contenida en un vector de expresion de acido
nucleico, es decir, un plasmido o vector virico. Estos vectores pueden estar contenidos igualmente en una célula tal
como una célula presentadora de antigeno (APC).
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[0020] Cuando la construccion es un péptido, puede ser preferible usar una célula, mas preferiblemente una APC
como vehiculo, ya que estas células son capaces de presentar péptidos de forma eficaz al sistema inmunitario. Los
ejemplos de APC incluyen células dendriticas y linfocitos.

[0021] La administracion de las construcciones a un individuo usando vehiculos se describe con mas detalle mas
adelante.

[0022] La composicién de sensibilizacion puede comprender uno o mas vectores de acidos nucleicos, conteniendo
cada uno un &cido nucleico que codifica una pluralidad de epitopos como se muestra en la tabla 1. Alternativamente,
la composicion de sensibilizacion puede comprender péptidos o antigenos que contienen una pluralidad de epitopos
como se muestra en la tabla 1.

[0023] En este aspecto adicional, la composicion de sensibilizacion comprende una cadena de epitopos, es decir
una construccion de poliepitopos. Sin embargo, el medicamento puede incluir alternativamente una o mas
construcciones que codifican o comprenden uno o mas de la pluralidad de epitopos. Sin embargo, en esta situacion,
se prefiere que el régimen de sensibilizacion-refuerzo sea un régimen de sensibilizacién-refuerzo heterélogo. En
otras palabras, si la composicidon de sensibilizacion comprende epitopos individuales, la composicién de refuerzo
preferiblemente lleva o presenta sus epitopos individuales usando vehiculos diferentes y sin reacciones cruzadas.

[0024] Por ejemplo, cuando se usan construcciones de acido nucleico, se pueden usar diferentes vectores viricos
en la fase de sensibilizacion y refuerzo. Igualmente, para las construcciones de péptidos, se pueden usar diferentes
células APC entre la fase de sensibilizacion y refuerzo, p. €j., linfocitos B para la sensibilizacion y células dendriticas
para el refuerzo.

[0025] Esta es una realizacién preferida de la invencion, pero debe apreciarse que los regimenes de
sensibilizacion-refuerzo homdélogos también estan considerados en el presente documento, en particular cuando se
usan construcciones peptidicas.

[0026] También se prefiere que todas las construcciones de acido nucleico de sensibilizacién sean construcciones
recombinantes, por ejemplo, cualquier construccion genética como construcciones viricas recombinantes,
construcciones de ADN, construcciones de ARN o células transfectadas o transducidas con dichas construcciones.
Ademas, la composicion de sensibilizacién puede comprender péptidos o proteinas separados y células que se
cargan de forma extra o intracelular con dichos péptidos o proteinas. Los péptidos pueden formar parte de una
construccion de fusién con una proteina vehiculo o adyuvante. Estas se pueden producir como proteinas de fusion.

[0027] Cuando las composiciones de sensibilizacion o refuerzo comprenden péptidos o proteinas, estos se pueden
suministrar usando células presentadoras de antigeno (APC), por ejemplo células dendriticas o linfocitos (linfocitos
B), pulsadas con péptido y/o proteina (incluyendo el suministro intracelular de péptidos o proteinas en las APC). Las
APC, una vez pulsadas con péptidos o proteinas también se pueden infectar con virus con el fin de ayudar a activar
la APC, es decir, en este caso el virus actia como un adyuvante para el péptido.

[0028] También se pueden usar particulas tales como perlas se sepharosa o perlas de quitina para imitar las APC
y presentar complejos de péptido/MHC y moléculas coestimuladoras para la estimulacion del sistema inmunitario.

[0029] También se pueden pulsar exosomas u otros cuerpos subcelulares derivados de las APC con el péptido y/o
proteina (incluyendo el suministro intracelular de péptidos o proteinas en los exosomas) para suministrar los
epitopos peptidicos.

[0030] También se puede administrar el péptido o proteina directamente al individuo, preferiblemente en sitios
separados. El péptido o proteina administrados de esta forma se acompafian preferiblemente con un adyuvante en
la fase de sensibilizacion o refuerzo.

[0031] Cuando se proporciona un vector de acido nucleico como vehiculo, es preferible que el acido nucleico que
codifica los epitopos esté operativamente unido a secuencias reguladoras para producir dicho antigeno en el
individuo, por expresion del acido nucleico.

[0032] Puesto que la composicion de sensibilizacion presenta una pluralidad de epitopos contenidos en la
construccion Mel3 (tabla 1), el sistema inmunitario del individuo induce una respuesta de CTL amplia pero
especifica.

[0033] A diferencia de la composicidn de sensibilizacién, la composicion de refuerzo presenta los epitopos siempre
de forma individual. Esto supera el problema determinado por los autores de la invencién, de que las respuestas de
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CTL de memoria preexistente reducen significativamente la respuesta de CTL contra otros epitopos contenidos en la
misma construccion durante la fase de refuerzo.

[0034] La composicion de sensibilizacién o la composicion de refuerzo, cuando se usan construcciones de &cido
nucleico, pueden comprender ademas cualquier vehiculo para llevar la construccién de acido nucleico que codifica
los epitopos, p. €j., un vector virico, tal como vectores adenoviricos, vectores de virus del Herpes simple, vector del
virus vaccinia. El vector virico pueden ser un vector modificado, deficiente para la replicacion, p. €j., virus Ankara
modificado (MVA), o puede ser un vector del virus de la viruela aviar, p. ej. de la viruela de las aves de corral, viruela
del canario, etc. Los vectores preferidos incluyen el alfavirus incompetente para la replicacién, virus del bosque de
Semliki (SFV). Otros vectores adecuados seran evidentes para los expertos en la materia.

[0035] La composicion de cebado puede comprender ADN que codifica el antigeno. EI ADN puede estar en forma
de un plasmido circular que no es capaz de replicaciéon en células de mamiferos. La expresion del antigeno
preferiblemente sera dirigida por un promotor activo en células de mamiferos, p. €j., promotor temprano inmediato
del citomegalovirus (CMV IE).

[0036] La respuesta inmunitaria de linfocitos T CD8+ se puede sensibilizar usando una vacuna de ADN, Ty-VLP o
virus vaccinia Ankara modificado recombinante (MVA). En los ejemplos proporcionados mas adelante, los autores de
la invencién describen realizaciones de la invencién usando un virus vaccinia MVA recombinante de ADN plasmidico
desnudo, y virus del bosque de Semliki (SFV) durante la fase de cebado. Sin embargo, el experto en la materia
apreciara que se pueden usar igualmente otros vectores, viricos o de otro tipo.

[0037] Como se ha mencionado antes, se prefiere usar un vehiculo diferente sin reactividad cruzada, tal como un
vector de expresion de &cido nucleico, p. €j., un vector virico, para presentar el epitopo durante la fase de refuerzo,
al usado durante la fase de sensibilizacion. En los ejemplos proporcionados mas adelante, se usd6 ADN plasmidico
como un vector vehiculo durante la fase de sensibilizacion y se usaron vectores vaccinia, MVA y/o SFV como
vehiculos durante la fase de refuerzo. Puesto que se usaran mdltiples vectores como vehiculos durante la fase de
refuerzo, estos pueden ser iguales o diferentes.

[0038] También se describe en el presente documento un nuevo régimen de vacunacion que se puede usar como
un procedimiento de vacunacién de un individuo contra patégenos, incluyendo autoantigenos o antigenos tumorales.
Mas adelante se ilustra el uso de los antigenos NY-ESO-1, tirosinasa y melan-A. Sin embargo, otros antigenos seran
conocidos o seran determinados por el experto en la materia.

[0039] Ademas, se describe en el presente documento un modelo de vacunacién para ensayar y establecer
estrategias o regimenes de vacunacion. Por lo tanto, el modelo de vacunacion permite establecer regimenes de
vacunacion que maximizan una respuesta basada en CTL especifica pero amplia contra una pluralidad de epitopos.

