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DESCRIPCION
Vectores lentiviricos que contienen un promotor del CMH de clase I.

CAMPO TECNICO

La presente invencién esta en el campo de la tecnologia de vacunas recombinantes y se refiere a mejoras en los
vectores lentiviricos que se pueden utilizar como vacunas terapéuticas y profilacticas. Los vectores que contienen
promotores del CMH de clase | (CMHI) proporcionan unas caracteristicas mejoradas con respecto a otros vectores.

ANTECEDENTES

Las vacunas recombinantes se han ido desarrollando junto con el avance de la tecnologia del ADN recombinante,
permitiendo la modificacion de genomas viricos para producir virus modificados. De esta manera, ha sido posible in-
troducir secuencias genéticas en virus no patégenos de modo que codifican proteinas inmunégenas que se van a
expresar en células diana después de la infeccion, con el fin de desarrollar una respuesta inmune especifica en su
hospedador.

Tales vacunas constituyen un avance importante en la tecnologia de las vacunas (Kutzler et al., Nat. Rev Genet,
9(10): 776-788, 2008). En particular, en comparacién con las vacunas tradicionales, tienen la ventaja de evitar los vi-
rus vivos (atenuados) y eliminar los riesgos asociados con la preparacién de vacunas inactivadas.

La administracion de genes utilizando retrovirus modificados (vectores retroviricos) fue introducida a principios de los
afios 80 por Mann et al. (Cell, 33(1):153-9, 1983). Los vectores retroviricos oncogénicos utilizados mayoritariamente
se basan en el virus de la leucemia murina de Moloney (VLM). Tienen un genoma simple a partir del cual se produ-
cen las poliproteinas Gag, Pol y Env y son necesarias en trans para la replicacion virica (Breckpot et al., 2007, Gene
Ther, 14(11):847-62; He et al. 2007, Expert Rev vaccines, 6(6):913-24). Las secuencias que se requieren en general
en cis son las repeticiones terminales largas (LTRs) y sus inmediaciones: las repeticiones invertidas (sitios IR o att)
necesarias para la integracion, la secuencia de empaquetamiento y, el sitio de uniéon al ARN de transporte (sitio de
unién al cebador, PBS) y algunas secuencias adicionales implicadas en la transcripcion inversa (la repeticion R de-
ntro de las LTRs y los tractos de polipurina, PPT, necesarios para la iniciacién de la cadena positiva). Para generar
vectores retroviricos con replicacion defectuosa, los genes gag, pol y env se eliminan generalmente de forma com-
pleta y se reemplazan por una casete de expresion.

Los vectores retroviricos que se obtienen a partir de genomas de lentivirus (es decir, vectores lentiviricos) han surgi-
do como herramientas prometedoras tanto para la terapia génica como con fines de inmunoterapia, debido a que
muestran diversas ventajas sobre otros sistemas viricos. En particular, los vectores lentiviricos ellos mismos no son
téxicos y, a diferencia de otros retrovirus, los lentivirus son capaces de transducir células que no se dividen, en parti-
cular células dendriticas (He et al. 2007, Expert Rev vaccines, 6(6):913-24), permitiendo la presentaciéon de antige-
nos a través de la ruta enddgena.

Los lentivirus estan ligados a sus hospedadores por similitudes en la composicion genética, mecanismos molecula-
res de replicacion e interacciones biolégicas con sus hospedadores. Se conocen mejor como agentes de sindromes
de enfermedades lentas que comienzan de forma insidiosa después de periodos prolongados de infeccion subclinica
y progresan lentamente; por lo tanto, se les conoce como los virus "lentos" (Narayan et al., 1989, J Gen Virol,
70(7):1617-39). Tienen la misma organizacion basica que todos los retrovirus, pero son mas complejos debido a la
presencia de genes accesorios (por ejemplo, vif, vpr, vpu, nef, tat y rev), que tienen un papel clave en la replicacién
del lentivirus in vivo.

Los lentivirus representan un género de virus lentos de la familia Retroviridae, que incluye los virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH), el virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS), el virus de la encefalitis equina infecciosa
(VEEI), el virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC), el virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB) y el virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF). Los lentivirus pueden persistir indefinidamente en sus hospedadores y replicarse de
forma continua con tasas variables durante el curso de la infeccién que dura toda la vida. La persistencia de la repli-
cacion de los virus en sus hospedadores depende de su capacidad para eludir las defensas del hospedador.

El disefio de vectores lentiviricos, recombinantes e integradores se basa en la separacion de las secuencias que
actlan en cis y en trans del lentivirus. Una transduccion eficaz en células que no se dividen requiere la presencia de
dos secuencias que acttan en cis en el genoma del lentivirus, el tracto central de polipurina (cPPT) y la secuencia
de terminacion central (CTS). Estas causan la formacion de una estructura de ADN de triple cadena llamada "sola-
pa" de ADN central, que maximiza la eficacia de la importacion de genes a los nucleos de células que no se dividen,
incluyendo las células dendriticas (CDs) (Zennou et al., 2000, Cell, 101(2) 173-85; Arhel et al., 2007, EMBO J,
26(12):3025-37).

Las células dendriticas tienen una importancia primordial para la presentacién de antigenos debido a que constitu-
yen la clase principal de células presentadoras de antigeno (APCs) cuya funcién principal es la de presentar antige-
nos e iniciar una respuesta inmune.
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Para generar una respuesta inmune, las proteinas antigénicas se tienen que procesar en las células en péptidos,
que se presentan en la superficie celular a través de proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH).
Las APCs circulantes presentan los complejos de péptido-CMH a linfocitos T en los ganglios linfaticos de drenaje, en
donde interaccionan con receptores de linfocitos T y, junto con las sefiales coestimuladoras, activan los linfocitos T.

Una variedad de estudios han mostrado que la inoculacidon con vectores lentiviricos conduce a la presentacion de
antigenos en las CDs y a una fuerte activacion de los linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno (LTCs; linfocitos
T CD8"). Por lo tanto, en los tltimos 10 afios los vectores lentiviricos se han modificado genéticamente para la trans-
ferencia de genes y aplicaciones en inmunoterapia.

Se ha mejorado la seguridad de los vectores lentiviricos mediante la eliminacién de la secuencia U3 de LTR, dando
como resultado vectores con "autoinactivacion" que estan totalmente desprovistos de secuencias viricas de promotor
y de potenciador presentes originalmente dentro de las LTRs.

Las particulas lentiviricas que contienen vectores lentiviricos, se pueden producir por tecnologia recombinante des-
pués de una transfeccion temporal de células humanas HEK 293T cultivadas, a través de diferentes plasmidos de
ADN:

() un plasmido de empaquetamiento que expresa al menos las proteinas Gag, Pol, Rev, Tat y, en algunos
casos, proteinas estructurales y enzimaticas necesarias para el empaquetamiento de la estructura artificial de
transferencia;

(i) un plasmido de transferencia, que contiene una casete de expresion y factores de VIH que actdan en cis
necesarios para el empaquetamiento, la transcripcion inversa y la integracion; y

(iii) un plasmido que codifica la envuelta, en la mayoria de los casos la glicoproteina del virus de la estomatitis
vesicular (VSV.G), una proteina que permite la formacion de particulas mixtas (seudotipos) que se pueden di-
rigir a una amplia variedad de células, especialmente las células presentadoras de antigeno (APCs) del com-
plejo mayor de histocompatibilidad (CMH), incluyendo las CDs.

Este procedimiento permite obtener una produccion temporal de vectores de particulas lentiviricas a través de las
células transfectadas. Sin embargo, los vectores de particulas lentiviricas también se pueden producir de forma con-
tinua en las células, insertando de forma estable en el genoma celular los genes de empaquetamiento, el ADN que
codifica el provirus y el gen de la envuelta. Esto permite la produccién continua de vectores de particulas lentiviricas
en las células sin tener la necesidad de una transfeccion temporal. Por supuesto, se puede utilizar una combinacién
de estos procedimientos, estando integrados algunos de los ADNs/plasmidos en el genoma celular y otros propor-
cionados por una transfeccién temporal.

Vectores lentiviricos que no se insertan o no integrativos se estan disefiando para mitigar los riesgos de una poten-
cial oncogénesis, ligada a eventos de mutagénesis por insercion, en particular para fines de vacunacion:

En la vacunacién basada en una inyeccion directa de vectores lentiviricos integrativos que codifican un antigeno, las
células transducidas que expresan el antigeno relevante se convierten en dianas de la respuesta inmune provocada
y se eliminan al cabo de unos pocos dias o semanas del organismo vacunado.

