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DESCRIPCION
Eliminacién de respuestas inmunitarias contra vectores virales
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a péptidos inmunogénicos y a su uso en la prevencion y/o la supresion de respuestas
inmunitarias contra vectores virales tal como los que se usan en terapia génica y en vacunacion génica.

Antecedentes de la invencion

Los virus brindan un gran potencial como fuente de vectores para terapia génica y para vacunacion génica. Varios
virus se utilizan actualmente para terapia génica, tanto experimental como en el ser humano, incluyendo virus de ARN
(gamma retrovirus y lentivirus) y virus de ADN (adenovirus, virus adenoasociados, herpes virus y poxvirus). Varios
factores determinan la eleccién del vector viral, tales como el tiempo durante el cual se requiere la expresion
transgénica, la célula diana que debe ser transducida, si la célula diana se esta dividiendo o no, el riesgo relacionado
con eventos multi insercionales y el riesgo de inducir una respuesta inmunitaria orientada al vector. Para una revision
reciente véase, por ejemplo, Flotte (2007), J. Cell. Physiol. 213, 301-305.

La terapia génica esta siendo ahora considerada para el tratamiento de un creciente nimero de enfermedades. Estas
incluyen: (1) trastornos autosémicos recesivos de un solo gen, tales como la fibrosis quistica, la hemofilia Ay B, la
enfermedad granulomatosa crénica, la inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X, y la hiperlipemia
familiar; (2) sindromes autosémicos dominantes; (3) muchas formas de cancer; (4) enfermedades infecciosas; (5)
sindromes inflamatorios crénicos y (6) dolor intratable. En el futuro también podra ser factible la terapia de
enfermedades asociadas con multiples defectos 0 con mecanismos patogenéticos, tales como la diabetes mellitus.

La vacunacion génica se ha desarrollado para hacer frente a la mala proteccion que confieren las proteinas solubles de
diversos patdgenos, incluyendo virus tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se pensé que la
liberacion intracelular de antigenos podria dirigir un procesamiento eficaz en el complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) tanto de clase | como de clase Il para mejorar la activacion de células T CD8+ y CD4+, respectivamente.

La respuesta inmunitaria del hospedador contra proteinas de vectores virales se reconoci6 pronto como un factor
limitante en terapia génica. Las células transducidas con vectores virales generan células T especificas, lo que
conduce a inflamacion y a lisis celular, anulando de este modo la expresién transgénica. Sekaly (2008), J. Exp. Med.,
205, 7-12 ha comunicado los resultados de un reciente ensayo de vacunacion génica anti VIH utilizando vectores
recombinantes de adenovirus que expresaban los genes gag, pal o Net del VIH. Sorprendentemente, se demostré que
la presencia de una respuesta inmunitaria preexistente contra las proteinas del vector viral tenia resultados
perjudiciales sobre el resultado de la vacunacién. De este modo, en ambas situaciones (es decir, ya sea una respuesta
inmunitaria preexistente o una respuesta inmunitaria no preexistente) la respuesta inmunitaria contra las proteinas
relacionadas con vectores parece ser ominosa.

La respuesta inmunitaria contra adenovirus proporciona uno de los mejores ejemplos de esto, ya que los vectores
derivados de adenovirus se utilizan en el contexto tanto en terapia génica como en vacunacion génica. El adenovirus
es muy inmunogénico en el ser humano y en mamiferos. Tras la inyeccion, los adenovirus generan una respuesta
inmunitaria innata aguda, lo que produce inflamacién y citotoxicidad, que es frecuentemente transitoria. Sin embargo,
esta respuesta desencadena una respuesta adaptativa que conduce a la activacion de células T CD4+ y CDS+. Esto
se observa incluso con vectores de los que se han eliminado las proteinas mas inmunogénicas.

La respuesta inmunitaria adaptativa contra adenovirus implica varios componentes: anticuerpos especificos, células T
CD4+ y CDS+. Las proteinas virales se procesan y presentan por las células presentadoras de antigeno (CPA) del
hospedador en forma de péptidos unidos al (CMH) de clase | y II. Por tanto, dicha presentacion da como resultado la
activacion de células T especificas pertenecientes al subtipo CDS+ o CD4+, respectivamente. La funcién de las células
T CDS+ es lisar células que expresan péptidos del CMH de clase | derivados de virus. La funcién de las células T CD4+
es multifacética: ayudando a las células B a madurar y a transformarse en células formadoras de anticuerpos,
ayudando a las células T CDS+ a adquirir una maduracion completa y al desarrollo de un ambiente inflamatorio. Como
tal, las células T especificas CD4+ juegan un papel importante en la elaboraciéon de una respuesta inmunitaria
especifica frente a virus.

Hohn H. et al., (1999) J. Immunol. 163, 5715-5722, divulgan en la Tabla VI epitopos de células T de la proteina HPV E7
que contiene una secuencia CxxC.

El documento US7157089 describe un antigeno gripal fusionado a una proteina de estrés, por ejemplo, a PDI. El
documento W0O02/00892 describe proteinas de fusion Tiorredoxina-HPV E7.

Sundar et al., (1985) Int. J. Cancer 35, 351-357, describen Tregs (células T reguladoras) especificas para antigenos
virales.

Dobrzynski et al., (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103, 4592-4597, abordan las respuestas inmunitarias contra un
vector de transferencia génica en protocolos de terapia génica, y proponen como solucion a este problema una primera
introduccion del transgén en un vector viral adenoasociado, seguido de la introduccién de un vector adenoviral. Este
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articulo menciona la activacion células T CD4+ reguladoras como un mecanismo para el aumento observado en la
expresion transgénica.

Fomenko D. (2003) Biochem. 42, 11214-11225, divulga que no se puede considerar que todos los motivos
C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C actien como motivos de oxidacién-reduccion (redox). EI motivo CxxC es también
caracteristico de algunas proteinas de dedos de cinc y de otras citocinas (citocinas CXCR).

Heemskerk et al., (2006) J. Immunol. 177, 8851-8859, describen clones de célula T CD4(+) especificos de adenovirus
que reconocen antigenos enddgenos e inhiben la replicacion viral in vitro a través de interacciones afines. El epitopo
reconocido por estas células T CD4+ citotdxicas se presentan en las moléculas de CMH de clase |I.

Carlier et al., (2012) PlosOne 7, e45366, caracterizan adicionalmente células como las divulgadas en la presente
solicitud y explican que la citotoxicidad se produce a través de una ruta apoptoética independiente de perforina.

Los adenovirus son ubicuos y se han descrito mas de 50 serotipos. De este modo, muchos sujetos ya estan
inmunizados, lo que limita el uso de vectores derivados de dichos virus.

Por consiguiente, en el escenario de la terapia génica asi como de la vacunacion génica, es muy recomendable
encontrar modos para prevenir y/o suprimir respuestas inmunitarias contra proteinas de vectores virales.

Sumario de la invencion
La invencion, en su mas amplio sentido, es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente invencion se refiere, en un primer aspecto, a péptidos inmunogénicos aislados, como se detalla en las
reivindicaciones, para su uso en la prevencion o supresion en un receptor de un vector viral, para terapia génica o
vacunacion génica, a las respuestas inmunitarias contra dicho vector viral. Mas particularmente, la divulgacion se
refiere al uso de al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla en las reivindicaciones para la elaboracién
de un medicamento para prevenir 0 suprimir una respuesta inmunitaria contra un vector viral, en un receptor de dicho
vector para terapia génica o vacunacioén génica.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado, como se detalla en las
reivindicaciones, para su uso en la prevencién, en un receptor de terapia génica o de vacunacién génica, de la
activacién de células T CD4+ efectoras por una proteina de vector viral.

En un aspecto adicional, la invencion también abarca al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla en
las reivindicaciones para su uso en la induccién, en un receptor de terapia génica o de vacunacion génica, de células T
CD4+ reguladoras que sean citotoxicas contra células que presentan una proteina de vector viral.

En un aspecto adicional, la invencion también se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla
en las reivindicaciones para su uso en la prevencion, en un receptor de terapia génica o de vacunacion génica, de la
activacién de células T CD8+ efectoras por una proteina de vector viral.

Generalmente, la invencién proporciona péptidos inmunogénicos como se detalla en las reivindicaciones para su uso
en la prevencion o supresién en un receptor de vector viral (para terapia génica o vacunacion génica) de una respuesta
inmunitaria contra el vector viral, previniendo la activacion de células T CD4+ y/o CD8+ efectoras de un receptor por
una proteina de vector viral e induciendo en un receptor células T CD4+ reguladoras que sean citotdxicas contra
células que presentan una proteina de vector viral (0 un epitopo de la misma).

En cualquiera de lo anterior, dicha proteina de vector viral puede proceder de un adenovirus, de un virus
adenoasociado, de un herpesvirus 0 de un poxvirus o de un vector viral procedente de cualquiera de los mismos.
Como alternativa, dicha proteina de vector viral procede de un retrovirus o de un lentivirus o de un vector viral
procedente de cualquiera de los mismos.

En cualquiera de lo anterior, dicho motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C en dicho péptido inmunogénico esta
directamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o separado de dicho epitopo de célula T por un conector de como
mucho 7 aminoacidos.

En una realizacién adicional para el péptido inmunogénico en los usos anteriores, el motivo C-(X)2-[CST] o
[CST]-(X)2-C no se encuentra naturalmente dentro de una regién de 11 aminoacidos N- o C-terminal adyacente al
epitopo de célula T en dicha proteina de vector viral. En un realizacién particular, el motivo C-(X)2-[CST] o
[CST]-(X)2-C se posiciona en el N terminal del epitopo de célula T. Ademas, en realizaciones particulares, al menos
una X en dicho motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es una Gly, Ala, Ser o Thr; adicionalmente o como alternativa al
menos una X es His o Pro. En realizaciones particulares al menos una C en el motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C
estd metilada.

