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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere al campo de la vacunacién profilactica y terapéutica. En
particular, la presente invencion tiene por objeto una composicion vacunal que comprende un
vector viral que permite expresar antigenos proteicos y un vector sintético que expresa
antigenos proteicos.

Historicamente, los antigenos utilizados en las vacunas son bien microorganismos
vivos cuyo poder patégeno se ha atenuado, o bien microorganismos muertos. Sin embargo,
estas vacunas provocan a menudo efectos secundarios no deseables durante la administracion
y en raros casos complicaciones muy graves. De este modo, desde hace muchos afios, para
garantizar la seguridad vacunal, se privilegia el uso de fracciones purificadas de los
microorganismos en las vacunas. Tal inmundgeno, administrado solo, puede no inducir
respuesta inmunosuficiente. Segun la técnica anterior, se han desarrollado numerosas
estrategias vacunales para aumentar u orientar la respuesta inmunitaria inducida por los
inmunogenos purificados presentes en una vacuna.

La estrategia mas directa consiste en asociar la sustancia proteica (inmundgeno) a un
adyuvante. Aunque numerosos tipos de adyuvantes estén en desarrollo, los hidroxidos de
aluminio (alumbre) eran hasta hace poco el Unico adyuvante autorizado para una
administracion al hombre. Ahora bien, el alumbre es un adyuvante débil para la induccién de
las respuestas humorales, no es apropiado para todos los antigenos y no permite obtener
respuestas celulares. Entre los adyuvantes en desarrollo, los sistemas mas eficaces para
inducir una fuerte inmunicidad son los vectores sintéticos a base de microparticulas y en
particular las microparticulas de poli(lactido co glicolido) (PLGA) y poli(acido lactico) (PLA).
Debido a su dimension, estas particulas permiten identificar células presentadoras de antigeno
como los macrofagos o las células dendriticas y mejoran la toma a cargo del inmundgeno por
el sistema inmunitario. La sustancia proteica se puede bien encapsular en microparticulas, bien
adsorber en la superficie. Los dos enfoques permiten inducir a la vez respuestas
inmunocelulares y humorales, incluso si originariamente se utilizaban sobre todo para obtener
una respuesta de anticuerpo. Sin embargo, la encapsulacion presenta dos inconvenientes
importantes. El primero es que es preciso una degradacion parcial o total de la microparticula
para que la sustancia proteica se vuelva disponible para el sistema inmunitario, de este modo
se retrasa la puesta en practica de la inmunidad. El segundo es que la sustancia proteica se
puede desnaturalizar o degradar durante la encapsulacion y de este modo perder sus
propiedades inmunogénicas. Por estas razones, este procedimiento no se puede usar con
cualquier tipo de sustancia proteica, mientras que el procedimiento por adsorcion no presenta
estos inconvenientes. En ambos casos, el obstaculo principal para su uso es su falta de
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eficacia para generar respuestas celulares especificas. Si con respecto al alumbre las
respuestas celulares inducidas son mucho mejores, estan muy por debajo de lo que se puede
obtener con un vector viral.

Los vectores virales recombinantes permiten que se exprese in vivo (en el animal o en
el hombre) la sustancia proteica de interés. Se trata de una estrategia eficaz que permite una
fuerte movilizacién del sistema inmunitario. Pero la induccibn de una respuesta inmune
duradera en el tiempo necesita el uso de vectores vivos atenuados que pueden replicarse en
el organismo vacunado. Ahora bien, por razones reglamentarias ligadas a la seguridad de uso
de las vacunas, las nuevas generaciones de vacunas usan vectores virales no replicativos en el
hombre, que conllevan una disminucién de las respuestas inmunoespecificas en el tiempo. De
este modo, en el caso de vacunas profilacticas, es a menudo todavia necesario reestimular la
inmunidad especifica para guardar una respuesta de memoria eficaz. En el &mbito de la
inmunoterapia, la reestimulacion de la inmunidad especifica sigue siendo Gtil para mantener la
intensidad de las respuestas inmunes que permiten controlar el organismo patégeno. De este
modo, la administracion repetida de vectores virales parece necesaria pero va acompafnada de
un problema importante que es el de la inmunidad antivector. En efecto, el vector viral es él
mismo un inmundgeno y puesto que se administra varias veces, aparece y a continuacion
aumenta la inmunidad especifica del vector. Esta respuesta inmune que apunta a eliminar el
vector viral impide también la expresion del gen que vehicula conllevando de este modo una
disminucion de la eficacia de las respuestas inmunes contra la sustancia proteica de interés.
Ademads, la inmunidad antivector impide el uso del vector en cuestién para vacunar contra otra
enfermedad. Schagen y col. Describen algunos enfoques que permiten paliar esta inmunidad
antivector tales como modificaciones al nivel del vector o también adaptaciones al nivel de los
pacientes vacunados (2004, Critical Review in Oncology/Hematology 50 :51-70). Sin embargo,
la aplicacién de estos enfoques virales es dificil y no se puede realizar para todas las
enfermedades o todos los pacientes. Por lo tanto no se optimiza la estrategia que usa vectores
virales.

Otra via de mejora de la respuesta inmunoinducida por vacunacion es la estrategia
iniciador y refuerzo. Consiste en aumentar las respuestas inmunoespecificas administrando
secuencialmente dos vacunas diferentes que vehiculan una misma sustancia proteica en lugar
de administrar la misma vacuna varias veces. Por ejemplo, es posible usar un vector viral
diferente a cada inyeccion (Negri DR, y col. 2004, Journal of General Virology, 85: 1191-1201).
Sin embargo, esta estrategia tiene pocas posibilidades de éxito ya que el nimero de vectores
virales cuyo empleo esta autorizado en el hombre es muy limitado. Ademas, la administracion
repetida de estos vectores virales se encuentra de nuevo con el problema de la inmunidad
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antivector. Con el fin de solucionar este problema, Otten y col. describen el uso de un ADN
iniciador seguido de un refuerzo de microparticulas de PLGA en cuya superficie son
adsorbidos antigenos proteicos (2003, Journal of Virology, 77 : 6087-6092) Sharpe y col.
propusieron un ADN iniciador encapsulando el ADN en microparticulas basandose en PLGA y
un refuerzo por un vector viral MVA (2003, Virology, 313: 13-21). O’hagan y col. Describen el
uso de un iniciador por ADN adsorbido sobre microparticulas de PLGA, seguido de un refuerzo
por un vector de vacuna (2001, Journal of Virology, 75: 9037-9043). La solicitud de patente WO
98/56919A describe un ADN iniciador, seguido de un refuerzo por un poxvirus. El inconveniente
del uso de un ADN iniciador es su baja eficacia especialmente en los primates y también
cuando se trata de gen poco inmunégeno como por ejemplo el gen tat del VIH-1. La solicitud de
patente WO 98/569119A describe también el uso de un iniciador por VLP (“virus-like particles”),
seguido de un refuerzo por un poxivirus. Las VLP son particulas virales defectuosas que no
incorporan el genoma viral y que no pueden replicarse. Estdin a menudo formadas por
autoensamblado de las proteinas estructurales de un virus o de un retrotransposon (elemento
enddgeno similar a un retrovirus) tales como el precursor Pr55 gag del VIH-1 o las proteinas
L1 o L2 del HPV-16 (papilomavirus humano). En funcién de las proteinas virales expresadas, la
estructura de la VLP se puede acercar mas o menos a la de virién nativo, de manera que las
VLP se pueden comparar con un virus. El inconveniente de estas VLP es que proceden de la
biotecnologia y que su fabricacion segun las normas reglamentarias es muy dificil.

Los solicitantes han puesto ahora de manifiesto inesperadamente que la asociacion
particular de un vector sintético coloidal bioresorbible que comprende antigenos proteicos y de
un vector viral que comprende las secuencias nucleotidicas que codifican los antigenos
proteicos correspondientes, permite aumentar la eficacia de la vacunacién ligada al uso de un
antigeno proteico, a la vez que reduce la inmunidad antivector.

De este modo un primer objeto de la invencién consiste en una composicion
farmacéutica que comprende o consiste en:

- un vector sintético coloidal constituido por microparticulas bioresorbibles no téxicas

que comprende un antigeno proteico o varios antigenos proteicos, y

- un vector viral que comprende al menos una secuencia nucleotidica que codifica

uno o0 mas antigenos proteicos comprendidos en el vector sintético

- eventualmente en asociacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro objeto de la invencion consiste en el uso de dicha composicion para la preparacion
de un medicamento, preferiblemente una vacuna. Se puede usar también para el diagndstico in
vitro de estados patoldgicos relativos a las sustancias proteicas de la composicion de la

invencion.
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La presente invencion propone por lo tanto una nueva composicién que comprende un
vector sintético coloidal constituido por microparticulas bioresorbibles que presenta al menos
un antigeno proteico.

Se entiende por compuesto bioresorbible un compuesto que no es toxico, es decir, cuya
administraciébn en el organismo no provoca modificacion fisiolégica o metabdlica letal,
invalidante o molesta en la vida diaria, y que se puede eliminar por las vias naturales del
organismo después de su administracion.

Los términos coloides y coloidal(es) definen cualquier dispersién de una sustancia (fase
dispersada) en el seno de una fase continua acuosa de la cual al menos una de las tres
dimensiones es inferior o igual a 10 um y preferiblemente inferior o igual a 1 um

Una fase continua acuosa es una fase cuya composicion es mayoritariamente agua,
como por ejemplo, un tampon o una mezcla agua/disolvente organico miscible en agua.
Evidentemente, una fase continua acuosa apropiada para los fines de la invencion es una fase
no toxica.

La fase dispersada puede ser un liquido insoluble en la fase continua como por ejemplo,
un aceite o una mezcla de aceites, o bien materias grasas organicas, o también ser un sélido
de naturaleza polimérica o mineral. La fase dispersada es siempre bioresorbible.

Ejemplos de fase dispersada comprenden aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de
cacahuete, aceite de colza o sus mezclas; triglicéridos: polimeros sintéticos tales como
polimeros de hidroxiacido como por ejemplo, acido lactico, acido glicélico, el adyuvante
hidroxibutirico, o los compuestos procedentes de la caprolactona; polipéptidos como los
compuestos procedentes de la polimerizacion de la caprolactama; polimeros naturales tales
como, a titulo de ejemplo, los polisacaridos como el acido hialurénico, quitosano, dextrano.

Ejemplos de tales coloides bioresorbibles se ofrecen en Benita S. Levy M.Y. 1993,
Journal of Pharmaceutical Sciences, 82(11) : 1069-1079 (emulsiones liquido/liquido), Trotta., y
col, 2003, International Journal of Pharmaceutics, 257 : 153-160 (emulsiones lipido
sélido/liquido) y Jiang W y col., 2005, Biodegradable poly(lactic-co-glycolic) acid microparticles
for injectable delivery of vaccine antigens Advanced Drug Delivery Reviews, 57 : 391-410.

La forma del vector sintético coloidal es dada por la fase dispersada que puede ser
esférica 0 no, homogénea o constituida por un apilamiento de laminas.

Preferiblemente, el vector sintético de la invencion es de naturaleza esférica. Mas
preferiblemente, el vector estd compuesto por microesferas. Los términos microesfera y
microparticula se emplean indistintamente a continuacién en la descripcion. Por microparticula
0 microesfera se entienden particulas de dimension a lo sumo micrénica para permitirles entrar

en las células presentadoras de antigenos. Por dimension a lo sumo micrénica, se entiende
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una dimension inferior o igual a 999 um. Preferiblemente, las microparticulas tienen un
didmetro de particula inferior o igual a 3 um. Ventajosamente preferido, las particulas de la
invencion son de dimensidn submicrénica, con preferiblemente, un diametro comprendido entre
150 y 900 nm, mas preferiblemente entre 250 y 700 nm. La dimensién de las particulas se
determina facilmente mediante técnicas conocidas por el experto en la técnica, tales como, por
ejemplo, utilizando la microscopia de barrido electronico, la difusion casi-elastica de la luz, la
microscopia electronica de transmision.

Segun una realizacion de la invencion, los vectores sintéticos coloidales son vectores a
base de polimero.

A titulo de ejemplo de vectores sintéticos a base de polimero, se pueden mencionar
vectores que comprenden microparticulas a base de polimeros tales como poli(acidos o-
hidroxilados), poli(acidos hidroxibutiricos), policaprolactonas, poliortoésteres y polianhidridas.
Preferiblemente, el vector sintético comprende al menos un polimero bioresorbible elegido
entre un poli(acido a-hidroxilado) tal como el poli(acido D-lactico) poli(acido L-lactico)
(denominado PLA), poli(acido glicélico) (denominado PLG), o bien una mezcla de poli(acidos a-
hidroxilados) tales como una mezcla de poli(acidos D- y L-lactico), una mezcla de poli(acido L-
lactico) y de poli(acido glicélico), una mezcla de poli(acido D-lactico) y de poli(acido glicdlico), o
una mezcla de poli(acidos D- y L-lacticos) y de poli(acido glicélico). Cuando el polimero es una
mezcla de poli(acidos o-hidroxilados), la proporcibn de cada constituyente se puede
determinar facilmente por el experto en la técnica. De este modo, por ejemplo, se puede utilizar
una mezcla racémica de poli(acido D- y L-lacticos) o una mezcla PLA(PLG a diversos
porcentajes conocidos por el experto en la técnica. Preferiblemente, el vector sintético coloidal
segun la invencién se prepara a partir de al menos un polimero elegido entre los poli(acidos a-
hidroxilados). Mas preferiblemente, las particulas de la invencién estan desprovistas de agente
estabilizante y de agente tensioactivo de manera que no son toéxicas. Por microparticula toxica
se entiende una microparticula que comprende al menos un compuesto susceptible de
provocar trastornos biologicos, tales como perturbaciones del metabolismo, en el organismo
que ha recibido la microparticula. Tales particulas no téxicas se pueden preparar segun el
protocolo descrito en la solicitud de patente WO2005/027871.

