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DESCRIPCION
Composicidn para la prevencion/el tratamiento de infecciones con HBV y de enfermedades mediadas por HBV

La presente invencion se refiere a composiciones que contienen al menos dos antigenos de superficie del virus de la
hepatitis B (HBsAg'’s), fragmentos de los mismos y/o acidos nucleicos que los codifican, en las cuales los HBsAg's
se distinguen en el genotipo de virus de hepatitis B (HBV) en la region S y/o la region Pre-S1 de HBsAg, en cuyo
caso la composicién no contiene antigeno de nicleo de HBV (HBcAg) o acido nucleico que codifique a éste; a
composiciones farmacéuticas, principalmente vacunas que contienen estas composiciones y a su uso para la
prevencién/el tratamiento de una infeccion con HBV o de una enfermedad mediada por HBV. La presente invencion
se refiere ademas a un método para preparar un medicamento especifico para un paciente para el tratamiento
terapéutico de hepatitis.

Mas de 250 millones de personas en todo el mundo estan infectadas con el virus de la hepatitis B (HBV). Una parte
significativa de los infectados muestra consecuencias patoldgicas, incluidas la insuficiencia hepatica crénica, cirrosis
y carcinoma hepatocelular (HCC). La razén de porqué determinadas personas desarrollan una infeccion aguda con
HBV mientras que otras no, es poco entendida. Los datos clinicos y la analogia a infecciones crénicas virales han
resaltado el significado de una inmunorespuesta mediada por la célula en la lucha de las infecciones virales,
principalmente una inmunorespuesta tal que comprenda los linfocitos T citotéxicos. La induccién de una respuesta
celular T citotoxica es un factor critico en la eliminacion de la infeccién aguda con HBV y la prevencion de la
infeccion crénica con HBV. El genoma viral codifica, entre otros, la proteina-envoltura pre-S1, pre-S2 y el antigeno S
(HBsAg), la polimerasa y la proteina de nucleo (HBCAgQ).

La hepatitis B cronica representa una inflamacion progresiva del higado que puede tomar un curso crénicamente
persistente o crénicamente agresivo. La hepatitis crénicamente persistente exhibe una infiltracion limitada a las
areas de portal ampliadas del higado con elevada fibrosis; clinicamente, las sefiales de hepatitis persistente
permanecen por afios (hasta 10 afios), y cerca del 80% de los casos son HBsAg-positivos. La patogénesis se basa
probablemente en la insuficiencia del sistema inmune celular y la infeccién viral persistente.

El pequefio antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg), una proteina de 226 aminoacidos (p24/gp27 o proteina-
S), es un antigeno de HBV prominente, el cual se ensambla incluso en particulas lipoprotéicas de 20-30 nm, en las
cuales se reticulan 100-150 subunidades por medio de enlaces mdiltiples inter- e intra-moleculares de disulfuro. La
variabilidad de la proteina S de HBV-aislados de diferentes subtipos y fenotipos es limitada. Los cuatro subtipos
estables de HBsAg adw, ayw, adr y ayr se refieren a intercambios individuales de aminoacidos en las posiciones 122
y 160, que estan localizadas adyacentes al “determinante-a” inmunodominante (una regién hidrofilica que abarca los
residuos 124-147). Hasta ahora, en la infeccion con HBV, para estos subtipos no habian sido relacionadas
diferencias biolégicas o patogenéticas.

En 1982, en la Republica Federal de Alemania, fue aprobada por primera vez una vacuna que habia sido obtenida a
partir del plasma de portadores cronicos de HBsAg. Entretanto, la vacuna se obtiene mediante técnicas de ingenieria
genética y se usa para inmunizacion activa de grupos de riesgo. El 95% de las personas que son sero negativas
antes de la inoculacién presentan una reaccién inmune después de un afio. Todas las vacunas de hepatitis B
usadas contienen una alta concentracién de proteina de HBsAg purificada, correspondiente a la envoltura no
infecciosa del virus de hepatitis B y son libres del ADN viral y se desactivan con formalina.

Una desventaja del estado de la técnica consiste en que al menos el 5% de las personas inmunizadas son las
llamadas “no-respondedoras”, las cuales no presentan una inmuno-respuesta. Ademas, hasta hoy no se conoce una
vacuna para el tratamiento de hepatitis cronicamente persistente.

WO 01/40279 y WO 01/38498 describen vacunas a base de genotipo G del virus de la hepatitis B. Sin embargo, de
ninguna de las dos patentes se desprende una indicacién sobre la combinacién de fenotipos diferentes.

Michel et al., PNAS 92 (1995), 5307-5311 y Mancini et al., PNAS 93 (1996), 12496-12501 se refieren a vacunas de
ADN a base de HBsAg. De los documentos no se desprende indicacion alguna sobre el uso de composiciones que
contienen combinaciones de genotipos de HBV diferentes de HBsSAg.

Por lo tanto, el problema en que se basa la presente invencion es proporcionar productos mejorados para la
prevencién/el tratamiento de una infeccion con HBV o una enfermedad mediada por HBV. Ademas, otro problema en
gue se basa la presente invencion es especificar un medicamento especifico a un paciente para el tratamiento
terapéutico de hepatitis.

El problema que sirve de fundamento a la presente invencién se resuelve proporcionando una composicion tal como
se define en la reivindicacion 1.
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La presente invencién se fundamenta en la siguiente observacién sorprendente. Como modelo preclinico para
evaluar la eficiencia de protocolos especificos de inmunoterapia para infecciones con HBV cronicas se consideran
ratones transgénicos que expresan de manera constitutiva el subtipo ayw de HBsAg en el higado. Estos ratones
producen grandes cantidades de HBsAg, lo cual ocurre debido a una antigenemia persistente, y en esencia son
tolerantes frente a HBsAg. Ahora, los inventores han inmunizado a ratones HbsAg-transgénicos con una vacuna que
corresponde en su genotipo de HBsAg exactamente al genotipo del ratdn transgénico (ayw), y por otra parte con una
vacuna que contiene un genotipo de HBsAg, el cual se diferencia de aquel del ratén transgénico. A pesar de la
inmunizacién repetida de los ratones transgénicos con un antigeno de HbsAg, el cual corresponde al propio HBsAg,
no pudo observarse una respuesta citotoxica de célula T. En contraste con esto, la inmunizacion de los ratones
transgénicos con un genotipo de HBsAg distinto del genotipo propio, dio lugar a respuestas citotdxicas de células T,
especificas del genotipo y de reaccion cruzada, frente a HBsAg. Esto muestra que una variante de ocurrencia
natural de HBsAg puede romper la “tolerancia” mediante el imprimado de una inmunidad de célula T de reaccion
cruzada. La activacion de la inmunidad citotdxica de célula T conduce en este caso a un decrecimiento del antigeno
ayw de HBsAg y ademas a una sintomatologia especifica de higado que corresponde a una hepatitis aguda con un
control eficaz de HBV. La inmuno respuesta observada es principalmente notable ya que la secuencia de
aminoéacidos del antigeno ayw de HBsAg se diferencia solamente en pocas posiciones de la amino-secuencia del
antigeno adw2 de HBsAg. En la presente invencidon se establece que incluso unos pocos intercambios
conservadores de aminoacidos en un epitope de célula T pueden conducir a una reaccién modificada de célula T
frente a este epitope.

La especificidad y la eficiencia de la respuesta de célula T frente a un antigeno de proteina se regula a diferentes
niveles, principalmente es decisiva (i) la liberacion proteolitica del epitope (o del péptido antigénico); (ii) la afinidad
del péptido antigénico para la glicoproteina que se presenta del complejo de histocompatibilidad principal (MHC); y
(iii) la interferencia negativa de las respuestas de célula T que se desarrollan de modo competitivo frente a diferentes
epitopes del mismo antigeno. Las variantes naturales de un antigeno de proteina pueden inducir (mediante
intercambios individuales de aminoacidos en secuencias criticas dentro del epitope o flanqueando el epitope, o
creando nuevos epitopes) una respuesta especifica de célula T de las siguientes 4 maneras:

(i) procesamiento proteolitico mas eficiente (liberacion) del péptido antigénico desde la proteina;
(i) enlace de alta afinidad del péptido antigénico a la molécula de MHC que se presenta;

(iii) eliminacion de epitopes inmunodominantes (suprimir las respuestas frente a otros epitopes del mismo antigeno
de proteina) mediante un proceso analogo, expuesto en (i) y/o en (i), el cual debilita la inmunogenidad del epitope;

(iv) pueden generarse nuevos epitopes.

En el contexto de la presente invencion se demuestra que las variantes naturales del HBsAg, reflejadas por medio
de los genotipos, presentan un espectro mas amplio de especificidades en la respuesta de célula T que la estimulan.