Ademas, la delecidon en la region U3 de la LTR 3', de las secuencias viricas del promotor y potenciador en vectores
lentiviricos con autoinactivacion, limita la probabilidad de una activacion de promotores endégenos. Esta delecién se
aplica directamente a la experiencia adquirida a partir del ensayo de terapia génica con SCID-X1, llevado a cabo en
1998-1999, realizado con vectores retroviricos basados en el virus de Moloney, en nifios que padecian una forma ra-
ra de enfermedad por inmunodeficiencia grave ligada al cromosoma X (gen SCID-X1) (Cavazzana-Calvo et al., 2000,
Science, 288(5466):669-72). Durante este ensayo, cuatro de los nueve nifios desarrollaron leucemia como resultado
de la integracion del vector retrovirico obtenido a partir de Moloney en las proximidades del protoncogén humano
LMO2 (Hacein-Bey-Abina et al., 2008, J. Clin. Invest., 118(9):3132-3142). Se mostrd que la malignidad era la conse-
cuencia de la proximidad del promotor/potenciador de U3 virico al protoncogén LMO02.

Los potenciadores son secuencias que actdan en cis, que pueden actuar como activadores de la transcripcion a cier-
ta distancia. Se han empleado mucho en vectores obtenidos a partir de virus, ya que parecen ser los mas eficaces
para obtener una expresion fuerte del transgén en una variedad de tipos de células, en particular las CDs (Chinna-
samy, Chinnasamy et al., 2000, Hum Gene Ther 11(13):1901-9; Rouas et al., 2008, Cancer Gene Ther 9(9):715-24;
Kimura et al., 2007, Mol Ther 15(7):1390-9; Gruh et al., 2008, J Gene Med 10(1) 21-32). Sin embargo, dado el pro-
blema de seguridad de la mutagénesis por insercién, tales secuencias potenciadoras de la transcripcion se deben
delecionar de las estructuras artificiales de vectores lentiviricos para eliminar el riesgo de mutagénesis por insercion,
debida a un efecto de proximidad del potenciador. Este efecto de proximidad del potenciador es con mucho el me-
canismo mas frecuente de mutagénesis por insercion y es el Unico efecto descrito en casos en humanos o animales,
de eventos tumorigenos después de la transferencia de genes.

Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar vectores retroviricos, en particular vectores lentiviricos que no in-
cluyan potenciadores viricos y que permitan una expresion suficiente de los transgenes que codifican péptidos in-
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mundgenos, si es posible, con la misma expresidn que la que se observa cuando se utiliza el promotor CMV.

Un estudio reciente ha informado sobre la sustitucién de promotores viricos por promotores especificos de CDs, ob-
tenidos a partir de genes del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1l (CMH de clase Il) (Kimura et al.,
2007, Mol Ther 15(7):1390-9) y genes dectina-2 (Lopes et al., 2008, J. Virol 82(1):86-95). El promotor del gen decti-
na-2 utilizado por Lopes et al. contiene un potenciador putativo y una secuencia adenovirica conservada (repeticio-
nes terminales invertidas en el promotor de adenovirus) (Bonkabara et al., 2001, J. Immunology, 167:6893-6900). El
promotor del gen del CMH de clase Il utilizado por Kimura et al. no contiene ninglin potenciador conocido.

Sin embargo, sin potenciador, se observo que el promotor del CMH de clase Il no proporcionaba suficiente expresién
del transgén en las CDs. En particular, los vectores lentiviricos que incluian promotores del CMH de clase Il no pro-
vocaron una reaccion inmune en ratones C57BL/6 inmunocompetentes, en contraste con las respuestas inmunes
observadas con promotores/potenciadores CMV. Aunque se observo una integracion y una expresion constante del
transgén después de la inyeccién en ratones, los vectores lentiviricos transcritos a través de promotores del CMH de
clase Il no lograron estimular una respuesta de los linfocitos T citotdxicos CD8+ especifica del antigeno, incluso des-
pués de un refuerzo por vacunacioén. Los autores de estos estudios, llegaron por tanto a la conclusién de que el uso
de promotores del CMH de clase Il era de interés solo para aplicaciones en las que se buscaba la persistencia de la
expresion como en la terapia de reemplazo de genes, pero no en el contexto de la inmunoterapia.

Por lo tanto, el promotor del CMH de clase Il no es un promotor adecuado en vectores lentiviricos para la induccion
de una respuesta inmune contra un antigeno. Por otra parte, el promotor de dectina-2 es especifico de las células
dendriticas, lo que no permite la eliminacién de vectores que estan integrados en otros tipos de células que no ex-
presan. Ademas, el promotor dectina-2 parece contener un potenciador. Por lo tanto, el promotor dectina-2 no es un
buen promotor para los vectores lentiviricos por razones de seguridad.

Preferiblemente, en la inmunoterapia, los vectores lentiviricos proporcionan una expresion eficaz del transgén que
provoca una respuesta inmune especifica deseada. Esto requiere que la expresion tenga un nivel elevado en las
APCs, tales como las células dendriticas.

También es preferible que las células transducidas por los vectores lentiviricos se eliminen a través de la respuesta
inmune, para proporcionar un mayor grado de seguridad. Es decir, la respuesta inmune generada contra el transgén
puede provocar una respuesta inmune en el hospedador que sea suficiente para eliminar las células que se han
transducido con los vectores lentiviricos. La eliminacion de las células transducidas elimina la persistencia del vector
lentivirico en el hospedador y los posibles efectos secundarios del vector. Para que las células transducidas se eli-
minen, se requiere una expresion en células no dendriticas, a un nivel que permita la eliminacién a través de la res-
puesta inmune.

Al mismo tiempo, el promotor debe aumentar la estimulaciéon inmune a través de las células clave (es decir, las célu-
las dendriticas) que participan en la activacion de los linfocitos T virgenes y de memoria, y debe minimizar el riesgo
de mutagénesis por insercién y la genotoxicidad en las células madre que dan lugar a tumores malignos. Por lo tan-
to, el promotor debe tener una actividad suficientemente elevada en las células dendriticas y en otras células, pero
no contener un potenciador. Basandose en estos criterios, promotores viricos, tales como el promotor CMV, no son
ideales debido a la presencia de potenciadores fuertes. Estos criterios se resumen del modo siguiente:

1. expresion elevada en las células presentadoras de antigenos, incluyendo las células dendriticas, para in-
ducir respuestas inmunes maximas;

2. expresién en otros tipos de células transducidas, suficiente para una eliminacién a través de la respuesta
inmune inducida; y

3. falta de un elemento potenciador para evitar los efectos de la insercion.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de vectores mejorados. La presente invencion satisface estas nece-
sidades de la técnica.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencidn incluye composiciones que comprenden vectores lentiviricos y métodos de empleo de los vectores. En
una realizacion, la invencioén incluye un vector lentivirico que comprende una secuencia transgénica que codifica un
polipéptido inmunégeno, en donde la secuencia transgénica esta bajo el control transcripcional de un promotor del
CMH de clase I; en donde el vector induce una respuesta de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmundgeno codi-
ficado, que es mayor que la de un vector en el que la secuencia transgénica esta bajo el control transcripcional de un
promotor CMV.

Preferiblemente, el promotor del CMH de clase | es un promotor HLA-A2, un promotor HLA-B7, un promotor HLA-
Cw5, un promotor HLA-E o un promotor HLA-F.

En diversas realizaciones, la secuencia del promotor comprende una secuencia de polinucleétidos que comparte
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mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferiblemente mas del 99% de identidad con la secuencia del
promotor de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:5.

En diversas realizaciones, el vector comprende una LTR que esta delecionada para el promotor y potenciador de
U3, una secuencia cPPT/CTS procedente de un lentivirus, una secuencia y (psi) y/o dos LTRs lentiviricas.

En una realizacion preferida, el vector lentivirico no contiene un potenciador.

El polipéptido inmundégeno codificado por el transgén comprende antigeno(s) de las proteinas Gag, Pol y/o Nef pro-
cedentes del virus VIH. El antigeno puede ser al menos un antigeno tumoral.

La invencion incluye ademas una célula hospedadora aislada que comprende el vector lentivirico de la invencion.

La invencién incluye ademas métodos para producir una particula de vector lentivirico. Tales métodos pueden com-
prender las etapas de transfectar una célula hospedadora adecuada con el vector lentivirico; transfectar la célula
hospedadora con un vector plasmidico de empaquetamiento que contiene secuencias de ADN virico que codifican al
menos proteinas estructurales e integrasa de un retrovirus; cultivar dicha célula hospedadora transfectada con el fin
de obtener una expresion y empaquetar dicho vector lentivirico en particulas de vector lentivirico; y recoger las parti-
culas de vector lentivirico que son el resultado de la expresion y el empaquetamiento en dichas células hospedado-
ras cultivadas.