En realizaciones particulares del péptido inmunogénico previsto para los usos anteriores, el péptido inmunogénico
comprende adicionalmente una secuencia de direccionamiento endosémico. Cualquiera de los péptidos
inmunogénicos anteriores puede producirse por sintesis quimica o por expresion recombinante.
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Un aspecto adicional de la invencion se refiere a métodos in vitro para obtener una poblacion de células T CD4+
reguladoras especificas contra antigenos de proteinas de vectores virales con propiedades citotdxicas contra células
que presentan un epitopo de célula T limitado al CMH de clase |l de dicha proteina de vector viral, comprendiendo
dichos métodos las etapas de:

- proporcionar células de sangre periférica
- poner en contacto estas células con un péptido inmunogénico como se detalla en las reivindicaciones; y
- expandir estas células en la presencia de IL-2

También son parte de la invencion poblaciones de células T CD4+ reguladoras especificas contra antigenos de
proteinas de vectores virales con propiedades citotéxicas contra células que presentan un epitopo de célula T limitado
al CMH de clase |l de dicha proteina de vector viral y obtenibles por los métodos anteriores, asi como dichas células
para su uso en la prevencién o supresidn de respuestas inmunitarias contra dichas proteinas de vectores virales en un
receptor de terapia génica o vacunacion génica.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a péptidos inmunogénicos aislados que comprenden un epitopo de
célula T limitado al CMH de clase Il de una proteina de vector viral y directamente adyacente al epitopo de célula T o
separado del epitopo de célula T por conector de hasta 7 aminoacidos, un motivo de éxido-reduccion C-(X)2-[CST] o
[CST]-(X)2-C.

La invencién adicionalmente abarca vectores virales aislados caracterizados por comprender al menos una proteina
de vector viral que comprende un epitopo de célula T restringido por el CMH de clase Il y directamente adyacente al
epitopo de célula T o separado del epitopo de célula T por un conector de hasta 7 aminoacidos, un motivo de
Oxido-reduccion a C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C. Mas particularmente la invencién proporciona vectores virales
aislados caracterizados en que al menos un epitopo de célula T limitado al CMH de clase Il presente en al menos una
de las proteinas virales del vector, esta modificado por insercién en dicha proteina de vector viral, directamente
adyacente a dicho epitopo de célula T o separado de dicho epitopo de célula T, por un conector de hasta 7
aminodcidos, de un motivo de éxido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C.

La invencién adicionalmente abarca el péptido inmunogénico como se detalla en las reivindicaciones, para su uso en la
prevencion o supresién, en un receptor de terapia génica o vacunacion génica, de una respuesta inmunitaria contra
dicha proteina de vector viral.

La invencion adicionalmente abarca la poblacion células T CD4+ reguladoras especificas de antigeno de proteina de
vector viral como se detalla en las reivindicaciones, para su uso en la prevencion o supresién, en un receptor de terapia
génica o vacunacion génica, de una respuesta inmunitaria contra dicha proteina de vector viral.

LEYENDAS DE LA FIGURA

FIGURA 1. Destruccién de células B esplénicas con una linea de células T especifica para adenovirus humano 5
(AdVH-5). Para una descripcion detallada, véase el Ejemplo 4.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Cuando en el presente documento se usa el término "péptido™ se refiere a una molécula que comprende una
secuencia de aminoacidos de entre 2 y 200 aminoacidos, conectados por enlaces peptidicos, pero que en una
realizacién particular puede comprender estructuras no aminoacidicas (como por ejemplo un compuesto organico
conector). Los péptidos de acuerdo con la invencion pueden contener cualquiera de los 20 aminoacidos
convencionales o versiones modificadas de los mismos, o pueden contener amino&cidos que no se encuentran
naturalmente, incorporados por sintesis quimica peptidica o por modificacion quimica o enzimatica.

Cuando en el presente documento se usa el término "epitopo" se refiere a una o a varias partes (que pueden definir un
epitopo conformacional) de una proteina que es/son especificamente reconocidas y unidas por un anticuerpo o una
parte del mismo (Fab', Fab2', etc.) o por un receptor presentado en la superficie de la célula de un linfocito Bo T y que
es capaz, a través de dicha unién, de inducir una respuesta inmunitaria.

Cuando en el presente documento se usa el término "antigeno" se refiere a una estructura de una macromolécula que
comprende uno 0 mas haptenos (que generan una respuesta inmunitaria solamente cuando estan unidos a un
transportador) y/o que comprende uno o mas epitopos de célula T. Normalmente, dicha macromolécula es una
proteina o un péptido (con o sin polisacaridos) o esta constituida por una composicion proteica y comprende uno o mas
epitopos; como alternativa, en el presente documento, dicha macromolécula puede recibir el nombre de "proteina
antigénica" o "péptido antigénico".

La "terapia génica" puede definirse como la insercion, ex vivo o in vivo, de un gen o genes dentro de células
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individuales o grupos de células (como tejidos u érganos), a través de la cual la expresion del gen en las células o
grupos de células asegura un efecto terapéutico. En muchos casos la terapia génica se lleva a cabo para proporcionar
un gen o alelo perdido o para reemplazar un gen mutante o un alelo mutante por una copia funcional. El "gen
terapéutico" se transfiere a través de un transportador denominado vector. El vector mas comudn es un vector viral.
Después de la infeccion de las células diana con el vector viral que porta el gen terapéutico, el vector viral descarga su
material genético incluyendo el gen terapéutico en las células diana, seguido de la generacién de la proteina (o
proteinas) funcional codificada por el gen terapéutico. Las células diana de la terapia génica pueden ser bien células
somaticas o células germinales o lineas celulares. Ademas, la terapia génica se refiere al uso de vectores para
transferir, ya sea ex vivo o in vivo, un gen que requiere la sobreexpresion o expresion ectépica en una célula o grupo de
células. El vector puede facilitar la integracion de un nuevo gen en el ndcleo o puede conducir a la expresion episomal
de ese gen.

La "vacunacion génica" puede definirse como la administracién de un gen funcional (es decir, capaz de expresar la
proteina codificada por el gen) a un sujeto con el propédsito de vacunar a dicho sujeto. Por tanto, la vacunacién génica
(o vacunacion de ADN) es una variante de la vacunacién mas clasica con péptidos, proteinas, gérmenes atenuados o
destruidos, etc. La vacunacién génica puede realizarse con ADN desnudo o, de particular interés en el contexto de la
presente invencidn, con vectores virales.

Cuando en el presente documento se usa la expresion "proteina de vector viral”, se refiere a cualquier péptido o
proteina derivado de un vector viral. Normalmente, dichas proteinas son antigénicas y comprenden uno o mas
epitopos tales como epitopos de célula T.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "epitopo de célula T" para “epitopo-célula T” se refiere a un
epitopo de célula T dominante, subdominante o inferior, es decir, una parte de una proteina antigénica que es
especificamente reconocida y unida por un receptor en la superficie celular de un linfocito T. El que un epitopo sea
dominante, subdominante o inferior depende de la reaccidén inmunitaria generada contra el epitopo. La dominancia
depende de la frecuencia a la que las células T reconocen a dichos epitopos y son capaces de activarlas, entre todos
los posibles epitopos de célula T de una proteina. En particular, un epitopo de célula T es un epitopo unido por
moléculas de CMH de clase | o de CMH de clase II.

El término "CMH" se refiere al "antigeno mayor de histocompatibilidad”". En seres humanos, los genes del CMH se
conocen como genes del ALH ("antigeno leucocitario humano"). Aungque no se sigue un acuerdo regular, parte de la
bibliografia utiliza el ALH para referirse a moléculas de proteina de ALH, y el CMH para referirse a los genes que
codifican las proteinas del ALH. Como tales, los términos "CMH" y "ALH" son equivalentes cuando se usan en el
presente documento. El sistema ALH en el ser humano tiene su equivalente en el ratén, es decir, el sistema H2. Los
genes del ALH mas intensamente estudiados son los nueve genes del CMH denominados clasicos: ALH-A, ALH-B,
ALH-C, ALH-DPA1, ALH-DPB1, ALH-DQA1, ALH-DQB1, ALH-DRA y ALH-DRB1. En seres humanos, el CMH se
divide en tres regiones; Clase I, Il y lll. Los genes A, B y C pertenecen al CMH de clase |, mientras que los seis genes
D pertenecen al CMH de clase Il. Las moléculas de CMH de clase | estan constituidas por una sola cadena polimérfica
que contiene 3 dominios (alfa 1, 2 y 3), la cual se asocia a la microgobulina beta 2 en la superficie celular. Las
moléculas de clase Il estan constituidas por 2 cadenas polimérficas, conteniendo cada una de ellas 2 cadenas (alfa 1y
2,ybetaly?2).

Las moléculas de CMH de clase | se expresan practicamente en todas las células nucleadas. Los linfocitos T CD8+
(linfocitos T citotdéxicos o CTL) reconocen fragmentos peptidicos que se presentan en el contexto de moléculas de
CMH de clase I. Los linfocitos T CD8+ frecuentemente maduran a efectores citotdxicos que pueden lisar células que
presentan el antigeno estimulante. Las moléculas de CMH de clase Il se expresan principalmente en linfocitos
activados y en células presentadoras de antigeno. Los linfocitos T CD4+ (linfocitos T auxiliares o HTL) se activan por el
reconocimiento de un Unico fragmento peptidico presentado por una molécula del CMH de clase Il, que normalmente
se encuentran en una célula presentadora de antigeno, como un macréfago o una célula dendritica. Los linfocitos T
CD4+ proliferan y secretan citocinas que bien mantienen una respuesta mediada por anticuerpos a través de la
produccion de IL-4 e IL-10, o mantienen una respuesta mediada por células a través de la produccion de IL-2 e
IFN-gama.

Los ALH funcionales se caracterizan por un surco de unién profundo al que se unen péptidos endégenos asi como
extrafos, posiblemente antigénicos. El surco se caracteriza ademas por una forma y por unas propiedades fisico
quimicas bien definidas. Los sitios de unién del ALH de clase | son cerrados, en los que los extremos terminales del
péptido estan inmovilizados en los extremos del surco. También estan implicados en una red de enlaces de hidrégeno
con restos conservados de ALH. En vista de estas restricciones, la longitud de los péptidos unidos se limita a 8-10
restos. Sin embargo, se ha demostrado que también son capaces de unirse a la molécula de ALH de clase | péptidos
de hasta 12 restos de aminoacidos. La superposicién de las estructuras de diferentes complejos de ALH confirmé un
modo de unidén general en el que los péptidos adoptan una conformacién relativamente lineal, extendida.