En relacion con la presente invencion, la expresién “genotipo de HBV” significa la totalidad del genoma del virus de
hepatitis B. Preferentemente se determina el genotipo de HBV mediante la secuenciacién total y el andlisis
filogenético. En la actualidad se conocen 8 genotipos estandar. Estos 8 genotipos se basan en una variacion de
nucleétidos de 8% entre si; véase Bartholomeusz, Rev. Med. Virol. 13 (2003), 1-14. El genotipo A de HBV tiene
preferentemente la secuencia de acido nucleico de referencia del banco de genes X02763 o para el genotipo Aar de
HBV la secuencia de acido nucleico de referencia segun el banco de genes AF297621. Para el genotipo B, de HBV
Ba esta la secuencia de acido nucleico de referencia del banco de genes D00330 y para el genotipo Bj la secuencia
de &cido nucleico de referencia AB073858. Para el genotipo C de HBV esta la secuencia de &cido nucleico de
referencia banco de genes AY206389, en referencia al genotipo Cays la secuencia de acido nucleico de referencia
segun el banco de genes AB048704. Para el genotipo D esta la secuencia de acido nucleico de referencia banco de
genes X02496. La secuencia de acido nucleico de referencia para el genotipo E es X75657. La secuencia de acido
nucleico de referencia para el genotipo F es X69798. La secuencia de acido nucleico de referencia para el genotipo
G es AF160501 y la secuencia de &cido nucleico de referencia para el genotipo H es AY090454.

En referencia a los genotipos previamente mencionados existe cierta correlacion entre genotipo y subtipo, tal como
sigue: el genotipo A se correlaciona con subtipo adw2, aywl; el genotipo B se correlaciona con adw2, aywl, el
genotipo C se correlaciona con adw?2, adrg+, adrg-, ayr, adr. El genotipo D se correlaciona con ayw2, ayw3, ayw4. El
genotipo E se correlaciona con ayw4. El genotipo F se correlaciona con adw4qg-, adw2 y ayw4, el genotipo G se
correlaciona con adw? y el genotipo H se correlaciona con adw4.

La determinacién del subtipo de HBV de un paciente infectado puede realizarse de modo serolégico con ayuda de
anticuerpos mono-especificos, por ejemplo anti-d, anti-y, anti-r, anti-a(w). La determinacién puede efectuarse como
un ensayo de difusion en gel de agar o como un ensayo radio inmune; (“HBs Antigen Subtypes” (Subtipos de
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antigeno deHBs), editores: Courouce, A. M., Holland, P.V., Muller, J.Y. y Soulier, J. P., Bibliotheca Haematologica
no. 42, S. Karger, Basilea, 1976).

El subtipo también puede determinarse mediante secuenciacion del ADN que codifica HBsAg de un suero de
paciente. De la determinada secuencia de acido nucleico se deriva entonces la secuencia de aminoacidos del
HBsAg. La clasificacién del subtipo se efectla luego sobre los aminoacidos en las posiciones 122 y 160, tal como se
describe en Magnius, L.O. y Norder, H., “Subtypes, Genotypes and moleculasr epidemiology of the hepatitis B virus
as reflected by sequence variability of the S-gene” (Subtipos, genotipos y epidemiologia molecular del virus de
hepatitis B tal como se refleja por la variabilidad de secuencia del gen S) Intervirology 38(1-2): 24-34.

En relacion con la presente invencion, la expresion “antigeno de superficie del virus de hepatitis B” (HBsAg) significa
el pequefio antigeno de superficie de HBV o la proteina S (p24/gp27). HBsAg puede comprender ademas en este
caso los dominios de la proteina pre-S1. Preferentemente, HBsAg se compone de la proteina S y/o de los dominios
de proteina pre-S1.

Con respecto a la numeracion de HBsAg, se usa el sistema de acuerdo con Kidd-Ljunggren et al., J. Gen. Virol. 83
(2002), 1267-1280.

La expresion “fragmento” comprende de acuerdo con la invencion fragmentos de HBsAg. El fragmento comprende
preferiblemente al menos 5 aminoacidos y contiene un epitope de célula T, preferiblemente al menos 10,
particularmente preferible al menos 20, principalmente al menos 50 aminoacidos. De acuerdo con una forma de
realizacién preferida, la composicién contiene al menos dos HBsAg's o dos fragmentos de los mismos. Esta
composicion puede utilizarse principalmente como vacuna a base de polipéptido. En el caso en el cual la
composicion contiene dos fragmentos que se derivan de HBsAg's con genotipo de HBV diferente, de modo
particularmente preferible el primer y el segundo fragmento tienen en comin al menos 20 aminoacidos, aunque se
diferencian al menos en un aminoéacido.

Como se ha expuesto previamente, una comprension de la presente invencién consiste en que incluso diferencias
muy pequefias en un antigeno (HBsAg) debido a genotipos diferentes conducen a epitopes de célula T modificados,
los cuales se distinguen solamente uno de otro de manera minima, aunque conducen a una modificacion dramatica
de la reactividad de la célula T. Ambos fragmentos que se diferencian uno de otro por lo menos en un aminoacido
pueden determinarse, por lo tanto, facilmente mediante una comparacion sencilla de secuencias de los genotipos
conocidos con respecto al HbsAg. Los fragmentos adecuados que se diferencian uno de otro en al menos un
aminoacido pueden utilizarse en la composicion de la invencion. Los fragmentos contienen preferiblemente al menos
un epitope de célula T, particularmente preferible un epitope de célula T humana. Se conocen métodos para
determinar epitopes de célula T, por ejemplo Lauer et al., J. Virol. 76 (2002), 6104-6113.

Segun una forma de realizacién preferida, la composicion contiene al menos dos HBsAg's y/o al menos dos
fragmentos de los mismos.

Ademas se prefieren composiciones que contienen al menos un primer HBsAg o un fragmento del mismo y un acido
nucleico que codifica un segundo HBsAg o un fragmento del mismo, en cuyo caso el primer HBsAg se diferencia del
segundo en el genotipo de HBV.

Segun otra forma de realizacion preferida, la composicién contiene al menos dos acidos nucleicos que codifican dos
HBsAg's, en cuyo caso los HBsAgQ's se diferencian en el genotipo de HBV. Los &cidos nucleicos en este caso
también pueden ser tales que codifican un fragmento definido como los anteriores. Los acidos nucleicos pueden ser
ADN viral o ADN sintético, en cuyo caso por secuencias de ADN sintéticos también se entienden los enlaces
modificados de inter-nucledsido. Ademas, los acidos nucleicos pueden ser moléculas de ARN, lo cual puede ser
necesario para la expresion por medio de sistemas recombinantes de vector. Ademas, de acuerdo con la invencion
también se toman en consideracion moléculas mixtas de ADN/ARN en calidad de acidos nucleicos.

Segun una forma de realizacion preferida, el genotipo se selecciona de los genotipos conocidos A, B, C,D, E, F, G o
H. En atencién a la secuencia de acido nucleico respectivo de referencia, nos remitimos al parrafo de definicion
anterior. Usualmente el genotipo se determina en este caso por una variacioén de nucleétido del 8% en relacién con
la secuencia de aminoéacidos de referencia, es decir que los acidos nucleicos que presentan al menos 92% de
identidad con la secuencia de acido nucleico de referencia se entienden asimismo como genotipo de acuerdo con la
definicion. Particularmente se prefiere la identidad de al menos 95%, principalmente 98% en relacion con la
secuencia de &cido nucleico de referencia. La “identidad” en relacion con la secuencia de acido nucleico de
referencia se determina en este caso con ayuda de métodos conocidos. En términos generales se usan programas
particulares de ordenador con algoritmo considerando requisitos especiales.

Métodos preferidos para determinar la identidad generan primero la mayor coincidencia entre las secuencias a
comparar. Los programas de ordenador para determinar la entidad comprenden, aungue no se limitan a, el paquete
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de programa GCG, incluyendo GAP (Deveroy, J. et al., Nucleic Acid Research 12 (1984), 387; Genetics Computer
Group University of Wisconsin, Medicine (WI); y BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S., et al. J. Mol. Biol. 215
(1990), 403-410. El programa BLASTX puede obtenerse del National Center For Biotechnology Information (NCBI) y
de otras fuentes (manual de BLAST, Altschul S. et al., NCBI NLM NIH Bethesda ND 22894; Altschul S. et al.; citado
anteriormente). El algoritmo conocido de Smith-Waterman también puede utilizarse para determinar la identidad.