[0040] Es habitual ensayar regimenes de vacunas en animales de laboratorio tales como ratones antes del ensayo
en seres humanos en ensayos clinicos. En el pasado se han usado ratones transgénicos para ensayar respuestas
contra antigenos o epitopos particulares. Es importante proporcionar un entorno biolégico que sea tan equivalente
como sea posible al entorno humano. Por lo tanto, se producen ratones transgénicos que tienen capacidad de
expresar moléculas MHC humanas. En los ejemplos proporcionados méas adelante, los autores de la invencion han
usado dos formas de ratones transgénicos.

[0041] En primer lugar, han usado ratones transgénicos HHD A2 que expresan una molécula de
histocompatibilidad de clase | monocatenaria transgénica en la que el extremo C de B2m humano esta
covalentemente unido al extremo N de una cadena pesada quimérica (dominios transmembrana e
intracitoplasmaticos HLA-A2.1 a1- a2, H-2D° a3). Los genes H-2D" y B2m de raton de estos ratones se han alterado
por recombinacién homéloga, dando como resultado la carencia completa de expresion en la superficie celular
detectable por serologia de las moléculas de histocompatibilidad de clase | de ratén.

[0042] En segundo lugar, los autores de la invencién han usado ratones A2-K" gue expresan una cadena pesada
guimérica (dominios transmembrana y citoplasmaticos HLA-A2.1 al- a2, H-2K" a3), en asociacion no covalente con
B2m de raton.

[0043] Por lo tanto, ambos ratones transgénicos expresan una MHC quimérica en la que los dominios al y a2
derivan de MHC A2 humana y el dominio a3 es de H-2K® o H-2D" murino. Estos ratones se denominan ratones
transgénicos A2. Sin embargo, la presente invencion se puede llevar a cabo igualmente en ratones transgénicos
HLA-A1, HLA-A3 o HLA-A4, es decir, cualquier otro modelo murino que exprese moléculas de clase | humanas de
una forma similar a como lo hacen los ratones transgénicos A2.
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[0044] También se describe en el presente documento un procedimiento para ensayar un régimen de vacunacion
gue comprende las etapas de administrar una composicion primaria a un animal de ensayo, comprendiendo dicha
composicién primaria un &cido nucleico que codifica una pluralidad de epitopos que se van a ensayar,
posteriormente administrar una composicion de refuerzo, comprendiendo dicha composicion de refuerzo una
pluralidad de vectores de acido nucleico que contienen uno de dicha pluralidad de epitopos que se ensayan; y
determinar la respuesta de CTL contra cada uno de los epitopos que se ensayan.

[0045] Preferiblemente, el animal de ensayo sera un animal transgénico que proporcione un entorno inmunitario
tan cercano como sea posible al entorno inmunitario humano. El animal de ensayo preferido es un ratén transgénico
A2 como se describe en el presente documento.

[0046] Como se ha discutido antes, el vector de sensibilizacién preferiblemente es un plasmido de ADN o vector
virico. Sin embargo, los vectores de refuerzo preferiblemente son diferentes del vector de sensibilizaciéon. En una
realizacion preferida el vector de sensibilizacion es ADN vy el vector de refuerzo se selecciona del grupo de virus
vaccinia, MVA y/o SFV. El SFV es el vector preferido para la fase de refuerzo, ya que los autores de la invencion han
determinado que se logran resultados excelentes cuando se usan después del vector de sensibilizacion de ADN o
con MVA como vector de refuerzo. EI SFV no tiene reacciones cruzadas con MVA y por lo tanto estos vectores
inmundégenos se pueden usar juntos de forma eficaz. Los autores de la invencién también han encontrado que las
construcciones de acido nucleico, sean parte de un vector virico 0 no, se pueden administrar asociadas con una
célula de mamifero, de modo que los antigenos sean presentados en su superficie. Dichas células se conocen como
células presentadoras de antigeno (APC) cuando el antigeno se presenta en su superficie. Por lo tanto, el término
APC incluye células tales como células tumorales. El uso de las APC para llevar la construccion es particularmente
preferido durante la etapa de refuerzo. Por lo tanto, los posibles reaccionantes de refuerzo incluyen APC, tales como
células dendriticas o linfocitos transfectados o transducidos con la construccion de &cido nucleico virico 0 no virico o
células tumorales que presentan antigeno.

[0047] Se prevé que la administracion de una composicion de sensibilizacion sea seguida por composiciones de
refuerzo, siendo diferentes entre si la composicién de sensibilizacion y la composicion de refuerzo, p. €j., como se
ilustra a continuacidn. Sin embargo, se pueden administrar una segunda y tercera composicion de refuerzo en el
procedimiento de la presente invencién, como se ha mencionado antes. En una realizacién, un régimen de
inmunizacién triple usa ADN que expresa una pluralidad de epitopos contenidos en la construccién Mel3 (tabla 1);
seguido de SFV como una primera composicion de refuerzo, en el que se usan una pluralidad de vectores de SFV
cada uno comprendiendo uno de la pluralidad de epitopos de sensibilizacion; seguido del MVA como una tercera
composicién de refuerzo en la que se usa una pluralidad de vectores de MVA, cada uno comprendiendo uno de la
pluralidad de epitopos de sensibilizacion. Alternativamente, la composicion de refuerzo de SFV se puede administrar
después de la composicion de refuerzo de MVA.

[0048] Igualmente, cuando los péptidos se administran directamente, también se pueden usar APC pulsadas con
péptidos, exosomas 0 miméticos de APC, para varias etapas de refuerzo secuenciales. Esto se puede lograr
mediante inyecciones secuenciales.

[0049] En todos los casos, se prefiere administrar (p. €j., por inyeccion) la composicion de sensibilizacion y de
refuerzo varias veces para asegurar el suministro satisfactorio.

[0050] A la sensibilizacion con vectores que expresan una pluralidad de epitopos contenidos en la construccion
Mel3, le puede seguir una mezcla de virus recombinantes (es decir, SFV o MVA) que comprenden uno o mas de la
pluralidad de epitopos de sensibilizacion y seguido por un refuerzo adicional basado en la inyeccion de péptidos, que
codificando cada uno de ellos uno de la pluralidad de epitopos de sensibilizacion.

[0051] Ahora se ilustraran aspectos y realizaciones de la presente invencion, a modo de ejemplo, con referencia a
las figuras que acompafan.

Breve descripcion de las figuras

[0052]

Tabla 1, construccion del epitopo poly-CTL. El gen del epitopo poly-CTL (mel3) se construyé como una sola cadena
de epitopos. El casete de Mel3 se clono en cuatro vectores distintos: ADN desnudo, virus vaccinia WR, MVA y SFV.

Fig. 1. Procesamiento y presentacion eficaces de CTL mel3. Se infectaron linfocitos B positivos para HLA A2 y HLA
Al con mel3.MVA y se usaron como dianas de clones de CTL especificos contra cada epitopo contenido en la
construccion de mel3.poly-CTL. Encima de cada panel se muestran la especificidad de cada clon de CTL y el
porcentaje de lisis especifica. Las células diana se pulsaron con péptido relevante ( + péptido), no se pulsaron ( -
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péptido), se infectaron con MVA mel3 (MVA.mel3) o un virus vaccinia irrelevante (vac irr). Se usaron CTL especificos
de NP 366-374 de raton como células efectoras contra fibroblastos MC57 de ratén infectados con mel3.MVA.

Cada barra corresponde a una relacion de efector a diana diferente: barras negras 10:1, barras blancas 3:1, barras
rayadas 1:1.

Fig. 2. Frecuencia ex vivo de CTL especificos de NP 366-374 en ratones inmunizados con estrategias de
vacunacion de sensibilizacion y refuerzo homélogas y heterélogas. Cada panel corresponde a un procedimiento de
vacunacion diferente.

Fig. 3. Sensibilizacion-refuerzo de ratones A2/Kb con DNA.mel3 seguido de MVA.mel3.