A diferencia de los sitios de unién del ALH de clase |, los sitios de la clase Il estan abiertos por ambos extremos. Esto
permite a los péptidos extenderse desde la regiéon de unidn real, "colgando" asi por ambos extremos. Por tanto, los
ALH de clase Il pueden unir ligandos peptidicos de longitud variable, que varia de 9 a mas de 25 restos de
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aminoacidos. De forma similar al ALH de clase |, la afinidad de un ligando de clase Il se determina por un componente
"constante" y por uno "variable". La parte constante es otra vez el resultado de una red de enlaces de hidrégeno
formada entre restos conservados en el surco del ALH de clase Il y la cadena principal de un péptido unido. Sin
embargo, este patron de enlace de hidrégeno no se confina a los restos N- y C- terminales del péptido, sino que se
distribuye por toda la cadena. Lo ultimo es importante porque restringe la conformacion de péptidos que forman parte
de un complejo a un modo de unién estrictamente lineal. Esto es comin para todos los alotipos de clase Il. El segundo
componente que determina la afinidad de union de un péptido es variable debido a ciertas posiciones de polimorfismo
dentro de los sitios de union de clase Il. Diferentes alotipos forman diferentes bolsillos complementarios dentro del
surco, explicando de este modo la seleccién de péptidos dependiente de subtipo, o su especificidad. Es importante
destacar que las restricciones que se mantienen sobre los restos de aminoacidos dentro de los bolsillos de la clase Il
son en general mas "suaves" que las de la clase |. Hay mucha mas reactividad cruzada de péptidos entre diferentes
alotipos del ALH de clase Il. La secuencia de los +/- 9 aminoacidos de un epitopo de célula T del CMH de clase Il que
encaja en el surco de la molécula de CMH Il se numera generalmente de P1 a P9. Los aminoacidos adicionales del N
terminal del epitopo se numeran como P-1, P-2 y asi sucesivamente, los aminoacidos del C terminal del epitopo se
numeran como P+1, P2 y asi sucesivamente

Cuando en el presente documento se usa la expresion "compuesto organico que tiene una actividad reductora”
se refiere a compuestos, mas particularmente a secuencias de aminoacidos, capaces de reducir enlaces disulfuro en
proteinas. Un término de uso alternativo para estas secuencias de aminoacidos es el "motivo de 6xido-reduccion”.

La expresiéon "cantidad terapéuticamente eficaz™ se refiere a una cantidad del péptido de la invencién o de un
derivado del mismo, que produce en un paciente el efecto terapéutico o preventivo deseado. Por ejemplo, en
referencia a una enfermedad o a un trastorno, esta es la cantidad que reduce, en cierta medida, uno o0 mas sintomas
de la enfermedad o trastorno, y mas particularmente vuelve a la normalidad, ya sea parcial o completamente, los
parametros fisiol6gicos o bioquimicos asociados con, o causantes de, la enfermedad o trastorno. De acuerdo con una
realizacién particular de la presente invencion, la cantidad terapéuticamente eficaz es la cantidad del péptido de la
invencion o derivado del mismo que conducira a una mejora o restablecimiento de la situacién fisiolégica normal. Por
ejemplo, cuando se usa para tratar terapéuticamente a un mamifero afectado por un trastorno inmunitario, esta es la
cantidad diaria de péptido/kg de peso corporal de dicho mamifero. Como alternativa, cuando la administracion es a
través de terapia génica, la cantidad de ADN desnudo o de vectores virales se ajusta para garantizar la produccion
local de la dosis relevante del péptido de la invencion, derivado u homélogo del mismo.

Cuando en el presente documento se usa el término "natural” refiriéndose a una secuencia, se refiere al hecho de que
la secuencia es idéntica a una secuencia de origen natural o es idéntica a una parte de dicha secuencia de origen
natural. A diferencia de esto, el término "artificial" se refiere a una secuencia que, como tal, no se produce en la
naturaleza. A menos que se especifique lo contrario, los términos natural y artificial se relacionan por tanto
exclusivamente con una secuencia de aminoacidos (o de nucleétidos) particular (por ejemplo, la secuencia del péptido
inmunogénico, una secuencia comprendida dentro del péptido inmunogénico en la secuencia epitdpica) y no se refiere
a la naturaleza del péptido inmunogénico como tal. Opcionalmente, una secuencia artificial se obtiene de una
secuencia natural por modificaciones limitadas tales como el cambio de uno 0 mas aminoacidos dentro de la secuencia
de origen natural o por la adicién de aminoacidos al N o C terminal de una secuencia de origen natural. Los
aminoacidos se denominan en el presente documento con su nombre completo, con su abreviatura de tres letras o con
su abreviatura de una letra.

Los motivos de las secuencias de aminoacidos se escriben en el presente documento de acuerdo con el formato de
Prosite (Hulo et al. (2006)) Nucleic Acids Res. 34 (publicacién de la base de datos D227-D230). El simbolo X se usa
para una posicién en la que se acepta cualquier aminoacido. Las alternativas se indican por la enumeracién entre
corchetes ([ ]') de los aminoacidos aceptables para una posicion dada. Por ejemplo: [CST] representa un aminoacido
seleccionado de Cys, Ser o Thr. Los aminoacidos que se excluyen como alternativos se indican por su enumeracion
entre llaves ('{ }'). Por ejemplo: {AM} representa cualquier aminoacido excepto Ala y Met. Los diferentes elementos en
un motivo se separan entre si por un guién -. La repeticion de un elemento idéntico dentro de un motivo puede
indicarse colocando detras del elemento un valor numérico o un intervalo numérico entre paréntesis. Por ejemplo: X(2)
corresponde a X-X, X(2, 4) corresponde a X-X 0 a X-X-X, 0 a X-X-X, A(3) corresponde a A-A-A.

Cuando en el presente documento se usa el término "homoélogo" con referencia a los epitopos utilizados en el
contexto de la invencion, se refiere a moléculas que tienen una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos 50
%, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o0 al menos 98 % con la secuencia epitopica de
origen natural, manteniendo de este modo la capacidad del epitopo para unir un anticuerpo o un receptor de superficie
celular de una célula B y/o T. Realizaciones particulares de homoélogos de un epitopo corresponden a la secuencia
epitdpica natural modificada a lo sumo en tres, méas particularmente a lo sumo en dos, en sumo grado particularmente
en un aminoacido.

Cuando en el presente documento se usa el término "derivado" en referencia a los péptidos de la invencion se refiere
a moléculas que contienen al menos la parte activa del péptido (es decir, capaz de generar actividad citolitica de
células T CD4+) y ademas de eso comprende una parte complementaria que puede tener diferentes propositos tales
como estabilizar los péptidos o alterar las propiedades farmacocinéticas o farmacodindmicas del péptido.
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Cuando en el presente documento se usa la expresién "identidad de secuencia"” de dos secuencias se refiere al
numero de posiciones con nucleétidos o aminoacidos idénticos dividido entre el nimero de nucleétidos o aminoacidos
en la mas corta de las secuencias, cuando las dos secuencias estan alineadas. En realizaciones particulares, dicha
identidad de secuencia es del 70 % al 80 %, del 81 % al 85 %, del 86 % al 90 %, del 91 % al 95 %, del 96 % al 100 %
o del 100 %.

Cuando en el presente documento se usa la expresion "polinucleétido (o acido nucleico) codificante de un
peéptido” se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa en un contexto adecuado, da como
resultado la generacion de la secuencia peptidica relevante o de un derivado u homdlogo del mismo. Dichos
polinucleétidos o acidos nucleicos incluyen las secuencias normales codificantes del péptido, asi como derivados y
fragmentos de estos acidos nucleicos capaces de expresar un péptido con la actividad requerida. De acuerdo con una
realizacién, el acido nucleico que codifica los péptidos de acuerdo con la invencion o fragmentos de los mismos es una
secuencia codificante del péptido o de un fragmento del mismo que se origina de un mamifero o que corresponde a un
mamifero, mas particularmente un fragmento peptidico humano.

La presente invencion proporciona péptidos para su uso en la prevencion y/o supresion de respuestas inmunitarias
contra proteinas derivadas de vectores virales, como se usan en terapia génica y vacunacion génica, como se detalla
en las reivindicaciones. En patrticular, la divulgacion proporciona modos para prevenir el desarrollo de y/o suprimir una
respuesta de células T CD4+ efectoras (denominadas, de manera alternativa, células T espectadoras). En cambio, se
inducen células T CD4+ reguladoras que son capaces de inducir especificamente la apoptosis de las CPA que
presentan epitopos de células T procesados a partir de proteinas de vector viral, impidiendo de este modo la formacién
de anticuerpos especificos, impidiendo la maduracién de células T CD8+ y reduciendo las consecuencias inflamatorias
de la proliferacion de células T CD4+. Una consecuencia de impedir la maduracion completa de células T CD8+ incluye
el impedir la citlisis de células transducidas viralmente a través de la presentacion del CMH de clase | de péptidos
derivados de vectores virales. Los compuestos utilizados para conseguir lo anterior son péptidos inmunogénicos que
abarcan la secuencia de un epitopo de célula T derivado del procesamiento de proteinas de vectores virales unidos a
un motivo de 6xido-reduccién tal como C-(X)2-C, como se detalla en las reivindicaciones. El epitopo de célula T
modificado de este modo altera el patron de activacion y la funcion de células T CD4+, ya sea de novo a partir de
células T intactas en un contexto de prevencion, o modificando las propiedades de células T de memoria, dando
ambos como resultado una fuerte capacidad para inducir la apoptosis de las CPA. De este modo las respuestas de los
anticuerpos y de las células hacia las proteinas de vectores virales se impiden y/o se suprimen. Mas especificamente,
la eliminacién de una CPA (células dendriticas, células B o macréfagos, en el contexto de respuestas inmunitarias
primarias o secundarias, respectivamente) que presenta péptidos procesados de proteinas de vectores virales unidos
al CMH de clase I, da como resultado la induccion de la tolerancia a proteinas de vectores virales. Por consiguiente,
utilizando los compuestos descritos anteriormente, se elimina un obstaculo importante para una terapia génica o
vacunacion génica eficientes.