Segun otra realizacion, el vector sintético coloidal se prepara a partir de al menos un
polimero natural tal como los mencionados anteriormente.

La composicion de la invencién es Util para estimular tanto una respuesta de mediacion
celular como una respuesta humoral. Es util tanto en el campo profilactico y terapéutico como
en el campo diagnéstico.



10

15

20

25

30

ES 2355943 T3

De este modo, las sustancias proteicas apropiadas a los fines de la invencién aportadas
por el vector sintético pueden ser todas sustancias proteicas contra las cuales se busca activar
una respuesta inmunitaria.

Por respuesta inmunitaria, se entiende una respuesta de mediacién celular, una
respuesta humoral o ambas.

Por respuesta de mediacién celular, se entiende una respuesta mediada por los
linfocitos T y/o otros leucocitos. Esta respuesta se traduce por la induccion de una actividad
litica por los linfocitos T citotéxicas y/o por la produccién de citoquinas por los linfocitos T CD8+
o por las células T auxiliares (auxiliares).

Por respuesta humoral, se entiende una respuesta mediada por moléculas anticuerpos
secretadas por los linfocitos B.

Por sustancia proteica, se entiende cualquier sustancia proteica que tiene una funcién
de antigeno después de la adicién a los vectores apropiados para los fines de la invencion tales
como péptidos, proteinas, fragmentos de proteina, poliproteinas, glicoproteinas vy
glicoproteinas, entendiéndose que los fragmentos de proteina han conservado la estructura de
interés.

Los antigenos son moléculas susceptibles de ser reconocidos por un anticuerpo del cual
han inducido la sintesis por una respuesta inmunitaria y que contiene al menos un epitope.

Ejemplos de fragmentos de proteina comprenden por ejemplo péptidos, polipéptidos y
epitopes.

Los epitopes son péptidos que comprenden entre 3 y 15 y generalmente entre 5y 15
aminodcidos, que consisten en el fragmento peptidico minimo contra el cual se activa una
respuesta inmunitaria.

El vector sintético presenta las sustancias proteicas en mdultiples copias. Por al menos
una sustancia proteica, se entiende al menos varias sustancias proteicas de igual tipo. Por tipo
de sustancia proteica, se entiende un conjunto de sustancias proteicas que activan la misma
respuesta inmunitaria por producciéon de los mismos anticuerpos (es decir, que tiene la misma
inmunidad).

El vector sintético puede por lo tanto comprender:

- bien sustancias proteicas de igual tipo y por lo tanto que constituyen antigenos
asociados a la misma enfermedad. De este modo, por ejemplo, el vector sintético
puede comprende como sustancia proteica la proteina p24 en forma de proteina
nativa y/o de proteina mutada y/o de fragmento de proteina, entendiéndose que la
proteina mutada y el fragmento han conservado su inmunidad,;
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- bien sustancias proteicas de tipos diferentes y que constituyen antigenos asociados
a la misma enfermedad. De este modo, por ejemplo, el vector sintético puede
comprender varias proteinas del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tales
como la proteina Gag, la proteina Gag mutada que no tienen la misma inmunidad, la
proteina Tat, la proteina Rev, la proteina Nef, la proteina Env;

- bien sustancias proteicas de tipos diferentes y que constituyen antigenos asociados
enfermedades diferentes. De este modo, por ejemplo, el vector sintético puede
comprender al menos un tipo de proteina del VIH, tales como las proteinas p24, Tat,
Rev, y al menos un tipo de proteina del virus de la hepatitis C (VHC) tales como las
proteinas NS2, NS3, NS4.

Segun una realizacion de la invencidn, el vector sintético comprende sustancias

proteicas de tipos diferentes y que constituyen antigenos asociados a la misma enfermedad.

Las sustancias proteicas pueden tener diversos origenes tales como el origen viral,
bacteriano o ser de patologia de origen no infeccioso (como el cancer o una enfermedad
metabdlica).

Segun una realizacion particular de la invencidn, la sustancia proteica es un antigeno de
origen viral.

Cuando la sustancia proteica es de origen viral, los virus usados son todos virus para
los cuales se conocen sustancias capaces de una respuesta inmunitaria.

A titulo de ejemplo, se pueden mencionar, sin ninguna limitacion, los herpes virus, los
virus de las hepatitis tales como el virus de la hepatitis B (VHB) o0 el virus de la hepatitis C
(VHC), los papilomavirus (HPV), los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tales como
VIH-1y VIH-2, diferentes cepas de los virus de la gripe humana y de la gripe aviar.

Las secuencias nucleicas de los virus apropiados a los fines de la invencion, asi como
las proteinas codificadas por dichas secuencias son ampliamente conocidas por el experto en
la técnica y estan disponibles por ejemplo en bases de datos tales como GenBank.

De este modo, por ejemplo, el virus VIH tiene genes que codifican proteinas
estructurales del virus. El gen gag codifica la proteina que forma el nucleo del virion, que
incluye el antigeno p24. El gen pol codifica las enzimas responsables de la transcripcion
inversa (transcriptasa inversa), del clivado (proteasa) y de la integracion (integrasa). El gen env
codifica las glicoproteinas de envoltura. Contiene seis otros genes (tat, rev, nef, vif, vpr y vpu
(VIH-1) o vpx (VIH-2)) que codifican proteinas implicadas en la regulacion de la expresion de
los genes del virus (proteinas de regulacion). El genoma del VIH comprende igualmente LTR5’
y 3 (Long Terminal Repeat) que comprenden elementos de regulacién implicados en la
expresion de los genes del virus.
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Segun una realizacion de la invencion, la sustancia proteica utlizada en el
procedimiento de la invencion es una proteina del virus VIH. A titulo de ejemplo de antigeno del
virus VIH, se pueden mencionar las proteinas de regulacion o la proteina gag o la glicoproteina
Env, siendo las proteinas de regulacién preferidas la proteinas Tat, Rev o Nef.

Tratdndose del VHC, el extremo 5 de su genoma corresponde a una regién no
traducida adyacente a los genes que codifican las proteinas estructurales, la proteina nucleo de
la nucleocapsida, las dos glicoproteinas de envoltura E1 y E2, y una pequefia proteina
denominada p7. La regién no traducida 5’ y el gen nlcleo se conservan relativamente bien en
los diferentes genotipos. Las proteinas de envoltura E1 y E2 son codificadas por regiones mas
variables de un aislado a otro. La proteina p7 es una proteina extremadamente hidréfoba que
constituiria un canal ibnico. El extremo 3’ del genoma del VHC contiene los genes que codifican
las proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4, NS5) y una region 3’ no codificante que posee
un dominio bien conservado (Major ME, Feinstone SM, Hepatology, junio 1997, 25 (6) : 1527-
1538).

La proteina no estructural NS3 del VHC es una proteina de 630 aminoacidos que
comprende dos dominios estructurales distintos: un dominio N-terminal, de 81 aminoacidos,
dotado de una actividad proteasica de serina activa que interviene en la maduracion de la
proteina viral (dominio denominado NS3 proteasa), y un dominio C-terminal, de 549
aminodcidos, que comprende una actividad helicasa asociada a una actividad NTPasica que
desempenfia una funcién en la replicacion del genoma viral (dominio denominado NS3 helicasa).
Esta proteina NS3 se conserva relativamente bien entre los diferentes geotipos del virus, de
manera que esta proteina constituye un antigeno “candidato vacuna” elegido.

Segun otra realizacién de la invencion, la sustancia proteica es un antigeno asociado a
los tumores.

En efecto, algunos tumores expresan antigenos que son potencialmente reconocidos
por los linfocitos T CD8+ incluso si no son el origen de una respuesta inmune intensa. Se trata
de antigenos asociados a los tumores (AAT) o marcadores tumorales (Houghton AN, 1994, J
Exp Med 180:1). Mejorando la presentacion de los AAT al sistema inmunitario, es posible hacer
gue sean mas inmunogénicos, de este modo los AAT pueden servir de base para el desarrollo
de vacunas anticancerosas en forma de proteina recombinante o de péptido de sintesis.

Con el fin de ensayar las nuevas estrategias de inmunoterapia que apuntan a aumentar
el reconocimiento de los AAT, Wang y col. Han desarrollado un modelo que expresa un modelo
experimental en el ratén (1995, Journal of Immunology, 154:4685-4692). La linea tumoral
CT26.WT, fondo genético BALB/c, ha sido transducida por el gen lacZ de Escherichia coli que
codifica la enzima beta-galactosidasa con el fin de crear la linea CT26.CL25. Las dos lineas
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son letales en el ratén y su cinética de crecimiento son similares. Administrada en el ratén, la
linea CT26.CL25 est& en el origen de formacion de tumores que se pueden ralentizar incluso
inhibir en presencia de una respuesta inmune contra la beta-galactosidasa que constituye un
ATT modelo.

Las sustancias proteicas apropiadas a los fines de la invencion se pueden obtener por
las técnicas de la ingenieria genética que comprende las etapas de:

- cultivo de un microorganismo o de células eucaribticas transformado(as) con la

ayuda de una secuencia nucleotidica que codifica la sustancia proteica de interés, y

- recuperacion de dicha sustancia proteica producida por dicho microorganismo de

dichas células eucariéticas.

Estas técnicas son bien conocidas por el experto en la técnica. Para mas detalle a este
respecto, se podra referirse a la siguiente obra: Recombinant DNA Technology |, Editors Ales
Prokop, Raskesh K Bajpai; Annals of the New-York Academy of Sciences, Volumen 646, 1991.

Las sustancias proteicas de interés, cuando son de pequefias dimensiones, se pueden
preparar también por las sintesis peptidicas clasicas bien conocidas por el experto en la
técnica.

La sustancia proteicas se asocia a los vectores coloidales segun las técnicas conocidas
por el experto en la técnica, tales como la inclusién en o el enlace con la superficie. A titulo de
ejemplo de inclusion de la sustancia proteica en el vector sintético coloidal, se puede
mencionar la encapsulacion (Tamber H, y col, 2005, Adv Drug Deliv Rev, 57(3): 357-76). A
titulo de enlace de la sustancia coloidal con el vector sintético coloidal, se pueden mencionar la
adsorcion, como se describe en la solicitud de patente W02005/027871, o el injertado
covalente que implica la formacién de un enlace quimico entre un grupo reactivo del vector
coloidal y otro de la sustancia proteico de manera descrita por ejemplo en “Protein
immobilization-Fundamentals and Applications R.F. Taylor Ed, Marcel Dekker Inc, Nueva York,
1991.

Segun una realizacion particular, las sustancias proteicas se afiaden a los vectores
sintéticos por enlace y preferiblemente también por adsorcion, como por ejemplo, mezclando
las microparticulas con las sustancias proteicas e incubando con agitacion, por ejemplo, a
temperatura ambiente o a 37°C.

La composicion segun la invencion comprende igualmente un vector viral.

El vector viral comprende al menos una secuencia nucleotidica que codifica una
sustancia proteica que corresponde a al menos una sustancia proteica del vector sintético.

Por sustancia proteica del vector viral que corresponde a una sustancia proteica del
vector sintético, se entiende que la sustancia proteica del vector viral constituye un antigeno
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asociado a la misma enfermedad que la sustancia proteica del vector sintético, sea ésta del
mismo tipo o de tipo diferente como se ha indicado anteriormente. Cuando las sustancias
proteicas son de tipo diferente, es preciso que tengan al menos un epitope en comun, como
por ejemplo las proteinas Gag y p24.

De este modo el genoma del vector viral es modificado para insertar una 0 mas
secuencias nucleotidicas que codifican una 0 mas sustancias proteicas que constituyen
antigenos de la misma enfermedad o enfermedades diferentes. Entre estas sustancias
proteicas, al menos una corresponde a una sustancia proteica del vector sintético,
constituyendo estas sustancias proteicas antigenos asociados a la misma enfermedad.

Segun una realizacion preferida, el vector viral comprende una secuencia nucleotidica
gue codifica una proteina del VIH

Ademés de la o las secuencias nucleotidicas que codifican al menos una sustancia
proteica que constituye un antigeno asociado a la misma enfermedad que la sustancia proteica
del vector sintético, el vector viral comprende igualmente los medios necesarios para la
expresion de dicha sustancia proteica.

Se entiende por medio necesario para la expresion de una sustancia proteica, cualquier
medio que permite obtener la sustancia proteica, tal como especialmente un promotor, un
terminado de trascripcion, un origen de replicacion y preferiblemente un marcador de seleccion.

Los medios necesarios para la expresion de una sustancia proteica estan ligados de
manera operativa a la secuencia de acido nucleico que codifica dicha sustancia. Por “ligados
de manera operativa”, se entiende una yuxtaposicién de dichos elementos necesarios para la
expresion y del gen que codifica la sustancia proteica, los cuales constituyen una relacion tal
que esto les permite funcionar da manera esperada. Por ejemplo, pueden existir bases
suplementarias entre el promotor y el gen de interés mientras se preserva su relacién funcional.