Los parametros preferidos para la comparacion de acido nucleico comprenden los siguientes:
Algoritmo Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48 (1970), 443-453

Matriz de comparacion:

Emparejamientos = +10

Discordancias = 0

Penalidad por brecha: 50

Penalidad por longitud de brecha: 3

El programa GAP también es adecuado para usarse con los parametros anteriormente citados. Los parametros
anteriormente citados son los parametros de condicion basica (default) en la comparacién de secuencias de acido
nucleico. Otros ejemplos para algoritmos, penalidades por abertura de brecha (Gap Opening Penalties), penalidades
por extension de brecha (Gap Extension Penalties) y matrices de comparaciéon comprenden aquel paquete en el
manual del programa Wisconsin Package, version 9, septiembre 1997. La eleccidon depende en este caso de la
comparacion que se esta realizando, ademas, si se realiza la comparacion entre pares de secuencias, cuando se
usan GAP o Best Fit 0 entre una secuencia y un gran banco de datos de secuencia, cuando se usan FASTA o
BLAST.

Una coincidencia del 92% segun el algoritmo previamente citado significa en relacion con la presente invencion un
92% de identidad. Igual aplica para identidades mas altas.

La composicién de la invencion se caracteriza preferiblemente porque la variante codifica una polimerasa cuya
actividad corresponde esencialmente a la actividad de la secuencia de la polimerasa codificada por el acido nucleico
de referencia y/o la variante codifica un HBsAg, cuya inmunorreactividad corresponde esencialmente a la
inmunorreactividad del HBsAg codificado por el acido nucleico de referencia.

La actividad de polimerasa puede determinarse en este caso de acuerdo con Kim et al, Biochem. Mol. Biol. Int. 1999;
47 (2), 301-308. La inmunorreactividad de HBsAg puede determinarse mediante ELISAs de antigeno
comercialmente disponibles. Una “en esencia inmunorreactividad del HbsAg codificado por el acido nucleico de
referencia” significa que un anticuerpo se enlaza al HBsAg de referencia esencialmente con la misma afinidad que al
HBsAg codificado por la variante.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida, la composicién contiene al menos tres, preferiblemente al menos
cinco diferentes HBsAgs, fragmentos de los mismos y/o acidos nucleicos que los codifican.

De manera particularmente preferida, la composicién contiene HBsAgs de todos los genotipos conocidos de HBV,
fragmentos de los mismos y/o acidos nucleicos que los codifican.

De acuerdo con otra forma de realizacion preferida de la composicion de la invencién, el &cido nucleico, que codifica
HBsAg o un fragmento del mismo, se encuentra presente en un vector bajo el control de un promotor adecuado para
la expresién de HBsAg en unas células de mamifero, preferiblemente una célula humana. Siempre y cuando la
composicion contenga al menos dos acidos nucleicos que codifican HBsAg o un fragmento del mismo, estos pueden
estar presentes en el mismo vector (vector binario) o separados uno de otro en diferentes vectores. En este caso,
vectores adecuados son, por ejemplo, plasmidos, adenovirus, virus vacuna, baculovirus, virus del sarampién y
retrovirus. El vector abarca en términos generales una fuente de replicacién que efectla la replicacion del vector en
la célula transfectada de mamifero.

Promotores adecuados pueden ser tanto promotores constitutivos como también inducibles. Promotores preferidos
se derivan de CMV y SV-40.

Las composiciones previamente descritas pueden obtenerse mediante mezcla sencilla de los componentes
individuales y por lo tanto son muy facilmente producibles. Solventes y soportes adecuados dependen en este caso
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del tipo de la composicion (polipéptido y/o acidos nucleicos). Fundamentalmente se prefieren los sistemas acuosos.
HBsAg o fragmentos del mismo son sintéticos o se obtienen mediante preparacién recombinante. Los polipéptidos
producidos pueden purificarse mediante métodos cromatograficos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen
una composicién de la invencién y un soporte farmacéuticamente compatible. Soportes farmacéuticamente
compatibles son conocidos por el experto en la materia. Ejemplos son: sales de aluminio, fosfato de calcio,
liofilizados del HBsAg con o sin adicidon de polisacarido, emulsiones de aceite en agua, polo-lactido-co-glicolato. A
estos soportes pueden agregarse, en tanto los mismos no tengan ya un efecto adyuvante, otros adyuvantes tales
como, por ejemplo, miméticos de lipido A, nucleétidos inmuno estimulantes o toxinas bacterianas.

La composiciéon farmacéutica de la invencion es principalmente una vacuna. De acuerdo con la invencion, se indica
gue la composicion farmacéutica, principalmente la vacuna, es adecuada para el tratamiento terapéutico de una
infeccion con HBV o una enfermedad mediada por HBV. Asimismo, la composicién farmacéutica, principalmente la
vacuna, es adecuada para el tratamiento profilactico de una infeccién con HBV o una enfermedad mediada por HBV.
La infeccion con HBV es preferiblemente una infeccion con hepatitis B crénicamente persistente. Una enfermedad
mediada por HBV puede ser una infeccién con hepatitis B aguda cronica. Otras enfermedades mediadas por HBV
son cirrosis de higado y el carcinoma primario de células hepaticas. La vacuna es adecuada para administrar a
portadores de HBV clinicamente no aparentes, es decir aquellos que todavia no estan enfermos en el sentido propio,
aunque para el futuro presentan un alto riesgo de desarrollar una enfermedad mediada por HBV.

La composicion farmacéutica puede administrarse por via intramuscular, cutanea, intradérmica, intravenosa,
mucosal u oral, en cuyo caso éstas se indican solamente como preferidas y no se restringen a las mismas.

La composicion farmacéutica contienen los, al menos dos, HBsAg's o fragmentos de los mismos en el rango de
dosis desde 0,1 hasta 1000 ug/ HBsAg o fragmento del mismo, preferentemente 2,5 a 40 ug/HBsAg o fragmento del
mismo.

Si la composicién farmacéutica contiene acidos nucleicos que codifican HBsAg o fragmentos del mismo, entonces
estos se encuentran en el rango de dosis de 10 a 1000 pg / acido nucleico que codifica HBsAg o fragmento del
mismo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se indica un método para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento terapéutico de hepatitis B, tal como se define en la reivindicacién 20.

Tal como se ha descrito previamente, un reconocimiento esencial de la presente invencién consiste en que en un
modelo preclinico de la hepatitis cronicamente persistente pudo lograrse un efecto de tratamiento tratando el animal
transgénico con un HBsAg que provenia de un genotipo de HBV, el cual se diferenciaba del genotipo del animal
transgénico.

El genotipo puede determinarse en este caso mediante los siguientes métodos: secuenciacion del genoma completo
de HBV o de al menos del segmento que codifica el HBsAg y analisis filogenético, polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccion (RFLP), PCR-Multiplex.

La provision del medicamento se realiza formulando al menos un HBsAg, un fragmento del mismo o un &cido
nucleico que codifica HBsAg o un fragmento del mismo de una manera conocida per se.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién propone el uso de al menos un HBsAg, tal como se define en la
reivindicacion 22.

Descripcién de las figuras

Figura 1: variantes de HBsAg. (A) Se muestra la secuencia de aminoacidos del antigeno pequefio de superficie de la
hepatitis B (HBsAg) ayw (1) correspondiente al genotipo D y adw?2 (2) correspondiente al genotipo A. (B) secuencias
de epitope derivadas de ayw y adw2 de HBsAg, restringidas. El epitope 1 (Sz0s-215) fue presentado solamente por las
células que procesan HBsAg exdgeno, mientras que el epitope 2 (Si190-197) fue presentado solamente por las células
que procesan HBsAg enddgeno.

Figura 2: Transferencia de lineas de células T citotoxicas (CTLL) especificas para el epitope 1 o el epitope 2 en
hospederos HBs-transgénicos (HBs-tg) conducen lineas de célula T citotdxicas HBs-transgénicas a un dafio
hepético transitorio. Las células del vaso fueron removidas de ratones B6 inmunizados con ADN de pCl/Sayw y re-
estimulados in vitro con células RBL5 singénicas, en cuyo caso las células RBL5 fueron impulsadas con péptido de
enlace 1 K"/Szos.215 (ILSPFLPL) o péptidos de enlace 2 K"/S100.107 (VWLSVIWM), o se estimularon con ConA. Se
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inyectaron por via intravenosa (i.v.) 5x10° CD8" CTLL/ratén en ratones de HBs-tg y se determin6 un nivel medio de
alanina transaminasa (ALT) en el suero.

Figura 3: Deteccion ex vivo de células T CD8" especificas de HBsAg en el higado y el bazo de ratones inmunizados.
Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados intramuscular mente por medio de una Unica inyeccion de 100 pg de
PCI/ADN de Sayw. Las células T CD8" especificas se detectaron 12 dias después de la inmunizacion. Las células
hepaticas mononucleares (MNC) y las células de bazo aisladas fueron re estimuladas in vitro durante un periodo de
cuatro horas (en presencia de Brefeldin A) con el péptido de enlace 1 K */S208-215 (ILSPFLPL) o] elspeptldo de enlace 2
Kn/S190-197 (VWLSVIWM). Se muestra la frecuencia media de células T CD8" de IFNy" / 10° células T CD8" *
desviacion estandar de 4-6 ratones (de dos experimentos independientes entre si) por grupo.