En un primer aspecto la invencion se refiere a péptidos inmunogénicos aislados para su uso en la prevencion o
supresion, en un receptor de un vector viral, por ejemplo, para terapia génica o vacunacion génica, de las respuestas
inmunitarias contra dicho vector viral. Mas particularmente la divulgacion contempla el uso de al menos un péptido
inmunogénico aislado tal como se detalla en las reivindicaciones para la elaboracién de un medicamento para la
prevencion o supresion, en un receptor de terapia génica o vacunacién génica, de las respuestas inmunitarias contra
dicho vector viral. Por lo tanto, dicho péptido inmunogénico o el medicamento que lo comprende puede utilizarse para
el tratamiento previo o profilactico o inmunizacién de un receptor de terapia génica o vacunacion génica con el fin de
suprimir, evitar, reducir de forma parcial o total, o eliminar (de forma parcial o total) la respuesta (0 respuestas)
inmunitaria inducida por la terapia génica o vacunacion génica aplicadas posteriormente. Del mismo modo, los
péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invencién o los medicamentos que los comprenden pueden utilizarse para
el tratamiento terapéutico o inmunizacién de un receptor de terapia génica o vacunacion génica con el fin de suprimir,
reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o totalmente) la respuesta (o respuestas) inmunitaria en curso contra un
vector viral, inducida por dicha terapia génica o vacunacién génica.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla en las
reivindicaciones para su uso en la prevencion, en un receptor de terapia génica o vacunacion génica, activacion de
células T CD4+ efectoras por una proteina de vector viral.

En un aspecto adicional, la invencion también incluye al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla en
las reivindicaciones, para su uso en la induccién, en un receptor de terapia génica o vacunacion génica, de células T
CD4+ reguladoras que son citotoxicas contra células que presentan una proteina de vector viral.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere ademas a al menos un péptido inmunogénico aislado como se detalla
en las reivindicaciones, para su uso en la prevencion, en un receptor de terapia génica o vacunacién génica, activacion
o maduracion (completa) de células T CD8+ efectoras por una proteina de vector viral.

En los aspectos anteriores de la invencion, los péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invencion o los
medicamentos que los comprenden pueden utilizarse como tratamiento previo o profilactico o para la inmunizacion de
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un receptor de terapia génica o vacunacién génica con el fin de suprimir, evitar, reducir parcial o totalmente, o eliminar
(parcial o totalmente) una activacion normalmente esperada en el receptor de células T CD4+ efectoras y/o células T
CD8+ hacia el vector viral, siguiendo o de forma posterior a la terapia génica o vacunacion génica efectiva. Del mismo
modo, los péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invenciéon o los medicamentos que los comprenden pueden
utilizarse para el tratamiento terapéutico o inmunizacién de un receptor de terapia génica o vacunacion génica con el
fin de suprimir, reducir parcial o totalmente, o eliminar (parcial o totalmente) la activacion en el receptor de células T
CD4+ efectoras y/o células T CD8+ hacia el vector viral de forma simultdnea con o después de terapia génica o
vacunacion génica existente. Como alternativa, o de manera simultanea, con cualquiera de los péptidos
inmunogénicos anteriores de acuerdo con la invencién o los medicamentos que los comprenden pueden utilizarse para
el tratamiento previo o profilactico o inmunizacion de un receptor de terapia génica o vacunacién génica, con el fin de
inducir una activacién normalmente no esperada en el receptor de células T CD4+ reguladoras especificas de
proteinas de vectores virales capaces de destruir células que presentan uno o mas antigenos de vectores virales,
siguiendo o de forma posterior a la terapia génica o vacunacion génica existente. Del mismo modo, los péptidos
inmunogénicos de acuerdo con la invencion o los medicamentos que los comprenden pueden utilizarse para
tratamiento terapéutico o inmunizacién de un receptor de terapia génica o vacunacién génica con el fin de inducir en el
receptor la activacion de células T CD4+ reguladoras especificas de antigenos de vectores virales, capaces de destruir
células que presentan uno 0 mas antigenos de vectores virales. Dicha induccion puede pasar en simultaneo con o
después de la terapia génica o vacunacion viral efectiva.

En cualquiera de los usos que se describen anteriormente en el presente documento, el receptor es un mamifero, en
particular un primate (no humano) o un ser humano.

En cualquiera de los usos anteriores dicha proteina de vector viral puede ser una proteina que deriva de un
adenovirus, de un virus adenoasociado, de un herpes virus o poxvirus o de un vector viral que deriva de cualquiera de
los mismos. Como alternativa, la proteina de vector viral deriva de retrovirus (tales como gamma retrovirus) o lentivirus
o de un vector viral que deriva de cualquiera de los mismos. En realizaciones particulares la proteina de vector viral es
una proteina presente en el vector viral. En realizaciones particulares la proteina viral es una proteina viral (codificada
por ADN viral)

Las células T citotoxicas reguladoras generadas por los péptidos inmunogénicos de la presente invencion pueden
suprimir respuestas inmunitarias incluso contra antigenos de vectores virales que forman complejos. Un requisito
minimo para que dichas células se activen es reconocer un péptido afin presentado por determinantes del CMH de
clase Il, conduciendo a la apoptosis de la CPA, lo que suprime de esto modo las respuestas de células T (tanto de
células T CD4+ como de CD8+) contra todos los epitopos de células T que presenta la CPA. Un mecanismo adicional
por el que las células T citotdxicas reguladoras puede suprimir la respuesta inmunitaria global hacia antigenos
complejos es mediante la supresion de la activacién de células T espectadoras.

Hay situaciones en las que mas de un antigeno de vector viral contribuye a la respuesta inmunitaria contra el vector
viral. En dichas circunstancias, la misma CPA puede no presentar todos los antigenos de vector viral relevantes, ya
que algunos de dichos antigenos pueden captarse por las CPA potencialmente diferentes. Por lo tanto, se prevé que la
combinacion de dos o méas péptidos inmunogénicos pueda utilizarse para la prevencion y supresion de respuestas
inmunitarias contra un vector viral.

En cualquiera de los usos y métodos que se describen anteriormente en el presente documento, los péptidos
inmunogénicos pueden sustituirse por células T CD4+ reguladoras sensibilizadas con el péptido inmunogénico, o
pueden sustituirse por una secuencia de nucleétidos que codifique al péptido inmunogénico (por ejemplo, en forma de
ADN desnudo o un vector viral que se administra a un individuo en lugar del péptido inmunogénico). Ademas, en
cualquiera de los anteriores puede usarse una combinacién de miultiples péptidos inmunogénicos, es decir, mas de 1
(por ejemplo, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas). Estos aspectos de la invencién, asi como la modificacion adicional del
péptido inmunogénico, se describen con detalle mas adelante.

La presente invencion se basa en el hallazgo de que un péptido inmunogénico, que comprende un epitopo de célula T
limitado al CMH de clase Il derivado de un antigeno de vector viral, y adyacente de forma inmediata a dicho epitopo de
célula T o separado de dicho epitopo de célula T por un conector de hasta 7 aminoacidos, una secuencia peptidica
C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C que tiene actividad reductora, es capaz de generar una poblacion de células T CD4+
reguladoras, que tienen un efecto citotdéxico sobre células presentadoras de antigeno que presentan dicho antigeno
como un epitopo limitado al CMH de clase Il. Ademas se basa en el hallazgo de que dicho péptido inmunogénico es
capaz de prevenir la activacion de células T CD8+ especificas de antigeno de vector viral y/o células T CD4+ efectoras

Por consiguiente, la invencion se refiere a péptidos inmunogénicos como se detalla en las reivindicaciones, que
comprenden al menos un epitopo de célula T de un antigeno de vector viral con un potencial de desencadenar una
reaccion inmunitaria, acoplado a un compuesto organico que tiene una actividad reductora, tal como un motivo de
secuencia tiorreductasa. El epitopo de célula T y el compuesto organico se separan de forma opcional por una
secuencia conectora como se detalla en la reivindicaciones. En realizaciones opcionales adicionales el péptido
inmunogénico comprende de forma adicional una secuencia de direccionamiento endosémico (por ejemplo, una
secuencia de direccionamiento endosémico tardio) y/o secuencias "flanqueantes” adicionales.
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Los péptidos inmunogénicos de la invencion pueden representarse de forma esquematica como A-L-B o B-L-A, donde
A representa un epitopo de célula T de un antigeno (de una proteina de vector viral) con un potencial para
desencadenar una reaccion inmunitaria, L representa un conector y B representa un compuesto organico que tiene
una actividad reductora.

La actividad reductora de un compuesto organico puede ensayarse por su capacidad para reducir un grupo sulfhidrilo
tal como en el ensayo de solubilidad de insulina conocido en la técnica, en el que la solubilidad de la insulina se altera
tras la reduccion, o con una insulina marcada con fluorescencia. EI compuesto organico reductor se puede acoplar en
el lado amino terminal del epitopo de célula T o en el carboxilo terminal del epitopo de célula T.

En general el compuesto organico con actividad reductora es una secuencia peptidica. Los fragmentos peptidicos con
actividad reductora se encuentran en tiorreductasas, que son enzimas pequefias reductoras de disulfuro que incluyen
glutarredoxinas, nucleorredoxinas, tiorredoxinas y otras oxidorreductasas de tiol/disulfuro. Estos ejercen actividad
reductora de enlaces disulfuro sobre proteinas (tales como enzimas) a través de cisteinas con actividad redox dentro
de secuencias consenso de dominio activo conservado: C- X(2)-C, C-X(2)-S, C-X(2)-T, S-X(2)-C, T-X(2)-C (Fomenko
et al. (2003) Biochemistry 42, 11214-11225), en las que X representa cualquier aminodcido. Dichos dominios se
encentran también en proteinas mas grandes tales como la proteina disulfuro isomerasa (PDI) y la fosfolipasa C
especifica de fosfoinositidos.

Por consiguiente, los péptidos inmunogénicos de acuerdo con la presente invencién comprenden como motivo de
oxido-reduccion el motivo de secuencia tiorreductasa [C]-X(2)-[CST] o [CST]-X(2)-[C]. En la presente solicitud dicho
tetrapéptido se conoce como "el motivo". En realizaciones particulares, los péptidos de la invencién contienen el
motivo de secuencia [C]-X(2)-[CS] o [CS]-X(2)-[C]. En realizaciones mas particulares los péptidos contienen el motivo
de secuencia C-X(2)-S, S-X(2)-C o C-X(2)-C.