A. Generacion simultanea de CTL restringidos por Db y A2 en ratones transgénicos A2/Kb. Los ratones se
sensibilizaron por via i.m. con DNA-mel3 y se reforzaron 10 dias después por via i.v. con MVA-mel3. Se llevé a cabo
el andlisis ex vivo de tetrdmeros de DB/NP366-374 y de A2/melan-A 26-35. Se muestra la frecuencia de células
positivas para los tetrAmeros en cada ratén vacunado después de 3 dias desde el refuerzo de MVA.

B. Efecto de la respuesta de CTL de memaoria preexistente especifica contra un solo determinante contenido en la
construccion del poliepitopo de CTL. Se inmunizaron ratones A2/Kb por via i.n. con virus influenza y posteriormente
se les inyecté DNA.mel3 seguido de MVA.mel3. Se llevé a cabo el andlisis ex vivo de tetrAmeros de Db/NP366-374 y
A2/melan-A 26-35. Se muestra la frecuencia de células positivas para los tetrdmeros en cada raton vacunado
después de 3 dias desde el refuerzo de MVA.

Fig. 4. Jerarquia de CTL dirigidos por vacuna de sensibilizacién-refuerzo. Se sensibilizaron ratones HHD con
DNA.mel3 y se reforzaron con vac.Mel3 (A), MVA.mel3 (B) o SFV.mel.3 (C). Se midieron simultdneamente las
frecuencias de las respuestas especificas de melan-A, tirosinasa y NY-ESO-1 mediante tincion de tetrdmeros ex
vivo. A los ratones sensibilizados con DNA.mel3 y reforzados con SFV.mel3 (grupo C) se les inyectaron esplenocitos
marcados con fluorocromo pulsados con el péptido melan-A, tirosinasa o NY-ESO-1. Se muestra el porcentaje de
muerte in vivo (D).

Fig. 5. La inmunodominancia de CTL especificos de melan-A se puede superar mediante el refuerzo con poli-
vaccinia o mediante transferencia adoptiva de esplenocitos infectados in vitro. Ratones HHD sensibilizados con
DNA.mel3 se reforzaron con una mezcla de virus vaccinia que codificaban la tirosinasa de longitud completa y NY-
ESO-1 de longitud completa (A). Alternativamente, se inyect6 a los ratones HHD sensibilizados con DNA.mel3 tres
partes alicuotas de esplenocitos infectados por separado in vitro con virus vaccinia con tirosinasa de longitud
completa, NY-ESO-1 de longitud completa y mel3 (B, paneles a, b y c) o con esplenocitos infectados con virus
vaccinia con mel3 (B, paneles d, e y f). Se midié simultdneamente la frecuencia de las respuestas especificas de
melan-A, tirosinasa y NY-ESO-1 mediante tincién de tetrdmeros ex vivo.

Fig. 6. El refuerzo con poli-virus supera la inmunodominancia de CTL especificos de melan-Azs.3s. Ratones HHD
sensibilizados con DNA.mel3 se reforzaron con una mezcla de virus vaccinia que codificaban la tirosinasa de
longitud completa, NY-ESO-1 de longitud completa y SFV.mel3 (A) o con SFV.mel3 (B). Se midieron
simultaneamente las frecuencias de las respuestas especificas de melan-Ags.3s, tirosinasases-a7z Y NY-ESO-1157.165
mediante tincion de tetrameros ex vivo. Se muestra la tincién de un solo ratén de seis. C y D: Se inyectaron a cada
raton esplenocitos marcados con fluorocromo pulsados con el péptido de melan-Azs.3s, tirosinasasess-z7z 0 NY-ESO-
11s7-165 Y Se calculd el % de lisis in vivo. El panel C corresponde a la muerte in vivo en ratones HHD sensibilizados
con DNA.mel3 reforzados con una mezcla de virus vaccinia que codificaban la tirosinasa de longitud completa, NY-
ESO-1 de longitud completa y SFV.mel3, mientras que el panel D corresponde a la muerte in vivo de ratones HHD
sensibilizados con DNA.mel3 reforzados con SFV.mel3.

Fig. 7. El experimento muestra tinciones del tetramero A2K" de ratones sensibilizados con MVA.mel3 y reforzados
con células dendriticas (DC) pulsadas con péptidos. Se muestran dos grupos de ratones: el grupo A (3 ratones)
recibié DC pulsadas con una mezcla de 3 péptidos (melan-A, tirosinasa y NY-ESO-1) y el grupo B (4 ratones) recibi6
una mezcla de DC pulsadas con péptidos individuales. En la parte izquierda de la figura, se muestra una respuesta
individual a tres epitopos de un ratén en cada grupo. En la parte derecha de la figura se muestra el porcentaje medio
de CTL positivos para tetrameros en cada grupo. Las barras de error indican la desviacion tipica de la media. El
experimento muestra que las DC pulsadas con péptidos pueden reforzar eficazmente respuestas de CTL
polivalentes sensibilizadas por MVA recombinante (comparar las figuras 4A, B y C). El experimento demuestra
ademas que una mezcla de DC pulsadas con péptidos por separado para el refuerzo es mas eficaz en el refuerzo de
una respuesta polivalente comparado con las DC pulsadas con una mezcla de los péptidos.

Descripcion detallada
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Materiales y procedimientos

Construccion de ADN plasmidico

[0053] EI vector de ADN pSG2, usado a lo largo del estudio, se obtuvo de pRc/CMV (Invitrogen, Paisley, Reino
Unido) mediante eliminacién del fragmento BamHI que contiene el origen de replicacion de SV40 y marcador de
resistencia a la neomicina y sustituyendo el promotor de CMV con una version mas larga del mismo promotor que
contiene el intron A. El plasmido resultante contiene el promotor de CMV con el intrén A para la expresion en células
eucariotas, seguido de un sitio de clonacion mdltiple y la secuencia de poli-A de la hormona del crecimiento bovina.
El plasmido no es capaz de replicacion en células de mamifero. El gen que codifica la secuencia de mel3 (tabla 1) se
introdujo en el sitio de clonacidon mdultiple usando procedimientos estandar. El ADN plasmidico para inyeccién se
purificd usando cromatografia de intercambio aniénico (Qiagen, Hilden, Alemania) y se diluy6é en disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a 1 ml de ADN/m.

Generacion de virus vaccinia y MVA recombinantes

[0054] Los MVA recombinantes y no recombinantes se propagaron de forma rutinaria y se valoraron en
fibroblastos embrionarios de pollo (CEF) cultivados en medio esencial minimo complementado con suero de ternero
fetal al 10 % (FCS). Los MVA recombinantes se hicieron como se ha descrito por clonacion de la cadena de
poliepitopos de mel3 (tabla 1) en el vector lanzadera de virus vaccinia pSC11. Los CEF infectados con MVA con una
muIt|pI|C|dad de 0,05 ufp por célula se transfectaron con lipofectina (Gibco) y plasmido lanzadera como se ha
descrito %. El promotor P7.5 del virus vaccinia dirige la expresién del poliepitopo. El MVA recombinante se purificd
en placa 8 veces.

[0055] Se hicieron virus vaccinia (cepa WR) que expresaban mel3, NY-ESO-1 de longitud completa
(proporcionado generosamente por Dennis L. Panicali, Therion Biologics Corporation, MA 02142, Estados Unidos) o
tirosinasa, por clonacién de la construccion de poliepitopos mel3, el ADNc de longitud completa de NY-ESO-1y
tirosinasa en el gen de timidina quinasa usando el vector pSC11 como se ha descrito prewamente

Generacion de SFV recombinante

[0056] La cadena de poliepl'topos mel3 se clond en el vector de transferencia pSFV4.2-mel3. EI ARN producido a
partir de este vector se usO para construir particulas de SFVmeIS recombinantes. Se hicieron cepas de SFV
recombinantes y se purificaron como se ha descrito prewamente

Generacion de clones de CTL humanos y ensayos de CTL

[0057] Se aislaron clones de CTL humanos como se ha descrito % Brevemente, los cultivos de CTL con tincion
positiva doble de tetramero/CD8 se separaron como células individuales en placas de 96 pocillos con fondo en U,
previamente revestldas con anticuerpo dirigido contra CD3 y dirigido contra CD28 ambos 100 ng/ml en PBS, que
contenian 10° linfocitos B irradiados en medio Iscove complementado con suero humano al 5 %, IL-2 100 U/ml. Los
clones que proliferaban se expandieron hasta > 10" células y se usaron como efectores para ensayos de liberacion
de Cr* estandar. Los autores de la invencion usaron linfocitos B JY infectados con MVA mel3 como dianas para los
CTL restringidos por HLA A2; linfocitos B XY para epitopos restringidos por HLA-A1 y células MC57 positivas para
H-2b como dianas para la nucleoproteina de influenza restringida por D®. Se valoraron los clones de CTL en
diluciones de tres veces contra las dianas.