Figura 4: respuestas de célula T HBsAg-especificas frente al epitope 1 en ratones HBs-tg. Los ratones HBs-tg que
expresan HBsAgayw en el higado se inmunizaron tres veces (a intervalos de cuatro semanas) por via intramuscular
con vacunas de ADN que codifica el subtipo ayw (pCl/Sayw) 0 adw2 (pCl/Sadw2) de HBSAg, o con el vector de control
negativo pCl (vector sin inserto). Las células de bazo fueron retiradas de los ratones inmunizados 12 dias después
de la dltima inmunizacion y fueron re-estimulados durante cuatro horas in vitro (en presencia de Brefeldln A) con
células RBL5 y las células RBL5 fueron re- estlmuladas con particulas HBsAg del subtipo ayw (RBL5/S ayw) 0 adw2
(RBLS/S adw2), 0 con el péptido de enlace 1 K /Szos 215 de HBsAgayW (ILSPFLPL) 0 HBsAQadw2 (IVSPFIPL). Se
muestra el nimero medio de células T CD8" de IFNy" de bazo/10° células T CD8" + 6 desviacion estandar de 4-6
ratones (de dos experimentos independientes entre si) por grupo.

Figura 5: respuestas de célula de cp® HBsAg-especificas frente al epitope 2 en ratones HBs-tg. Se retiraron las
células de bazo de los ratones las cuales, tal como se describié con respecto a la Ieyenda de la Figura 4, estaban
|nmun|zadas y se re-estimularon in vitro con transfectantes RBL5/ Sayw 0 RBL5/Sagw2 smgenlcos o con el epitope 2
K /5190 197 de HBsAgayW (VWLSVIWM) 0 de HBsAQagw2 (VWLSAIWM). Se muestra el nimero medio de células T
CD8" de IFNy" de bazo / 10° CD8" + desviacion estandar de 4 ratones por grupo.

Figura 6: se detectaron células T CD8" Sxg.215-especificas en el higado de ratones HBs-tg inmunizados. Los ratones
HBs-tg transgénicos fueron minimizados tres veces (a intervalos de 4 semanas) con una vacuna de ADN que
codifica HBSAQadaw2 (PCl/Sadawz). Las células de higado y de bazo se retiraron de Ios ratones inmunizados 12 dias
después de la Ultima inyeccion ysere estimularon in V|tro con el péptido de enlace K ®S,08.215 ILSPFLPL. Se muestra
nimero medio de células T CD8" de IFNy" de bazo / 10° CD8" + desviacion estandar de 4 ratones por grupo.

Figura 7: histopatologia de higado de ratones HBs-tg que habian sido inmunizados con la vacuna de ADN
pCl/Sgadwe- En los ratones B6 (A, B) no se observd histologia patolégica de higado. Los ratones HBs-tg (C, D)
mostraron una ampliacion celular moderada y el citoplasma muestra una apariencia de tipo vaso de leche (D). Los
nucleos de las células de higado parecia moderadamente polimorficas. Las infiltraciones periportales son raras. La
inmunizacién repetida con ADN de pCl/Sadwz induce modificaciones ist o0 morfoldgicas graves en el higado (E-1), que
son consistentes con hepatitis viral aguda. Las infiltraciones inflamatorias abarcan células de Kupfer, linfocitos y
pocos granulocitos polimorfo-nucleares que estan localizados en el parénquima lobular (F) y en los campos
periportales (G). Los hepatocitos parecen hidropicos y presentan con frecuencia nucleos picnéticos, lo cual
representa una sefal de un estadio temprano de la apoptosis (F, flechas). Los cuerpos acidéfilos (H, flechas), es
decir, células hepaticas apostélicas son comunes y frecuentemente rodeadas de infiltraciones inflamatorias focales.
Muchos nucleos de células hepaticas presentan una clara vacuolizacion (I, flechas). Tinciones de H & E de formalina
fijada, tejidos incrustados en parafina. Ampliaciones originales: x 10 en A, C,yE; x40 en B, D,y F; x 63 en G-I.

Figura 8: la induccion de respuestas de anticuerpo de suero HBsAg-especifico en ratones HBs-tg. Ratones B6 y
transgénicos HBs-tg fueron inmunizados via intramuscular con vacunas de ADN que codifican HBsAQadwz2 (PCl/Sadwz)
0 HBSAQayw (PCl/Sayw) y después de tres semanas fueron reforzados con las mismas vacunas. Cuatro semanas
después de la Ultima inyeccion se estudiaron muestras de suero para antigeno de HBsAg (A) o anticuerpos HBsAg-
especificos (B). Se muestran los titulos medios de anticuerpo (mlU/ml) y niveles de HBsAg en suero (ng/ml) *
desviaciones estandar de 4-6 ratones/grupo.

Figura 9: respuestas de células T CD8" HBsAg-especificas frente al epitope 1 (Saos-215) Y frente al epitope 2 (Sigo.167)
en ratones normales B6 y HBSayw-tg.

Los animales fueron inmunizados cada uno tres veces (a intervalos de 21 dias) por via intramuscular, particulas de
proteina HBsAg (S ) del subtipo ayw o adw2. A las vacunas de proteina se adicionaron respectivamente CpG-
oligonucleétidos (ODN) o RC-529 en calidad de adyuvantes. Como control de negativo sirvio PBS. 12 dias después
de la Ultima inmunizacion se retir6 el paso de los animales y a continuacion se re-estimularon las células de bazo
aisladas durante cuatro horas in vitro (en presencia de Brefeldin A) con células RBL5 que habian sido pulsadas
previamente con péptidos HBsAg-especificos. Para esto se usaron respectlvamente el péptido de enlace 1 K ®/ Saos.
215 de HBSAgayw (ILSPFLPL) 0 HBSAQadw2 (IVSPFIPL) o el péptido de enlace 2 K /Slgo 197 de HBsAgayW (VWLSVIWM)
0 HBSAQaaw2 (VWLSAIWM). Se muestra el nimero de las células T CD8" de IFNy" de bazo / 10° células T CD8" +
desviacion estandar de 4 - 6 ratones (de dos experimentos independientes entre si por grupo.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2541 123 T3

Figura 10: respuestas de células T CD8" HBsAg- especificas frente al epitope en 1 (Szos-215) en ratones HBSayw-tg.

A. Los ratones HBs-tg que expresan HBsAgayw en el higado fueron inmunizados tres veces (a intervalos de cuatro
semanas) por via intramuscular con vacunas de ADN que solamente codifican el subtipo ayw (pCl/Sayw) de HBsAg
0 los tres tipos ayw (PCl/Sayw), adw2 (pCl/Saawz2) ¥ adr (pCl/Sadr), 0 con el vector de control negativo pCl (vector sin
inserto). 12 dias después de la dltima inmunizacion se retird el bazo de los animales. Las células de bazo aisladas
fueron re estimuladas durante un periodo de 4 horas in vitro (en Eresencia de Brefeldin A) con células RBL5 que
habian sido pulsadas previamente con el péptido de enlace 1 K"/ Szos 215 de HBsAgayvv (ILSPFLPL) 0 HBSAgadw2
(IVSPFIPL). Se muestra el nimero de las células T CD8+ de IFNy" de bazo / 10° células T CD8" + desviacion
estandar de 4-6 ratones (de dos experimentos independientes entre si) por grupo.

B. Los ratones de HBsayw-tg fueron inmunizados por vientre muscular tres veces (a intervalos de 21 dias) con
particulas de proteina HBsAg (S ) del subtipo ayw o una mezcla de particulas de proteina HBsAg de los subtipos
ayw, adw?2 y adr. A las vacunas de proteina se adicionaron respectivamente oligonucleétidos de CpG (ODN) o RC-
529 (mostrados solamente para la mezcla de subtipos) en calidad de adyuvantes. Como control negativo sirvio PBS.
12 dias después de la dltima inmunizacion se retir6 el paso de los animales. Las células de bazo aisladas se re
estimularon durante un periodo de 4 horas in vitro (en presenua de Brefeldin A) con células RBL5, las cuales
previamente habian sido pulsadas con el péptido de enlace 1KY Szog 215 de HBsAgayvv (ILSPFLPL) 0 HBsAQgadw2
(IVSPFIPL). Se muestra el namero de las células T CD8" de IFNy" de bazo / 10° células T CD8" + desviacion
estandar de 4-6 ratones (de dos experimentos independientes entre si) por grupo.