La invencién incluye ademas particulas de vector lentivirico que comprenden el vector lentivirico de la invencién. La
particula de vector lentivirico puede comprender una secuencia de polinucleétidos cPPT/CTS; una LTR que esta de-
lecionada para el promotor y el potenciador de U3; y/o una secuencia transgénica bajo el control de un promotor del
CMH de clase |. Preferiblemente, la secuencia de promotor comprende una secuencia de polinucleétidos que com-
parte mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferiblemente méas del 99% de identidad con la secuencia
de promotor de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 o0 SEQ ID NO:5.

La invencion incluye ademas composiciones que comprenden un vector lentivirico o una particula de vector lentiviri-
co de acuerdo con la invencion para uso como un medicamento o vacuna.

La invencion incluye ademéas métodos para inducir una respuesta de linfocitos T que comprenden administrar a un
paciente una particula de vector lentivirico que comprende una secuencia de polinucleétidos cPPT/CTS; una LTR
que esta delecionada para el promotor y el potenciador de U3; y/o una secuencia transgénica bajo el control de un
promotor del CMH de clase |.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1. Representacion esquematica de los promoto  res del CMHI y CMHII

Los promotores del CMH de clase | (CMHI) muestran elementos reguladores conservados: kB (sitio de unién de NF-
kB), ISRE (elemento de respuesta estimulado con interferéon), SXY (elementos reguladores SXY), TATA (sefial de la
transcripcion) y ATG (codén de inicio para la traduccion del transgén). La familia de promotores del CMHII solo
muestra los elementos reguladores SXY, TATAy ATG.

Figura 2. Expresion de GFP dirigida por diversos prom otores en dos tipos de células diferentes.

Construcciones de lentivectores que tienen diversos promotores ligados a un gen de la proteina verde fluorescente
(GFP) se utilizaron para transducir células HEK293T y BDCM, y se evalud la capacidad de los promotores para diri-
gir la expresion de GFP

Figura 3A y B. Induccion de la expresion de GFP atr  avés de diversos interferones

Se emplearon lentivectores que tenian diversos promotores para transducir células HEK293T y BDCM en presencia
de diversas moléculas de interferén. A continuacion, se evalud la capacidad de los promotores para dirigir la expre-
sion de GFP. Se muestra la IMF en células 293T (A) y BDCM (B). También se sometieron a ensayo versiones redu-
cidas de los promotores del CMHI y 2m, promotores en los que se habian eliminado las secuencias reguladoras kKB
e ISRE, transformandolos en promotores del tipo CMHII.

Figura 4. Respuesta especifica de T (media) enrato nes C57BI/6j

Ratones C57BI/6j fueron inmunizados con 1.10° UT de lentivectores en los gue la expresion del antigeno del VIH es-
taba dirigida por los promotores indicados. Doce dias después de la inmunizacion, las respuestas especificas de lin-
focitos T contra el antigeno de VIH se controlaron en esplenocitos de ratones mediante ELISPOT para IFN-y.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Con el fin de determinar si existian promotores que pudieran satisfacer los criterios de una expresion elevada en las
células dendriticas para inducir respuestas inmunes maximas; una expresion en otros tipos de células transducidas
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que fuera suficiente para una eliminacion a través de la respuesta inmune inducida; y una falta de elemento poten-
ciador para evitar los efectos de la insercién, se investig6 la utilidad de los promotores de genes humanos en vecto-
res lentiviricos. Se analizaron promotores humanos estudiando sus niveles de expresion en células dendriticas y en
otros tejidos. Los promotores con niveles de expresion elevados, esperados en células dendriticas y una expresion
media relativamente alta en todos los tejidos, fueron seleccionados mediante un analisis cuantitativo. Los promoto-
res se seleccionaron adicionalmente en busca de una ausencia de secuencias potenciadoras.

Un grupo de promotores que cumple estos criterios es el de los promotores del CMH de clase I. Los promotores del
CMH de clase | muestran una conservacion de los sitios de uniéon de NF-kB, un elemento de respuesta estimulado
con interferén (ISRE) y un mddulo regulador SXY (SXY). La disposicién de estos elementos en los promotores del
CMH de clase | se representa en la Fig. 1.

Los promotores del CMH de clase Il se consideran que son promotores especificos de células presentadoras de
antigeno (incluyendo las células dendriticas). Como también se puede observar en la Figura 1, aunque los promoto-
res del CMH de clase Il contienen un médulo SXY, no contienen sitios de uniéon de NF-kB o un ISRE (Van den Hel-
sen et al., 1998, Immunogenetics, 48:208-221). Por lo tanto, los promotores del CMH de clase Il son muy diferentes
de los promotores del CMH de clase |I.

Otro promotor especifico de células presentadoras de antigeno, dectina-2, contiene un elemento de respuesta esti-
mulado con interferon (ISRE); pero no contiene un médulo SXY (Bonkabara et al., 2001, J. Immunology, 167:6893-
6900).

El promotor humano 2-microglobulina (82m) muestra cierta similitud con los promotores del CMH de clase I, ya que
contiene un ISRE, aunque aguas arriba de un solo sitio de unién de NF-kB.

Las secuencias de varios promotores del CMH de clase | de mamifero (humano) se muestran a continuacion:

HLA-A2 (CMH D):

attggggagtceccageccttggggatteccccaactecgecagtttetttteteectetecca
acctatgtagggtccttcttectggatactcacgacgeggacccagttetcacteccatt
gggtgtcgggtttccagagaagccaatcagtgtegtegeggtegeggttetaaagteege
acgcacccaccgggactcagattctccccagacgececgagg

(SEQ ID NO: 1)

HLA-B7 (CMH D):

ggggaggcgcagcgttggggattccccactceccectgagtttcacttectteteccaacttyg
tgtcgggtecttetteccaggatactegtgacgegtecccactteccacteccattgggta

ttggatatctagagaagccaatcagcgtegecgeggteccagttectaaagtecccacgea
cccacccggactcagag (SEQ ID NO: 2)

HLA-Cw5 (CMH 1):

cactggggaggcgccgcgttgaggattetceccacteecectcagtttecacttetteteccaa
cctgegtegggtecttecttectgaatactcatgacgegtcecccaatteccacteccattg
ggtgtcgggttctagagaagccaatcagegtetececgecagteeeggtectaaagtececagt
cacccacccggactcagattctcececcagacgecgag

(SEQ ID NO: 3)

HLA-E (CMH D):
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taagaactgctgattgctgggaaactctgecagtttccegttectectegtaacctggtceat
gtgtececttettectggatactecatgacgcagactcagttetcattecccaatgggtgtegg
gtttctagagaagccaatcagegtegeccacgacteeccgactataaagteccecateeggac

tcaagaagttctcaggactcagagg (SEQ ID NO: 4)

HLA-F (CMH D):

aggcccegaggeggtgtetggggttggaaggetcagtattgagaattecccatetececcea
gagtttectctttetecteccaaccegtgtecaggtecttcatcetggatactcataacgegg
ccccatttctecactcccattgggegtegegtttetagagaagecaatcagtgtcecgeecgea
gttcccaggttectaaagtceccacgecacccegegggactcatattttteccagacgeggag
gttggggtcatg (SEQ ID NO: 5)

Promotores del CMHI (HLA-A2, HLA-B7 o HLA-E) se insertaron en un vector lentivirico. Para comparar, los promoto-
res de los genes EFla y ubicuitina (UBC) de expresion generalizada, también se insertaron en el vector lentivirico.
Los promotores EFla y ubicuitina no contienen ningun potenciador identificado, y no contienen un médulo SXY, si-
tios de unién de NF-kB o un ISRE. Por el contrario, los promotores EFla y ubicuitina (UBC) contienen en su lugar si-
tios de unién a Spl y Apl. También se generd un vector que contenia el promotor CMV. También se generaron vec-
tores que contenian un promotor del CMHII (HLA-DRa) o un promotor 32m. En estos vectores, los promotores diri-
gen la expresioén de la proteina fluorescente verde (GFP).

Para buscar una expresion especifica de células dendriticas, los vectores se empaquetaron por cotransfeccién en
células HEK 293 T con un plasmido de encapsidacién y un plasmido que proporcionaba la envuelta VSV.G, esen-
cialmente tal y como se describe en Naldini et al., 1996, Science 272:263-7. Tanto las células HEK 293 T como las
BDCM (una linea celular similar a las células dendriticas) se transdujeron a continuacién con particulas de los dife-
rentes vectores. Se detecto expresion en las células HEK 293 T con todos los vectores.