Sintesis de tetrAmeros

[0058] Se sintetizaron complejos de HLA-A2.1/péptido tetrameros fluorescentes como se ha descrito previamentel.
Los complejos de A2-Kb/péptido se sintetizaron de forma analoga usando una cadena pesada quimérica del dominio
aly a2 de la molécula A2.1y el dominio a3 de la molécula H-2D" con microglobulina 2 humana.

Aislamiento de PBL y cadenas de tetrameros

[0059] Se aislaron PBL recientes de sangre recogida de la vena de la cola usando tampén de lisis de glébulos
rojos (Invitrogen, Paisley, Reino Unido). Para las tinciones de tetrameros se volvieron a suspender 3x10° células en
20 pl de RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO) complementado con FCS al 10 %. Las células se incubaron con
tetrdmero durante 15 min a 37 °C. Después los PBL se incubaron con anticuerpo de rata dirigido contra CD8a de
raton (Pharmingen, San Diego, CA) durante 15 min a 4 °C. Las células se lavaron dos veces en PBS y se volvieron a
suspender en PBS para el andlisis por FACScan (Becton Dickenson, Mountain View, CA).
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Animales y protocolos de inmunizacién

[0060] Ratones HHD que expresan una molécula de histocompatibilidad de clase | monocatenaria transgénica en
la que el extremo C de p2m humano esta covalentemente unido al extremo N de una cadena pesada quimérica
(dominios transmembrana e intracitoplasmaticos HLA-A2.1 al1- a2, H-2D" aS)ZO. Los genes H-2D" y B2m de raton de
estos ratones se han alterado por recombinacibn homologa, dando como resultado la carencia completa de
expresion en la superflue celular detectable por serologia de las moléculas de histocompatibilidad de clase | de
raton. Los ratones A2-K° expresan una cadena pesada quimérica (dominios transmembrana y citoplasmatico HLA-
A2.1 alfa 1- alfa 2, H-2K" alfa 3) en asociacién no covalente con B2m de ratén. Expresan ademas un conjunto
completo de moléculas de histocompatibilidad de raton de clase 1a y 1b derivadas de C57BL/6 (H-2 ) Todos los
ratones transgénicos A2 usados se criaron en las instalaciones animales de los autores de la invencion. Los ratones
hembra C57/BL6 de 4-6 semanas de edad se obtuvieron de Harlan Orlac (Shaws Farm, Blackthorn, Reino Unido) El
ADN plasmidico (25-50 pg/musculo) se disolvio en PBS y se inyectd en cada uno de los musculos tibiales con
anestesia general. 10 dias después de |nyeCC|on del ADN, los ratones se reforzaron con virus vaccinia
recombinantes, que estaban diluidos en PBS a 10°-10’ ufp y se inyectaron por via intravenosa (i.v.) en la vena lateral
de la cola. Alternativamente, se infectaron por separado células de bazo recién aisladas (multiplicidad de infeccion
de 5) con virus vaccinia con mel3, tirosinasa de longitud completa y NY-ESO-1 durante 90 min en RPMI
complementado con BSA al 0, 1 % a 37 °C. Las células se lavaron 3 veces y se volvieron a suspender en PBS estéril
a una concentrauon de 6x10’ células/ml se combinaron y se inyectaron en la vena lateral de la cola. Los ratones
recibieron 6x10° células de bazo.

[0061] Ratones sensibilizados con virus influenza A (PR8) se infectaron por inyeccién de influenza via intranasal
(20 HAU/raton). 30 dias después se inyectd a los ratones DNA.mel3 seguido de MVA.mel3, como se ha descrito
antes. Para la sensibilizacién o el refuerzo con SFV-mel3, se diluyeron 10° particulas de virus en PBS estéril y se
inyectaron en la vena lateral de la cola.

Muerte in vivo

[0062] Células de bazo recientemente aisladas de ratones HHD se incubaron por separado en medio RPMI con
diferentes péptidos a una concentracién de 10° M durante 2 h. Después, cada grupo de células se etiqueté con una
concentracion diferente de éster de succinimidilo del diacetato de carboxifluoresceina (CFSE, Molecular Probes,
Eugene, Oregon) para permitir el seguimiento simultaneo de las diferentes poblaciones in vivo #’, Hermans, I.F.,

Yang, J. y Ronchese, F. resultados no publicados. Las células marcadas se mezclaron y se inyectaron 10’

células/raton en la vena de la cola. Una poblacion de control sin péptido que se habia marcado con 5-(y- 6-)-(((4-
clorometil)benzoil)amino)tetrametilrodamina (CellTracker Orange, Molecular Probes, Eugene, Oregdn) se coinyectd
para evaluar la muerte de las dianas pulsadas con péptido con respecto a las células no pulsadas. Se extrajo sangre
de los ratones en el momento de la inyeccién de las dianas marcadas con el fluorocromo para determinar sus
frecuencias de CTL contra diferentes epitopos. Se siguid la desaparicion de células con péptido/marcadas con
fluorocromo usando andlisis por FACS de PBMC recién aisladas 5 h después de inyeccion. El porcentaje de muerte
se calculé con respecto a la poblacion no pulsada marcada con Cell Tracker Orange. 100- (100x( %pulsadas/ %no
pulsadas)). Se us6 el software WinMDI 2.8 y CellQuest 3.3 para analizar los datos de FACS.

Resultados

[0063] Una cadena de epitopos de melanoma 5 HLA-A2 y 2 HLA-A1 se clond en cuatro vectores distintos: a) un
ADN plasmidico desnudo (mel3.DNA); b) virus vaccinia (mel3-vaccinia); c) virus vaccinia Ankara modificado
(mel3.MVA); d) virus del bosque de Semliki (mel3-SFV). Para asegurar el seguimiento de las respuestas de CTL
restringidas por moléculas de clase | humanas y de ratén, los autores de la invencion |ntrodeeron un epitopo
adicional de la nucleoproteina de influencia (NP) restringida por moléculas de clase | H- 2D". Puesto gue habian
mostrado previamente que la presentacién del epitopo NP366-374 amino terminal puede ser afectada por los restos
de aminoacidos vecinos *°, los autores de la invencién decidieron expresar el epitopo NP366-379 de influenza en el
extremo carboxilo termlnal de la construccion del poliepitopos. La secuencia de las construcciones de poliepitopos
usadas en el presente documento se muestran en la tabla 1.