Figura 11: induccion de respuestas a anticuerpo de suero HBsAg -especificos en ratones HBs-tg. Ratones B6 y
transgénicos HBs-tg fueron inmunizados por via intramuscular con vacunas de particulas de proteina HBsAg (SP) del
subtipo ayw o del subtipo adw2 o con una mezcla de los subtipos ayw, adw2 y adr y después de tres semanas
fueron reforzados con la misma vacuna. Las vacunas de proteina contenian como aditivo CpG-oligonucle6tidos
(ODN) en calidad de adyuvantes. Cuatro semanas después de la inyeccion de refuerzo, se estudiaron las muestras
de suero con relaciéon a anticuerpos de HBsAg (A) y HBsAg-especificos (B). Se muestran los titulos medios de
anticuerpo (mlU/ml) y el nivel de HBsAg en suero (ng/ml) + desviaciones estandar de 4-6 ratones/grupo.

A continuacién, la invencion se ilustra por medio de ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos no pretenden limitar la
invencion.

Ejemplos:
Material y métodos
Generalidades

El subtipo adw2 de HBV estudiado corresponde al genotipo A. El subtipo ayw de HBV corresponde al genotipo D. El
subtipo adr de HBV corresponde al genaotipo C.

Ratones
Ratones (B6) C57BL/6JBom (H-2b) fueron mantenidos en condiciones estandar libres de patégenos.

Ratones transgénicos (HBs-tg) C57BL/6J-TgN(AIbl HBV)44Bri, HbsAgayw (codificado por la secuencia de HBV con
el nimero de depésito V01460 J02203) fueron obtenidos del laboratorio The Jackson Laboratory (Bar Harbour, ME).
Se usaron ratones machos y hembras en una edad de 8-16 semanas.

Células, particulas recombinantes de HBsAg v péptido antigénico de HBsAqg

La linea celular H-?b RBL5 utilizada se describe en [10]. Fueron preparados transfectantes estables RBL5 que
expresaron cantidades semejantes de HBSAQayw Y HBSAQadwz, (datos no mostrados). Las particulas recombinantes
de HBsAg de los subtipos ayw, adw2 y adr se encuentran disponibles en la empresa Rhein Biotech GmbH
(Diisseldorf, Alemania). Las particulas de HBsAg preparadas en la cepa hospedera de Hansenula polymorpha RB10
se purlflcaron tal como se describe en [3]. Los péptidos sintéticos ILSPFLPL (ayw) o IVSPFIPL (subtlpo adw?2) de
Saos215 K -enlazantes, y los péptidos VWLSVIWM (ayw) o VWLSAIWM (adw2) de Sigo-197 K"-enlazantes se
obtuvieron de Jerini BioTools (Berlin, Alemania). Los péptidos se disolvieron en una solucién de DMSO a una
concentracion de 10 mg/ml y se diluyeron con un medio de cultivo antes de uso.

Plasmidos e inmunizacién con ADN
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HBSAQayw, HBSAJadw2 Y HBSAgadr Se clonaron en los vectores pCl (Promega) y BMGneo tal como esté descrito en [4;
5]. Como vacunas de ADN se usaron los plasmidos pCl/Saw, PCl/Sagwz PCl/Sadr, que expresaron HBSAQayw,
HBSAQaaw2 Y HBSAQadr igualmente bien. Esto se mostrd6 mediante inmunoprecipitacion de HBsAg de células que
fueron transfectadas transitoriamente con el ADN de estos plasmidos (datos no mostrados). Por lo tanto, las
diferencias en la inmunogenicidad de los epitopos de HbsAg no pueden ser aclaradas debido a las cantidades
diferentes de la expresién de HbsAg por la vacuna de ADN o los transfectantes. Para la inmunizacion intramuscular
de acido nucleico se inyectaron 50 ul de PBS (solucion salina amortiguada con fosfato) que contenia 1 pug/ul de ADN
de plasmido en cada musculo tibial anterior, tal como esta descrito en [4]. La inmunizacion con mezclas de tipos de
HBsAg se efectué mediante inyeccion de 50 pl de PBS que contenia respectivamente 1 pg/pl de pCl/Sayw, 1 pg/pl de
pCI/Sadw2 y 1 ug/ul de pCl/Sadr.

Inmunizacién con particulas de proteinas de HBsAg

Se inyectaron 5 pg de particulas de proteina de HBsAg por via subcutdnea conjuntamente con 30 pg de
oligonucledtido CpG (ODN1826, MWG Biotech, Ebersberg, Alemania) u 8 ug de RC-529 (Corixa Corp. Seattle, WA,
Estados Unidos) en 100 pl de PBS (solucion salina amortiguada con fosfato) o ratén. Para la inmunizacién con una
mezcla de sus tipos de HbsAg se inyectaron por via subcutanea respectivamente 5 pg de particulas de proteina de
HBSAQayw, 5 Hg de HBSAQadawz2 Y 5 Hg de HBSAgadr cOnjuntamente con 30 pg de adyuvante de oligonucleétido CpG u
8 ug de RC-529 en 100 ul de PBS.

Determinacién de las frecuencias de células T CD8" especificas en bazo e higado

Suspensiones de células de bazo [1] y la preparacién de células hepaticas NPC han sido descritas [6; 7]. Las células
de bazo y las de higado NPC (1x10 /ml) fueron incubadas durante un periodo de una hora en el medio RPMI-1640
con 5 pg/ul de péptidos derivados de HBsAg, o transfectantes que expresan HBsAg (10 /ml) o células pulsadas por
particulas de HBsAg. Luego se adicionaron 5 pg/pl de Brefeldin A (BFA) (catalogo No. 15870; Sigma), y los cultivos
se incubaron por otras 4 horas. Las células fueron recogidas y su superficie fue tefiida con anti-CD8 mAb, fijadas
permeabilizadas y se realizé una tension con relacién a IFNy citoplasmatico. Las frecuencias de CD8 IFNy CTL
fueron determinadas mediante anélisis de FACS. Se muestra el valor medio para células T CD8" con IFNy" / 10°
células T de bazo o de higado.

Transferencia de lineas de células T CD8" especificas

Las lineas de células T CD8" fueron obtenidas a partir de bazo de ratones B6, los cuales fueron inmunizados con
vacuna de ADN de pCl/Sqyw. Las celulas de bazo se re-estimularon in vitro con células RBL5 sin génicas que fueron
pulsadas con el péptidos de enlace 1 K ®/S208.215 (ILSPFLPL) o el péptido de enlace 2 K ®/S100.107 (VWLSVIWM). En
lineas que fueron expandidas in vitro durante un periodo de cerca de 2 semanas, mas del 80% de las células T
CDS8" tenian la especificidad de epitope esperada, tal como fue revelado a partir de las investigaciones de expresion
especifica de IFNy. Las células se Iavaron y5x 10° células de estas lineas se inyectaron por via intravenosa. La
célula de control fueron blastos de CD8'T no especificos que fueron aislados de cultivos estimulados con ConA de 3
dias.

Determinacién de transaminasas, anticuerpos de HBsAg y anti-HBsSAQ en suero

Anticuerpos de suero fueron obtenidos repetidamente a partir de ratones individuales, inmunizados o de control,
mediante toma de sangre de la vena caudal en determinados intervalos de tiempo después de la inyeccién. La
actividad de alanina aminotransferasa (ALT) de suero fue realizada en la sangre usando el ensayo Reflotron®
(catdlogo No. 745138; Roche Diagnostics GmbH). La concentracién de HBsAg en el suero de los ratones
transgénicos se determiné mediante el ensayo comercial ELISA AUSZYME Il (ABBOTT Laboratories, Wiesbaden,
Alemania). Los anticuerpos contra HBsAg fueron detectados en suero de ratdon usando el ensayo comercial
IMXAUSAB (catalogo No. 7A39-20; Abbott, Wiesbaden, Alemania).

Los niveles de anticuerpos fueron calificados con la ayuda de 6 sueros estandar. Los sueros ensayados fueron
diluidos de modo que los valores de OD medidos se encontraron entre uno y seis del suero estandar. Los valores

aqui mostrados fueron calculados mediante multiplicacion de la dilucion de suero con el nivel de anticuerpos medido
(mIU/ml). Los titulos de suero representados corresponden al medio de 4 ratones individuales + desviacion estandar.

Histologia

Secciones finas de tejido de higado (< 3mm) se fijaron en formalina al 4% (pH 7,0) durante 24 horas y se incrustaron
en parafina. Secciones de parafina con un espesor de 2 um fueron tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E).