Los medios necesarios para la expresion de la sustancia proteica pueden ser medios
homdlogos, es decir, incluidos en el genoma del vector utilizado, o bien ser heter6logos. En
este Ultimo caso, dichos medios se clonan con la proteina de interés a expresar.

Ejemplos de promotores heter6logos comprenden (i) los promotores virales tales como
el promotor SV40 (Virus simio 40), el promotor del gen de la timidina-quinasa del virus simplex
del Herpes (TK-HSV-1), el LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV), el promotor intermedio
precoz del ciromegolovirus humano (CMV) y el promotor mayor tardio adenoviral (MLP), asi
como (ii), cualgquier promotor celular que controla la trascripcion de los genes que codifican
proteinas en eucariotas superiores, tales como el promotor del gen de fosfoglicerato-quinasa
(PGK) constitutivo (Adra y col., 1987, Gene, 60 : 65-74), el promotor de los genes especificos
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de higado alfal-antiripsina y FIX y el promotor SM22 especifico de las células del musculo liso
(Moessler y col., 1996, Development, 122 : 2415-2425).

Dichas secuencias contenidas en el vector viral se pueden ligar directamente entre si
bajo el control de un solo promotor y/o de un solo elemento regulador de la expresion, o bien
pueden separarse estando cada una bajo la dependencia de promotores y/o reguladores de la
expresion independientes, idénticos o diferentes.

A titulo de vector viral apropiados para los fines de la invencion, se pueden mencionar
por ejemplo los vectores virales de tipo adenovirus, poxvirus, baculovirus, herpesvirus,
togavirus, retrovirus.

Los adenovirus se han detectado en numerosas especies animales. No se integran y
son poco patégenos. Son capaces de infectar una variedad de tipos celulares, las células en
division y las células en reposo. Poseen un tropismo natural para los epitelios bronquiales.
Ademas, se han utilizado como vacunas entéricas durante numerosos afios con un excelente
perfil de seguridad. Finalmente, se puede cultivar facilmente y purificarlas en gran cantidad.
Estas caracteristicas han hecho que los adenovirus son particularmente apropiados para un
uso como vectores de expresion y especialmente como vectores de terapia génica para fines
terapéuticos y vacunales.

Segun una realizacién preferida, el vector de la invencion es un adenovirus.

Ejemplos de adenovirus a usar en la presente invencion se pueden derivar de cualquier
fuente de origen humano o animal, en particular de origen canino (por ejemplo CAV-1 o CAV-2;
referencia GenBank CAV1GENOM vy CAV77082, respectivamente), de origen aviar
(referenciado GenBank AAVEDSDNA) de origen bovino (tal como BAV3, Seshidhar Reddy y
col., 1998, J. Virol., 72 : 1394-1402), de origen ovino, felino, porcino, de origen simio o bien de
uno de sus hibridos. Se puede usar cualquier serotipo. Sin embargo, se prefieren los
adenovirus de origen humano y en particular el adenovirus 5 (Ad5).

De manera general, los virus mencionados estan disponibles en las colecciones ATCC y
son objeto de numerosas publicaciones que describen su secuencia, su organizacién y su
biologia, lo cual permite que el experto en la técnica las aplique facilmente. Por ejemplo, la
secuencia del adenovirus tipo se describe en la base de datos GenBank (M73260) y M29978) y
se incorpora aqui por referencia.

El genoma de los adenovirus esta constituido por una molécula de ADN lineal de doble
hebra de aproximadamente 36 kb que lleva aproximadamente mas de 30 genes necesarios
para terminar el ciclo viral. Hay 4 genes precoces repartidos en el genoma del adenovirus (E1 a
E4). Las regiones E1, E2 y E4 son esenciales para la replicacion viral. La region E3 es
considerada como una regién no esencial basandose en la observacion de que los virus
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mutantes que aparecen naturalmente o los virus hibridos que han perdido esta region E3
siguen replicAndose como los virus de tipo salvaje en las células cultivadas (Kelly y Lewis,
1973, J. Virol., 12 : 643-652). Los genes tardios (L1 a L5) codifican mayoritariamente las
proteinas estructurales que constituyen la capsida viral. Se superponen al menos en parte a los
primeros motivos de transcripcion y se transcriben a partir de un Gnico promotor (MLP por
“Major Late Promoter”). Ademas, el genoma adenoviral lleva en los dos extremos regiones de
accion en cis esenciales para la replicacion de ADN, respectivamente los motivos de repeticion
inversos 5’ y 3’ (ITR por “Inverted Terminal Repeats”) y una secuencia de empaquetado.

Los adenovirus actualmente usados en los protocolos de terapia génica estan
desprovistos de la mayoria de la region E1, lo que hace que los virus sean deficientes al nivel
de su replicacion para evitar su diseminacién en el entorno y en el organismo huésped.
Ademas, la mayoria de los adenovirus estan igualmente desprovistos de la regién E3 con el fin
de aumentar su capacidad de clonacion. La factibilidad de la transferencia de gen utilizando
estos vectores se ha demostrado en una variedad de tejidos in vivo (véase por ejemplo Yeiy
col., 1994, Hum. Gene ther., 5 : 731-744; Dai y col., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92 :
1401-1405: US6.099.831; y US6.013.638).

Otro vector de expresion particularmente apropiado para los fines de la invencion un
poxvirus, el cual constituye otra realizacion de la invencién

Los poxvirus constituyen un grupo de virus complejo envueltos, que se distinguen
principalmente por su morfologia inhabitual, su gran genoma de ADN y su sitio citoplasmico de
replicacion. El genoma de varios elementos de los poxviridae, que comprenden la cepa viral de
la vacuna de Copenhagen (VV) (Goebel y col., 1990, Virol. 179 : 247-226 y 517-563) y la cepa
del virus de la vacuna modificada de Ankara (MVA) (Antoine y col., 1998, Virol., 244 : 365-396),
se ha cartografiado y secuenciado. La cepa VV posee un genoma de ADN de doble hebra de
aproximadamente 192 kb que codifica aproximadamente 200 proteinas de las cuales
aproximadamente 100 estan implicadas en el ensamblado del virus. La cepa MVA es una cepa
del virus de la vacuna muy atenuada, generada por mas de 500 pasadas en serie de la cepa de
Ankara del virus de la vacuna (CVA) sobre fibroblastos de embriones de pollo (Mayr y col.,
1975, Infection, 3 : 6-16). El virus MVA se ha registrado en la Coleccion Nacional de Cultivos de
microorganismos (CNCM) con el nUmero 1-721. La determinacion de la secuencia completa del
genoma del MVA y la comparacion con el del VV permite la identificacion precisa de las
alteraciones que aparecieron en el genoma viral y la definiciébn de siete deleciones (I a VII) y
numerosas mutaciones que conducen a marcos de lectura abiertos fragmentados (Antoine y
col., 1998, Virology, 244 : 365-396).
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Otros ejemplos de poxvirus apropiados para los fines de la invencion comprenden el pox
del canario, el pox de ave de corral, el pox de vaca, el entomox, el pox de mono, el pox de
cerdo y el pox de pingdino.

El poxvirus se encuentra en dos formas morfolégicamente distintas, denominadas virus
maduro intracelular (IMV) y virus extracelular envuelto (EEV).

Preferiblemente, el poxvirus usado para los fines de la invencion es un Virus Vaccinia
Ankara Modificado.

Los procedimientos de supresion y de insercion de secuencias de ADN en vectores de
expresion son ampliamente conocidos por el experto en la técnica y consisten en etapas de
digestion enzimatica y ligadura. Preferiblemente, la secuencia nucleotidica insertada en el
vector viral codifica una proteina del virus del VIH.

Las composiciones a base de vectores segln la invencién son particularmente eficaces
para la inhibicién, la prevencion y el tratamiento de una enfermedad cuya sustancia proteica de
la composicion constituye un antigeno, tal como una infeccién por un virus. Son particularmente
utiles para la preparacion de un medicamento, y en particular de una vacuna, bien terapéutica o
profilactica.

En un enfoque de tratamiento profilactico o terapéutico, en particular vacunacion, una
dosis eficaz de la composicion segun la invencion se administra a un paciente.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién son apropiadas para la administracion
oral, sublingual, subcutanea, intramuscular, intravenosa, tépica, local, intratraqueal, intranasal,
transdérmica, rectal, vaginal, intraocular, intraauricular, pudiendo dicho principio activo ser
administrado en forma unitaria de administracion.

Las formas unitarias de administracién pueden ser por ejemplo comprimidos, capsulas
duras, granulos, polvos, soluciones o suspensiones orales inyectables, parches transdérmicos
(“patch”), formas de administracion sublingual, bucal, intratraqueal, intraocular, intranasal,
intraauricular, por inhalacién, formas de administracién topica, tales como rectal o vaginal,
transdérmica, subcutdnea, intramuscular o intravenosa o implantes. Para la administracion
tépica, se pueden considerar, cremas, geles, pomadas, lociones o colirios.

Estas formas galénicas se preparan segun los procedimientos usuales de los ambitos
considerados.

Dichas formas unitarias se dosifican para permitir una administracion diaria de 0,001 a
10 mg de principio activo por kg de peso corporal, segun la forma galénica.

Puede haber casos particulares en los cuales dosificaciones mas elevadas o mas bajas
son apropiadas, tales dosificaciones no salen del marco de la invencion. Segun la préactica
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habitual, la dosificacion apropiada para cada paciente es determinada por el médico segun el
modo de administracion, el peso y la respuesta del paciente.
La cantidad y la naturaleza del excipiente se pueden determinar facilmente por el
experto en la técnica. Se eligen la forma galénica y el modo de administracion deseados
La composicion segun la invencién puede estar contenida en un kit farmacéutico. La
administracion de la composicion segun la invencion puede ser simultanea, separada o
escalonada en el tiempo.
Por administracion simultdnea, se entiende una administracién al mismo tiempo y en el
mismo lugar de la composicion.
Por administracién escalonada, se entiende la administracion del vector viral o del
vector sintético en tiempos diferidos. El plazo entre cada administracibn se puede entender
entre algunos minutos a varios afos, preferiblemente de varias semanas a varios meses y de
manera preferida puede ser de 3 0 4 semanas.
Por administracion separada, se entiende la administracion del vector viral y del vector
sintético en lugares corporales diferentes. El vector viral y el vector sintético pueden estar en el
mismo excipiente o preferiblemente en excipientes diferentes apropiados.
Preferiblemente, la composicibn segun la invencion se administra de manera
escalonada. Mas preferiblemente, el vector sintético se administra antes del vector viral.
De este modo, segun un modo de realizacion de la invencion, la composicion de la
invencién comprende:
)] un constituyente iniciador que consisten en el vector sintético coloidal
bioresorbible que comprende al menos una sustancia proteica y

i) un constituyente de refuerzo que consiste en el vector viral que comprende al
menos una secuencia nhucleotidica que codifica una sustancia proteica que
corresponde a al menos una sustancia proteica del vector sintético.

Ademéas de una aplicacion terapéutica y profilactica, la invencion tiene también una
aplicacion diagnodstica. De este modo, la invencion se refiere igualmente al uso de la
composicion de la invencion para el diagndstico in vitro del estado patolégico, del cual la o las
sustancias proteicas del vector sintético y del vector sintético constituiyen los antigenos, y en
particular de una infeccion viral o un cancer.

La presente invencion se entendera mejor con la ayuda de los siguientes ejemplos
dados Unicamente a titulo ilustrativo y no limitativo, asi como con la ayuda de las figuras 1 a 20
anexas, en las cuales

La figura 1 representa las respuestas CTL durante el experimento de inmunizacion N1

con diferentes composiciones vacunales, de las cuales las composiciones segun la invencion
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comprenden un vector sintético a base de microparticulas de poli(acido D, L-lactico) asociados
a la proteina p24 (denominado en lo sucesivo PLA/p24) y de un vector viral MVA que
comprende la secuencia gag (denominado en lo sucesivo virus MVA gag).

La figura 2 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag AMQ
durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el
vector viral MVA gag.

La figura 3 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas de la proteina p24
durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el
vector viral MVA gag.

La figura 4 representa las respuestas ELISPOT IL-4 especificas de la proteina p24
durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el
vector viral MVA gag.

La figura 5 representa la secrecion de la citoquina GM-CSF especifica de la proteina
p24 durante los 3 experimentos de inmunizaciéon con diferentes composiciones vacunales, de
las cuales las composiciones segun la invencion que comprenden el vector sintético PLA/p24 y
el vector viral MVA gag.

La figura 6 representa la secrecion de la citoquina IL-5 especifica de la proteina p24
durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 vy el
vector viral MVA gag.

La figura 7 representa la secrecion de la citoquina IL-2 especifica de la proteina p24
durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el
vector viral MVA gag.

La figura 8 representa la cinética de aparicion de las respuestas humorales especificas
de la proteina p24 durante los 3 experimentos de inmunizacién con diferentes composiciones
vacunales, de las cuales las composiciones segun la invencién que comprenden el vector
sintético PLA/p24 y el vector viral MVA gag.