Los vectores con un promotor CMV, un promotor UBC o un promotor EF1a mostraron mayor expresion en las célu-
las HEK 293 T que en las células BDCM (Fig. 2). Sin embargo, los vectores con un promotor del CMHII (HLA-DRa),
un promotor del CMHI (HLA-A2, HLA-B7 o HLA-E), o un promotor de microglobulina 32 (2m), mostraron mayor ex-
presion en las células BDCM que en las HEK 293 T. Por lo tanto, todos estos promotores mostraban una hiperex-
presion especifica de células dendriticas.

También se evalud la induccién de la expresion en presencia de diversos interferones. Los resultados se muestran
en la Figura 3A y B. El promotor del CMHII no se podia inducir con interferones. Sin embargo, los promotores del
CMHI eran inducibles con interferon o en ambos tipos de células y con interferén a en las células HEK 293 T. De
forma similar a los promotores del CMHI, el promotor $2m también era inducible con interferones. El truncamiento de
los promotores del CMHI o 32m para eliminar el ISRE y los sitios de unién de NF-kB (promotor-SXY-GFP), reducia
la capacidad de induccién. Por lo tanto, la version truncada de los promotores HLA-A2, HLA-B7, HLA-E y 2m se
comportaba como un promotor del CMHII con respecto a la capacidad de induccién.

A continuacion, los ratones fueron inmunizados con lentivectores en los que la expresién del antigeno de VIH estaba
dirigida por diversos promotores (viricos, ubicuos, del CMHI, del CMHII y B2m). Doce dias después de la inmuniza-
cion, las respuestas especificas de linfocitos T fueron controladas en esplenocitos de ratones mediante ELISPOT
para IFN-y. Como se muestra en la Figura 4, la inmunizacién con un lentivector con un promotor del CMHI propor-
ciono la respuesta especifica de linfocitos T mas elevada.

Como se observa en la Figura 4, la respuesta especifica de T con los promotores del CMHI era mayor que con los
promotores CMV, EF1a, ubicuitina o del CMHII, y mas de 3 veces superior que con los promotores EFla o CMV. La
respuesta especifica de T con el promotor $2m fue similar a la de los promotores del CMHI. Estos resultados indican
que el promotor del CMHI es un promotor inesperadamente superior a los promotores de EFla, ubicuitina, CMV o
CMHII para el empleo en lentivectores para aumentar la respuesta especifica de T in vivo.

La presente invencion incluye vectores lentiviricos que comprenden promotores que contienen CMH de clase |
(CMHI), y su uso para la induccién de respuestas inmunes en un hospedador.

La presente invencion tiene, por lo tanto, como objeto principal un vector lentivirico que comprende una secuencia
promotora procedente de un promotor de un gen del CMH de clase | que dirige la transcripcion de un transgén, que
codifica preferiblemente un polipéptido inmundégeno, en una célula hospedadora, preferiblemente en células dendriti-
cas (CDs).
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VECTOR LENTIVIRICO

En el contexto de esta invencién, un "vector lentivirico" significa un vector que no se replica, para la transduccién de
una célula hospedadora con un transgén que comprende secuencias de ARN o ADN de lentivirus que actlan en cis,
y que requiere proteinas lentiviricas (por ejemplo, Gag, Pol y/o Env) que se proporcionan en trans. El vector lentiviri-
co carece de expresion de las proteinas Gag, Pol y Env funcionales. El vector lentivirico puede estar presente en
forma de una molécula de ARN o ADN, dependiendo de la etapa de produccion o de desarrollo de dichos vectores
retroviricos.

El vector lentivirico puede estar en forma de una molécula de ADN recombinante, tal como un plasmido. El vector
lentivirico puede estar en forma de un vector de particula lentivirica, tal como una molécula(s) de ARN dentro de un
complejo de lentivirus y otras proteinas. Tipicamente, los vectores de particulas lentiviricas que se corresponden con
particulas de lentivirus modificadas o recombinantes, comprenden un genoma que esta compuesto por dos copias
de ARN monocatenario. Estas secuencias de ARN se pueden obtener mediante la transcripcion de una secuencia
de ADN bicatenario, insertada en el genoma de una célula hospedadora (ADN de vector provirico) o se pueden ob-
tener a partir de la expresion temporal del ADN plasmidico (ADN de vector plasmidico) en una célula hospedadora
transformada.

Los vectores lentiviricos se obtienen a partir de lentivirus, en particular, el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH-1 o VIH-2), el virus de la inmunodeficiencia de simio (VIS), el virus de la encefalitis equina infecciosa (VEEI), el
virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC), el virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB) y el virus de la inmunode-
ficiencia felina (VIF), que se modifican para eliminar los determinantes genéticos implicados en la patogenicidad y se
introducen nuevos determinantes Utiles para obtener efectos terapéuticos.

Tales vectores se basan en la separacién de las secuencias que actdan en cis y en trans. Con el fin de generar vec-
tores con replicacion defectuosa, las secuencias que actian en trans (p. €j., los genes gag, pol, tat, rev y env) se
pueden eliminar y reemplazar por una casete de expresién que codifica un transgén.

La integracion y la replicacion eficaces en células que no se dividen, generalmente requiere la presencia de dos se-
cuencias que actlan en cis en el centro del genoma lentivirico, el tracto central de polipurina (cPPT) y la secuencia
de terminacion central (CTS). Estas conducen a la formacion de una estructura de ADN de triple cadena denomina-
da "solapa" (del inglés “flap”) de ADN central, que actia como una sefial para eliminar la capsida del complejo de
preintegracion en el poro nuclear y la importacion eficaz de la casete de expresion en el ndcleo de células que no se
dividen, tales como las células dendriticas.

En una realizacion, la invencién incluye un vector lentivirico que comprende un tracto de polipurina central y una se-
cuencia de terminacion central denominada secuencia cPPT/CTS tal y como se ha descrito, en particular, en el do-
cumento de solicitud de patente europea EP 2 169 073.

Otras secuencias estan presentes por lo general en cis, tales como las repeticiones terminales largas (LTRs) que
estan implicadas en la integracion de la secuencia de ADN del vector provirico en el genoma de una célula hospe-
dadora. Los vectores se pueden obtener mediante la mutacién de las secuencias LTRs, por ejemplo, en el dominio
U3 de dicha LTR (AU3) (Miyoshi H et al., 1998, J. Virol. 72(10):8150-7; Zufferey et al., 1998, J. Virol 72(12):9873-80)
como se muestra en la figura 1.

Preferiblemente, el vector no contiene un potenciador. En una realizacion, la invencién incluye un vector lentivirico
gue comprende secuencias de LTRs, preferiblemente con una region U3 mutada (AU3) en donde se eliminan las se-
cuencias promotoras y potenciadoras en la LTR3'.

La secuencia de empaquetamiento W (psi) también se puede incorporar para ayudar en la encapsidacion de la se-
cuencia de polinucleétidos dentro de las particulas del vector (Kessler et al., 2007, Leukemia, 21(9): 1859-74; Pas-
chen et al., 2004, Cancer Immunol Immunother 12(6):196-203).

En una realizacion, la invencion incluye un vector lentivirico que comprende una secuencia de empaquetamiento de
lentivirus W (psi).

Otras secuencias funcionales adicionales, tales como un sitio de union a ARN de transporte o un sitio de unién a ce-
bador (PBS) o un elemento regulador postranscripcional de marmota (WPRE), también se pueden incluir ventajosa-
mente en la secuencia de polinucleétidos del vector lentivirico de la presente invencion, para obtener una expresion
mas estable del transgén in vivo.

En una realizacion, la invencién incluye un vector lentivirico que comprende un PBS. En una realizacion, la invencion
incluye un vector lentivirico que comprende un WPRE y/o un IRES.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, el vector lentivirico que comprende al menos una secuencia cPPT/CTS,
una secuencia W, una (preferiblemente 2) secuencia LTR y una casete de expresion que incluye un transgén bajo el
control transcripcional de un promotor del CMH de clase |I.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2498 277 T3

En diversas realizaciones, el vector lentivirico comprende un promotor del CMH de clase |. Preferiblemente, el pro-
motor del CMH de clase | es un promotor HLA-A2, un promotor HLA-B7, un promotor HLA-Cw5, un promotor HLA-F
o un promotor HLA-E. En diversas realizaciones, la secuencia del promotor del CMH de clase | comprende una se-
cuencia de polinucleotidos que comparte mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferiblemente mas del
99% de identidad con la secuencia promotora de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 o SEQ
ID NO:5

En diversas realizaciones, el vector lentivirico que comprende un promotor del CMH de clase | induce una mayor
respuesta de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmunégeno codificado, que un vector en el que la secuencia del
transgén esta bajo el control transcripcional de un promotor CMV.