Enlazamiento de péptidos de HbsAg a K"
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Las moléculas de MCH de clase | purificadas por afinidad K se incubaron por un periodo de 48 horas a 18 °C con
concentraciones crecientes de péptido de prueba y una concentracion definida (aproximadamente de 2 nM) de
péptido indicador VSV NP 52-59 marcado radiactivamente en presencia de f2m humano de 3 uM, tal como se
describe en [8, 9]. Después se determind un enlazamiento de los péptidos a moléculas de MHC de clase | mediante
filtracion de gel en columna de Sephadex G50 [8]. El péptido VSV NP 52-59 marcado radiactivamente fue localizado
en el volumen de exclusién (péptido enlazado a MHC) y en el volumen de inclusion (péptido libre). Esto se determind
mediante gama-radio-espectrometria y se calculé una proporcién del péptido de prueba, que se habia enlazado a la
molécula de MHC con relacion a la cantidad total de péptido de prueba. Se determiné la concentracion del péptido
de prueba que se necesité para obtener 50% de inhibicién de enlazamiento del péptido indicador (valor de IC50).
Cuanto menor es el valor de IC50, mejores el enlazamiento del péptido de prueba. A fin de impedir el agotamiento
del ligando, en todos los experimentos de enlazamiento se usé una concentracion de MHC que fue suficiente para
no tener mas de 15-25 % de enlazamiento. En estas condiciones, el valor de IC50 es una aproximacion a la
constante de disociacion (Kg). Todos los experimentos de enlazamiento se realizaron como experimentos de
inhibicion.

Ejemplo 1

Transferencia adoptiva de lineas de células T CD8" Kb-restringidas gue son especificas para el epitope 1 o el
epitope 2 inducen un dafio hepatico en ratones B6 HBs-tg

Se produjeron lineas de células T CD8" de corto plazo que son especificas para el epitope 1 o el epitope 2 (Figura
1B) de HBsAg a partir del paso de ratones B6 y que fueron inmunizados con el ADN del plasmido pCl/Sayw. Dentro
de estas lineas, >95% de las células eran CD8", y la exbpresic')n especifica de IFNy pudo inducirse en >80% de estas
células T CD8". La transferencia adoptiva de 5 x 10° células de esta linea en hospederos B6 congénicos que
expresaron HBsAgayw €n el higado de un transgénico indujo un dafio hepatico agudo tal como fue revelado por un
corto, aunque elevado incremento en la transaminasa en suero (Figura 2). Los niveles de transaminasa en suero se
normalizaron 5-6 dias después de la transferencia, tiempo en el cual no fue detectada ninguna célula T CD8"
transferida en el hospedero. La transferencia del mismo niimero de blastos T CD8" policlonales (mitégeno-activados)
no mostré dafio hepatico. Por lo tanto, se verifico que (i) células T CD8" especificas efectivamente inducen el dafio
hepéatico en ratones HBs-tg (tal como fue descrito en [2]); (ii) los epitopes de HBsAg que fueron producidos mediante
procesamiento de HBsAg enddégeno o exdgeno, se presentan en el higado que expresa el transgén; y (iii) las células
T CD8" transferida de modo adoptivo se retiran rapidamente del hospedero transgénico. Las células T CD8"
transferidas con especificidades diferentes de HBsAg, tienen, por tanto, acceso al higado y pueden activarse in situ,
mas no pueden ser absorbidas establemente.

Ejemplo 2: CTL Kb-restringidas que reconocen los epitopes 1 y 2 de HBsAg, se observaron en el bazo y en el
higado

Se investig6 si las células T CD8" HBsAg-especificas, imprimadas por vacuna tienen acceso al higado en ratones
B6 (HBs-tg) normales o transgénicos que expresan HBsAg (Fig. 3). Se aislaron células de bazo y células de higado
no parénquimal (NPC) de ratones B6 que habian sido inmunizados 12-15 dias antes con la vacuna de pCl/Sayw. Las
células T CD8" que eran especificas para el epitope 1 o el epitope 2, fueron encontradas en poblaciones de células
T CD8" del vaso y del higado de ratones B6 normales (Fig. 3A). Aunque la frecuencia de células T CD8" HBsAg-
especificas dentro de poblaciones de células T CD8" del higado era alta, sus cantidades absolutas eran mas bajos
que en el bazo (datos no mostrados). En contraste, no fue detectable una reactividad de células T CD8" en ratones
B6 HBsAgaywtg, que habian sido inmunizados con la vacuna de ADN que codifica HBsAgayw (Fig. 3B). Ni las 3
inyecciones de refuerzo (a intervalos de tres semanas) con la vacuna de ADN, ni las inmunizaciones repetidas con
particulas de antigeno de HBsAg y el adyuvante de oligonucleétido provocaron inmunidad de células T CD8"
HBsAg-especificas en ratones HBs-tg (datos no mostrados). De esta manera, los protocolos de inoculacion usando
la misma variante de HBsAg, contra la cual el raton es tolerante, no producen inmunidad antiviral efectiva de células
T CD8+.

Ejemplo 3: Respuestas de células T Kb-restringidas frente a los epitopos de las variantes de HBSAQayw Y HBSAGagw2

Las proteinas de HBsAQaw Y HBSAQame de aislados de HBV que presentan 226 residuos de aminoacidos se
diferencian en 16 residuos de aminoacidos (por lo tanto un 93% de identidad de sus aminoacidos). La secuencia de
la proteina de HBsAgayw, que fue usada, es idéntica a la secuencia del HBsAgayw codificado de modo transgénico,
que fue expresado por los ratones B6 HBs-tg. Las secuencias de los epitopes 1 y 2 de enlace K" de HBSAQayw Y
HBsAgadw2, que fueron seleccionados, difieren en 1 o 2 residuos de aminoacido dentro del epitope, aunque tienen
idénticas secuencias flanqueantes (Fig. 1A, B). Los epitopes 1 de Sxs215 de HBSAQayw Y HBSAgadw2 difieren en dos
posiciones: en adw2, un residuo de valina (V) es sustituido por una leucina (L) en posicién 2, y una isoleucina Q) es
sustituida por un residuo de leucina (L) en posicién 6 (Fig. 1 B). La afinidad de enlazamiento del epitope 1 de K" fue
bastante baja; la variante de HBsAgaaw2 del epitope 1 mostré una mas alta afinidad de enlazamiento a K" que las
variantes de HBsAgayw del epitope (tabla 1). En contraste con esto, la afinidad de enlace del epitope 2 a K® fue alta
(tabla 1).
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Tabla 1: Afinidad de enlazamiento de epitopes inmunogénicos de HBsAg a KP

Epitope Variante de Secuencia de Enlace a K° (nM)
HBsAg péptido
1 ayw ILSPFLPL 3400
1 adw2 IVSPFIPL 773
2 ayw VWLSVIWM 54

Los ratones B6 inmunizados con vacuna de ADN de pCl/Sayw 0 pCl/Sagwz, mostraron una respuesta de célula T CD8"
frente al epltope 1 de enlazamiento a K, que fue observada después de una red estimulacién ex vivo de 5 horas de
células T CD8" imprimadas de bazo, que fueron pulsadas con particulas de HBSAQayw 0 de HBSAGagw2 0 péptido de
antigeno Sypg-215 de HBSAQayw 0 HBSAgadwz (Fig. 4A), grupo 2,3). Las variantes ayw y adw2 del epitope 1 tuvieron
reaccion cruzada porque (i) las CTL especificas de epitope 1 fueron imprimadas por pCl/Sayw 0 PCl/Sadwz; Y (i) las
células que habian sido pulsadas con particulas de HBsAQayw, 0 HBSAQadw2 o pulsadas con péptido ILSPFLPL (ayw)
o péptido IVSPFIPL (adw?2), presentaron el epitope 1 frente a células T CD8" imprimadas. Por con5|gwente las dos
sustituciones dentro del epitope 1 mero-8 no inhibieron el procesamiento efectivo, el enlace a K° o la presentacion
del epitope.

Las células T CD8" que fueron imprimadas con la vacuna de ADN de pCl/Sayw, reconocieron el epitope 2 (Sig0-197) de
HBSAQayw, 0 HBSAgadaw2 (Fig. 5A; grupo 2). Esto fue detectado ex vivo después de red estimulacion de 5 horas
usando células pulsadas por péptido o transfectantes que expresan HBSAQayw. Las células T CD8" imprimadas no
reconocieron transfectantes que expresaran el HBsAgaawe €nddgeno. La inmunizaciéon con la vacuna de ADN de
PCl/Sagwz NO imprimé células T especificas del epitope 2 (Fig. 5A, grupo 3). Las células T CD8", que fueron
imprimadas con la vacuna de pCl/Saqw2 (aUnque no con la de pCl/Sayw), reconocieron un epitope adw2-especifico de
especificidad desconocida de epitope/restriccion que fue presentada por los transfectantes; esto no fue investigado
posteriormente (Fig. 5, grupo 3). La sustitucion del aminoacido en posicion 5 (intercambio del aminoacido hidréfugo
valina V por el aminoacido hldrofugo alanina A) inhibe por lo tanto la producciéon del epitope 2, aunque no su
presentacion por la molécula de K" [1].