La figura 9 representa las respuestas CTL durante el experimento n° 2 con diferentes
composiciones vacunales, de las cuales las composiciones segun la invenciébn que
comprenden el vector sintético PLA/p24 y el vector viral MVA gag.
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La figura 10 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag
AMQ después de la inmunizacion con diferentes composiciones vacunales, de las cuales las
composiciones segun la invencion que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el vector viral
Adenovirus gag.

La figura 11 representa la secrecion especifica de la proteina p24 de las citoquinas IL-2,
IL-4, IL-10 después de la inmunizacion con diferentes compaosiciones vacunales, de las cuales
las compaosiciones segun la invencién que comprenden el vector sintético PLA/p24 y el vector
viral Adenovirus gag.

La figura 12 representa la cinética de las respuestas humorales especificas de la
proteina p24 (12A) o del adenovirus (12B) después de la inmunizacion con diferentes
composiciones vacunales, de las cuales las composiciones segun la invenciébn que
comprenden el vector sintético PLA/p24 y el vector viral Adenovirus gag.

La figura 13 compara las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag AMQ
después de la inmunizacion con diferentes composiciones vacunales, de las cuales las
composiciones que comprenden PLA/p24 y MVA gag o que comprenden Alum/p24 y MVA gag.

La figura 14 compara las respuestas ELISPOT IL-4 especificas de la proteina p24
después de inmunizacion con diferentes composiciones vacunales, de las cuales las
composiciones que comprenden PLA/p24 y MVA gag o que comprenden Alum/p24 y MVA gag.

La figura 15 compara las cinéticas de aparicion de las respuestas humorales especificas
de la proteina p24 después de inmunizacién con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones que comprenden PLA/p24 y MVA gag o que comprenden Alum/p24 y
MVA gag.

La figura 16 compara las cinéticas de aparicion de las respuestas humorales especificas
del virus MVA después de inmunizacion con diferentes composiciones vacunales, de las cuales
las composiciones que comprenden PLA/p24 y MVA gag o que comprenden Alum/p24 y MVA
gag.

La figura 17 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido beta-gal
TPH después de la inmunizaciéon de ratdon con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones que comprenden el vector sintético PLA-beta-gal y el vector viral
MVA beta-gal.

La figura 18 compara las cinéticas de aparicion de las respuestas humorales especificas
de la beta-gal después de la inmunizacion de ratén con diferentes composiciones vacunales,
de las cuales las composiciones que comprenden el vector sintético PLA-beta-gal y el vector
viral MVA beta-gal.
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La figura 19 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido p24
AMQ después de la inmunizacion de ratén con diferentes composiciones vacunales, de las
cuales las composiciones que comprenden el vector sintético CPL-p24 y el vector viral MVA
beta-gag.

La figura 20 compara las cinéticas de aparicion de las respuestas humorales
especificas del péptido p24 AMQ después de la inmunizaciébn de ratébn con diferentes
composiciones vacunales, de las cuales las composiciones que comprenden el vector sintético
CPL-p24 y el vector viral MVA beta-gag.

Eiemplo 1: Inmunizacion de ratén con una composicion vacunal segun la invencién

La composicion vacunal usada comprende un vector sintético a base de microparticulas
de poli(acido D,L-lactico) asociadas a la proteina p24 (en lo sucesivo denominada PLA/p24) y
de un vector viral MVA gque comprende la secuencia gag de SEQ ID N°1 (denominado en lo
sucesivo virus MVA gag).
1.- Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c (H-2K%
hembras de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacién
2.- Inmunégenos administrados

En esta serie de experimentos se han utilizado los siguiente inmunogenos solos o en

combinacion:

- las microparticulas PLA/p24 preparadas segun el protocolo de desplazamiento de
disolvente y de adsorcion de la solicitud de patente W02005/027871.

- el virus MVA gag (Modified Vaccinia Ankara, virus de la vacuna modificada de la
cepa Ankara) que es recombinante para el gen gag del virus VIH-1, que codifica la
proteina p24. El virus recombinante se ha construido en Transgene a partir de la
cepa salvaje (MVATGN33) tal como se describe en Antoine G. y col., 1998, “The
complete genomic sequence of the modified vaccinia Ankara strain: comparison with
other orthopoxvimses”, Virology, 244 : 365-396. Este virus recombinante se ha
producido y purificado a continuacion como sigue: el MVA se replica en las células
embrionarias de pollo. Después de 48 a 72 horas, las células se recogen, y se lisan
por congelacion/descongelacion y por sonicacion. El lisado se purifica/concentra
mediante dos almohadillas de sacarosa seguido eventualmente de 2 gradientes de
sacarosa.

Para mayores precisiones, se puede referirse al libro “Current Protocols in Molecular

Biology” Vol 2, capitulo 16.16 Editores Ausubel FM, Brent R, Kigston RE, Moore DD, Seidman
JG, smith JA, Struhl K, John Wiley & Sons, inc, Nueva York. 3 Volimenes.
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el virus MVA salvaje MVATGN33. Se trata de un testigo negativo que sirve para
medir si el vector viral induce una respuesta inmune no especifica durante las
inmunizaciones.

el ADN gag. El gen gag (de SEQ ID N°1) se ha clonado en el plasmido de expresion
eucariotica phCMV (contiene el promotor intermedio/precoz del citomegalovirus
humano y de las sefiales de empalme y de poliadenilaciéon procedentes del gen
beta-globina del conejo (J K, y col., 1994, Proc Natl Acad Sci., 91(20): 9564-9568).
Las preparaciones de ADN sin endotoxinas y en gran cantidad se han preparado
con el kit de gigaprep endotoxine-free de Macherey-Nagel. EI ADN sirve de control
positivo, ya que es sabido que en el ratén la administraciéon por via intramuscular de
ADN no permite inducir una buena respuesta citotoxica (CTL).

3.- Inmunizaciones

Experimento 1

35 ratones recibieron 2 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a las

0 y 3 semanas. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican

en la siguiente Tabla 1. todas las inyecciones se han realizado por via subcutanea salvo para el

ADN que se ha administrado por via intramuscular.

Tabla 1

Dosis: 1° inyeccion | Dosis: 22 inyeccion NUmero de ratéon
semana 0 semana 3

MVA gag 107 pfu MVA gag 107 pfu 5

MVA gag 107 pfu PLA/p24 40 ug 5

PLA/p24 40 ug MVA gag 107 pfu 5

PLA/p24 40 pg PLA/p24 40 pg 5

MVA gag 107 pfu MVA gag 107 pfu 5

ADN gag 10 pg(IM) PLA/p24 40 pg 5

PLA/p24 40 pg ADN gag 10 pg(IM) 5

Pfu =

valoracion

plague forming units, es la unidad de medicién de la dosis MVA usada. La
se expresa en pfu segun la técnica de dosificacion del stock viral usada, como se

indica en Current Protocols in Molecular Biology, supra.

Los animales se sacrificaron 6 semanas después de la primera inyeccidn y se extrajo la

sangre y el bazo para los andlisis inmunoldgicos.

Experimento 2

En este experimento, se aumento el nimero de inyecciones.
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30 ratones recibieron 2 o 3 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a las 0, 3
y 6 semanas. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican en
la siguiente tabla 2. Todas las inyecciones se realizaron por via subcutanea.

Tabla 2

Dosis: 1°? inyeccion | Dosis: 22 inyeccion | Dosis: 32 inyeccién | NUmero de ratén

semana 0 semana 3 semana 6

MVA gag 107 pfu MVA gag 10’ pfu 5
MVA gag 107 pfu MVA gag 10’ pfu MVA gag 10’ pfu 5
MVA gag 107 pfu PLA/p24 40 ug 5
MVA gag 107 pfu PLA/p24 40 pg PLA/p24 40 pg 5
PLA/p24 40 ug MVA gag 107 pfu 5

MVA salvaje 10’ pfu | MVA salvaje 10’ pfu | MVA salvaje 10’ pfu |5

Los animales se sacrificaron 3 semanas después de la ultima inyeccion y se extrajo la
sangre y el bazo para los analisis inmunolégicos.
Experimento 3

30 ratones recibieron 2 o 3 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a
las 0, 3 y 6 semanas. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se
indican en la siguiente tabla 3. Todas las inyecciones se realizaron por via subcutanea.
Tabla 3

Dosis: 1°? inyeccion | Dosis: 22 inyeccion | Dosis: 32 inyeccion | NUmero de ratén

semana 0 semana 3 semana 6

MVA gag 107 pfu PLA/p24 40 pg 5
MVA gag 107 pfu PLA/p24 40 ug PLA/p24 40 ug 5
PLA/p24 40 ug MVA gag 10’ pfu 5
PLA/p24 40 ug MVA gag 10" pfu | PLA/p24 40 ug 5
PLA/p24 40 ug PLA/p24 40 ug 5
PLA/p24 40 g PLA/p24 40 ug PLA/p24 40 g 5

Los animales se sacrificaron 3 semanas después de la ultima inyeccion y se extrajo la
sangre y el bazo para los analisis inmunolégicos.
4.- Andlisis inmunologicos

Se buscd la respuesta humoral y la respuesta celular como sigue:
- Respuesta humoral: se efectu6 una extraccion sanguinea a los ratones antes de su

sacrificio. La presencia de los anticuerpos anti-p24 se determiné por ELISA. La
proteina p24 (producida con Escherichia coli y purificada por cromatografia de
afinidad metal-quelato segun Cheynet V y col., 1993, Protein Expr Purif, 4(5) : 367-

20



10

15

20

25

30

35

(i)

(ii)

(iif)

ES 2355943 T3

72) se utilizé en captura y se revelaron los anticuerpos especificos presentes en el
suero mediante un anticuerpo policlonal anti-ratén como valoracién de anticuerpo de
deteccién que es un anticuerpo de cabra anti-lgG AffiniPure conjugado con la
peroxidasa de Raifort (H+L, Jackson Immunoresearch, cat n® 115-035-062). La
valoracion es la inversa de la dilucion para la cual se obtiene una absorbancia de 0,1
unidad DO con el protocolo ELISA utilizado.

Respuesta celular: después del sacrificio de los ratones, se extrajeron los bazos de

manera estéril para preparar una suspension celular. Los siguientes analisis se
practicaron sobre las suspensiones celulares obtenidas, habiéndose analizado cada
raton de manera individual o conjuntamente cuando la cantidad de células obtenidas
no era suficiente para un analisis individual.
Ensayo CTL: La suspension celular se cultivé en presencia de un péptido de la
proteina p24 de 9-mero (AMQMLKETI — SEQ ID N°2) que corresponde a un
epitope CTL H-2K° restringido inmunodominante, y de IL-2. Cinco dias mas
tarde, la poblacion efectora se reestimul6 mediante células naives irradiadas,
cargadas con el péptido. La poblacién citotoxica efectora se recogié al cabo del
séptimo dia y la actividad CTL se midié utilizando como dianas las células P815
(ATCC TIB-64) marcadas con *'Cr.
ELISPOT: El ELISPOT permite determinar el nUmero de células que secretan
una citoquina dada en respuesta a un estimulo especifico. Nos interesamos por
las citoquinas IFN-y de tipo Thl e IL-4 de tipo Th2. Las suspensiones celulares
obtenidas a partir de los bazos se reestimularon in vitro por el péptido
AMQMLKETI durante 20 horas para analizar las respuestas de tipo CDB. Las
suspensiones celulares obtenidas a partir de los bazos se reestimularon in vitro
por la proteina p24 (sin endotoxinas) durante 42 horas para analizar las
respuestas de tipo CD4.
Las placas de ELISPOT de 96 pocillos con membranas de PVDF (Multiscreen IP,
Millipore) se recubrieron con un anticuerpo anti-IFN-y o anti-IL-4. durante la
reestimulacion, las suspensiones de esplenocitos se incubaron en estas placas
para capturar las citoquinas secretadas por cada célula. Se revelaron los spots
correspondientes a cada célula que secreta la citoquina de interés mediante un
anticuerpo de deteccion biotinilado especifico de la citoquina de interés.
Secrecion de las citoquinas: Los esplenocitos se estimularon durante 3 dias en
un medio de cultivo completo (medio de cultivo alpha minimal essential medium
(aMEM) que contiene suero de feto de ternero al 10%, 10 mM HEPES, 5 x 10
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M B-mercaptoetanol,

X (cat n°® 11360-039) (constituyentes de Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia)) en
presencia 0 no del antigeno de interés p24, y a continuacion las citoquinas
secretadas en el sobrenadante de cultivo se dosificaron por el kit mouse
FlowCytomix Th1/Th2 10plex de Bender Medsystems /Cat n°® BMS720FF).