Presentacidn eficaz de poliepitopos codificados por MVA

[0064] Se llevaron a cabo experimentos iniciales para comparar la afinidad de union de A2 de cada epitopo
contenido en la construccién de mel.3. Los resultados de estos experimentos demostraron que los epitopos del
pég)gtido mel3 tenian una amplia variedad de afinidades de unién por moléculas A2. El anélogo peptidico melan-A 26-

tenia la mayor afinidad de unién, mientras que los péptidos NY-ESO-1 157-165 vy tirosina 1-9 tenian una
afinidad significativamente menor, definida por su capacidad para inhibir con diferentes concentraciones la
presentacion del epitopo de la matriz de influenza 58-66 (no se muestran los datos). Los autores de la invencion y
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otros autores han demostrado previamente que los restos flanqueadores éptimos son importantes para asegurar la
presentacion de los epitopos restringidos por la clase | 24.29 para establecer que los epitopos del péptido mel.3 eran
procesados adecuadamente, y para evaluar que la competicion por la unidon a moléculas A2 no perjudica al
reconocimiento por los CTL de los epitopos de menor afinidad, los autores de la invencién infectaron células diana
con virus vaccinia con mel.3 y demostraron que cada uno de los 7 epitopos contenidos en el casete del poliepitopo
mel.3 era presentado simultdneamente a CTL especificos (fig. 1). Los autores de la invencion habian mostrado
previamente que la degradacion dependiente del proteosoma perjudica la presentacion del epitopo MAGE3 A2 271-
279 *. Por lo tanto, fue sorprendente observar que la infeccion de células diana con virus vaccinia con mel3 era
capaz de sensibilizarlas para la lisis por CTL especificos de MAGE3 271-279. Experimentos adicionales demostraron
que el procesamiento del epitopo MAGE3 271-279 contenido en la construccién de mel3, a pesar de su
procesamiento en la proteina MAGE3 de longitud completa, era resistente a lactacisteina e independiente de TAP
(no se muestran los datos), de acuerdo con el procesamiento de la construccion mel.3 por proteasas residentes del
el reticulo endoplasmico.

Respuestas de CTL especificos contra el NP _366-374 de influencia en ratones vacunados con vacunas codificadas
por poliepitopos

[0065] La presentacion eficaz del epitopo NP366-374 por células infectadas con virus vaccinia con mel3 llevo a los
autores de la invencion a evaluar en ratones C57/B6 la capacidad de diferentes estrategias de vacunacion para
inducir una respuesta fuerte de CTL especificos de NP366-374 (figura 2). El seguimiento ex vivo de la respuesta de
CTL especificos de NP se llevo a cabo en PBL usando tetrameros de Db/NP366-374 de influenza. Los autores de la
invencién compararon protocolos de vacunacién de sensibilizacion y refuerzo homélogos frente a heterélogos (fig. 2)
y analizaron las cinéticas de induccion de los CTL por sensibilizacién con ADN o MVA (no se muestran los datos).
Los resultados de estos experimentos confirmaban que las estrategias de vacunacion heterélogas eran capaces de
inducir respuestas de CTL dirigidas por la vacuna de larga duracion, con frecuencias de hasta 100 veces mayores
que las frecuencias obtenidas por estrategias basadas en inyecciones repetidas del mismo sistema de suministro de
antigeno (fig. 2).

Expansion de CTL restringidos por A2 en ratones transgénicos A2

[0066] Para ensayar la capacidad de las construcciones de poliepitopos mel.3 para sensibilizar respuestas de CTL
restringidas por A2 in vivo, se sensibilizaron ratones transgénicos A2 con DNA-mel.3 y se reforzaron con MVA-mel.3,
vaccinia-mel.3 o SFV-mel.3.

[0067] Los experimentos iniciales se llevaron a cabo usando ratones transgénicos A2.1, que expresan moléculas
de A2.1 quiméricas que contienen el dominio Kb a3, y moléculas D° y K" endogenas (ratones A2/Kb)26. Para permitir
el seguimiento de las respuestas restringidas por A2 al mismo tiempo que la respuesta a NP366-374 de influenza
restringida por D°, los autores de la invencion usaron nuevos tetrameros A2/Kb, que también eran capaces de
detectar los CTL relevantes directamente en PBL. La tincidbn simultanea con los tetrameros de A2/Kb y D’
demostraba que la sensibilizacion de ratones A2/Kb con DNA-mel.3 seguido de MVA-mel.3, inducia respuestas de
CTL especificas de melan-A 26-35 y de NP366-374 de influenza (fig. 3). En contraste con esto, las respuestas
especificas a otros epitopos de mel.3 no eran detectables por tinciones de tetrameros ex vivo (no se muestran los
datos).

[0068] La capacidad para seguir simultaneamente respuestas de CTL contra el epitopo de NP 366-374 de
influenza y el epitopo de melan-A 26-35, llevd a los autores de la invencion a estudiar si la exposicion previa al virus
influenza podia comprometer la capacidad de los protocolos de sensibilizacién-refuerzo a aumentar los CTL
especificos de melan-A 26-35 en ratones A2/Kb. Con el fin de generar una respuesta fuerte de CTL especificos de
NP366-374, los ratones transgénicos A2 se inmunizaron con virus influenza y posteriormente recibieron DNA-mel.3
seguido de MVA-mel.3 (fig. 3). Los resultados de estos experimentos demostraron que el aumento de CTL
especificos de NP366-374, antes de la vacunacién con construcciones de poliepitopos mel.3, reducia
significativamente el aumento de los CTL especificos de melan-A (fig. 3). El efecto inhibidor de los CTL especificos
de influenza preexistentes en la capacidad de la sensibilizacién-refuerzo con mel.3 para inducir respuesta de CTL
especificos de melan-A (fig. 3) aumentaba la posibilidad de que la interferencia de linfocitos T durante las estrategias
de vacunacion heterélogas pudiera comprometer la induccidon de una respuesta inmunitaria de amplia variedad. La
presencia de moléculas de clase | enddgenas de raton estrecha significativamente el repertorio restringido por A2 en
ratones A2/Kb, dificultando por lo tanto la capacidad de estudiar la interaccién entre los CTL restringidos por A2
especificos para diferentes determinantes codificados por la vacuna.

[0069] Este razonamiento condujo a los autores de la invencion al seguimiento de la jerarquia de las respuestas

de CTL dirigidas por la vacuna tras los protocolos de sensibilizacion y refuerzo en ratones HDD transgénicos A2 2
Los ratones HHD, a diferencia de ratones transgénicos A2/Kb, expresan moléculas de clase | A2.1 unidas a
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microglobulina -2 humana en un contexto de Db-/- yJB-Zm-/-, y tienen un repertorio de linfocitos T restringidos por
A2 mucho mayor que los ratones transgénicos A2/Kb 2

La vacunaciéon de sensibilizacién-refuerzo de ratones HHD induce una gran cantidad de CTL especificos de
melanoma

[0070] La sensibilizacién de ratones HDD con DNA.mel3 condujo a la expansion de CTL especificos de melan-A a
frecuencias detectables por tincidn de tretrameros ex vivo en todos los ratones vacunados (no se muestran los
datos). A diferencia de esto, la expansion de CTL especificos de NY-ESO-1 vy tirosinasa solo era detectable en una
proporcion pequefia de ratones inmunizados, mientras que las respuestas a la tirosinasa 1-9 y Mage3 271-279 no
eran detectables en tinciones de tetrameros en la sangre (no se muestran los datos).

[0071] Experimentos adicionales confirmaron que las respuestas de CTL especificos de NY-ESO-1 eran
sensibilizadas por inyeccion de DNA.mel3, como se muestra por la respuesta significativa de CTL especificos de NY-
ESO-1 en ratones sensibilizados con DNA.mel3 y reforzados con virus vaccinia que codifica NY-ESO-1 de longitud
completa (no se muestran los datos). A diferencia de esto, la inyeccion de virus vaccinia con NY-ESO-1, sin la
sensibilizacion con DNA.mel3, condujo a una frecuencia mucho menor de CTL contra NY-ESO-1. Se obtuvieron
resultados similares tras la inyeccion de virus vaccinia con tirosinasa en ratones sensibilizados con DNA.mel3 (no se
muestran los datos).