Como se explica con detalle mas adelante, los péptidos inmunogénicos de la presente invencion se pueden preparar
por sintesis quimica, lo que permite la incorporacién de aminoacidos no naturales. Por consiguiente, en el motivo de
compuestos reductores de acuerdo con realizaciones particulares de la presente invencion, C representa ya sea
cisteina u otros aminoacidos con un grupo tiol tales como mercaptovalina, homocisteina u otros aminoacidos naturales
0 no naturales con una funcién tiol. Con el fin de tener actividad reductora, las cisteinas presentes en el motivo no
deberian presentarse como parte de un puente disulfuro de cisteina. Sin embargo, el motivo puede comprender
cisteinas modificadas tal como cisteina metilada, que se convierte in vivo en cisteina con grupos tiol libres.

Cualquiera de los aminoacidos X en el motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C de realizaciones particulares de los
péptidos inmunogénicos de la invencidén puede ser cualquier aminoacido natural, incluyendo S, C o T o puede ser un
aminodcido no natural. En realizaciones particulares X es un aminoacido con una cadena lateral pequena tal como Gly,
Ala, Sery Thr. En realizaciones particulares adicionales, X no es un amino&cido con una cadena lateral voluminosa tal
como Tyr. En realizaciones particulares adicionales al menos una X en el motivo [CST]-X(2)-[CST] es His o Pro.

En los péptidos inmunogénicos de la presente invencién que comprenden el motivo (redox) descrito anteriormente, el
motivo se localiza de tal manera que, cuando el epitopo encaja en el surco del CMH, el motivo se mantiene fuera del
surco de unién al CMH. El motivo se localiza ya sea directamente adyacente a la secuencia epitdpica dentro del
péptido, o esta separado del epitopo de célula T por un conector de 7 aminoacidos o menos. De forma mas particular,
el conector contiene 1, 2, 3 0 4 aminodcidos. Como alternativa, un conector puede comprender 6 aminoacidos. Los
aminoacidos tipicos usados en conectores son serina y treonina. Son ejemplos de péptidos con conectores de acuerdo
con la presente invencion CXXC-G-epitopo (SEC ID N2: 1), CXXC-GG-epitopo (SEC ID N2 2), CXXC-SSS-epitopo
(SEC ID N2: 3), CXXC-SGSG-epitopo (SEC ID N®: 4) y similares.

En aquellas realizaciones particulares de los péptidos de la invencion en las que la secuencia motivo es adyacente a la
secuencia epitdpica esto se indica como posicion P-4 a P-1 o P+1 a P+4 en comparacion a la secuencia epitépica.
Ademas de un conector peptidico pueden usarse otros compuestos organicos como conectores para conectar entre si
las partes del péptido inmunogénico.

Los péptidos inmunogénicos de la presente invencién pueden comprender ademas secuencias adicionales cortas de
aminoacidos en el extremo N o C de la secuencia (artificial) que comprende el epitopo de célula T y el compuesto
(motivo) reductor. Dicha secuencia de aminoacidos se denomina de forma general en el presente documento
"secuencia flanqueante". Una secuencia flanqueante se puede ubicar de forma N-terminal y/o C-terminal del motivo de
6xido-reduccion y/o del epitopo de célula T en el péptido inmunogénico. Cuando el péptido inmunogénico comprende
una secuencia de direccionamiento endosémico, una secuencia flanqueante puede estar presente entre el epitopo y
una secuencia de direccionamiento endosémico y/o entre el compuesto reductor (por ejemplo, motivo) y una
secuencia de direccionamiento endosémico. Mas particularmente una secuencia flanqueante es una secuencia de
hasta 10 aminoacidos, o de entre 1 y 7 aminoacidos, tal como una secuencia de 2 aminoacidos.

En realizaciones particulares de la invencién, el motivo de 6xido-reduccién en el péptido inmunogénico se encuentra
de forma N-terminal respecto al epitopo.
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En realizaciones particulares adicionales, cuando el motivo de 6xido-reduccion presente en el péptido inmunogénico
contiene una cisteina, esta cisteina esta presente en el motivo en la posicion mas lejana respecto al epitopo, por tanto
el motivo se encuentra como C- X(2)-[ST] o C-X(2)-S de forma N-terminal del epitopo o se encuentra como [ST]-X(2)-C
0 S-X(2)-C de forma carboxi-terminal del epitopo.

En determinadas realizaciones de la presente invencion, se proporcionan péptidos inmunogénicos que comprenden
una secuencia epitopica y una secuencia motivo. En realizaciones particulares adicionales, el motivo se encuentra
varias veces (1, 2, 3, 4 o incluso mas veces) en el péptido, por ejemplo, como repeticiones del motivo que pueden estar
espaciadas entre si por uno o mas aminodcidos (por ejemplo, CXXC X CXXC X CXXC; SEC ID N¢ 5), como
repeticiones que estan adyacentes entre si (CXXC CXXC CXXC; SEC ID N2: 6) o como repeticiones que se solapan
entre si CXXCXXCXXC (SEC ID N2: 7) o CXCCXCCXCC (SEC ID N¢: 8)). De manera alternativa, se proporcionan uno
0 mas motivos en ambos extremos tanto N como C terminales de la secuencia epitépica de la célula T. Otras
variaciones previstas para los péptidos inmunogénicos de la presente invencién incluyen péptidos que contienen
repeticiones de una secuencia epitopica de célula T o multiples diferentes epitopos de célula T en los cuales cada
epitopo se precede y/o se antecede por el motivo (por ejemplo, repeticiones de "motivo-epitopo" o repeticiones de
"motivo-epitopo-motivo"). En el presente documento todos los motivos pueden tener la misma secuencia pero esto no
es obligatorio. Se sefala que las secuencias repetitivas de péptidos que comprenden un epitopo que en si mismo
comprende el motivo daran también como resultado una secuencia que comprende tanto el ‘epitopo’ como el ‘motivo’.
En dichos péptidos, el motivo dentro de una secuencia epitépica funciona como un motivo fuera de una segunda
secuencia epitdpica. Sin embargo, en realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos de la presente invencién
comprenden solo un epitopo de célula T.

Como se describe anteriormente, los péptidos inmunogénicos segun la invencion comprenden, ademéas de un
compuesto reductor / motivo, un epitopo de célula T que deriva de un antigeno de vector viral. Un epitopo de célula T
en una secuencia proteica puede identificarse mediante ensayos funcionales y/o mediante uno o mas ensayos de
prediccién in silico. Los aminoacidos en una secuencia epitopica de célula T estdn numerados de acuerdo con su
posicién en el surco de union de las proteinas del CMH. En realizaciones particulares, el epitopo de célula T presente
dentro de los péptidos de la invencién consta de entre 8 y 16 amino&cidos, aun de forma mas particular consta de 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 o0 16 aminoacidos. En una realizacién mas particular, el epitopo de célula T consta de una
secuencia de 9 aminodacidos. El epitopo de célula T es un epitopo, que se presenta a las células T mediante las
moléculas de CMH de clase Il. En realizaciones particulares de la presente invencion, la secuencia epitopica de célula
T es una secuencia epitépica que encaja en la hendidura de una proteina del CMH de clase Il, de manera mas
particular un nonapéptido que encaja en la hendidura del CMH II. El epitopo de célula T de los péptidos inmunogénicos
de la invencion pueden corresponder ya sea a una secuencia epitdpica natural de una proteina o puede ser una
version modificada del mismo, siempre que el epitopo de célula T modificado conserve su capacidad de unirse dentro
de la hendidura del CMH, similar a la secuencia epitdpica natural de célula T. El epitopo de célula T modificado puede
tener la misma afinidad de unién por la proteina de CMH que el epitopo natural, pero puede tener también una afinidad
disminuida. En realizaciones particulares la afinidad de unién del péptido modificado es no menos que 10 veces menos
que el péptido original, mas particularmente no menos que 5 veces menos. Es un hallazgo de la presente invencion
que los péptidos de la presente invencion tengan un efecto estabilizante en las proteinas que forman parte de un
complejo. Por consiguiente, el efecto estabilizante del complejo péptido-CMH compensa la afinidad disminuida por la
molécula de CMH del epitopo modificado.

En realizaciones particulares, los péptidos inmunogénicos de la invencién comprenden adicionalmente una secuencia
de aminoacidos (u otro compuesto organico) que facilita la captacion del péptido en endosomas (tardios) para el
procesamiento y presentacién dentro de determinantes del CMH de clase Il. El direccionamiento endosémico tardio
esta mediado por sefiales presentes en la cola citoplasmatica de proteinas y corresponden a motivos peptidicos bien
identificados tales como el motivo [DE]XXXL[LI] (SEC ID N®: 9) basado en dileucina o el motivo DXXLL (SEC ID N®: 10)
(por ejemplo, DXXXLL; SEC ID N2: 11); el motivo YXXZ basado en tirosina o el denominado motivo de racimo acido. El
simbolo & representa restos de aminoacidos con una cadena lateral hidréfoba voluminosa tal como Phe, Tyry Trp. Las
secuencias de direccionamiento endosémico tardio permiten el procesamiento y la presentacion eficaz del epitopo de
células T derivado de antigeno por las moléculas de MHC de clase Il. Dichas secuencias de direccionamiento
endosomico estan contenidas, por ejemplo, dentro de la proteina gp75 (Vijayasaradhi et al. (1995) J Cell Biol 130,
807-820), la proteina CD3 gamma humana, la HLA-BM B (Copier et al. (1996) J. Immunol. 157, 1017-1027), la cola
citoplasmatica del receptor de DEC205 (Mahnke et al. (2000) J Cell Biol 151, 673-683). Otros ejemplos de péptidos
que actlan como sefales de clasificacion en el endosoma se desvelan en la revision de Bonifacio y Traub (2003)
Annu. Rev. Biochem. 72, 395-447. Como alternativa la secuencia puede ser la de un epitopo de célula T subdominante
o minoritario de una proteina, que facilita la captacion en endosomas tardios sin superar la respuesta de células T
frente al epitopo de células T derivado de proteinas de vectores virales.

Los péptidos inmunogénicos de la invencidon pueden generarse por acoplamiento de un motivo reductor como se
describe en el presente documento, en el N o C terminal con respecto a un epitopo de células T de la proteina
antigénica del vector viral (bien directamente adyacente al mismo o separado por un conector). Ademas la secuencia
epitopica de células T del péptido inmunogénico y/o el motivo de 6xido-reduccion pueden modificarse y/o pueden
modificarse y/o puede introducirse (0 modificarse) una o mas secuencias flanqueantes y/o una secuencia de
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direccionamiento, en comparacion con la secuencia epitépica de células T de origen natural. Por consiguiente, la
secuencia resultante del péptido inmunogénico diferird en la mayoria de los casos de la secuencia de la proteina
antigénica del vector viral de interés. En este caso, los péptidos inmunogénicos de la invencién son péptidos con una
secuencia ‘artificial’, de origen no natural.