5. Resultados

4 mM L-glutamina, 80 U/ml
estreptomicina, aminoacidos no esenciales Ix (cat n°® 11140-35) piruvato sodico 1

penicilina, 80 mg/ml

5.1. Larespuesta CTL
La siguiente tabla 4 recapitula los resultados obtenidos durante los 3 experimentos
SuCesivos:
Cadigo | Composicion vacunal Ratones Frecuencia de los
analizados de|ratones con respuesta

manera conjunta
(Exp 1 n=5)

CTL numero de ratdn

positivo/nimero
ratones
individualmente

de

analizados

A MVA gag + MVA gag Grupo negativo | 0,5

A’ MVA gag + MVA gag + MVA gag 1/5

B MVA gag + PLA/p24 Grupo negativo | 1/10

B’ MVA gag + PLA/p24 + PLA/p24 3/10

C PLA/p24 + MVA gag Grupo positivo [ 2/10

C PLA/p24 + MVA gag + PLA/p24 1/5

F ADN gag + PLA/p24 Grupo positivo | No efectuado
PLA/p24 + ADN gag Grupo positivo | No efectuado

D PLA/p24 + PLA/p24 Grupo negativo | 0/5

D’ PLA/p24 + PLA/p24+ PLA/p24 0/5

E MVA + MVA salvaje Grupo negativo | No efectuado

E’ MVA + MVA + MVA salvaje 0/5

inmunizacién n® 1. Cada grupo esta constituido por 5 ratones, los bazos se agruparon antes de
la dosificacién CTL. Siendo 0, la estimulacion no especifica (sin péptido) en todos los grupos,
no se representa. Igualmente, al ser 0, las respuestas CTL obtenidas con las composiciones A,
D y E, no se representan. La abscisa corresponde a la relacion células efectoras (CTL)
respecto de las células dianas (a lisar). El eje de ordenadas corresponde al porcentaje de lisis

media.

La figura 1 representa las respuestas CTL obtenidas durante el experimento de
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Las respuestas CTL inducidas son de baja intensidad con todos los inmundgenos
utilizados (MVA, PLA o combinaciones), con la excepcion del grupo G del experimento 1 que
ha recibido ADN en ultimo lugar (Figura 1). La induccién de CTL en los grupos ADN es normal:
el ADN se optimiza con este objetivo, es un testigo positivo en el ratdon pero que no funciona
tan bien en los primates.

Incluso si las respuestas siguen siendo débiles, los grupos que contienen a la vez MVA
y PLA dan mejores respuestas CTL que los grupos que han recibido MVA solo o PLA solo.

Cuando se han realizado 2 inyecciones, en los grupos que han recibido 2 veces MVA o
2 veces PLA, no hay CTL detectado durante el sacrificio retenido (A y D), mientras que en los
grupos que han recibido a la vez PLA y MVA (B y C), hay una baja frecuencia de CTL. El orden
de inyeccion desempenfia también una funcién: PLA + MVA (C) da mejores resultados que MVA
+ PLA (B).

Cuando se han realizado 3 inyecciones, la frecuencia de induccion de las respuestas
sigue siendo todavia débil. Las respuestas CTL no mejoran respecto de dos inyecciones. La
estrategia vacuna que usa MVA necesita 3 inyecciones para dar los mismos resultados que las
combinaciones de PLA y MVA.

5.2.- Larespuesta ELISPOT IFN-y contra el péptido Gag AMQ

La figura 2 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag AMQ.
Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos sucesivos se han incluido en el
analisis. Para cada composicién vacunal, el nimero de animales que ha recibido esta
composicion se indica entre paréntesis. El eje de las ordenadas representa el nimero medio de
células que secretan IFN-y de manera especifica en respuesta a una estimulacién de 18 horas
por el péptido Gag AMQ sobre un millbn de células estimuladas. Esta respuesta se ha
determinado individualmente para cada ratén. El nimero representado en este grafico
corresponde a la media calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5, 10 o 15 segln
los grupos).

El interferon gamma o de tipo Il se denomina también interfer6n inmunitario ya que es
secretado por los linfocitos T de tipo CD4+, por los linfocitos T de tipo CD8+ y las células NK.
Protege las células contra las infecciones virales. Estimula la actividad fagocitaria de los
macrofagos, permitiéndoles matar las células tumorales. Estimula la maduracién de los
linfocitos T y B y aumenta la produccién de anticuerpos. Aumenta la expresion de las moléculas
HLA de clase | y Il por los macréfagos. Se trata de una citoquina de tipo tThl.

Es posible clasificar las composiciones vacunales en varias categorias en funcion de las
respuestas ELISPOT IFN-y obtenidas. Las mejores respuestas son inducidas por las
composiciones PLA + MVA(C) y MVA + MVA(A). En estos casos, la tercera inyeccién, o no
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aporta ninguna mejora (composicion MVA + MVA)(A’), o puede hacer que se reduzca la
respuesta observada (composicion PLA + MVA) (C). Las composiciones MVA + PLA (By B) y
ADN + PLA (F) permiten generar respuestas de intensidad intermedias, mientras que la
estrategia que usa Unicamente PDA (D y D’) no induce mas que respuestas débiles.

De este modo, hemos podido mostrar que la composicion vacunal PLA + MVA (C) era al
menos tan buena, o mejor que la combinacion MVA + MVA (A) para inducir una secrecion de
IFN-y especifica del péptido AMQ.

5.3. La respuesta ELISPORT IFN-y contra la proteina p24

La figura 3 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas de la proteina p24.
Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos sucesivos se han incluido en el
analisis. Para cada composicién vacunal, el nimero de animales que ha recibido esta
composicion se indica entre paréntesis. El eje de las ordenadas representa el nUmero medio de
células que secretan IFN-y de manera especifica en respuesta a una estimulacién de 42 horas
por la proteina p24 sobre un millén de células estimuladas. Esta respuesta se ha determinado
individualmente para cada raton. EI nUmero representado en este grafico corresponde a la
media calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5, 10 o 15 segun los grupos).

De nuevo, es posible clasificar las composiciones vacunales en varias categorias en
funcién de las respuestas ELISPOT IFN-y obtenidas. Las mejores respuestas son inducidas por
las composiciones PLA + MVA (C y C’) y ADN + PLA (F). La tercera inyeccion hacer reducir
también la respuesta observada en el caso de la composicion PLA — MVA(C). Las
composiciones MVA + PLA (B y B) y MVA + MVA (A y A’) permiten generar respuestas de
intensidad intermedias, mientras que la estrategia que usa Unicamente PLA (D y D’) no induce
Mas que respuestas deébiles.

De este modo, se ha podido mostrar que la composicion vacunal PLA + MVA era la mejor
eleccién para inducir una secrecion de IFN-y especifica de la proteina p24.
5.4 La respuesta ELISPOT IL-4 contra la proteina p24

La figura 4 representa las respuestas ELISPOT IL-4 especificas de la proteina p24.
Todos los animales inmunizados durantes los 3 experimentos sucesivos se han incluido en el
analisis. Para cada composicion vacunal, el nimero de animales que han recibido esta
composicion se indica entre paréntesis. El eje de las ordenadas representa el niumero medio de
células que secretan IL-4 de manera especifica en respuesta a una estimulacion de 42 horas
por la proteina p24 sobre un millén de células estimuladas. Esta respuesta se ha determinado
individualmente para cada raton. El numero representado en este grafico corresponde a la
media calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5, 10 o 15 segun los grupos).
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De nuevo, es posible clasificar las composiciones vacunales en varias categorias en
funcién de las respuestas ELISPOT IL-4 obtenidas. Las mejores respuestas son inducidas por
la composicion PLA + MVA (C y C’). La tercera inyeccidn parece de nuevo no necesaria ya
que no mejora en gran medida la respuesta inducida por la composicion PLA + MVA(C’). Las
composiciones MVA + PLA (B 'y B’) y ADN + PLA(F) y PLA + PLA (D y D’) permiten generar
respuestas de intensidad intermedias, mientras que la estrategia que usa Unicamente MVA no
induce mas que respuestas débiles (Ay A)).

De este modo, se ha podido mostrar que la composicion vacunal PLA + MVA era la
mejor eleccién para inducir una secrecion de IL-4 especifica de la proteina p24.

5.5. Secreciones de las citoquinas

El estudio de la secrecion de las citoquinas permite trazar una tabla del estado de
activacion inmunitaria del animal que ha recibido la composicion vacunal. Se pueden repartir
las citoquinas en cuatro grupos en funcion de sus propiedades:

1) los mediadores de la inmunidad natural (IFN-y, IL-4, IL-6, IL-8...)

2) Los activadores de la activacion, crecimiento y diferenciacion linfocitaria (IL-2, IL-4.

IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B)

3) Los activadores no especificos de la inflamacion (IFN-y, IL-5, IL-8)

4) Los activadores y diferenciadores de leucocitos inmaduros (IL-3, GMCSF)

Gracias al uso de un kit maltiplex, se ha podido dosificar la secrecion de 10 citoquinas
diferentes en los sobrenadantes de cultivo de los esplenocitos obtenidos de los animales
sacrificados. Estas citoquinas son: IFN-y, TNT-a, GM-CSF, IL-4, IL-17, IL-1a, IL-2, IL-5, IL-6, IL-
10.

Ninguna de las composiciones vacunales ensayadas induce una secrecion significativa
de las citoquinas IL-1a e IL-17.

Para todas las otras citoquinas ensayadas, se ha podido poner de manifiesto diferencias
entre los grupos.

La figura 5 representa la secrecion de la citoquina GM-CSF especifica de la proteina
p24. Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos sucesivos se han incluido en
el analisis, cuando la cantidad de células disponibles lo permiten. Para cada composicion
vacunal, el nimero de animales que recibieron esta composicion se indica entre paréntesis.
Las células obtenidas a partir de los ratones de un mismo grupo se han agrupado antes de su
cultivo para el ensayo de secrecion. El eje de ordenadas representa la concentracion de GM-
CSF (en pg/ml) secretada en el medio de cultivo en respuesta a una estimulacién de 3 dias por
la proteina p24.
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La citoquina GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) es un potente
inmunoestimulador que permite activar las funciones inmunitarias tales como la adhesion, la
fagocitosis, etc de los macréfagos, de los neutrofilos y de los eosinéfilos. Como se puede ver
en la figura 5, se ha podido mostrar una importante secrecion de GM-CSF en los grupos que
contienen PLA en asociacion o no con el MVA (salvo cuando el nimero de inyeccion aumenta
a 3 para los PLA) mientras que los grupos inmunizados exclusivamente con MVA no lo
secretan o lo secretan poco)

La figura 6 representa la secrecidn de la citoquina IL-5 especifica de la proteina p24.
Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos sucesivos se han incluido en el
analisis, cuando la cantidad de células disponibles lo permitia. Para cada composicién vacunal,
el nimero de animales que ha recibido esta composicion se indica entre paréntesis. Las células
obtenidas a partir de un mismo grupo se han agrupado antes de ser cultivadas para el ensayo
de secrecion. El eje de las ordenadas representa la concentracion de IL-5 (en pg/ml) secretada
en el medio de cultivo en respuesta a una estimulacion de 3 dias por la proteina p24.

Para todas las citoquinas de tipo Th2 como IL-4, IL-5, IL-6 e IL10, los perfiles de
secrecidon son muy similares al presentado en la figura 6 que corresponde a la secrecion del IL-
5. No se ha observado ninguna secrecién en los grupos que han recibido MVA salvaje (es
normal, es un testigo negativo). Se obtienen bajas concentraciones para los grupos MVA gag, 2
o 3 inyecciones, y los grupos que asocian el ADN y el PLA. Se obtienen concentraciones
medias para los grupos de ratones inmunizados por las composiciones PLA y MVA. Las
concentraciones mas fuertes se obtienen en los grupos que han recibido Unicamente PLA. La
secrecidn de citoquinas se orienta por lo tanto mas o menos hacia las citoquinas de tipo Th2 en
funcién de la composicién vacunal:

- se observa una respuesta mayoritariamente de tipo Th2 para los grupos

inmunizados Unicamente con los PLA (la secrecion de IFN-y del IL-2, citoquinas de
tipo Thl es baja (figura 7),

- se observa una respuesta no polarizada, a la vez Thl y Th2 para los grupos

inmunizados con las combinaciones PLA y MVA.

- para los grupos MVA, la secrecion de citoquinas de tipo Th2 es baja.

Obsérvese también que las 4 citoquinas Th2 dosificadas no son secretadas a la misma
concentracion. IL-4 e IL-10 son las secretadas a tasas elevadas. La siguiente tabla recapitula
las concentraciones medias de las diferentes citoquinas observadas en los grupos que han
recibido las composiciones PLA y MVA.
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Tabla 5
Citoquina IL-4 IL-5 IL-6 IL-7
Concentracién media (pg/ml) 2600 1460 260 2660

La interleuquina 4, IL-4 es secretada por los linfocitos T de tipo CD4+. Aumenta el
crecimiento y la diferenciacion de los linfocitos B previamente activados, favorece la produccion
de IgE que desempefia una funcién importante en las reacciones de hipersensibilidad
inmediata. Activa también los macrofagos.

La interleuquina 5, IL-5, estimula el crecimiento, la diferenciacion y la actividad de los
eosinofilos que desempefian una funcidon importante en la lucha contra las infecciones
parasitarias. El aumento del nimero de los eosindfilos no es solamente un signo de ataque
parasitario sino también un medio de defensa. La IL-5 induce la proliferacion de los linfocitos B
y su secrecion de inmunoglobulinas. Activa los linfocitos T citotoxicos. Se puede considerar su
uso en el tratamiento de algunas enfermedades.

La interleuquina 6, IL-6 estimula el crecimiento y la diferenciacién de los linfocitos B y
aumenta la generacion de las plaquetas. Provoca, por activacion hepatocitos, la secrecion de
las proteinas de la inflamacién como el fibrinbgeno y la proteina C reactiva. Tiene una funcién
proinflamatoria. Tiene un efecto citotoxico respecto de algunos tumores.