En diversas realizaciones, el vector lentivirico que comprende un promotor del CMH de clase | induce una mayor
respuesta de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmundgeno codificado que un vector en el que la secuencia del
transgén esta bajo el control transcripcional de un promotor EFla. Preferiblemente, la respuesta de los LTCs con el
promotor del CMHI es al menos 2 veces o 3 veces mayor que con el promotor EF1a. Dentro del contexto de esta in-
vencion, el que un vector "induzca una respuesta mayor de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmunégeno codifi-
cado que un vector en el que la secuencia del transgén esta bajo el control transcripcional de un promotor EFla" se
puede determinar usando el ensayo expuesto en el Ejemplo 3. Otros ensayos que proporcionan resultados similares
también se pueden utilizar.

En diversas realizaciones, el vector lentivirico que comprende un promotor del CMH de clase | induce una mayor
respuesta de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmundgeno codificado que un vector en el que la secuencia del
transgén esta bajo el control transcripcional de un promotor de ubicuitina. Dentro del contexto de esta invencion, el
que un vector "induzca una mayor respuesta de los LTCs in vivo contra el polipéptido inmundgeno codificado que un
vector en el que la secuencia del transgén esta bajo el control transcripcional de un promotor ubicuitina" se puede
determinar usando el ensayo expuesto en Ejemplo 3. Otros ensayos que proporcionan resultados similares también
se pueden utilizar.

TRANSGEN

Dentro del contexto de esta invencién, un "transgén" es una secuencia de acido nucleico dentro de un vector lentivi-
rico que no esta presente normalmente en una célula que se va a transducir con el vector lentivirico. El vector lentivi-
rico sirve para introducir esta secuencia en la célula transducida. El término "transgén" no incluye las secuencias del
vector que facilitan la transduccién del transgén. El transgén puede ser una secuencia de acido nucleico procedente
de otro organismo. Alternativamente, el transgén puede ser una secuencia de acido nucleico del mismo organismo,
pero que tiene secuencias reguladoras diferentes que controlan su expresion. El transgén puede ser una molécula
de acido nucleico codificante o no codificante. De acuerdo con una realizacion preferida de la invencién, la secuen-
cia del transgén codifica un polipéptido inmundégeno.

Preferiblemente, el polipéptido inmundgeno es virico, bacteriano o micético. En una realizacién, el polipéptido in-
mundégeno es un antigeno tumoral. En una realizacion, el polipéptido inmundgeno es un alérgeno.

Este polipéptido inmunégeno comprende preferiblemente uno o varios epitopos procedentes de agentes de enfer-
medades infecciosas, por ejemplo, antigeno(s) procedentes de las proteinas Gag, Pol y/o Nef del VIH.

Varios epitopos que forman un poliepitopo también pueden estar codificados por el transgén de la invencion.

En una realizacion particular, un epitopo de este tipo se obtiene a partir de antigenos diana identificados en tumores,
y se puede elegir de tal manera que se obtenga una respuesta inmune mediada por células contra él. Los antigenos
diana estan bien documentados en la técnica, los cuales se pueden seleccionar en relacién con varios tipos de tu-
mores y en particular en melanomas 0 en carcinomas, incluyendo carcinomas renales, carcinomas de vejiga, carci-
nomas de colon, carcinomas de pulmén, canceres de mama, leucemias, mielomas y linfomas.

PROMOTORES DEL CMHI

La invencién incluye la insercién de un promotor del CMH de clase | (CMHI) en un vector lentivirico. Tal y como se
emplea en esta memoria, "un promotor del CMH de clase | (CMHI)" incluye un promotor del CMH de clase | de ori-
gen natural o sintético. La expresién "promotor del CMH de clase I" no incluye un promotor f2m.

Promotores del CMHI presentes en la naturaleza

Ejemplos de promotores del CMHI presentes en la naturaleza son los promotores de genes del HLA-A2, HLA-B7,
HLA-Cw5, HLA-E, HLA-F. Estos promotores del CMHI presentes en la naturaleza generalmente se clonan o se re-
producen a partir de la regién promotora de un gen que codifica la proteina del CMH de clase |, o son conocidos co-
mo los que supuestamente codifican tales proteinas en bases de datos del genoma (por ejemplo: la base de datos
de polinucleétidos del NCBI http://www.ncbi.nIm.nih.gov/guide/dna-rna). Tanto las proteinas f2m como las del CMH
de clase | forman parte del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH).
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Las proteinas codificadas por estos genes se encuentran en casi todos los tipos de células. Las proteinas del CMHI
estan presentes generalmente en la superficie de la membrana de los leucocitos, en donde se asocian con la 32-
microglobulina (B2m). El papel de estas proteinas asociadas es presentar péptidos procedentes de fuentes endoge-
nas a los linfocitos T CD8+. Por lo tanto, desempefian un papel central en la generacion de una respuesta inmune
especifica de antigeno. Debido a que las proteinas del CMH de clase | han sido ampliamente estudiadas y descritas
durante muchos afios, sus genes estan bien caracterizados y se pueden detectar usando herramientas de compara-
cion de secuencias, tales como el método BLAST (Altschul, S.F. et al. (1990). Basic local alignment search tool. J.
Mol. Biol. 215(3):403-410).

Los promotores del CMH de clase | comparten la capacidad de estar fuertemente activados en las células presenta-
doras de antigenos, incluyendo las células dendriticas, asi como en menor grado, en la mayoria de los otros tejidos
del cuerpo humano.

Los promotores del CMH de clase | de la invencién pueden contener otros elementos reguladores, tales como uno o
varios sitios de unioén a Spl y ETs. En una realizacion preferida, el promotor del CMH de clase | contiene 2 sitios de
unién a Spl y 1 sitio de unién a Ets. En otras realizaciones, los sitios Apl y/o Ap2 estan contenidos adicionalmente
en el promotor del CMH de clase I.

Los promotores preferidos son promotores HLA-A2, HLA-B7, HLA-Cw5, HLA-E y HLA-F humanos.
Promotores del CMH de clase | sintéticos

Los promotores del CMH de clase | también pueden ser sintéticos. Los promotores del CMH de clase | sintéticos in-
cluyen promotores que se sintetizan usando técnicas de biologia molecular para ensamblar los componentes indivi-
duales de un promotor del CMH de clase | o que se obtienen a partir de un promotor del CMH de clase | presente en
la naturaleza, usando técnicas de biologia molecular.

En diversas realizaciones, el promotor sintético del CMH de clase | comprende una secuencia de polinucleétidos que
comparte mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferiblemente mas del 99% de identidad con la se-
cuencia promotora de un promotor de un gen del CMH de clase | (SEQ ID NOs: 1-5).

ISRE

La transcripcion de los genes de una clase del CMH suele estar mediada por dos elementos reguladores principales:
el elemento de respuesta estimulado por interferon (ISRE) y el médulo SXY (que incluye los elementos reguladores
W/S, X1X2/Sitio a e Y/potenciador B) (véase la figura 1). Véase también Van den Elsen, Immunogenetics (1998)
48:208-211.

Estos elementos promotores reguladores se localizan en una region que se extiende aproximadamente entre los nu-
cleétidos -220 a -95 aguas arriba del sitio de iniciacion de la transcripcion. Median en la transcripcion especifica del
tejido e inducida por citocinas de los genes del CMH de clase |I.

El ISRE de los promotores de genes del CMH de clase | contiene por lo general sitios de unién para miembros de la
familia del factor regulador del interferén (IRF). Por tanto, es una propiedad de los promotores del CMH de clase | el
unirse a miembros de la familia del factor regulador del interferon (IRF). Esto se puede verificar, por ejemplo, me-
diante ensayos de cambios en gel.

Sitio de unién a NF- kB

Otro elemento regulador, el potenciador A (que contiene sitios de union para el factor de transcripciéon nuclear kB
(NF-kB)) esta presente en la mayoria de los casos. Por lo tanto, es una propiedad de los promotores del CMH de
clase | unirse al factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB). Esto se puede verificar, por ejemplo, mediante ensayos
de cambios en gel.

Modulo SXY

Ademas del ISRE, los promotores del CMH de clase | comparten en general otro grupo de motivos de secuencias
conservadas aguas arriba, que consisten en tres elementos reguladores: la caja S o0 W, las cajas X1/CREX2 o el sitio
a, y la caja Y o el potenciador B, los cuales todos juntos se denominan el médulo SXY. Este moédulo SXY esta unido
generalmente de forma cooperativa a un complejo multiproteico que contiene el factor regulador X (RFX; que consis-
te en RFX5, RFXB/ANK y RFXAP), la proteina que se une a un elemento de respuesta a AMPc (CREB)/factor acti-
vador de la transcripcion (ATF), y el factor nuclear Y (NFY), que actiia como un potenciosoma (del inglés “enhanceo-
some”) dirigiendo la transactivacion de estos genes. Por lo tanto, es una propiedad de los promotores del CMH de
clase | unirse a estos factores. Esto se puede verificar, por ejemplo, mediante ensayos de cambios en gel.