[0072] La observacién de que los CTL especificos de melan-A 26-35 eran la respuesta dominante de CTL dirigida
por la vacuna después de una sola vacunacion con ADN, presenté la oportunidad de estudiar la interaccion entre
CTL especificos para diferentes determinantes codificados por la vacuna en protocolos de vacunacion de
sensibilizacion-refuerzo. Los autores de la invencion observaron que el refuerzo de ratones HHD sensibilizados con
DNA.mel3, con vaccinia.mel3 (fig. 4a), MVA.mel3 (fig. 4b) o SFV.mel3 (fig. 4c), conducia al aumento de CTL
especificos de melan-A, hasta 70 — 80 % de los linfocitos T CD8+ totales. Aunque las respuestas especificas contra
los epitopos de NY-ESO-1 y tirosinasa eran significativamente menores que las respuestas especificas para melan-
A, sus frecuencias estaban en el intervalo entre 2 y 30 % de los linfocitos T CD8+ , confirmando que la
sensibilizacion con ADN vy el refuerzo con virus competentes para la replicacion (es decir, Vac.mel3) o incompetentes
(MVA.mel.3 y SFV-mel3) potencia significativamente la frecuencia de CTL especificos para tres epitopos especificos
de melanoma diferentes. Los autores de la invencién confirmaron que los CTL dirigidos por la vacuna eran citoliticos,
como muestra su capacidad para matar esplenocitos marcados con fluorocromo pulsados con péptidos relevantes in
vivo (fig. 4d). Estos resultados demostraron que la respuesta acumulativa especifica para melan-A, NY-ESO-1 y
tirosinasa en ratones HHD sensibilizados con DNA.mel3 y reforzados con tres vectores viricos distintos daba cuenta
de la especificidad de la mayoria de la poblacién de CD8+ .

Competicion de los CTL dirigidos por vacuna para APC que expresan mel.3

[0073] Puesto que los autores de la invencion demostraron el efecto inhibidor de una respuesta de CTL de
memoria de influenza preexistente en la capacidad para inducir CTL especificos de melan-A (fig. 3), trataron de
estudiar si el nimero alto de CTL especificos de melan-A, que dominaba la respuesta inmunitaria después de
sensibilizacion con el ADN, era capaz de interferir con el aumento de CTL especificos de NY-ESO-1 y tirosinasa
durante el refuerzo con virus.

[0074] Se sabe que la competicion por el reconocimiento de antigenos en la superficie de las células
presentadoras de antigenos conduce a la inmunodominancia de poblaciones de CTL de mayor frecuencia 3133 | os
autores de la invencion razonaron que el numero mayor de CTL para melan-A después de la sensibilizacién con
DNA.mel3 podia conducir a la muerte rapida o proteccion de las APC infectadas con virus vaccinia con mel3 in vivo,
dando como resultado una estimulacion dificultada de los CTL especificos para los epitopos de NY-ESO-1 y
tirosinasa expresados por la misma poblacion de APC.

[0075] Este razonamiento les condujo a evaluar si se podria obtener una frecuencia mas alta de las respuestas de
CTL especificos para NY-ESO-1 y tirosinasa separando las APC que expresaban proteinas NY-ESO-1 y tirosinasa
de las APC que expresaban la construccion mel3. Los resultados de estos experimentos confirmaron esta hipotesis,
mostrada por: 1) el aumento de los CTL especificos de NY-ESO-1 y tirosinasa en ratones sensibilizados con
DNA.mel3 y reforzados con una mezcla de virus vaccinia que codifican las proteinas tirosinasa de longitud completa
y NY-ESO-1 de longitud completa (fig. 5a); 2) el aumento simultaneo de los CTL especificos de melan-A, NY-ESO-1
y tirosinasa tras transferencia adoptiva en ratones sensibilizados con DNA.mel3 de tres partes alicuotas de
esplenocitos infectados ex vivo con virus vaccinia que codifican NY-ESO-1 de longitud completa, tirosinasa y la
construccion mel3 (fig. 5b, paneles a, b y c), mientras que la transferencia adoptiva de esplenocitos infectados con
virus vaccinia con mel3 condujo al aumento de los CTL especificos de melan-A (fig. 5b, paneles d, e y f).

[0076] Los autores de la invencion han demostrado que el refuerzo de ratones sensibilizados con DNA.mel3, con
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una mezcla de virus recombinantes que codifican la tirosinasa de longitud completa, NY-ESO-1 de longitud completa
y la construccion mel3, conduce al aumento simultaneo de CTL especificos de melan-Azs.3s, NY-ESO-li57.165
tirosinasases-a77 (fig. 6a y b). La identificacion de estrategias de vacunacion satisfactorias para aumentar
simultdneamente cantidades grandes de CTL con una especificidad amplia tiene aplicaciones clinicas importantes,
ya que los autores de la invencién mostraron que la inmunidad de linfocitos T inducida por este tipo de estrategias
de refuerzo optimizadas proporciona una muerte in vivo mas eficaz de las células diana que las vacunaciones
basadas en estrategias de sensibilizacion y refuerzo de poliepitopos (fig. 6 c y d).

[0077] La inmunodominancia de los CTL especificos de melan-A se podia romper separando los antigenos
durante el refuerzo. Cuando se usaron esplenocitos infectados por separado para reforzar una respuesta polivalente,
los péptidos relevantes se presentaron por separado y se produjo el aumento simultdneo de CTL especificos de
melan-A, tirosinasa y NY-ESO. Para simplificar este procedimiento, los autores de la invencidon usaron células
dendriticas pulsadas con péptidos para reforzar una respuesta sensibilizada con MVA.mel3. Las células usadas para
el refuerzo se pulsaron con una mezcla de péptidos (fig. 7a) o se pulsaron por separado (fig. 7b). Los autores de la
invencion mostraron que el pulsado por separado de las APC es superior al pulsado de las APC con una mezcla de
péptidos. Este procedimiento también demuestra que las construcciones de poliepitopos codificadas en el virus
vaccinia pueden sensibilizar eficazmente y las APC pulsadas con péptido pueden reforzar eficazmente una
respuesta de CTL polivalente.

Discusién

[0078] Hay un gran impulso en el desarrollo de vacunas, ya que los avances recientes en el seguimiento de las
respuestas de CTL especificas de antigeno en ensayos ex vivo estan mejorando rapidamente la capacidad para
comparar diferentes protocolos de vacunacion. Con el fin de minimizar la generacion de variantes tumorales y viricos
con pérdida de antigeno, es importante asegurar la expansion de los CTL dirigidos por vacunas especificos para
varios epitopos, incluyendo los determinantes tanto dominantes como subdominantes. Varias publicaciones han
discutido las causas responsables de la inmunodominancia de los CTL especificos para antigenos viricos 34-36 y
antigenos de histocompatibilidad ** 3" *. Sin embargo, todavia queda por establecer como las estrategias 6ptimas
pueden conducir al aumento simultaneo de CTL especificos para los epitopos dominantes y subdominantes.

[0079] Para abordar estas cuestiones, los autores de la invencion disefiaron 4 vectores diferentes que codificaban
una cadena de epitopos de CTL de melanoma (tabla 1), y compararon en ratones transgénicos A2 y ratones
genéticamente intactos de tipo B6 la capacidad de las diferentes estrategias de vacunacion para provocar
respuestas de CTL especificos de la vacuna. Con el fin de identificar las estrategias capaces de aumentar los CTL
especificos de determinantes dominantes y subdominantes, los epitopos peptidicos con afinidad de unién alta y baja
por las moléculas A2 se unieron en la misma construccién. Mas especificamente, los autores de la invencion
incluyeron el anélo%o de melan-A 26-35 modificado, que previamente habia mostrado tener una inmunogenicidad
potenciada in vivo 2 y el péptido NY-ESO-1 157-165, que mostré tener una afinidad de unién mucho menor por las
moléculas A2 ¥ (tabla 1).

Jerarquia de los CTL dirigidos por vacunas en ratones vacunados con mel3

[0080] Los autores de la invencion han desarrollado una nueva técnica basada en tetrameros para el seguimiento
directamente de la frecuencia de los CTL restringidos por A2 que aumentan en ratones transgénicos A2 vacunados
en un régimen de sensibilizacion-refuerzo. Para aumentar la afinidad de uniéon de CD8 de ratén a moléculas A2,
disefiaron moléculas A2 que contenian el dominio alfa 3 H-2K" de raton (moléculas A2/Kb), y demostraron que las
moléculas A2K® tetrameras tienen una eficacia de tincion mayor para CTL restringidos por A2 de ratén y pueden
identificar respuestas restringidas por A2 en una gran proporcion de ratones transgénicos A2, comparado con
moléculas A2 tetrdmeras.