La figura 7 representa la secrecion de la citoquina IL-2 especifica de la proteina p24.
Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos sucesivos se han incluido en el
andlisis, cuando la cantidad de células disponibles lo permitia. Para cada composicién vacunal,
el numero de animales que ha recibido esta composicién se indica entre paréntesis. Las células
obtenidas a partir de los ratones de un mismo grupo se han agrupado antes de su cultivo para
el ensayo de secrecion. El eje de las ordenadas representa la concentracion de IL-2 (en pg/ml)
secretada en el medio de cultivo en respuesta a una estimulacion de 3 dias por la proteina p24.

La IL-2 es un factor de crecimiento para los linfocitos. Activa su transformacién en
linfocitos T citotoxicos de tipo CD8+ que secretan el interferobn o, el cual estimula los
macrofagos para liberar el TNFa y el TGFa (transforming growth factor ). La IL-2-2 estimula el
crecimiento y la actividad citolitica de las células NK (natural killer). Estimula la maduracion de
los linfocitos B y la sintesis de anticuerpos. Es una citoquina de tipo Th1l.

Es posible clasificar las composiciones vacunales en varias categorias en funcién de la
secrecion de IL-2, especifica de la proteina p24. La mejor respuesta es inducida por la
combinacion MVA + PLA(B), y a continuacion PLA + MVA (C), PLA solo (D) y MVA solo (A).
5.6. La respuesta humoral especifica de la proteina p24

La figura 8 representa una cinética de aparicibn de las respuestas humorales
especificas de la proteina p24. Todos los animales inmunizados durante los 3 experimentos se
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han incluido en el analisis. Para cada composicion vacunal, el nUmero de animales que ha
recibido esta composicién se indica entre paréntesis. El eje de las ordenadas representa la
valoracién en IgG anti-p24 por ELISA de captura p24; la escala de este eje es logaritmica. La
valoracién en anticuerpos se ha determinado individualmente para cada raton. El nimero
representado en este grafico corresponde a la media geométrica calculada a partir de todos los
ratones de un grupo (n=5, 10 o 15 segun los grupos). S3= semana 3, S6 = semana 6, S9 =
semana 9.

En lo que se refiere a las respuestas humorales anti-p24, por primera vez en esta serie
de experimentos, aumentar el nimero de inyecciones permite mejorar de manera significativa
la respuesta inmune medida. En efecto, sea cual sea el grupo estudiado, pasar de 2 a 3
inyecciones de inmundégeno aumenta aproximadamente en un log la respuesta anti.p24 (salvo
para el grupo PLA solo donde el aumento es menor aunque significativo).

Para los grupos que han recibido 3 inyecciones, todas las combinaciones que contienen
MVA y PLA o el PLA solo inducen una valoracién elevada (1056), superior en un log a la
valoracién inducida por MVA solo.

De manera similar, para los grupos que han recibido 2 inyecciones, todas las
composiciones que contienen MVA y PLA o el PLA solo inducen una valoracion elevada,
superior en un log a la valoracion inducida por MVA solo.

Cambiar una inyecciéon de PLA en MVA en un esquema de vacunacion no perjudica la
valoracion en anticuerpos obtenidos sino que permite ampliar las respuestas celulares respecto
de las que son generadas Unicamente por un vector PLA.

Conclusién:

En funcion del tipo de respuesta analizada, la mejor composicibn no es siempre la
misma, obteniendo algunas composiciones especificamente muy buenas respuestas.

Sin embargo, para obtener una respuesta inmune amplia e intensa, la mejor
composicion es la composicion PLA + MVA.

Ejemplo: Inmunizacién de ratén con la composicién vacunal de microparticulas PLA/p24

y el Adenovirus Gag

1. Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c, (H-2K
hembras de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacién.
2. Inmundgenos administrados

En esta serie de experimentos se han utilizado solos 0 en combinacién los siguientes
inmundogenos:
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- las microparticulas PLA/24 preparados segun el protocolo de desplazamiento de
disolvente de la solicitud de patente WO2005/02787.

- El Adenoviru tipo 5 Gag que es recombinante para el gen gag del virus VIH-1, que
codifica la proteina p24 (Généthon)

- El Adenovirus tipo 5 eGFP que es recombinante para el gen que codifica la
enhanced Green Fluorescent Protein (Généthon). Se trata de un testigo negativo
que sirve para medir si el vector viral induce una respuesta inmune no especifica
durante las inmunizaciones.

- EI ADN gag. El gen gag (SEQ ID N°1) se ha clonado en el plasmido de expresion
euricaridtica phCMV (plasmido no comercial). Las preparaciones de ADN sin
endotoxinas y en gran cantidad se han realizado con el kit de gigaprep endotoxine-
free de Marcherey-Nagel. EI ADN sirve de control positivo, ya que es sabido que en
el ratén la administrtacion por via intramuscular de ADN no permite inducir una
buena respuesta citotoxica (CTL).

3. Inmunizaciones

30 ratones recibieron 2 dosis de los inmunogenos descritos en el punto 2 anterior a las
0 y 3 semanas. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican
en la siguiente tabla 6. Todas las inyecciones se realizaron por via intramuscular para el
adenovirus y el ADN y por via subcutanea para los PLA.
Tabla 6

Dosis 1@ inyeccion | Dosis 2% inyeccion | NUmeros de ratones | Composicion
semana 0 semana 3

Ad5 gag 108 ip Ad5 gag 108 ip 5 H

Ad5 gag 10°% ip PLA/p24 40 ug 5 |

PLA/p24 40 ug Ad5 gag 10°% ip 5 J

Ad5 gag 10’ ip Ad5 gag 10’ ip 5 H

Ad5 gag 10 ip PLA/p24 40 pg 5 I

PLA/p24 40 pg Ad5 gag 10 ip 5 J

Los animales se sacrificaron 3 semanas después de la ultima inyeccion y se extrajo la

sangre y el bazo para los analisis inmunolégicos.

4. Andlisis inmunolégicos

Realizados segun los mismos protocolos que en el ejemplo 1. Ademas, se han medido
las respuestas humorales dirigidas contra el adenovirus5 utilizando una técnica ELISA. El
protocolo es idéntico al utilizado para ELISA anti-p24, salvo que se ha utilizado un lisado de
adenovirus en captura.

29



10

15

20

25

30

ES 2355943 T3

5. Resultados
5.2. Respuestas CTL
La figura 9 representa las respuestas CTL obtenidas durante el experimento de
inmunizacién n°2. cada grupo esta constituido por 5 ratones, analizados individualmente. Al ser
la estimulacion no especifica (sin péptido) en todos los grupos 0. no se ha representado. La
abscisa corresponde a la relacion de células efectoras (CTL) respecto de las células dianas (a
lisar). El eje de las ordenadas corresponde al porcentaje de lisis media, se trata de la media
aritmética calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5).
En todos los grupos 5 ratones de 5 han desarrollado una respuesta CTL, salvo un ratén
del grupo Ad5gag 10 + PLA.
Se observa lo mismo para las 2 dosis de virus ensayadas: las combinaciones Ad + Ad
(Hy H)y PLA + Ad (J y J)) inducen mejores respuestas CTL que la combinacién Ad + PLA (ly
).
5.3. la respuesta ELISPOT IFN-y contra el péptido Gag AMQ
La figura 10 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag
AMQ. EIl eje de las ordenadas representa el numero medio de células que secretan IFN-y de
manera especifica en respuesta a una estimulacion de 18 horas por el péptido Gag AMQ sobre
un millén de células estimuladas. Esta respuesta se ha determinado individualmente para cada
ratén (enumerado del 1 al 5 para cada raton, asi H1 corresponde al raton 1 que ha recibido la
composicién H Ad5 gag 10° ip y Ad5 gag 10° ip. El ndmero representado en este gréfico
corresponde a una media de triplicados.
Se puede observar segun la figura 10 que:
- al0% larespuesta PLA + AD > Ad + Ad > ad + PLA
- a 10’ la respuesta Ad + Ad > o0 = PLA + Ad > Ad + PLA. La diferencia entre las
composiciones Ad + Ad y PLA + Ad es poco flagrante. globalmente la respuesta
ELISPOT IFN-y esta en consonancia con el ensayo CTL: Las composiciones PLA +
Ad y Ad + Ad son mas eficaces que Ad + PLA.
5.4. Secrecion de citoquinas
Como en el ejemplo 1, se ha ensayado la secrecion de 10 citoquina en el sobrenadante.
Entre éstas, la IL-5, IL-6, IL17 y la IFN-y no eran secretadas o lo eran a concentraciones
infinitesimales. Cuando en GM-CSF- TNF-a e IL-la, su secrecidon no era especifica de la
proteina p24 por la técnica de dosificacion usada. Es muy probable que sea la inmunizacion
por el adenovirus la que provoca la secrecidon de estas citoquinas. Si existe una secrecion
especifica de la proteina p24, se sumerge en la provocada por el adenovirus.
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Para 3 otras citoquinas, a saber IL-2(Th1), asi como la IL-4 y la IL-10 (Th2), se ha
podido medir la secrecion especifica de la proteina p24. Los resultados se presentan en la
figura 11.
La figura 11 representa la secrecion de las citoquinas IL-2, IL-4 e IL-10 especifica de la
proteina p24. Cada composicién vacunal se ha administrado a 5 ratones. Las células obtenidas
a partir de los ratones de un mismo grupo se han agrupado antes de su cultivo para el ensayo
de secrecion. El eje de las ordenadas representa la concentracion de cada citoquina (en pg/ml)
secretada en el medio de cultivo en respuesta a una estimulacion de 3 dias por la proteina p24.
Los resultados en la figura 11 muestran que:
- la composicion Ad5 + Ad5 gag (H y H’) no dan ninguna secreciéon de IL-2, IL-4 o IL-
10.

- solo la composicion PLA + Ad5 gag (J y J) dan una secrecion de IL-2 e IL-4.

- las composiciones PLA + Ad5 gag (J y J) y Ad5 gag + PLA (I e I') permiten una
secrecion de IL-10.

La composicion Ad + Ad (H y H’) induce una respuesta citoquina en lugar de polarizada
Thl (medida por ELISPOT IFN-y).

La composicion PLA + Ad5 (J y J') induce una respuesta citoquina no polarizada, ya que
se detectan a la vez citoquinas Th1l como IFN-y (por ELISPOT) y la IL-2, y citoquinasTh2 como
IL-4 e IL-10.

5.5. Respuestas humorales

La figura 12 representa la cinética de aparicién de las respuestas humorales. La figura
12(a) representa la respuesta de anticuerpos dirigida contra la proteina p24 y la figura 12(b)
representa la respuesta de anticuerpos dirigida contra el adenovirus. Cada composicion
vacunal se ha administrado a 5 ratones. El eje de las ordenadas representa la valoracion en
IgG medida por ELISA; la escala de este eje es algoritmica. La valoracién en anticuerpos se ha
determinado individualmente para cada ratdon. El numero presentado en este grafico
corresponde a la media geométrica calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5).
S3 =semana 3, S6 = semana 6.

La respuesta anti-adenovirus (0 respuesta anti-vector) es aproximadamente 1 log
menos en los grupos que han recibido las composiciones Ad+PLA (1 e I') y PLA+Ad (J y J') que
para Ad+Ad (Hy H).

Las composiciones segun la invencion permiten por lo tanto disminuir la inmunidad anti-
adenovirus.
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Ejemplo 3: Comparaciones de las composiciones vacunales PLA/p24+MVA gag Vv

Alum/p24 + MVA gag en el ratdon

1. Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c (H-d%) hembras

de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacion.

2. Inmunogenos administrados

En esta serie de experimentos se han usado solos 0 en combinacion los siguientes

inmunogenos:

Las microparticulas PLA/24 preparadas segun el protocolo de desplazamiento de
disolvente de la solicitud de patente WO2005/02787.

Alum/p24: el alumbre (Impject Alum, Pierce, N° de catalogo 77161) se mezcla
volumen con volumen (1:1) con la proteina p24 diluida en PBS. Se administra una
dosis de 40 ug de p24 por inyeccion y por animal.

El virus MVA gag (Modified Vaccinia Virus Ankara, virus de la vacuna ateunada,
cepa Ankara) que es recombinante para el gen gag del virus VIH-1, que codifica la
proteina p24. El virus recombinante se ha construido en Transgene, como se indica
en el ejemplo 1.

El ADN gag. El gen gag (SEQ ID N°1) se ha clonado en el plasmido de expresion
euricariética phCMV. Las preparaciones de ADN sin endotoxinas y en gran cantidad
se han realizado con el kit de gigaprep endotoxine-free de Marcherey-Nagel. El ADN
sirve de control positivo, ya que es sabido que en el ratdn la administrtacion por via
intramuscular de ADN no permite inducir una buena respuesta citotoxica (CTL).

3. Inmunizaciones

30 ratones recibieron 2 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a las

0 y 3 semanas. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican

en la siguiente tabla 7. Todas las inyecciones se realizaron por via subcutanea salvo para el

ADN que se ha administrado por via intramuscular.

Tabla 7

NUmeros de ratones

Dosis 1°® inyeccion
semana 0

Dosis 2% inyeccion
semana 3

Composicién

MVA gag 107 pfu

PLA/p24 40 ug

PLA/p24 40 pg

MVA gag 107 pfu

MVA gag 107 pfu

Alum/p24 40 g

Alum/p24 40 g

MVA gag 107 pfu

PLA/p24 40 g

ADN gag 5 pg (IM)

o (o1 (o1 (o1 (O

B
C
K
L
G
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Alum/p24 40 ug ADN gag 5ug (IM) |5 M

Pfu = plaque forming units, es la unidad de medicién de la dosis de MVA usada. La
valoracién viral se expresa en pfu segun la técnica de dosificacidon del stock viral usado.