Los péptidos inmunogénicos de la invencién pueden variar sustancialmente en cuanto a su longitud, por ejemplo, de
aproximadamente 12-13 aminoacidos (un epitopo de células T de 8-9 aminoacidos y el motivo de 6xido-reduccion de 4
aminoacidos) a hasta 50 o mas aminoacidos. Por ejemplo, un péptido inmunogénico de acuerdo con la invencién
puede comprender una secuencia de direccionamiento endosomal de 40 aminoé&cidos, una secuencia flanqueante de
aproximadamente 2 aminoacidos, un motivo de 4 aminoacidos como se describe en el presente documento, un
conector de 4 aminoacidos y un péptido epitopico de células T de 9 aminoacidos. En realizaciones particulares, los
péptidos inmunogénicos de la invencién constan de entre 12 aminoacidos y 20 hasta 25, 30, 50, 75, 100 o 200
aminoacidos. En una realizacién mas particular, los péptidos constan de entre 10 y 20 aminoacidos. Mas
particularmente, el compuesto reductor es un motivo de 6xido-reduccion como se describe en el presente documento,
la longitud del péptido inmunogénico que comprende el epitopo y el motivo opcionalmente conectado por un conector
tiene una longitud de 19 aminoéacidos o menor, por ejemplo 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19 aminoécidos.

Como se detalla anteriormente, los péptidos inmunogénicos de la invencion comprenden un motivo reductor como se
describe en el presente documento conectado a una secuencia epitopica de célula T. De acuerdo con realizaciones
particulares, los epitopos de células T proceden de proteinas de vectores virales que no estan comprendidas dentro de
su secuencia natural nativa, una secuencia de aminoacidos con propiedades redox dentro de una secuencia de 11
aminoacidos en el N o C terminal adyacente al epitopo de células T de interés. Mas particularmente, la invencién
abarca la generacién de péptidos inmunogénicos a partir de proteinas antigénicas de vectores virales que no
comprenden una secuencia seleccionada de C-X(2)-S, S-X(2)-C, C-X(2)-C, S-X(2)-S, C-X(2)-T, T-X(2)-C dentro de
una secuencia de 11 amino&cidos en el N o C terminal adyacente a la secuencia epitdpica. En realizaciones
particulares adicionales, la presente invencion proporciona péptidos inmunogénicos de proteina antigénicas de
vectores virales que no comprenden las secuencias de amino&cidos descritas anteriormente con propiedades redox
dentro de su secuencia.

En realizaciones particulares adicionales, los péptidos inmunogénicos de la invencién son péptidos que comprenden
epitopos de células T, en los que los epitopos de células T no comprenden una secuencia de aminoacidos con
propiedades redox dentro de su secuencia natural. Sin embargo, en realizaciones alternativas, un epitopo de células T
de union a la hendidura del MHC puede comprender un motivo de 6xido-reduccion tal como se describe en el presente
documento dentro de su secuencia epitdpica; los péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invencién que
comprenden dicho epitopo de células T deben comprender adicionalmente otro motivo de 6xido-reduccion acoplado
(adyacente o separado por un conector) en el N o C terminal con respecto al epitopo de tal manera que el motivo unido
puede garantizar la actividad reductora (contrario al motivo presente en el epitopo, que esta oculto dentro de la
hendidura).

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos para generar péptido inmunogénicos de la presente
invencion descritos en el presente documento. Dichos métodos incluyen la identificacién de epitopos de células T en
una proteina antigénica de vector viral de interés; en la técnica se conocen ampliamente modos para identificar in vitro
e in silico epitopos de células y en lo sucesivo se han elaborado algunos aspectos.

En realizaciones particulares, los métodos de acuerdo con la invencién incluyen la generacion de péptidos
inmunogénicos de la invencion que incluyen el epitopo de células T identificado y un motivo de éxido-reduccién (con o
sin conector (0 conectores), una secuencia (0 secuencias) flanqueante o una secuencia de direccionamiento
endosomico). Los péptidos inmunogénicos generados pueden evaluarse con respecto a su capacidad para inducir
células T reguladoras CD4+ especificas de proteinas de vectores virales que son citotoxicas para células que
presentan (partes de) la proteina antigénica del vector viral de interés.

Los péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invencién se generan comenzando a partir del epitopo(o epitopos) de
células T de la proteina (o proteinas) del vector viral de interés. En particular, el epitopo de células T usado puede ser
un epitopo de células T dominante. Un experto en la técnica saber identificar y seleccionar un epitopo de células T a
partir de proteinas de vectores virales, para su uso en el contexto de la presente invencién. Por ejemplo, las
secuencias peptidicas aisladas de una proteina de vector viral se ensayan, por ejemplo, mediante técnicas de
bioloégica de células T, para determinar si las secuencias peptidicas generan una respuesta de células T. Aquellas
secuencias peptidicas que se descubre que generan una respuesta de células T se definen como que tienen actividad
estimuladora de células T. La actividad estimuladora de células T humanas puede ensayarse adicionalmente
cultivando células T obtenidas de un individuo sensibilizado contra un antigeno de vector viral con un péptido/epitopo
procedente del antigeno del vector viral y la determinacién de si la proliferacion de células T se produce en respuesta
al péptido/epitopo se mide, por ejemplo, mediante la captacién celular de timidina tritiada. Los indices de estimulacién
para respuestas por células T a péptidos/epitopos pueden calcularse como el CPM maximo en respuesta a un
péptido/epitopo dividido entre el CPM control. Un indice de estimulacion (1. E.) de células T igual o mayor de dos veces
el nivel de fondo se considera "positivo." Los resultados positivos se usan para calcular el indice de estimulacién medio
para cada péptido/epitopo para el grupo de péptidos/epitopos ensayados. Adicionalmente, los epitopos de células T
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no naturales (o modificados) pueden ensayarse opcionalmente con respecto a su afinidad de unién a moléculas de
MHC de clase Il. La unién de epitopos de células T no naturales no naturales (o modificados) con moléculas de MHC
de clase Il puede realizarse de diferentes maneras. Por ejemplo, moléculas del HLA de clase Il solubles se obtienen
por lisis de células homocigotas para una molécula de clase Il determinada. La ultima se purifica por cromatografia de
afinidad. Las moléculas de clase Il solubles se incuban con un péptido de referencia marcado con biotina producido de
acuerdo con su fuerte actividad de unién para esa molécula de clase Il. Después, los péptidos a evaluar para la unién
con la clase Il se incuban a diferentes concentraciones y se calcula su capacidad para desplazar el péptido de
referencia de su union con la clase Il por la adicion de neutravidina. Pueden encontrarse métodos, por ejemplo, en
Texier et al., (2000) J. Immunology 164, 3177-3184). Los péptidos inmunogénicos de la invencion tienen un indice de
estimulacién medio de células T mayor de o igual a 2,0. Un péptido inmunogénico que tiene un indice de estimulacién
de células T mayor de o igual a 2,5 se considera Util como un agente profilactico o terapéutico. Mas particularmente, los
péptidos inmunogénicos de acuerdo con la invencion tienen un indice de estimulacién medio de células T de al menos
2,5, al menos 3,5, al menos 4,0, o incluso al menos 5,0. Ademas, dichos péptidos tienen normalmente un indice de
positividad (I.P.) de al menos aproximadamente 100, al menos 150, al menos aproximadamente 200 o al menos
aproximadamente 250. El indice de positividad de un péptido se determina multiplicando el indice de estimulacién
medio de células T por el porcentaje de individuos, en una poblacién de individuos sensible a un antigeno de vector
viral (por ejemplo, al menos 9 individuos, al menos 16 individuos, o al menos 29 o 30, o incluso mas), que tiene células
T que responden contra el péptido (correspondiendo por tanto al IE multiplicado por la naturaleza promiscua del
péptido/epitopo). Por tanto, el indice de positividad representa tanto la fuerza de una respuesta de células T contra un
péptido (I.E.) como la frecuencia de una respuesta de células T contra un péptido en una poblacién de individuos
sensible a un antigeno de vector viral. Para determinar epitopos de células T éptimos, por ejemplo, mediante técnicas
de mapeo refinadas, un péptido que tiene actividad estimuladora de células T y por tanto que comprende al menos un
epitopo de células T, como se determina mediante técnicas de biologia de células T, se modifica por adicion o delecién
de restos de aminoé&cidos en el extremo N o C del péptido y se ensaya para determinar un cambio en la reactividad de
células T contra el péptido modificado. Si se descubre que dos o mas péptidos que comparten un area de
solapamiento en la secuencia proteica nativa tienen actividad estimuladora de células T humanas, segun se determina
mediante técnicas de biologia de células T, pueden producirse péptidos adicionales que comprendan toda o una parte
de dichos péptidos y estos péptidos adicionales pueden ensayarse mediante un procedimiento similar. Siguiendo esta
técnica, los péptidos se seleccionan y se producen de manera recombinante o sintética. Los epitopos de células T o
péptidos se seleccionan basandose en diversos factores, incluyendo la fuerza de la respuesta de células T contra el
péptido/epitopo (por ejemplo, indice de estimulacién) y la frecuencia de la respuesta de células T contra el péptido en
una poblacion de individuos.

Los antigenos candidatos pueden explorarse mediante uno mas algoritmos in vitro para identificar una secuencia
epitdpica de células T dentro de una proteina antigénica. Se describen algoritmos adecuados, por ejemplo, en Zhang
et al. (2005) Nucleic Acids Res 33, W180-W183 (PREDBALB); Salomon & Flower (2006) BMC Bioinformatics 7, 501
(MHCBN); Schuler et al. (2007) Methods Mol Biol. 409, 75-93 (SYFPEITHI); Dénnes & Kohlbacher (2006) Nucleic
Acids Res. 34, W194-W197 (SVMHC); Kolaskar & Tongaonkar (1990) FEBS Lett. 276, 172-174 y en Guan et al. (2003)
Appl Bioinformatics 2, 63-66 (MHCPred). Més particularmente, dichos algoritmos permiten realizar la prediccién dentro
de una proteina antigénica de una o mas secuencias nonapeptidicas que encajaran en el surco de una molécula de
MHC II.