Ejemplo 4: Respuestas de reactividad cruzada de células T CD8" Kb-restringidas frente al epitope 1 de HBsAg se
impriman en ratones B6 HBs-tg

Los ratones B6 HBs-tg expresan HBsAgayw a partir de un transgénico en el higado. Los ratones HBs-tg fueron
inmunizados con HBSAgayw (PCl/Sayw) 0 HBSAGadw2 (PCl/Saawz) (Fig. 4, 5B). No se obtuvo respuesta de células T
CD8" por inmunizacién repetida de ratones B6 HBs-tg con la vacuna de ADN de pCl/Sayw (Fig. 4, 5B, Grupo 2). En
contraste con esto, la inmunizacién de ratones B6 HBs-tg con la vacuna de ADN de pCl/Saawz produjo una respuesta
de célula T CD8" frente a HBsAg (Fig. 4B, Grupo 3). Esta respuesta de reaccion cruzada de célula T CD8" reconoci6
células que habian sido pulsadas con particulas de HBsAgayw O HBsAgasz o con la variante ayw o adw2 del epitope
en 1 en forma de péptido (Flg 4B, grupo 3). Estas células T CD8" no reconocieron los transfectantes de RBL5/Sayw 0
el epitope 2 de enlace a K® S100-107 (Fig. 5B, Grupo 3). Las células T CD8" mostraron una reactividad especifica del
subtipo en relaciéon con un determinante no determinado que fue presentado por RBL5/Sagw2 aunque no por los
transfectantes RBLS/Sayw (Fig. 5B, Grupo 3). Esto muestra que una variante natural de HBsAg es capaz de "romper
tolerancia" mediante el imprimado de una inmunidad de reaccion cruzada de célula T.

Se investig6 si las poblaciones especificas de célula T CD8" en el higado que produce antigeno pueden ser
detectadas en los ratones transgénicos que han sido inmunizados con pCl/Saaw2. En el paso en el higado NPC de
ratones B6 HBs-tg, que han sido inmunizados con pCl/Sagwe, pudo detectarse reactividad especifica de célula T
CD8" durante meses (Fig. 6). En contraste con las células T CD8" transferidas de modo adoptivo (Fig. 2), las células
T CD8" anti-HBV-especificas, imprimadas con vacuna, tienen acceso y presentan absorcion estable en el 6rgano
objetivo portador del antigeno durante un periodo de mas de 3 meses.

Ejemplo 5: Histopatologia de higado de ratones HBs-tg que presentan una reactividad especifica de células T CD8"
frente al epitope 1 de HBsAg

Las células T CD8" HBsAg-especificas indujeron una respuesta inflamatoria en el higado productor de HBsAg. Los
ratones B6 no tratados mostraron una histologia hepatica normal (Fig. 7A, B). Los hepatocitos de ratones B6 HBs-tg
fueron ampliados y exhibieron un citoplasma eosinofilico palido, granular fino, el cual es caracteristico de "células
hepaticas tipo vaso de leche", que también se observa en el caso de la infeccion por HBV en humanos (Figura 7C,
D). No se observaron infiltraciones inflamatorias.

Los ratones HBs-tg que fueron inmunizados con vacuna de ADN de pCl/Saawz (auUnque no con pCl/Sayw), presentaron
una histopatologia hepatica grave (Fig. 7E). Los infiltrados inflamatorios que fueron encontrados en las areas de
parénquima (Fig. 7F) y periportal (Fig. 7G) consistian principalmente de células mononucleares (Fig. 7F). Numerosas
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células linfoides pequefias estaban distribuidas en las areas de parénquima y periportal. Los grupos localizados de
células inflamatorias circundaban los hepatocitos apoptoéticos (Fig. 7H). El agrandamiento e hinchamiento hidrépico
de hepatocitos fue mayor en ratones inmunizados HBs-tg que en no tratados. Algunos nicleos, de medianos a
pequefios, presentaron una cromatina condensada y un halo perinuclear (Fig. 7F flechas), que indica un estadio
temprano de la apoptosis. Ademas, fueron observados numerosos cuerpos de Councilman que representan células
hepaticas apoptéticas (Fig. 7H, flechas). Algunos hepatocitos presentaron vacuolizacion nuclear (Fig. 7, flechas). No
fue detectable una colestasis significativa.

Ejemplo 6: El imprimado de células T CD8" HBsAg-especificas en ratones HBs-tg se correlaciona con una
reduccion en la antigenemia

Los ratones HBs-tg no tratados presentan niveles de HBsAg en suero de 30-50 ng/ml (Fig. 8A). Los ratones que
desarrollaron respuestas de reaccion cruzada de células T CD8" frente al epitope 1 después de la inmunizacion con
HBsAgadw2, presentaron una antigenemia reducida (con niveles en el rango de 5-15 ng/ml), mientras que los
animales que habian sido inmunizados con HBSAgayw, que no desarrollaron una inmunidad de célula T CD8" HBsSAg-
especifica, no presentaron modificacion de los niveles de antigeno (Fig. 8A). Por lo tanto, el control parcial de la
antigenemia se correlaciona con la ocurrencia de células T CD8" especificas en los ratones transgénicos
inmunizados.

Ejemplo 7: Anticuerpos anti-HBSAg en suero se presentan en ratones HBSayw-tg que han sido inmunizados con
HBsAgadwz

En adicion a la inmunidad de célula T, la inmunidad humoral anti-HbsAg puede desempefiar un papel en el control
del antigenemia. Se observé la ocurrencia de anticuerpos anti-HBsAg en suero en ratones vacunados normales y
transgénicos. Los ratones B6 normales (no transgénicos) y los ratones B6 HBs-tg congénicos se inmunizaron dos
veces con la vacuna de ADN de pCL/Sayw 0 pCL/Sadwz. Sus titulos de anticuerpo en suero, que fueron especificos
para HBsAg, se determinaron dos semanas después de la ultima inmunizacion con el ensayo ImxAUSAB (Abbott), el
cual determina HBsAg de diferentes subtipos. Mientras que los ratones no transgénicos, que estaban inmunizados
con ADN de plasmido pCL/Sayw 0 pCL/Sagw2, desarrollaron altos niveles de anticuerpos en suero frente a HBSAg, los
ratones HBs-tg mostraron una respuesta de anticuerpo en suero anti-HBsAg solamente después de las
inmunizaciones con ADN de plasmido de pCL/Sagw2 (@aungque no con pCL/Sayw) (Fig. 8B). Respuestas a anticuerpos
similares se observaron en ratones que habian sido inmunizados con particulas de HBsAgayw 0 HBSAQadw2 (datos no
mostrados). Un ELISA especifico para el subtipo (con placas recubiertas de particulas de HBSAQayw 0 HBSAQadw2),
mostré que en ratones normales >95 % de la respuesta de anticuerpo producida por todas las vacunas se direcciona
contra el determinante 'a’ de HBsAg; en ratones HBs-tg >90 % de la respuesta de anticuerpos esta direccionada
contra determinantes adw2-especificos (datos no mostrados).

Ejemplo 8: Imprimado eficiente de respuestas de reaccidon cruzada de células T CD8+ Kb-restringidas contra el
epitope 1 de HBsAg en ratones B6 HBs-tg mediante inmunizacién con particulas de proteina de HBsAg

La inmunizacién de ratones B6 normales con particulas de proteina de HBsAg del subtipo ayw o. adw2 da lugar a
una inmunorespuesta mediada por células T CD8" contra el epitope 1 de enlazamiento K" (S208-215) (Figura 9A). Por
consiguiente, pudo mostrarse que independientemente del tipo de la vacuna (particulas de proteina o ADN), los
epitopes pueden imprimar con diferentes secuencias respuestas de acciéon cruzada de células T. De manera
andloga, las inmunizaciones con vacunas de ADN (Figura 5) mostraron que la vacunacion de ratones B6 con
particulas de proteina de HBsAg del subtipo ayw imprima una respuesta de célula CD8" contra el epitope 2 de
enlazamiento K® de HBsAg (Si90-197), aunque no la vacunacion con particulas de proteina de HBsAg del subtipo
adw?2 (Figura 9A).

Los ratones HBsaw-tg fueron inmunizados con vacunas de particulas de proteina de HBsAg, las cuales
correspondian al subtipo ayw o al subtipo adw2. Mientras que ninguna respuesta de célula T CD8" fue generada
después de inmunizar varias veces con la vacuna de proteina de HBsAgayw, la inmunizacion con el antigeno de
proteina heteréloga de HBsSAgaaw generé una respuesta de célula T CD8" HBsAg-especifica frente al epitope 1
(Figura 9B). Por consiguiente, se muestra que una variante natural de HBsAg también puede romper una tolerancia
existente por un imprimado de una respuesta de reaccién cruzada de célula T, incluso por medio de una vacunacion
de subunidad de proteina.