En contraste, los promotores del CMH de clase Il no presentan un potenciador A ni elementos ISRE (Van den Elsen,
P.J. et al., 1998, Immunogenetics. 48:208-221). Ademas se ha descubierto que RFX y CIITA en la regulacién de los
genes del CMH de clase I, tienen una importancia fundamental tal y como se ha ilustrado en estudios con lineas ce-
lulares establecidas a partir de pacientes con el sindrome del linfocito desnudo (BLS), una inmunodeficiencia combi-
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nada grave debida a mutaciones en una de las subunidades de RFX o CIITA (DeSandro, A. et al., 1999, Am J Hum
Genet, 65:279-286). También, la falta de CIITA o de una de las subunidades de RFX afecta al funcionamiento y a la
ensambladura del potenciosoma del CMH, respectivamente, lo que conduce a una falta de transcripcion del CMH de
clase Il y a una reduccion de los niveles de transcripcién del CMH de clase | (Van den Elsen, P.J. et al. 2004, Current
Opinion in Immunology, 16:67-75).

En una realizacion, la invencién incluye un método que comprende la insercién de un promotor del CMH de clase |
en un vector lentivirico para dirigir la expresion de un transgén que codifica preferiblemente un polipéptido inmunoé-
geno, que codifica lo mas preferiblemente un antigeno microbiano o una proteina terapéutica. El método puede
comprender ademas la inserciéon de cualquiera de los otros elementos de acido nucleico mencionados en este do-
cumento, tales como una secuencia solapa de ADN.

PRODUCCION DE VECTORES DE PARTICULAS LENTIVIRICAS

La presente invencion proporciona un método para producir un vector de particula lentivirica, que preferiblemente no
comprende secuencias potenciadoras, pero en su lugar contiene un promotor del CMH de clase |. Un vector de
particula lentivirica (o particula de vector lentivirico) comprende un vector lentivirico asociado con proteinas viricas.
El vector puede ser integrador o no integrador.

La sustitucién de las secuencias potenciadoras viricas utilizadas en los vectores de la técnica anterior, para dirigir la
expresion del gen con un promotor del CMH de clase |, puede mejorar la seguridad de los vectores retroviricos:

1) Se reduce el riesgo de mutagénesis por insercién ligada a secuencias de potenciador; y

2) los promotores del CMH de clase | se activan en la mayoria de los tipos de células humanas, si no en to-
das ellas, de manera que una vez que se provoca la respuesta inmune contra el producto del transgén, todas
las células en las que se ha integrado el vector, del tipo celular que sea, son eliminadas por el sistema inmu-
ne. Por lo tanto, después de un periodo de tiempo, el cuerpo humano no puede contener ninguna replicacion
de dicho vector.

De acuerdo con una realizacién de este método, el vector de la particula se obtiene en una célula hospedadora
transformada con un plasmido de ADN.

Un plasmido de ADN de este tipo puede comprender:
- un origen de replicacion bacteriano (p. €j.: ori de pUC);
- un gen de resistencia a antibioticos (p. ej.: KanR) para la seleccion; y mas particularmente:

- un vector lentivirico que comprende al menos un transgén ligado en la transcripcién a un promotor del CMH
de clase I.

Un método de este tipo permite producir una particula de vector recombinante de acuerdo con la invencion, que
comprende las siguientes etapas:

i) transfectar una célula hospedadora adecuada con un vector lentivirico;

i) transfectar dicha célula hospedadora con un vector plasmidico de empaquetamiento, que contiene secuen-
cias de ADN virico que codifican por lo menos actividades estructurales y de polimerasa (+/- integrasa) de un
retrovirus (preferiblemente lentivirus); tales plasmidos de empaquetamiento se han descrito en la técnica (Dull
et al., 1998, J Virol, 72(11):8463-71; Zufferey et al., 1998, J Virol 72(12):9873-80).

iii) cultivar dicha célula hospedadora transfectada con el fin de obtener una expresiéon y empaquetar dicho
vector lentivirico en particulas de vector lentivirico; y

iv) recoger las particulas de vector lentivirico que resultan de la expresion y el empaquetamiento de la etapa
iii) en dichas células hospedadoras cultivadas.

Por diferentes razones, puede ser Util seudotipificar las particulas retroviricas obtenidas, es decir, afiadir o sustituir
proteinas especificas de la envuelta de la particula. Por ejemplo, puede ser ventajoso tener diferentes proteinas de
la envuelta con el fin de distinguir la particula recombinante de las particulas naturales o de otras particulas recom-
binantes. En cuestion de estrategia de vacunacion, los vectores de particulas seudotipificados son mas propensos a
escapar del sistema inmune, cuando este Ultimo ya ha desarrollado inmunidad contra los lentivirus. Esto es particu-
larmente til cuando se requieren inyecciones sucesivas de vectores de particulas similares para inmunizar a un pa-
ciente contra una enfermedad.

Con el fin de seudotipificar las particulas retroviricas de la invencion, la célula hospedadora se puede transfectar
ademas con uno o varios plasmidos de ADN de la envuelta que codifican proteina(s) de la envuelta virica, preferi-
blemente una proteina de la envuelta VSV-G.
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Una célula hospedadora apropiada es preferiblemente una linea celular humana cultivada como, por ejemplo, una
linea celular HEK.

Alternativamente, el método para producir la particula de vector se lleva a cabo en una célula hospedadora, cuyo
genoma se ha transformado de manera estable con uno o varios de los siguientes componentes: una secuencia de
ADN de vector lentivirico, los genes de empaquetamiento y el gen de la envuelta. Una secuencia de ADN de este ti-
po se puede considerar similar a un vector provirico de acuerdo con la invencién, que comprende un promotor adi-
cional para permitir la transcripcion de la secuencia del vector y mejorar la tasa de produccion de particulas.

En una realizacion preferida, la célula hospedadora se modifica adicionalmente para ser capaz de producir particulas
viricas en un medio de cultivo, de manera continua, sin que las células completas se hinchen o mueran. Se puede
hacer referencia a Strang et al., 2005, J. Virol 79(3):1165-71; Relander et al., 2005, Mol Ther 11(3):452-9; Stewart et
al., 2009, Gene Ther, 16(6):805-14; y Stuart et al., 2011, Hum gene Ther (en prensa), con respecto a tales técnicas
para la produccion de particulas viricas.

Un objeto de la presente invencién consiste en una célula hospedadora transformada con un vector de particula len-
tivirica.

Los vectores de particulas lentiviricas pueden comprender los siguientes elementos, segun lo definido anteriormen-
te:

- secuencia de polinucleétidos cPPT/CTS; y

- una secuencia transgénica bajo el control de un promotor del CMH de clase |, y opcionalmente uno de los
elementos adicionales descritos anteriormente.

METODOS PARA EXPRESAR UN TRANSGEN EN UNA CELULA

La presente invencion incluye métodos para la expresion de un transgén en una célula, preferiblemente una célula
gue no se divide. El método comprende transducir una célula con un vector lentivirico o un vector de particula lentivi-
rica de la invencién en condiciones que permiten la expresion del transgén.

Las células son preferiblemente células de mamifero, particularmente células humanas. Se prefieren particularmente
las células humanas que no se dividen.

El transgén codifica preferiblemente un polipéptido inmundégeno. El método puede comprender ademas la recogida o
el aislamiento del polipéptido.

El vector lentivirico o preferiblemente el vector de particula lentivirica comprende un promotor del CMH de clase I.

En una realizacion, la invencién incluye un método para expresar un transgén que comprende la insercion de un
promotor del CMH de clase | en un vector lentivirico de modo que dirige la expresion de un transgén, y se transduce
una célula con el vector que contiene el promotor del CMH de clase I.

USO TERAPEUTICO DE VECTORES LENTIVIRICOS

La presente invencion se refiere ademas al uso de los vectores lentiviricos de acuerdo con la invencidn, especial-
mente en forma de vectores de particulas lentiviricas, para la preparacién de composiciones o0 vacunas terapéuticas
que son capaces de inducir o contribuir a la apariciéon o la mejora de una reaccion inmune contra epitopos, mas par-
ticularmente aquellos codificados por el transgén presente en los vectores, bajo el control transcripcional del promo-
tor del CMH de clase I.

Por tanto, la presente invencién proporciona vectores que son Utiles como un medicamento o vacuna.

Estos vectores se emplean preferentemente en el tratamiento o la profilaxis de enfermedades infecciosas, especial-
mente enfermedades asociadas con una infeccidn virica y mas particularmente, con una infeccién retrovirica, tales
como el SIDA y otras inmunodeficiencias.