Los péptidos inmunogénicos de la invencion pueden producirse mediante expresion recombinante, por ejemplo, en
células bacterianas (por ejemplo, Escherichia coli), células de levadura (por ejemplo, especies de Pichia, especies de
Hansenula, especies de Saccharomyces o Schizosaccharomyces), células de insecto (por ejemplo de Spodoptera
frugiperda o Trichoplusia ni), células vegetales o células de mamifero (por ejemplo, células CHO, COS). La
construccion de ello necesaria para la expresién adecuada de vectores (incluyendo informacién adicional, tal como
secuencias promotoras y de terminacién) implican técnicas convencionales de ADN recombinante. Los péptidos
inmunogénicos de la invencion producidos de manera recombinante pueden proceder de una proteina precursora mas
grande, por ejemplo, mediante escisién enzimatica de sitios de escision enzimatica insertados adyacentes al extremo
N y/o C del péptido inmunogénico, seguido de purificacién adecuada.

A la vista de la longitud limitada de los péptidos inmunogénicos de la invencion, estos pueden prepararse mediante
sintesis peptidica quimica, en la que los péptidos se preparan acoplando entre si los diferentes aminoacidos. La
sintesis quimica es particularmente adecuada para la inclusién de, por ejemplo, D aminoacidos, aminoacidos con
cadenas laterales de origen no natural o aminoacidos naturales con cadenas laterales modificadas tales como cisteina
metilada. Los métodos de sintesis peptidica quimica estan bien descritos y pueden solicitarse péptidos a empresas
tales como Applied Biosystems y a otras empresas. La sintesis peptidica puede realizarse como sintesis peptidica en
fase sélida (SPFS) o por el contrario como sintesis peptidica de fase en soluciéon. Los métodos de SPFS mejor
conocidos son la quimica de fase sélida t-Boc y Fmoc que es muy conocida por el experto en la técnica. Ademas, los
péptidos pueden ligarse entre si para formar péptidos mas largos usando una estrategia de ligamiento (acoplamiento
quimioselectivo de dos fragmentos peptidicos no protegidos) como describe originalmente Kent (Schnolzer & Kent
(1992) Int. J. Pept. Protein Res. 40, 180-193) y se revisa, por ejemplo, en Tam et al. (2001) Biopolymers 60, 194-205.
Esto proporciona un inmenso potencial para conseguir la sintesis de proteinas que esta mas alla del alcance de la
SPFS. Muchas proteinas con un tamario de 100-300 restos se han sintetizado satisfactoriamente mediante este
método. Los péptidos sintéticos han continuado desempefando un papel crucial en constante aumento en los campos
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de investigacion de bioquimica, farmacologia, neurobiologia, enzimologia y biologia molecular debido a los enormes
avances en la SPFS.

Las propiedades fisicas y quimicas de un péptido inmunogénico de interés (por ejemplo, solubilidad, estabilidad) se
examinan para determinar si el péptido es/seria adecuado para su uso en composiciones terapéuticas. Normalmente
este se optimiza ajustando la secuencia del péptido. Opcionalmente, el péptido puede modificarse después de la
sintesis (modificaciones quimicas, por ejemplo, por adicion/delecion de grupos funcionales) usando técnicas
conocidas en la materia.

Por consiguiente, en un aspecto aun adicional, la presente invencién proporciona métodos para generar células T
citotoxicas especificas de antigenos de vectores virales (células T reguladoras CD4+ o Tregs) in vitro (ex vivo). En
particular dichas células T son citotéxicas contra cualquier célula que presente un antigeno de vector de viral y pueden
obtenerse como una poblacion de células. La invencion se extiende a dichas (poblaciones de) Tregs citotoxicas
especificas de antigenos de vectores virales que pueden obtenerse mediante los métodos descritos en el presente
documento.

En realizaciones particulares, se proporcionan métodos que comprenden el aislamiento de células de sangre
periférica, la estimulacion de la poblacion de células in vitro poniendo en contacto un péptido inmunogénico de acuerdo
con la invencion con las células de sangre periférica aisladas, y la expansion de la poblacion de células estimulada,
mas particularmente en presencia de IL-2. Los métodos de acuerdo con la invencién tienen la ventaja de que se
producen mayores cantidades de Tregs y de que pueden generarse Tregs que son especificas para la proteina
antigénica del vector viral (usando un péptido que comprende un epitopo especifico de antigeno). Como alternativa,
las células T citotdxicas especificas de proteinas de vectores virales pueden obtenerse incubando en presencia de las
CPA que presentan un péptido inmunogénico especifico de proteinas de vectores virales de acuerdo con la invencién
después de la transduccion o transfeccién de las CPA con una construccion genética capaz de dirigir la expresién de
dicho péptido inmunogénico. De hecho, dichas CPA pueden administrarse en si mismas a un sujeto que necesite
desencadenar in vivo en dicho sujeto la induccion del subconjunto de células T CD4+ citotoxicas beneficioso.

En un aspecto alternativo, las Tregs pueden generarse in vivo, es decir, administrando a un sujeto un péptido
inmunogénico proporcionado en el presente documento y recogiendo las Tregs generadas in vivo.

Las células T reguladoras especificas de antigeno o de proteinas de vectores virales que pueden obtenerse mediante
los métodos anteriores son de particular interés para uso en la prevencion o supresién en un receptor de terapia génica
0 vacunacion génica de la respuesta inmunitaria contra un vector viral, es decir, para cualquiera de los usos descritos
anteriormente de los péptidos inmunogénicos de la invencién, dichos péptidos pueden reemplazarse por dichas Tregs
especificas de antigeno o de proteinas de vectores virales. Se contempla el uso de células de células tanto alogénicas
como autogénicas. Cualquier método que comprenda la administracién de dichas Tregs especificas de antigeno o de
proteinas de vectores virales a un sujeto que lo necesite (es decir, para la prevencion o supresion de una o mas
respuestas inmunitarias contra un vector viral) también se conoce como terapia celular adoptiva). Dicha terapia es de
particular interés en el caso del tratamiento de reacciones inmunitarias agudas especificas de proteinas de vectores
virales y en caso de reincidencia de dichas reacciones. Las Tregs son cruciales en la inmunorregulacion y tienen un
gran potencial terapéutico. La eficacia de la inmunoterapia basada en Tregs depende de la especificidad Ag de las
células T reguladoras. Ademas, el uso de Treg especifica de Ag en lugar de Treg policlonal expandida reduce el
numero total de Treg necesario para terapia.

La presente divulgacion también se refiere a secuencias de &acido nucleico que codifican los péptidos inmunogénicos
de la presente invencién y a métodos para su uso, por ejemplo, para la expresion recombinante o en terapia génica. En
particular, dichas secuencias de acido nucleico pueden expresar los péptidos inmunogénicos de la invencién.

Los péptidos inmunogénicos de la invencion pueden de hecho administrarse a un sujeto que lo necesite usando
cualquier método de terapia génica adecuado. En cualquier uso o método de la divulgacion para el tratamiento y/o
supresion de la respuesta (o respuestas) inmunitaria contra un vector viral, la inmunizaciéon con un péptido
inmunogénico de la invencion puede combinarse con transferencia de células adoptivas de (una poblacién) de Tregs
especifica para dicho péptido inmunogénico y/o con terapia génica. Cuando se combinan, dicha inmunizacién, la
transferencia de células adoptivas y la terapia génica pueden usarse simultdneamente, o secuencialmente, en
cualquier combinacioén posible.

En la terapia génica, las moléculas de acido nucleico recombinante que codifican los péptidos inmunogénicos pueden
usarse como ADN desnudo o en liposomas u otros sistemas lipidicos para la liberacion a las células diana. Otros
métodos para la transferencia directa de ADN plasmidico en células son muy conocidos por los expertos en la técnica
para su uso en terapia génica humana e implican el direccionamiento del ADN contra receptores en células formando
complejos del ADN plasmidico con proteinas. En su forma mas sencilla, la transferencia génica puede realizarse
inyectando simplemente cantidades minoritarias de ADN en el nicleo de una célula, a través de un proceso de
microinyeccion. Una vez introducidos los genes recombinantes en una célula, estos pueden reconocerse por los
mecanismos normales de las células para la transcripcion y traduccién, y se expresara un producto génico. También
se han intentado otros métodos para introducir ADN en grandes cantidades de células. Estos métodos incluyen:
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transfeccion, en la cual el ADN se precipita con fosfato célcico y se introduce en las células mediante pinocitosis;
electroporacion, en la cual las células se exponen a impulsos de gran tensién para introducir orificios en la membranay);
lipofeccion/fusion de liposomas, en el que el ADN se empaqueta en vesiculas lipdfilas que se fusionan con una célula
diana; y bombardeo de particulas usando ADN unido a proyectiles pequefios. Otro método para introducir ADN en las
células es acoplar el ADN con proteinas quimicamente modificadas. Las proteinas de adenovirus son capaces de
desestabilizar endosomas y de potenciar la captacion de ADN en las células. La mezcla de adenovirus con soluciones
que contiene complejos de ADN, o la unién de ADN con polilisina unida covalentemente a adenovirus usando agentes
reticulantes de proteinas mejora sustancialmente la captacion y la expresion de los genes recombinantes. Los
vectores de virus adenoasociados también pueden usarse para la liberacion de genes en células vasculares. Como se
usa en el presente documento, “transferencia génica” significa el proceso de introducir una molécula de acido nucleico
exdgena en una célula, que normalmente se realiza para permitir la expresién de un producto particular codificado por
el gen. Dicho producto puede incluir una proteina, polipéptido, ADN o ARN antisentido, o ARN enziméaticamente activo.
La transferencia génica puede realizarse en células cultivadas o por administracién directa en mamiferos. En otra
realizacién, se proporciona un vector que comprende una secuencia de una molécula de acido nucleico que codifica un
péptido inmunogénico de acuerdo con la invencién. En realizaciones particulares, el vector se genera de tal manera
que la secuencia de la molécula de acido nucleico se expresa solamente en el tejido especifico. Los métodos para
conseguir la expresidon génica especifica de tejido son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, colocando la
secuencia que codifica un péptido inmunogénico de la invencion bajo el control de un promotor, que dirige la expresién
del péptido especificamente en uno 0 mas tejidos u érganos. Los vectores de expresion procedentes de virus tales
como retrovirus, virus de la vacuna, adenovirus, virus adenoasociados, herpesvirus, virus de ARN o papilomavirus
bovino, pueden usarse para la liberacién de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, ADNc) que codifican péptidos,
homologos o derivados de los mismos de acuerdo con la invencién en los tejidos o en la poblaciéon de células diana.
Pueden usarse métodos conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores virales recombinantes que
contengan dichas secuencias codificantes. Como alternativa, en terapia génica pueden usarse células modificadas
genéticamente que contengan una molécula de &cido nucleico que codifique un péptido inmunogénico de acuerdo con
la invencion. En realizaciones particulares de la presente invencion en la que el péptido inmunogénico se libera a
través de transferencia génica, esta puede garantizarse como parte de la terapia génica a la cual se somete el
paciente. Por consiguiente, la proteina inmunogénica se libera simultaneamente con el propio vector viral (que se
espera que genere la reaccion inmunitaria).