[0081] En el estudio de la respuesta inmunitaria en ratones A2Kb, los autores de la invencién demostraron que la
expresion de moléculas Db da como resultado una respuesta fuerte especifica de NP366-374 de influenza, que
dificulta significativamente el aumento de los CTL especificos para otros epitopos codificados por mel3. Con el fin de
estudiar la interaccidn entre CTL restringidos por A2 especificos para diferentes determinantes codificados por la
vacuna, los autores de la invencién inmunizaron los ratones HDD transgénicos A2 20 que a diferencia de los ratones
transgénicos A2Kb, expresan moléculas A2 en un contexto Db-/-.

[0082] Aunque recientemente varias publicaciones han estudiado la respuesta inmunitaria en ratones transgénicos
A2 vacunados con construcciones de poliepitopos 2> “°, esta es la primera publicacion en la que se ha seguido la
jerarquia de los CTL dirigidos por vacunas de poliepitopos en ratones transgénicos A2 por tincion de tetrdmeros ex
vivo.

[0083] Los autores de la invencion compararon varias estrategias de vacunacidon y confirmaron que las
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inmunizaciones basadas en la inyeccion de vectores sin reacciones cruzadas (protocolos de sensibilizacion-refuerzo
heter6logos) aseguran niveles mayores de respuestas inmunitarias especificas de las vacunas que las
inmunizaciones basadas en las inyecciones de vectores homélogos (fig. 2). La presencia de anticuerpos
neutralizantes contra proteinas estructurales viricas y la presencia de CTL especificos contra proteinas viricas
pueden dar cuenta de las menores respuestas de CTL en ratones vacunados con inyecciones repetidas del mismo
virus, comparado con las frecuencias de CTL tras la vacunacion con vectores sin reacciones cruzadas (fig. 2). Se ha
sugerido que el nimero limitado de proteinas codificadas por ADN plasmidico asegura que la sensibilizacion con
ADN concentra la respuesta inmunitaria hacia la proteina recombinante, mientras que el refuerzo con virus expande
satisfactoriamente esta respuesta, dando como resultado niveles altos de CTL especificos para la proteina
recombinante. Sin embargo, los autores de la invencion han mostrado que la sensibilizacion con MVA.mel3 o
SFV.mel3 conduce a un aumento significativo de CTL especificos de NP366-374 tras el refuerzo con virus influenza
o MVA.mel3, respectivamente (fig. 2), demostrando que la capacidad para sensibilizar CTL no es Unica de los
vectores de ADN.

[0084] En ratones HHD transgénicos A2, debido a la falta de CTL restringidos por moléculas de clase | enddgenas
de raton, la sensibilizacion y refuerzo heterélogos daba como resultado un gran aumento de CTL especificos de
melan-A hasta 90 % de los linfocitos T CD8+ totales (fig. 4a), redirigiendo por lo tanto una gran proporcion del
repertorio restringido por A2 de ratones HHD hacia determinantes de CTL codificados por la vacuna. Varios factores
pueden contribuir a la inmunodominancia de la respuesta de CTL especificos de melan-A. Es posible que una
combinacién de una mayor afinidad de unién por moléculas A2 y por TCR, junto con un procesamiento intracelular
favorable, pueda desviar las respuestas de CTL hacia el epitopo de melan-A 36-35 en ratones sensibilizados con
DNA.mel3.

[0085] Estudios previos han mostrado que la “eliminacién” de respuestas de linfocitos T especificos contra
epitopos no dominantes por respuestas de linfocitos T especificos de epitopos dominantes se observa solo cuando
ambos tipos de determinantes estan presentes en la misma APC **** *8 | 3 inyeccién de un gran niimero de APC
daba como resultado el aumento de linfocitos T especificos para los epitopos subdominantes “1 Los autores de la
invencién han demostrado que la inmunodominancia del epitopo de melan-A 26-35 era superada por las estrategias
de refuerzo basadas en la inyeccion de una mezcla de diferentes virus recombinantes (fig. 5a) o esplenocitos
infectados in vitro por virus vaccinia individuales que codifican proteinas de longitud completa, en lugar de una
construccién de poliepitopos (fig. 5b).

Implicaciones de las estrategias de vacunacion en pacientes

[0086] Estos resultados son importantes ya que varios ensayos clinicos actualmente estan usando protocolos de
vacunacion de sensibilizacion y refuerzo heterélogos con construcciones de poliepitopos. A la vez que los autores de
la invencion confirman la capacidad de los protocolos de sensibilizacién-refuerzo heterdlogos para producir un
numero grande de CTL especificos de la vacuna, demuestran que durante los protocolos de sensibilizacidn-refuerzo
heterdlogos, la frecuencia de las respuestas de CTL inmunodominantes aumenta significativamente frente a la
frecuencia de las respuestas de CTL especificos para determinantes menos dominantes. Aunque hay numerosos
mecanismos que pueden dar cuenta de un estrechamiento del repertorio de CTL que responde a una vacuna, los
resultados de los autores de la invenciéon estan de acuerdo con un modelo de inmunodominancia basado en la
competencia de linfocitos T por células presentadoras de antigeno (APC) **%* % Hay que destacar que la inyeccion
de vac.mel3 en ratones que no han recibido tratamiento previo, induce linfocitosis con un desplazamiento de la
frecuencia de CD8+ de 0,5 % hasta 30 %, indicando una fuerte respuesta de CTL contra el virus vaccinia. De los
linfocitos T CD8+ inducidos en la sangre, tantos como 50 % son especificos para melan-A 26-35 (no se muestran los
datos), demostrando que melan-A 26-35 es uno de los epitopos mas inmunodominantes expresados por el virus
entre mas de 200 proteinas del virus vaccinia responsables de la estructura, transcripcion y replicacion del virus.
Esta observacion tiene implicaciones clinicas importantes para el disefio de vacunas basadas en virus que codifican
el epitopo de melan-A 26-35. El uso de SFV recombinante en protocolos de sensibilizacion-refuerzo es muy
atractivo, ya que los autores de la invencidon han demostrado que los SFV se pueden usar tanto como vector de
sensibilizacion en combinacion con MVA (fig. 2) como para el refuerzo en combinacion con ADN (fig. 4C). Estos
resultados complementan una publicacion reciente que demuestra en macacos la potenciacion de las respuestas
inmunitarias especificas del virus de inmunodeficiencia de simio inducidas por sensibilizacién con SFV recombinante
y refuerzo con MVA 11.

[0087] Los autores de la invencion demostraron que las respuestas de CTL de memoria preexistente reducen
significativamente las respuestas de CTL especificas para otros epitopos contenidos en la misma construccion (fig.
3b). Puesto que varios grupos han usado epitopos de péptidos de influenza inmunodominantes como controles
positivos durante ensayos de vacunacion, el resultado de los autores de la invencidon sugiere que las vacunas
basadas en ADN o virus no deberian codificar epitopos expresados por virus recurrentes, ya que la respuesta de
CTL de memoria preexistente puede comprometer la induccidon de respuestas de CTL especificos para otros
determinantes de CTL codificados por la vacuna.
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[0088] Los autores de la invencién han mostrado ademas que la competicion de los linfocitos T es probable que
tenga una funcién en la modificacion de las respuestas de linfocitos T en estrategias de vacunacion de
sensibilizacion-refuerzo. El trabajo de los autores de la invencidon sugiere que la presentacion simultanea de
diferentes epitopos a un repertorio asimétrico de CTL sensibilizados conduce al aumento dominante de una sola
especificidad de CTL. Sin embargo, el refuerzo de la respuesta sensibilizada con APC presentando por separado los
epitopos da como resultado el aumento comparable de los CTL de especificidades mdltiples a niveles eficaces in
Vivo.
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LISTA DE SECUENCIAS
[0090]