La invencién también se puede utilizar en protocolos de tratamiento contra tumores y canceres y, especialmente, se
podria utilizar en protocolos para inmunoterapia o terapia de vacunacién contra tumores.

Como los vectores de la invencién se dirigen mas especificamente a las células dendriticas para obtener una res-
puesta inmune mediada por células y, especialmente, la respuesta de LTC asociada con el antigeno expresado por
el transgén en estas células, son particularmente Utiles como vacunas que se dirigen a microorganismos patégenos
lentos o endégenos, tales como las micobacterias o el virus VIH.

Por consiguiente, la invencion se refiere a una composicién inmunégena que comprende un vector lentivirico tal co-
mo se ha definido anteriormente.

Las composiciones inmundgenas de la invencién contienen preferiblemente secuencias cPPT y CTS en el vector y
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en las particulas de vector para inducir o estimular la importacion nuclear del genoma del vector en las células diana.

Durante la transcripcion inversa, las secuencias cPPT y CTS inducen la formacion de una estructura de ADN de tres
cadenas denominada triple hélice de ADN, que estimula la importaciéon nuclear de la secuencia del vector de ADN.
Preferiblemente, el vector comprende un transgén y sefales reguladoras de la retrotranscripcién, expresion y encap-
sidacion de origen retrovirico o de tipo retrovirico, en donde la composicion es capaz de inducir o de estimular una
respuesta de LTCs (linfocitos T citotoxicos) y/o una respuesta de CD4 contra uno o varios epitopos codificados por la
secuencia del transgén presente en el vector.

La expresioén del transgén se mejora en gran medida mediante la inclusién de un promotor del CMH de clase | en el
vector.

Por lo tanto, los vectores lentiviricos de acuerdo con la invencién tienen la capacidad de inducir, mejorar o, en gene-
ral, de estar asociados con la aparicion de una respuesta de LTCs de memoria. En otras palabras, se pueden utilizar
para la preparacion de una composicion terapéutica para el tratamiento de alergias, enfermedades autoinmunes, en-
fermedades tumorales o enfermedades infecciosas, mediante induccién, estimulacién o participacion en la aparicion
de una respuesta inmune mediada por células, especialmente una respuesta de LTCs o una respuesta de memoria.

Los vectores lentiviricos de la invencién se pueden utilizar en métodos de tratamiento y en métodos para inducir una
respuesta inmune que comprenden administrar el vector lentivirico a un hospedador y generar una respuesta inmu-
ne especifica contra el transgén en el hospedador. Las células y los anticuerpos generados en estos hospedadores
se pueden utilizar como reactivos de diagnéstico.

Los vectores lentiviricos de acuerdo con la invencién se pueden administrar directamente a un paciente a través de
rutas de administracion conocidas, incluyendo rutas de administracion sistémica, local o cutanea, intradérmica, por
ejemplo, intratumoral. La administracién ex vivo, por ejemplo, la transduccién ex vivo de células diana seguida de
una administracién de las células tratadas al paciente que se va a tratar, también se incluye en la invencion.

En una realizacion particular, la composiciéon inmunégena de acuerdo con la invencion se puede administrar direc-
tamente al paciente, de tal manera que induce, mejora o participa in vivo en la aparicién de una respuesta inmune
mediada por células, especialmente una respuesta inmune mediada por LTCs.

En otra realizacién, las composiciones inmundgenas se usan una vez o después de una administracion repetida, de
manera que pueden permitir la aparicién de una respuesta a largo plazo mediada por células de memoria.

Una ventaja particular de las composiciones inmundgenas de la invencion es que se pueden utilizar para provocar o
estimular una respuesta inmune mediada por células contra varios epitopos codificados por la secuencia de nucle6-
tidos de interés o el transgén presente en el vector o en las particulas del vector, y también se pueden utilizar para
provocar o estimular una respuesta inmune mediada por células contra el producto de la secuencia completa de un
gen, por ejemplo, un gen de un agente patégeno o fragmentos de dicho gen capaces de codificar al menos 8 a 15
aminoacidos, preferiblemente 9 a 12 aminoacidos.

La invencién también incluye un vector lentivirico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una re-
peticién mdltiple (al menos 2 secuencias idénticas) de dicha secuencia de aminoacidos que induce una respuesta
celular, y/o una secuencia de aminoacidos que contiene al menos 2 secuencias diferentes que se corresponden a 2
epitopos de agentes patégenos o antigenos tumorales diferentes.

Como resultado, la invencién incluye una composicion que se podria utilizar en protocolos de vacunacion profilactica
y/o terapéutica, para el tratamiento de tumores y especialmente como un tratamiento contra el cancer o enfermeda-
des infecciosas.

En particular, se puede utilizar en combinacién con adyuvantes, otras composiciones inmundgenas, quimioterapia o
cualquier otro tratamiento terapéutico.

Habiendo descrito de este modo diferentes realizaciones de la presente invencion, los expertos en la técnica deben
tener en cuenta que las divulgaciones del presente documento son solamente ejemplares y que se pueden realizar
otras alternativas, adaptaciones y modificaciones diversas dentro del alcance de la presente invencion. Por consi-
guiente, la presente invencion no se limita a las realizaciones especificas tal y como se ilustra en el presente docu-
mento.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Expresion de GFP dirigida por diversos prom otores en dos tipos de células diferentes.

Construcciones de lentivectores que incluian varios promotores se utilizaron para transducir células HEK293T (una
linea de fibroblastos) y BDCM (una linea de células similares a las dendriticas), y la capacidad de los promotores pa-
ra dirigir la expresion de GFP se evaluo por citometria de flujo. La IMF (intensidad media de la fluorescencia) en las
células BDCM se representa en % de la IMF obtenida en células 293T.
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Los promotores viricos (CMV) y ubicuos (UBC y EFla) parece que estan inhibidos en las BDCM, mientras que los
promotores del CMH | (HLA-A2, HLA-B7 y HLA-E) y del CMH Il (HLA-DRa) se hiperexpresan en este tipo de células.
El promotor f2m también se hiperexpresaba en este tipo de células.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con una densidad de 1 x 10° células por pocillo en medio comple-
to que contenia 10% de FBS. Para cada uno de los tipos de células, se transdujeron 3 pocillos con 1 x 10° células,
sustituyendo el medio de cultivo con 300 pl de la dilucion de muestras viricas lo que permitié un porcentaje de célu-
las transducidas incluido entre el 5y 30%. Las células se incubaron a continuacion 2 h a 37°C, 5% de CO; y se afia-
dié 1 ml de medio completo por pocillo. Después de 72 h de la transduccidn, las células se trataron con tripsina y se
resuspendieron, y se midié la IMF de GFP con un citometro de flujo FACSCalibur, utilizando el canal FL1.

Ejemplo 2. Induccidn de la expresion de GFP através  de diversos interferones

Para transducir células HEK293T y BDCM se emplearon lentivirus que incluian varios promotores, en presencia de
diversas moléculas de interferén. A continuacién, se evalué la capacidad de los promotores para dirigir la expresién
de GFP. Versiones reducidas de promotores del CMH-1 y 2m también se sometieron a ensayo, los promotores
HLA-A2, HLA-B7, HLA-E y B2m-SXY (promotores en los que las secuencias reguladoras kB e ISRE se habian elimi-
nado, transformandolos en promotores del tipo CMHII).

Tal y como se muestra en la figura 3, el promotor del CMHII no se podia inducir con interferones, ni en las células
293 T ni las BDCM. Sin embargo, los promotores del CMHI se podian inducir con interferén o en ambos tipos de
células y con el interferén a en las células 293 T. De forma similar a los promotores del CMHI, el promotor f2m tam-
bién se podia inducir con interferones. El truncamiento de los promotores del CMHI o 32m para eliminar el ISRE y
los sitios de union a NF-kB (promotor-SXY-GFP), reducia la capacidad de induccion. Por lo tanto, la versién truncada
de los promotores HLA-A2, HLA-B7, HLA-E y B2m se comportaba como un promotor del CMHII con respecto a la
capacidad de induccion.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con una densidad de 1 x 10° células por pocillo en medio comple-
to que contenia 10% de FBS. Para cada uno de los tipos de células, se transdujeron 12 pocillos con 1 x 10° células,
sustituyendo el medio de cultivo con 300 pl de la dilucion de las muestras viricas, lo que permitié un porcentaje de
células transducidas incluido entre el 5 y el 30%. Las células se incubaron después 2 h a 37°C, 5% de CO, y se
afiadio 1 ml de medio completo a 3 pocillos, 1 ml de medio completo que contenia 650 U/ml (500 U finales) de IFNy
se afiadio a otros 3 pocillos, 1 ml de medio completo que contenia 650 U/mL (500 U finales) de IFNa se afiadié a
otros 3 pocillos y 1 ml de medio completo que contenia 650 U/ml (500 U finales) de IFNB se afiadié a los 3 ultimos
pocillos, para cada transduccion de vectores. Las placas se incubaron a continuacion a 37°C, 5% de CO,. Después
de 72 h de la transduccidn, las células se trataron con tripsina y se resuspendieron, y se midio la IMF de GFP con un
citometro de flujo FACSCalibur, utilizando el canal FL1.