Los animales se sacrificaron 6 semanas después de la primera inyeccidn y se extrajo la
sangre y el bazo para los andlisis inmunolégicos.
4. Andlisis inmunoldgicos

Realizados segun los mismos protocolos que en el ejemplo 1. Ademas, se han medido
las respuestas humorales dirigidas contra el MVA utilizando una técnica ELISA. El protocolo es
idéntico al utilizado para ELISA anti-p24, salvo que se ha utilizado un lisado de MVA en
captura.

5. Resultados
5.1..La respuesta ELISPOT IFN-y contra el péptido Gag AMQ

La figura 13 representa las respuestas ELISPOT IFN-y especificas del péptido Gag
AMQ. EIl eje de las ordenadas representa el numero medio de células que secretan IFN-y de
manera especifica en respuesta a una estimulacion de 18 horas por el péptido Gag AMQ sobre
un millén de células estimuladas. Esta respuesta se ha determinado individualmente para cada
ratén. El nimero representado en este gréafico corresponde a una media calculada a partir de
todos los ratones de un grupo (n=5)

Las respuestas ELIPSOT IFN-y obtenidas durante este experimento son mas bajas que
de costumbre. Esta bajada se observa a la vez para los grupos ensayados y los grupos de
control, y se liga al desarrollo del experimento. De hecho, como se pretende comparar las
diferentes combinaciones entre si, este experimento sigue siendo interpretable y muestra
claramente que la composicién PLA/p24 + MVA gag (C) induce una mejor secrecion de IFN-y
medida por ELISPOT que los otros grupos ensayados, a saber MVA gag + PLA/p24 (B) MVA
gag + Alum/p24 (K), alum/p24+MVA gag (L).

5.2 La respuesta ELISPOT IL-4 contra la proteina p24

La figura 14 representa las respuestas ELISPOT IL-4 especificas de la proteina p24. El
eje de las ordenadas representa el nimero medio de células que secretan IFN-y de manera
especifica en respuesta a una estimulacion de 42 horas por la proteina p24 sobre un millon de
células estimuladas. Esta respuesta se ha determinado individualmente para cada ratén. El
namero representado en este grafico corresponde a la media calculada a partir de todos los
ratones de un grupo (n=5).

Para la induccién de una respuesta ELISPOT de tipo IL-4, el mejor inmundgeno esta
constituido por la asociacion MVA gag y PLA/p24 (B y C). Sea cual sea el orden de
administracion de esta composicion, las respuestas IL-4 obtenidas son superiores a las

33



10

15

20

25

30

ES 2355943 T3

inducidas por las composiciones MVA gag + Alum/p24 (sea cual sea el orden) (Ky L), PLA/p24
+ ADN gag (G) y Alum/p24 + ADB gag (M). En referencia a hora al orden de administracion de
los productos, es siempre la composicion PLA/p24 + MVA gag (C) la que da mejores resultados
gque la combinacion inversa, MVA gag + PLA/p24 (B).

5.3. Respuestas humorales especificas de la proteina p24

La figura 15 representa la cinética de aparicion de las respuestas humorales especificas
de la proteina p24. El eje de las ordenadas representa la valoracion en IgG anti-p24 medida por
ELISA de captura p24; la escala de este eje es algoritmica. La valoracion en anticuerpos se ha
determinado individualmente para cada ratdon. El namero presentado en este grafico
corresponde a la media geométrica calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5).
S2 =semana 2, S4 = semana 4, S6 = semana 6.

Para la induccion de una respuesta de anticuerpos especifica de la proteina p24, el
mejor inmundgeno esta constituido de nuevo por la asociacion MVA gag y PLA/p24 (B y C).
Sea cual sea el orden de administracion de esta composicion, las valoraciones de IgG anti-P4
obtenidas son del 0,6 a 1,2 log mas elevadas en la semana 6 que las inducidas por las
combinaciones MVA gag + Alum/p24 (sea cual sea el orden) (Ky L), PLA/p24 + ADN gag (G) y
Alum/p24 + ADB gag (M). En referencia ahora al orden de administracion de los productos, es
siempre la composicion PLA/p24 + MVA gag (C) que da mejores resultados que la combinacion
inversa, MVA gag + PLA/p24 (B), pero solamente de 0,4 log.

5.4. La respuesta humoral especifica del virus MVA

La figura 16 representa la cinética de aparicion de las respuestas humorales especificas
del virus MVA. El eje de las ordenadas representa la valoracion en IgG anti-MVA medida por
ELISA de captura MVA. La valoracidén en anticuerpos se ha determinado individualmente para
cada ratén. El nUmero presentado en este grafico corresponde a la media geométrica calculada
a partir de todos los ratones de un grupo (n=5). S2 = semana 2, S4 = semana 4, S6 = semana
6.

En los grupos PLA/p24 + MVAgag (C) y Alum/p24 (L), el MVA se ha administrado en la
semana 3. Como se puede ver en la figura 16, la respuesta anti-MVA no ha tenido tiempo de
establecerse en el momento del analisis, en la semana 6. Sin embargo, en los grupos que han
recibido la inyeccion de MvVA en primer lugar, el posible medir la respuesta anti-vector.
Sorprendentemente, a partir de las 4 semanas, la respuesta anti-MVA es mucho mas baja en el
grupo MVAgag + PLA/p24 (B) que en el grupo MVAgag + Alum/p24 (K). Ademas, con la
combinacion MVAgag + PLA/p24 la valoracion anti-MVA no aumenta con el tiempo, lo cual no
es el caso con la combinacion MVAgag + Alum/p24.
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En asociacion con el MVA, los PLA permiten limitar la respuesta de anticuerpos anti-
MVA mientras que este no es el caso de la asociacion MVA + Alum. Se trata de una propiedad
muy interesante y muy util para aplicaciones de inmunizacion y de vacunacion.

Conclusion:

Las composiciones segun la invencion PLA/p24 y MVA permiten inducir mejores
respuestas celulares y humorales que las composiciones Alum/p24 y MVAgag. Ademas,
permiten limitar la respuesta anti-vector.

Ejemplo 4: Administracién de las composiciones vacunales PLA/p24 y MVAgag por via

intranasal
1. Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c (H-2%) hembras
de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacion.
2. Inmundgenos administrados

En esta serie de experimentos se han utilizado solos 0 en combinacién los siguientes

inmundogenos:

- las microparticulas PLA/p24 preparadas segun el protocolo de desplazamiento de
disolvente y de adsorcion de la solicitud de patente W02005/027871.

- el virus MVA gag (Modified Vaccinia Ankara, virus de la vacuna modificada de la
cepa Ankara) que es recombinante para el gen gag del virus VIH-1, que codifica la
proteina p24. El virus recombinante se ha construido en Transgene, como se ha
indicado anteriormente.

3. Inmunizaciones

10 ratones recibieron 3 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a los
0 10 y 20 dias. Las composiciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican
en la siguiente Tabla 8. Todas las inyecciones se han realizado por via intranasal.
Tabla 8

Dosis 1°® inyeccion
dia 0

Dosis 2% inyeccion
dia 10

Dosis 3% inyeccion
dia 20

NUmero de ratones

PLA/p24 20 ug

PLA/p24 20 ug

MVA gag 10’ pfu

5

MVA gag 107 pfu

MVA gag 107 pfu

PLA/p24 20 g

5

Pfu = plaque forming units, es la unidad de medicién de la dosis de MVA usada. La valoracion

viral se expresa en pfu segun la técnica de dosificacion del stock viral usado.

Los animales se sacrificaron 32 dias después de la primera inyeccion. Se extrajeron las
secreciones vaginales, las heces, el bazo y el aparato genital (vagina) para los analisis

inmunoldgicos.
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4. Analisis inmunologicos

Realizados segun los mismos protocolos que en el ejemplo 1.

5. Resultados
Recapitulacion de los datos experimentales.
Tabla 9

Combinaciones vacunales PLA/24 MVAgag
PLA/24 MVAgag
MVAgag PLA/24

Numero de ratones que han desarrollado una respuesta CIL 2/5 2/5

% medio de lisis de los ratones CTL+ 50% 45%

El ELISPOT mide el numero de células que secretan la citoquina

por 1056 células analizadas
ELISPOT IFN-y, AMQ, sangre 155 79
ELISPOT IFN-y, p24, sangre 146 94
ELISPOT IL-4, AMQ, sangre 50 10
ELISPOT IL-4, p24, sangre 126 32
ELISPOT IFN-y, AMQ, vaginal 1550 754
ELISPOT IL-4, AMQ, vaginal 0 0
ELISPOT IL-4, p24 vaginal 0 0

Valoracién en IgG anti—p24 del suero (determinado por ELISA) 68000 200 000

Valoracién en IgA anti—p24 de las secreciones vaginales

determinado por ELISA) 18 8

Valoracién en IgG anti—p24 de las secreciones vaginales

determinado por ELISA) 124 616

IgA anti-p24 en las heces (Absorbancia a 450 nm,

determinada por ELISA J20 0,20 J20 0,18

J32 0,02 J32 0,03
IgGA anti-p24 en las heces (Absorbancia a 450 nm,
determinada por ELISA J20 0,17 J20 0,17
J32 0,69 J32 0,60

La administracion de las combinaciones PLA/p24 y MVAgag por via intranasal permite
inducir a la vez una respuesta sistémica medida en la muestras de sangre y de bazo, y una
respuesta inmune periférica al nivel de las mucosas, en particular al nivel del tracto urogenital.
Cada vez, se activan los dos brazos del sistema inmunitarios: se ha podido poner de manifiesto
al nivel de estos dos sitios respuestas inmunes celulares y humorales dirigidas contra la
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proteina p24. La capacidad para inducir una amplia respuesta periférica al nivel del tracto
urogenital constituye un punto a favor considerable para las combinaciones PLA/p24 y MVAgag
en las aplicaciones vacunales con objetivo profilactico o terapéutico.

Eiemplo 5 Inmunizacién de ratones con la combinacion vacunal de microparticulas

PLA/beta-gal v virus MVA beta-gal

1.- Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c (H-2%) hembras
de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacion
2. Inmundgenos administrados

En esta serie de experimentos se han utilizado solos 0 en combinacién los siguientes

inmunogenos:

- las microparticulas PLA/beta-gal preparadas segun el protocolo de desplazamiento
de disolvente y de adsorcion de la solicitud de patente W02005/027871.

- el virus MVA beta-gag (Modified Vaccinia Ankara, virus de la vacuna modificada de
la cepa Ankara) que es recombinante para el gen lacZ de E. coli que codifica la
enzima beta-galactosidasa (beta-gal). El virus recombinante se ha construido en
Transgene, y producido y purificado como se ha indicado anteriormente.

3. Inmunizaciones

35 ratones recibieron 2 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a las
0 y 3 semanas. Las combinaciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican
en la siguiente Tabla 10. Todas las inyecciones se han realizado por via subcutanea.
Tabla 10

Codigo |Dosis 1% inyeccion Dosis 2% inyeccion Namero de
semana 10 semana 3 ratones
M PLA/beta-gal 40 ug PLA/p24 40 ug 5
N MVA beta-gal 10 pfu MVA beta-gal 107 pfu 5
o PLA/beta-gal 40 ug MVA beta-gal 10’ pfu 5
P PLA/beta-gal 40 ug 5
Q PLA/beta-gal 40 pg + MVA beta- 5
gal 10’ pfu
R PLA/beta-gal 40 pg + MVA |5
beta-gal 10’ pfu
S PLA/beta-gal 40 pg + MVA beta- | PLA/beta-gal 40 pg + MVA |5
gal 10’ pfu beta-gal 10’ pfu
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Pfu = plaque forming units, es la unidad de medicién de la dosis de MVA usada. La

valoracién viral se expresa en pfu segun la técnica de dosificacién del stock viral usado.

Los animales se sacrificaron 6 semanas después de la primera inyeccién y se extrajeron

la sangre y el bazo para los andlisis inmunolégicos.

4. Analisis inmunologicos

Se ha buscado la respuesta humoral y la respuesta celular como sigue:

Respuesta celular: después del sacrificio de los ratones, se han extrajeron los bajos

de manera estéril para preparar una suspension celular. EI ELISPOT permite
determinar e nimero de células que secretan una citoquina dada en respuesta a un
estimulo especifico. Se ha prestado interés a la citoquina IFN-y de tipo Thl. Las
suspensiones celulares obtenidas a partir de los bazos se han reestimulado in vitro
por el péptido TPH (TPHPARIGL — SEQ ID N°3) durante 20 horas para analizar las
respuestas de tipo CD8. Las placas de ELISPOT de 96 pocillos con membranas de
PVDF (Multiscreen IP, Millipore) se han recubierto por un anticuerpo anti-IFN-y.
Durante la reestimulacion, las suspensiones de los esplenocitos se han incubado en
estas placas para capturar las citoquinas secretadas por cada célula. Los spots que
corresponden a cada célula que secreta la citoquina de interés han sido revelados
por un anticuerpo de deteccion biotinilado especifico de la citoquina de interés.
Respuesta humoral: se ha efectuado una toma de muestra de sangre en los rationes
antes de su sacrificio. La presencia de los anticuerpos anti-beta-gal se ha
determinado por ELISA. La proteina beta-gal se ha utilizado en captura y los
anticuerpos especificos presentes en el suero han sido capturados por un
anticuerpo policlonal antiratobn como valoracién de anticuerpo de deteccidén que es
un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén AffiniPure conjugado a la peroxidasa de
Raifort (H+L, Jackson Inmunoresearsh, Cat n° 115-035-062). La valoracion es la
inversa de la dilucion para la cual se obtiene una absorbancia de 0,1 unidad DO con
el protocolo ELISA usado.