< 110 > Isis Innovation Limited
Cerundolo, Vincenzo
Palmowski, Michael J

Man-Lik Choi, Edward

< 120 > Materiales y procedimientos relacionados con estrategias de vacunacion mejoradas

<130 > JEC/BP6517478

< 140 > Divisional de EP 02749089.5
<141 > 2002-07-30

< 150 > PCT/GB02/03496
<151 > 2002-07-30

<150 > GB 0118532.1
<151 > 2001-07-30

<160 >2

< 170 > PatentIn version 3.1
<210>1

<211>261

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Construccion de poliepitopos de CTL

< 220>
<221>CDS
<222 > (16)..(261)

<400>1

agatctgccg ccacc atg tta cta gect gtt ttg tac tgc ctg gaa cta gca
Met Leu Leu Ala Val Leu Tyr Cys Leu Glu Leu Ala

atc
Ile

999
Gly

tct
Ser
30

gga
Gly

aga gcc
Arg Ala
45

ggc
Gly

gaa
Glu

ctc
Leu

ata
Ile

gtc
val

gttt
vVal

1

ttg
Leu

gat
Asp

gaa
Glu

aca
Thr

cca
Pro

gca
Ala
50

gtg
Val

atc
Ile
35

gac
Asp

tat

Tyr
20

gga
Gly

cce
Pro

5
atg
Met

cat
His

acc
Thr

17

gat gga
Asp Gly

ttg tac
Leu Tyr

gga cac
Gly His
55

aca
Thr

ttc
Phe
40

tce
Ser

atg
Met
25

ctg
Leu

tat

10
tcc

Ser

tgg
Trp

gga
Gly

cag
Gln

ggt
Gly

tct
Ser

gta
val

cca
Pro

cag
Gln
60

51

29

147

195
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ctt tcc ctg ttg
Leu Ser Leu Leu

aac atg gat gct
Asn Met Asp Ala
80

<210>2
<211>81
<212>PRT

< 213 > Secuencia artificial

<220>

ES 2 381 596 T3

atg tgg atc acg cag tgc'ttt ctg gct tca aat gaa
Met Trp Ile Thr Gln Cys Phe Leu Ala Ser Asn Glu

65

atg tga
Met

< 223 > Construccion de poliepitopos de CTL

<400>2

Met Leu Leu
1

Leu Thr val

Asp Pro Ile
35

Glu Ala Asp
50

Met Trp Ile
65

Met

Ala Val Leu Tyr

Tyr Met Asp Gly
20

Gly His Leu Tyr

Pro Thr Gly His
55

Thr Gln Cys Phe
70

Thr

Phe

40

Ser

Leu

18

70

Met
25

Leu

Tyr

Ala

Glu
10

Ser

Trp

Gly

Ser

Leu

Gln

Gly

Ser

Asn
75

Ala Gly

val Gly

Pro Arg
45

Gln Leu
60

Glu Asn

75

Ile

Ser

30

Ala

Ser

Met

Gly
is

Glu

Leu

Asp

Ile

val

val

Leu

Ala
80

243

261
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 2.

2. Una secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de
nucleoétidos de la SEQ ID NO. 1.

3. Un plasmido de ADN que comprende una secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la
reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

4, Un vector de expresién de acido nucleico que comprende la secuencia de polinucleétidos de la
reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

5. Un vector virico que comprende la secuencia de polinucleétidos de la reivindicacion 1 o reivindicacion
2.
6. Un vector virico de acuerdo con la reivindicacién 5, que se selecciona del grupo que consiste en vector

adenovirico, vector del virus Herpes simple, vector del virus vaccinia, vector del virus de la viruela aviar y vector de
alfavirus.

7. Un vector virico de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho vector alfavirus es el vector del
virus del bosque de Semliki.

8. Un virus vaccinia Ankara modificado recombinante (MVA) que comprende la secuencia de
polinucledtidos de la reivindicacién 1 o reivindicacion 2.

9. Un pldsmido de ADN de acuerdo con la reivindicacion 3, para usar en un procedimiento para inducir
una respuesta inmunitaria de CD8+ contra antigenos asociados a melanoma en un sujeto.

10. Un virus MVA recombinante de acuerdo con la reivindicacion 8, para usar en un procedimiento para
inducir una respuesta inmunitaria de CD8+ contra antigenos asociados a melanoma en un sujeto.

11. Un virus MVA recombinante de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que a dicho sujeto se le ha
administrado previamente un plasmido de ADN de acuerdo con la reivindicacion 3.

12. Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO. 2.
13. Una célula que comprende el polipéptido de la reivindicacién 12.

14. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que dicha célula es una célula presentadora de
antigeno.

15. Una célula de acuerdo con la reivindicacién 14, en la que dicha célula presentadora de antigeno es

una célula dendritica o un linfocito.

16. Un vector de expresion de acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 7, para usar en un
procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria de CD8+ contra antigenos asociados a melanoma en un
sujeto.

17. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 12, para usar en un procedimiento para inducir una
respuesta inmunitaria de CD8+ contra antigenos asociados a melanoma en un sujeto.

18. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, para usar en un
procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria de CD8+ contra antigenos asociados a melanoma en un
sujeto.

19. Un medicamento que comprende una composicion de sensibilizacién y una composicion de refuerzo
para usar en un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un individuo, comprendiendo dicha
composicién de sensibilizacién una construccion de poliepitopos que codifica o comprende una pluralidad de
epitopos; comprendiendo dicha composicion de refuerzo una pluralidad de construcciones individuales, cada una
comprendiendo uno de dicha pluralidad de epitopos; en el que la construccién de poliepitopos se muestra en la SEQ
ID NO. 1 0 SEQ ID NO. 2.
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20. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que dicha construccion de poliepitopos de
sensibilizacion es una secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO. 2.

21. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que dicha composicion de refuerzo
comprende construcciones de acidos nucleicos individuales, cada una codificando uno de la pluralidad de epitopos.

22. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que la composicion de sensibilizacion
comprende uno o mas vehiculos que llevan la construccién de poliepitopos.

23. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que la composicion de refuerzo
comprende uno o mas vehiculos que llevan las construcciones de acidos nucleicos.

24. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 22 o reivindicacién 23, en el que el vehiculo es un
vector de expresion de acido nucleico.

25. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 24, en el que el vector de expresién del acido
nucleico es un vector virico.

26. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 25, en el que el vector virico se selecciona del
grupo que consiste en vector adenovirico, vector del virus Herpes simple, vector del virus vaccinia, vector del virus
de la viruela aviar y vector de alfavirus.

27. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que dicho vector alfavirus es el vector del
virus del bosque de Semliki.

28. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que la construccién de poliepitopos de
sensibilizacion es un péptido, polipéptido o proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

29. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que las construcciones de refuerzo son
péptidos, polipéptidos o proteinas individuales, cada una comprendiendo uno de dicha pluralidad de epitopos.

30. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que dicha composicion de sensibilizacion
comprende ademas uno o mas vehiculos que llevan la construccion de poliepitopos.

31. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 29, en el que dicha composicion de refuerzo
comprende ademas uno o mas vehiculos que llevan las construcciones individuales.

32. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 30 o reivindicacion 31, en el que el vehiculo es una
célula.

33. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 32, en el que la célula es una célula presentadora
de antigeno.

34. Un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 33, en el que la célula presentadora de antigeno es

una célula dendritica o un linfocito.

35. Un medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 34, en el que la
respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria de linfocitos T CD8+ .

36. Una célula que comprende una secuencia de polinucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 1.

37. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 36, en la que dicha célula es una célula presentadora de
antigeno.

38. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 37, en la que dicha célula presentadora de antigeno es

una célula dendritica, un linfocito o una célula tumoral.
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Figura 1
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Figura 3 |
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Figura 5
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Figura 6A
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Figura 6B
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