Ejemplo 3. Respuesta especifica de linfocitos T (med  ia) en ratones C57BI/6j

Ratones C57BI/6j fueron inmunizados con 1 x 10° UT de lentivectores en los que la expresién del antigeno del VIH
estaba dirigida por diversos promotores (virico, ubicuo, CMHI y CMHII). Doce dias después de la inmunizacion, las
respuestas especificas de linfocitos T se controlaron en esplenocitos de ratones mediante ELISPOT para IFN-y.
Como se muestra en la figura 4, la inmunizacién con lentivectores que incluian un promotor del CMHI, proporciond
una respuesta especifica de los linfocitos T méas elevada que cualquiera de los otros lentivectores utilizados, incluso
cuando un promotor virico estaba dirigiendo la expresion del antigeno.

Se aislaron esplenocitos a partir de los bazos de ratones inmunizados con lentivectores, 12 dias después de la in-
munizacién y se utilizaron para los ensayos de ELISPOT. Placas de cultivo de tejidos de noventa y seis pocillos (Mi-
llipore) se recubrieron durante la noche a 4°C con 50 pl/pocillo de 5 pg/ml de AcMo de IFNy anti-raton (pareja de
Elispot de IFNy de raton; BD Biosciences Pharmingen). Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de DPBS/pocillo
y se bloquearon con 200 pl/pocillo de DPBS/suero bovino fetal al 10% durante 2 h a 37°C. Las placas se lavaron tres
veces con 200 pl de DPBS/pocillo. Los esplenocitos se afiadieron a las placas por triplicado a 2,5, 4,1 0 5,1 x 10°
células/pocillo y se estimularon con 2 pg/ml de péptidos estimuladores (especificos del antigeno), concanavalina A
(5 pg/ml; fuente) o solo medio de cultivo. Las placas se incubaron durante 18 h a 37°C y luego se lavaron tres veces
con 200 pl/pocillo de DPBS/0,05% de Tween 20 y tres veces con 200 pl/pocillo de DPBS. Para la deteccién, se afia-
dieron 50 pl/pocillo de 2 pg/ml de anticuerpo monoclonal anti-ratdn con IFNy biotinilado (BD Pharmingen) durante 2 h
a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y 100 pl/pocillo de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Roche) se dilu-
yeron 1:2000 en PBS de Dulbecco durante 90 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las placas, se vi-
sualizaron las manchas (células secretoras de IFNy) mediante la adicion de 60 pl/pocillo de solucion BCIP/NBT
(Sigma). Las placas se incubaron durante 15-30 minutos a temperatura ambiente hasta que se desarrollaron man-
chas azules y después se lavaron a fondo con agua corriente del grifo y se secaron al aire durante 24 h. Por ultimo,
las manchas se contaron usando un BioReader 2000 (Biosys).
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> THERAVECTYS

<120> VECTORES LENTIVIRICOS QUE CONTIENEN UN PROMOTOR DEL CMH DE CLASE |
<130> P55163WO/SJL

<150> EP12305566.7
<151> 23-05-2012

<160>5
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 220

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
attggggagt cccagcettg gggattccec aactcecgecag tttettttet cectctceca 60

acctatgtag ggtccttett cctggatact cacgacgcgg acccagttct cactcccatt 120
gggtgtcggg tttccagaga ageccaatcag tgtegtegeg gtegeggtte taaagtceege 180
acgcacccac cgggactcag attctcccca gacgccgagg 220

<210>2

<211> 197

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
ggggaggcge agegttgggg attccccact ceccctgagtt tcacttcette tceccaacttg 60

tgtcgggtce ttettccagg atactegtga cgegteccca cttceccacte ccattgggta 120
ttggatatct agagaagcca atcagegteg cegeggtcee agttctaaag tccccacgea 180
cccacecegga ctcagag 197
<210> 3

<211> 216

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3
cactggggag gcgccgegtt gaggattcte cactcccctce agtttcactt ctteteccaa 60

cctgegtegg gtecttette ctgaatacte atgacgegtce cccaattcece acteccattg 120
ggtgtegggt tctagagaag ccaatcagcg tctccgcagt cceggtctaa agtccccagt 180
cacccacccg gactcagatt ctccccagac gccgag 216
<210> 4

<211> 205

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4
taagaactge tgattgctgg gaaactctgc agtttcccegt tcctctegta acctggtceat 60

gtgtccttet tcctggatac tcatgacgea gactcagtte tcattcccaa tgggtgtcgg 120
gtttctagag aagccaatca gcegtegecac gactcccgac tataaagtec ccatccggac 180

tcaagaagtt ctcaggactc agagg 205
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<210>5

<211> 252

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>5
aggccccgag gcggtgtctg gggttggaag gctcagtatt gagaattcce catctcccca

gagtttctet ttctctccca accegtgtca ggtecttcat cctggatact cataacgegg
ccccatttet cactcccatt gggcgtcgecg tttctagaga agceccaatcag tgtcgecgea

gttcccaggt tctaaagtcc cacgcacccce gegggactca tatttttcec agacgcggag

gttggggtca tg
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REIVINDICACIONES

1. Un vector lentivirico que comprende una secuencia transgénica que codifica un polipéptido inmundgeno, en
el que la secuencia transgénica esta bajo el control transcripcional de un promotor del CMH de clase I.

2. El vector lentivirico segun la reivindicacion 1, en el que el vector induce una mayor respuesta de los LTCs in
vivo contra el polipéptido inmundgeno codificado que un vector en el que la secuencia transgénica esta bajo el con-
trol transcripcional de un promotor CMV.

3. El vector lentivirico segln la reivindicacién 1 o 2, en el que el promotor del CMH de clase | es un promotor
HLA-A2, un promotor HLA-B7, un promotor HLA-Cw5, un promotor HLA-F o un promotor HLA-E.

4. El vector lentivirico segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha secuencia promotora comprende una se-
cuencia de polinucleétidos que comparte mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferiblemente mas del
99% de identidad con la secuencia promotora de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 o SEQ
ID NO:5.

5. El vector lentivirico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende una LTR que esta de-
lecionada para el promotor y potenciador de U3, una secuencia cPPT/CTS procedente de lentivirus, una secuencia
Y (psi) o dos LTRs lentiviricas.

6. El vector lentivirico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el vector lentivirico no con-
tiene un potenciador.

7. El vector lentivirico segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho polipéptido inmunége-
no comprende uno o varios antigenos procedentes de las proteinas Gag, Pol y/o Nef del virus VIH o al menos un
antigeno tumoral.

8. Una célula hospedadora aislada que comprende el vector lentivirico segin una cualquiera de las reivindica-
ciones 1-7.
9. Un método para producir una particula de vector lentivirico que comprende las etapas de:

a) transfectar una célula hospedadora adecuada con el vector lentivirico segun una cualquiera de las reivindi-
caciones 1-7;

b) transfectar dicha célula hospedadora con un vector plasmidico de empaquetamiento que contiene secuen-
cias de ADN virico que codifican por lo menos actividades estructurales y de polimerasa de un retrovirus;

c) cultivar dicha célula hospedadora transfectada con el fin de obtener una expresién y el empaquetamiento
de dicho vector lentivirico en las particulas de vector lentivirico; y

d) recoger las particulas de vector lentivirico que resultan de la expresion y el empaguetamiento de la etapa
c¢) en dichas células hospedadoras cultivadas.

10. Una particula de vector lentivirico que comprende el vector lentivirico segin una cualquiera de las reivindi-
caciones 1-7.
11. Una particula de vector lentivirico que comprende al menos los siguientes elementos de secuencia:

a) una secuencia de polinucleétido cPPT/CTS;
b) una LTR que esta delecionada para el promotor y potenciador de U3;y
) una secuencia transgénica bajo el control de un promotor del CMH de clase I.

12. La particula de vector lentivirico segun la reivindicacién 11, en la que dicha secuencia de promotor com-
prende una secuencia de polinucleétidos que comparte mas del 90%, preferiblemente mas del 95%, mas preferible-
mente mas del 99% de identidad con la secuencia de promotor de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:4 0 SEQ ID NO:5.

13. Un vector lentivirico 0 una particula de vector lentivirico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y
11-12, para uso como medicamento o0 vacuna.
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Figura 3A
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Figura 3B
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