5. Resultados

5.1. La respuesta ELISPOT IFN-y contra el péptido beta-gal TPH
Los resultados se presentan en la figura 17 que da las respuestas ELISPOT IFN-y

especificas del péptido beta-gal TPH. El eje de las ordenadas representa el nimero medio de

células que secretan IFN-y de manera especifica en respuesta a una estimulacién de 18 horas

por el péptido beta-gal TPH sobre un millén de células estimuladas. Esta respuesta se ha

determinado individualmente para cada ratén. El numero representado en este grafico

corresponde a una media calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5)
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Estos resultados ponen de manifiesto que es posible clasificar las combinaciones
vacunales en varias categorias en funcion de las respuestas ELIPSOT IFN-y obtenidas. Las
mejores respuestas son inducidas por las combinaciones PLA + MVA en inyeccion separada
(O) o en dos inyecciones simultaneas (S). Se han obtenido respuestas intermedias con una
sola inyeccién de PLA — MVA al mismo tiempo (grupos Q y R). Las respuestas mas bajas se
observan con los grupos que no contienen mas que un solo inmunégeno PLA Gnicamente (M) o
MVA Unicamente (N).

De este modo, en el modelo beta-galactisidasa también, se ha podido demostrar que la
combinacion vacunal PLA + MVA era mejor que la combinacién MVA + MVA para inducir una
secrecion de IFN-y especifica del péptido TPH. Ademas, el orden de inyecciéon parece también
tener una importancia ya que entre todas las combinaciones PLA + MVA ensayadas, es el
grupo O, PLA y a continuacién MVA el que ha permitido obtener el mejor resultado. Se ha de
observar que es también la misma combinacién que se habia revelado como la mas eficaz en
el modelo p24 (ejemplo 1)

5.2 La respuesta humoral especifica de la proteina beta-gal

Los resultados se presentan en la figura 18 que compara la cinética de aparicién de las
respuestas humorales especificas de la proteina beta-gal. El eje de las ordenadas representa
la valoracion en IgG anti-beta-gal medida por ELISA de captura beta-gal; la escala de este eje
es logaritmica. La valoracion en anticuerpo se ha determinado individualmente para cada raton.
El nimero representado en este grafico corresponde a una media calculada a partir de todos
los ratones de un grupo (h=5). S3 = semana 3, S6 = semana 6.

Estos resultados muestran que las mejores respuestas humorales se obtienen para el
grupo PLA + MVA (N). Las valoraciones inducidas en los ratones que han recibido PLA y MVA
en cada inyeccion (S) son comparables. En los grupos O, P, Q y R, las valoraciones son mas
bajas en aproximadamente un log. Entre todas las combinaciones ensayadas, el pero inductor
de anticuerpos anti-beta-gal, es MVA+MVA. En el modelo beta-galactosidasa, como en el
modelo p24, todas las combinaciones que contienen MVA y PLA inducen una valoracion
elevada, superior en un log a la valoracion inducida por MVA solo.

Como en el ejemplo 1 (p24), cambiar una inyeccién de PLA por una MVA en un
esquema de vacunacion no perjudica mucho las valoraciones en anticuerpos obtenidas pero
permite ampliar las respuestas celulares respecto de las que son generadas Unicamente por un
vector PLA.

Incluso si la inmunizacion PLA + MVA (S) no permite inducir la mejor respuesta inmune
segun cada tipo de respuesta analizada, globalmente es el grupo para el cual se observan las
mayores respuestas y las mas intensas.
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Ejemplo 6: Inmunizacién de ratones con la combinacién vacunal de microparticulas

CPL/p24 vy virus MVA gaq

1.- Modelo animal

Los experimentos de inmunizacién se han realizado en ratones BALB/c (H-2%) hembras

de 6 a 8 semanas en el momento de la primera inmunizacion.

2.- Inmundégenos administrados

En esta serie de experimentos se han utilizado solos 0 en combinacién los siguientes

inmundogenos:

las microparticulas CPL utilizadas en este trabajo se forman por coprecipitacion de
dos polisacéridos; el quitosano (Mahtani chitosan PVT Batch 124) y el sulfato de
dextrano (Sigma: 31404). Los dos polimeros se disuelven previamente en agua a
pH 4 que contiene 50 mM de NaCl. Las soluciones se dejan con agitacion magnética
durante 12 horas antes de preparar las particulas. A continuacién, se mezclan 20 ml
de la solucién de quitosano al 0,1% (masa molar de 105000 g/mol y de un grado de
acetilaciéon 9) con 9,35 ml de solucion de sulfato de dextrano al 0,1%. La solucion
con falta se vierte rdpidamente en la solucién con exceso con agitacion magnética a
1000 rpm. La mezcla se deja 30 segundos en el agitador a 500 rpm, y a
continuacion se centrifuga durante 30 minutos a 7800 g. El sobrenadante se elimina
por vuelco, se recupera el residuo en agua y a continuacién se vuelve a centrifugar
durante 30 minutos a 8000 g. Los residuos asi obtenidos se recuperan en agua y se
conservan a temperatura ambiente (granuldmetro Coulter), y de carga (Zelasizer
Malvem)

Para la adsorcion de la proteina p24 sobre CPL, la p24 a 1g/l en tamp6n fosfato 10
mM pH 5,7 se mezcla volumen por volumen con particulas CPL al 1% de tasa de
solido, es decir, al 0,5 final. Las muestras se agitan en una rueda a temperatura
ambiente durante 20 horas. Después de la incubacién, los tubos se recuperan y
centrifugan 10 minutos a 1800 g a 20°C. Los sobrenadantes se recuperan y
centrifugan 15 minutos a 3000 g a 20°C para eliminar las particulas que pueden
quedar en suspensién, y a continuacién se determina la concentracion en proteina
usando una dosificacion BCA (kit BCA protein Assay: 23225). Los residuos se
recuperan en 400 ul de tampdn fosfato 10 mM. Las particulas obtenidas se
caracterizan por una medicién de la dimensién y de la carga.

El virus MVA gag (Modified Vaccinia Virus Ankara, virus de la vacuna modificada,
cepa Ankara), que es recombinante para el gen gag del virus VIH-1, que codifica la
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proteina p24. El virus recombinante se ha construido en Transgene, y se ha
producido y purificado como se ha descrito anteriormente.
3. Inmunizaciones

35 ratones recibieron 2 dosis de los inmundgenos descritos en el punto 2 anterior a las
0 y 3 semanas. Las combinaciones vacunales recibidas por cada grupo de ratones se indican
en la siguiente Tabla 11. Todas las inyecciones se han realizado por via subcutanea.
Tabla 11

Codigo | Dosis 1% inyeccion Dosis 2% inyeccion Namero de
semana 0 semana 3 ratones
T CPL/p24 10 pg CPL/p24 10 pg 5
U MVA gag 107 pfu MVA gag 107 pfu 5
V CPL/p24 10 pg MVA gag 107 pfu 5
W MVA gag 107 pfu CPL/p24 10 pg 5
X CPL/p24 10 pg + MVA gag 107 pfu 5
Y CPL/p24 10 ug + MVA |5
gag 10’ pfu
z CPL/p24 10 pg + MVA gag 10" pfu | CPL/p24 10 ug + MVA |5
gag 10’ pfu

Pfu = plaque forming units, es la unidad de medicién de la dosis de MVA usada. La
valoracidn viral se expresa en pfu segun la técnica de dosificacidén del stock viral usado.

Los animales se sacrificaron 6 semanas después de la primera inyeccidn y se extrajeron
la sangre y el bazo para los andlisis inmunolégicos.
4.- Analisis inmunolégicos

Realizados segun los mismos protocolos que en el ejemplo 1.
5. Resultados
5.1. La respuesta ELISPOT IFN-y contra el péptido gag AMQ

Los resultados se presentan en la figura 19 que da las respuestas ELISPOT IFN-y
especificas del péptido p24 AMQ. El eje de las ordenadas representa el nimero medio de
células que secretan IFN-y de manera especifica en respuesta a una estimulacién de 18 horas
por el péptido p24 AMQ sobre un millébn de células estimuladas. Esta respuesta se ha
determinado individualmente para cada raton. El numero presentado en este grafico
corresponde a la media calculada a partir de todos los ratones de un grupo (n=5).

Estos resultados muestran que es posible clasificar las combinaciones vacunales en
varias categorias en funcion de las respuestas ELISPOT IFN-y obtenidas. La mejor respuesta
es inducida por la combinacion MVA + MVA (U). La segunda categoria contiene las
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combinaciones CPL + MVA, en inyeccion separada (V) o en dos inyecciones simultaneas (2).
Una sola inyeccion simultanea de CPL y MVA (X e Y no es suficientemente eficaz para inducir
una respuesta ELISPOT IFN-y elevada. Finalmente, la combinacién CPL + CPL (T) es la menos
eficaz.

Como para la asociacion PLA + MVA, la asociacion CPL + MVA es eficaz para inducir
una secrecion de IFN-y especifica del péptido AMQ. La inyeccion simultanea de los dos
inmundgenos no permite sin embargo, mejorar las prestaciones respecto de la administracion
separada de 3 semanas (Z vs V).

5.2 La respuesta humoral especifica de la proteina p24

Los resultados se presentan en la figura 20 que compara la cinética de aparicién de las
respuestas humorales especificas de la proteina p24. El eje de las ordenadas representa la
valoracién en IgG anti-p24 medida por ELISA de captura p24; la escala de este eje es
logaritmica. La valoracién en anticuerpos se ha determinado individualmente para cada raton.
El nimero presentado en este grafico corresponde a la media calculada a partir de todos los
ratones de un grupo (n=5). S3 = semana 3, S6 = semana 6.

Los resultados muestran que, para los grupos que han recibido 2 inyecciones, todas las
combinaciones que contienen CPL y MVA (V, W, Z) o CPL solo (T) inducen una valoracion
elevada (10%6), superior en 2-3 log a la valoracion inducida por MVA solo. Sin embargo, CPL
+ MVA (V) es mas eficaz que el orden de inyeccién inverso (W). En los grupos que no han
recibido mas que una sola inyeccion de CPL y MVA (X e Y), las valoraciones en anticuerpos
son mas bajas, pero, sin embargo, superiores a lo que se obtiene con MVA solo.

Como para la asociacion PLA + MVA, cambiar una inyeccion de CPL + MVA en un
esquema de vacunacion no perjudica las valoraciones en anticuerpos obtenidas sino que
permite aumentar considerablemente las respuestas celulares respecto de las que se generan
Unicamente por un vector CPL
Conclusiones:

El conjunto de estos ejemplos ha permitido mostrar que la combinacién de un vector
sintético coloidal bioresorbible, tal como PLA, CPL, y de un vector viral, tal como MVA y
adenovirus, permite inducir respuestas inmunes eficaces y amplias. Preferiblemente, para la
mejor eficacia, la combinacion se deberia administrar en el orden, vector sintético y a
continuacion vector viral
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REIVINDICACIONES

1.- Composicién farmacéutica que comprende:

- un vector sintético coloidal constituido por microparticulas bioresorbibles no téxicas

que comprende un antigeno proteico o varios antigenos proteicos, y
- un vector viral que comprende al menos una secuencia nucleotidica que codifica
uno o mas antigenos proteicos comprendidos en el vector sintético.

2.- Composicién segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las microparticulas se
preparan a partir al menos un polimero elegido entre los poli(acidos a-hidroxilados),
3.- Composiciéon segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las microparticulas se
preparan a partir al menos un polimero natural.
4.- Composicién segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
microparticulas
comprenden antigenos proteicos de tipos diferentes y constituyendo cada una un antigeno
asociado a la misma enfermedad.
5.- Composicién segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende,
como vector viral, un adenovirus 0 un poxvirus.
6.- Composicién segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el poxvirus es el virus de
la vacuna modificada de Ankara.
7.- Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque los
antigenos proteicos son de origen viral.
8.- Composicién segun la reivindicacion 7, caracterizado porque los antigenos proteicos
de origen viral son proteinas del virus VIH.
9.- Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque el
antigeno proteico es un antigeno asociado a los tumores.
10.- Uso de la composicién tal como se define en las reivindicaciones 1 a 9 para la
preparacion de una vacuna profilactica o terapéutica.
11.- Uso de la composicion segun la reivindicacion 10 en el cual la vacuna es para la
administracion en el tratamiento o la prevencion de las infecciones virales.
12.- Uso de la composicion segun la reivindicacion 10 en el cual la vacuna es para la
administracion en el tratamiento o la prevencion de un cancer.
13.- Kit farmacéutico que comprende la composicion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.
14.-  Kit farmacéutico segun la reivindicacion 13, para la administracion simultanea, separada
0 escalonada del vector sintético y del vector viral.
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15.- Kit farmacéutico segun la reivindicacion 14, para la administracion escalonada, siendo el
vector sintético administrado antes que el vector viral.
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