Ejemplo 9: Imprimado eficiente de respuestas de reacciéon cruzada de células T CD8+ Kb-restringidas contra el
epitope 1 de HBsAg en ratones B6 HBs-tg por inmunizacidon con mezclas de variantes naturales de HBsAg

Los ratones HBsayw-tg fueron inmunizados tanto con una vacuna de ADN, que codificaba los tres subtipos de HBsAg
ayw (pCl/Sayw), adw2 (pCl/Saawz) y adr (pCl/Saar) (Figura 10A), como también con una vacuna de particulas de
proteina de HBsAg, que contenia una mezcla de subtipos ayw, adw2 y adr (Figura 10 B). La mezcla de las variantes
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naturales de HBsAg imprimé respuestas de reaccién cruzada de células T CD8" Kb-restringidas frente al epitope 1,
después de la inmunizacion tanto con ADN como también con particulas de proteina.

Ejemplo 10: Reduccion de la antigenemia en ratones HBs-tg después de inmunizar con mezclas de variantes
naturales de HBsAg

En ratones HBs-tg no tratados se observa un nivel de suero de 30 - 50 ng/ ml. Los animales que después de la
inmunizaciéon con una vacuna heter6loga de HBsAg (HBsAgaaw2) 0 una mezcla de variantes naturales de HBsAg
(HBSAQayw + HBSAQagw2 + HBSAQagr) desarrollan una respuesta de reaccion cruzada de células T CD8" frente al
epitope 1, muestran una antigenemia reducida (con niveles de HBsAg de 5-17 ng/ml). En animales que fueron
inmunizados solamente con el HBsAgayw homdlogo y, por tanto, no pudieron generar inmunidad de célula T HBSAg-
especifica, no se observd una modificacion de la cantidad de antigeno. La inmunizacién con una mezcla de
variantes naturales de HBsAg puede efectuar de manera correspondiente una reduccién de la antigenemia.

Ejemplo 11: Induccién de anticuerpos anti-HBsAg en suero en ratones HBs-tg después de inmunizacién con
mezclas de variantes naturales de HBsAg

Los ratones B6 normales presentan una respuesta sobresaliente de anticuerpos después de la inmunizacién con
HBSAQayw,; HBSAQadw2, HBSAgQaar (N0 mostrada) asi como con una mezcla de los tres subtipos. Se investigo la
formacion de anticuerpos HBsAg-especificos en suero en ratones HBs-tg después de la inmunizacion. Los ratones
HBstg mostraron una respuesta de anticuerpos en suero solamente después de inmunizar con una mezcla de
variantes naturales de HBsAg o con el subtipo heterélogo adw2. Después de inmunizar con el subtipo homélogo ayw
no se indujeron respuestas anti-HBsAg. Un ELISA especifico del subtipo (placas de microtitulacion recubiertas con
particulas de proteina de HBSAQayw ¥ HBSAQadw2) Mostré que en ratones HBs-tg >90 % de la respuesta HBsAg-
especifica de anticuerpos estéa dirigida contra determinantes adw2 especificos (no se muestran datos).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicion, que contiene al menos dos antigenos de superficie del virus de hepatitis B (HBsAgQ's),
fragmentos de los mismos, que contienen un epitope de célula T, en cuyo caso los fragmentos de los al menos dos
HBsAgs tienen conjuntamente al menos 10 aminoacidos, aunque en se diferencian uno de otro al menos por un
aminoacido, y/o estos acidos nucleicos codificantes, en cuyo caso los HBsAgs se componen de la proteina S
(pequefio antigeno de superficie de HBV) y en cuyo caso los HBsAgs se diferencian en el genotipo del virus de
hepatitis B (HBV) en la region S de HbsAg, y en cuyo caso la composicién no contiene antigeno de nucleo de HBV
(HBcAg) o este acido nucleico codificante, para la produccion de un medicamento para el tratamiento terapéutico de
una infeccién con HBV o una enfermedad mediada por HBV.

2. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la composicion contiene al
menos dos HBsAQ's y/o al menos dos fragmentos de los mismos.

3. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque el/los fragmento/fragmentos
de HBsAg contienen al menos 20, principalmente al menos 50 aminoéacidos.

4. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 3, caracterizado porque el fragmento comprende el "a-
determinante” de HBsAg.

5. Uso de una composicion segln una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el primer fragmento y el
segundo fragmento tienen en comun al menos 20 aminodacidos, aunque difieren uno de otro en al menos un
aminoacido.

6. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la composicion contiene al
menos dos acidos nucleicos que codifican HBsAgs o fragmentos de los mismos.

7. Uso de una composicion segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el genotipo se selecciona
de:A,B,C,D,E, F,GoH.

8. Uso de una composicion segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la composicion contiene al
menos 3, preferentemente 5 diferentes HBsAgs, fragmentos de los mismos y/o acidos nucleicos que los codifican.

9. Uso de una composicion segln una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la composicién contiene
HBsAgs de los genotipos A, B, C, D, E, F, G y H, fragmentos de los mismos y/o acidos nucleicos que los codifican.

10. Uso de una composiciéon segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el acido nucleico que
codifica HBsAg o un fragmento del mismo se encuentra presente en un vector bajo el control de un promotor
adecuado para la expresion de HBsAg en unas células de mamifero.

11. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque el vector se selecciona de:
plasmidos, adenovirus, virus de vacuna, baculovirus, virus del sarampién y retrovirus.

12. Uso de una composicién de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado porque el promotor se selecciona de
promotores constitutivos e inducibles.

13. Uso de una composicion segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque la infeccién con HBV es
hepatitis B crénicamente persistente.

14. Uso de una composicion segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque la enfermedad mediada
por HBV es una cirrosis hepatica o un carcinoma primario de células hepaticas.

15. Uso de una composicidon segin una de las reivindicaciones 1 a 14 caracterizado porque la composicion se
administra por via intramuscular, cutanea, intradérmica, intravenosa, mucosal u oral.

16. Método para la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico de hepatitis B, el cual
comprende:

a) determinar el genotipo de HBV, con el cual esta infectado el paciente; y

b) proporcionar un medicamento que contiene al menos un HBsAg de un genotipo de HBV, donde el HBsAg se
compone de la proteina S (pequefio antigeno de superficie de HBV) o de la proteina S y de los dominios de proteina
Pre-S1, para el tratamiento del paciente cuyo genotipo de HBV ha sido determinado en el paso del método a),
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caracterizado porque el genotipo del HBsAg contenido en el medicamento se diferencia en un epitope de célula T
del genotipo HBV del paciente, determinado de acuerdo con a).

17. Método segun la reivindicacion 16, caracterizado porque el genotipo se determina mediante el método de PCR.

18. Uso de al menos un HBsAg de un genotipo de HBV, en el cual el HBsAg se compone de la proteina S (pequefio
antigeno de superficie de HBV) o de la proteina S y del dominio de proteina Pre-S1, para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un paciente que esté infectado con un HBV de un genotipo, el cual se diferencia
del genotipo de HBV del HBsAg en un epitope de célula T, en cuyo caso el genotipo de HBV del paciente ha sido
determinado antes del tratamiento.
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A.

(1) MENITSGFLG PLLVLQAGFF LLTRILTIPQ SLDSWWTSLN FLGGTTVCLG QNSQSPTSNEH®
(2) MENITSGFLG. PLLVLQAGFF LLTRILTIPQ SLDSWWTSLN FLGGSPVCLG QNSQSPTSNH

1) SPTSCPPTCP. GYRWMCLRRF IIFLFILLLC LIFLLVLIDY QGMLEVCPLI PGSSTISTGP™'

{2) SFFSI‘.?EICE GYRW&I:-?CLRRF UFLFILLLC LIFLLVLLDY QGMLPVCPFLI PGSTTTSTGP
'_i:‘;. PRSI | |- :

(1) CRTCMTTAQG TSMYPSCCCT KPSDGNCIC PPSSWAFGK FLWEWASARF SWLSLLVEFV'™
(2) CKTCTTPAQG NSMFPSCCCT KPTDGNCTCI PIPSSWAFAK YLWEWASVRF SWLSLLVPFV.

(1) QWFVGLSPTY. WLSVIWMMWY WGPSLYSILS PFLPLLPIFF CLWVYT,
{2) QWFVGLSPTV WLSATWMMWY WGPSLYSIVS FFIFLLPIFF CLWVYI

B.

' Secuencia de aminoacidos
Epitope Residuo ayw '

asw2 Restriccion Procesamiento

Figura 1
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Re-estimulacion de células RBL5 pulsadas con
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