Cuando la administracion de uno o mas péptidos de acuerdo con la invencion de garantiza a través de transferencia
génica (es decir la administracion de un acido nucleico que garantiza la expresién de péptidos de acuerdo con la
invencion in vivo después de la administracion), la dosificacién apropiada del acido nucleico puede determinarse
basandose en la cantidad de péptido expresado como resultado del acido nucleico introducido.

El medicamento de la invenciéon es normalmente, aunque no necesariamente, una formulacién (farmacéutica) que
comprende como ingrediente activo al menos uno de los péptidos inmunogénicos de la invencion, una (poblacion de)
Tregs especifica para dicho péptido inmunogénico o un vector terapéutico génico capaz de expresar dicho péptido
inmunogénico. Ademds del ingrediente (o ingredientes) activo, dicha formulacion comprendera al menos uno de un
diluyente, transportador o adyuvante (farmacéuticamente aceptable). Normalmente, los compuestos
farmacéuticamente aceptables (tales como diluyentes, transportadores y adyuvantes) pueden encontrarse, por
ejemplo, en un manual de la Farmacopea (por ejemplo, Farmacopea de Estados Unidos, europea o internacional). El
medicamento o composicion farmacéutica de la invencidon normalmente comprende una cantidad (profilactica o
terapéuticamente) eficaz del ingrediente (o ingredientes) activo en el que la eficacia es relativa con respecto a la
afeccion o trastorno a prevenir o tratar. En particular, las composiciones farmacéuticas de la invencién son vacunas
para aplicacién profilactica o terapéutica.

Puede ser necesario administrar a un sujeto que lo necesite el medicamento o la composicion farmacéutica de la
invencion como parte de un régimen profilactico o terapéutico que comprenda administraciones multiples de dicho
medicamento o composicion. Dichas administraciones multiples normalmente se producen secuencialmente y el
intervalo de tiempo entre dos administraciones puede variar y se ajustara con respecto a la naturaleza del ingrediente
activo y con respecto a la naturaleza de la afeccion a prevenir o tratar. La cantidad de ingrediente activo proporcionada
a un sujeto que lo necesite en una sola administracion también puede variar y dependera de factores tales como el
estado fisico del sujeto (por ejemplo, peso, edad), el estado de la afeccion a prevenir o tratar, y de la experiencia del
doctor, médico o enfermero tratante.

El término "diluyentes" se refiere, por ejemplo, a soluciones salinas fisioldgicas. El término "adyuvante" normalmente
se refiere a un agente farmacol6gico o inmunoldgico que modifica (preferentemente aumenta) el efecto de otros
agentes (por ejemplo, farmacos, vacunas) al mismo tiempo que tiene pocos, si los hubiera, efectos directos cuando se
proporcionan por si mismos. Como un ejemplo de un adyuvante, se proporciona el hidréxido de aluminio (alumbre), en
el que un péptido inmunogénico de la invencién puede adsorberse. Adicionalmente, en la técnica se conocen muchos
otros adyuvantes y pueden usarse siempre que faciliten la presentaciéon del péptido en el CHM de clase Il y la
activacién de células T. La expresion "transportador farmacéuticamente aceptable” significa cualquier material o
sustancia con la que se formula el ingrediente activo para facilitar su aplicacién o diseminacién en el sitio a tratar, por
ejemplo, disolviendo, dispersando o difundiendo dicha composicién, y/o facilitar su almacenamiento, transporte o
manipulacion sin afectar a su eficacia. Estos incluyen todos y cada uno de disolventes, medios de dispersion,
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recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos (por ejemplo, fenol, acido sérbico, clorobutanol) agentes
isotonicos (tales como azucares o cloruro de sodio) y similar. Pueden incluirse ingredientes adicionales para controlar
la duracion de la accion del ingrediente activo en la composicién. El transportador farmacéuticamente aceptable puede
ser un solido o un liquido o un gas que se ha comprimido para formar un liquido, es decir, las composiciones de la
presente invencion pueden usarse adecuadamente como concentrados, emulsiones, soluciones, granulados, polvos,
pulverizaciones, aerosoles, suspensiones, pomadas, cremas, comprimidos, granulos o polvos. Los transportadores
farmacéuticos adecuados para su uso en dichas composiciones farmacéuticas y su formulacion son bien conocidos
por los expertos en la técnica y no hay ninguna restriccion particular para su seleccion dentro de la presente invencion.
También pueden incluir aditivos tales como agentes humectantes, agentes dispersantes, gomas, adhesivos, agentes
emulsionantes, disolventes, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos (por ejemplo, fenol, &cido sérbico,
clorobutanol), agentes isoténicos (tales como azlcares o cloruro de sodio) y similares, siempre que los mismos sean
coherentes con la practica farmacéutica, es decir, transportadores y aditivos que no creen un dafio permanente a los
mamiferos. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden prepararse de cualquier manera
conocida, por ejemplo, mezclando, recubriendo y/o moliendo de manera homogénea los ingredientes activos, en un
procedimiento de una sola etapa o etapas multiples, con el material transportador seleccionado y, cuando sea
apropiado, con el resto de aditivos tales como agentes tensioactivos. También pueden prepararse por micronizacion,
por ejemplo en vista de obtenerlas en forma de microesferas normalmente con un didmetro de aproximadamente 1 a
10 um, en concreto para la elaboracién de microcapsulas para la liberacion controlada o sostenida de los ingredientes
activos.

Los péptidos inmunogénicos, homologos o derivados de los mismos de acuerdo con la invencion (y todas sus sales
fisiologicamente aceptables o composiciones farmacéuticas incluidas en la expresion “ingredientes activos”) pueden
administrarse mediante cualquier via apropiada para la afeccion a prevenir o tratar y apropiada para los compuestos,
en el presente documento las proteinas inmunogénicas a administrar. Las vias posibles incluyen la regional, sistémica,
oral (forma sélida o inhalacién), rectal, nasal, topica (incluyendo ocular, bucal y sublingual), vaginal y parenteral
(incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intraarterial, intratecal y epidural). La via de
administracion preferida puede variar, por ejemplo, con la afeccién del receptor o con la afeccién a prevenir o tratar.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Las formulaciones de la presente
invencion adecuadas para la administracion oral pueden presentarse como unidades separadas tales como capsulas,
obleas o comprimidos, contenido cada uno de ellos, una cantidad predeterminada del ingrediente activo; como un
polvo o granulos; como una solucién o suspension en un liquido acuoso 0 no acuoso; 0 como una emulsion liquida de
aceite en agua o una emulsién liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también puede presentarse como un
bolo, un electuario o una pasta. Un comprimido puede elaborarse por comprensién o moldeo, opcionalmente con uno
0 mas ingredientes accesorios. Los comprimidos producidos por compresion pueden prepararse comprimiendo en una
magquina adecuada el ingrediente activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclados
con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante, agente tensioactivo o dispersante. Los comprimidos
moldeados pueden elaborarse moldeando, en una maquina adecuada, una mezcla del compuesto en polvo
humedecido con un diluyente liquido inerte. Opcionalmente, los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse y pueden
formularse para proporcionar una liberacién lenta o controlada del ingrediente activo en su interior.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a péptidos inmunogénicos aislados que comprenden un epitopo de
célula T limitado al MHC del clase Il de una proteina de vector viral y, directamente adyacente a dicho epitopo de célula
T o separado de dicho epitopo de célula T mediante un conector de hasta 7 amino&cidos, un motivo de
oxido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C. En realizaciones particulares, la proteina de vector viral es una proteina
viral. En realizaciones particulares adicionales la proteina de vector viral es una proteina capsidial.

Los vectores virales destinados a fines de terapia génica o vacunacién génica responden muy bien a modificaciones
por medios de tecnologia de &cidos nucleicos recombinantes. A la vista de lo anterior, un experto en la técnica
concebira también facilmente que la modificacion en el epitopo de células T de vector viral se aplica en los péptidos
inmunogénicos y sus usos de acuerdo con la invencién pueden introducirse directamente en el propio vector viral.
Como tal, la vacunacién con los péptidos inmunogénicos que comprenden un epitopo de células T de vector viral y un
motivo de Oxido-reduccion (y/o la vacunaciéon génica correspondiente y/o la transferencia de células adoptivas
correspondientes) puede llegar a ser redundante ya que pueden obtenerse los mismos efectos beneficiosos con un
vector viral modificado. Por tanto, la invencion incluye adicionalmente vectores virales modificados definidos como
vectores virales aislados caracterizados por que al menos un epitopo de célula T presente en al menos una de las
proteinas de vector viral se modifica por insercion en dicha proteina de vector viral, directamente adyacente a dicho
epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il o separado de dicho epitopo de célula T mediante un conector de hasta
7 aminoacidos, de un motivo de 6xido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C. El epitopo de célula T se separa del
motivo mediante un conector de como mucho 7 amino&cidos. En realizaciones particulares, se proporcionan vectores
virales aislados que comprenden al menos una proteina de vector viral que comprende un epitopo de célula T
directamente adyacente al mismo o separado de dicho epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il mediante un
conector de hasta 7 aminodacidos, un motivo C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2- C, en el que el motivo no se produce de
manera natural dentro de la proteina del vector viral dentro de una secuencia de 11 aminoacidos en el N o C terminal
adyacente al epitopo de célula T.
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Dicho epitopo de célula T modificado es capaz de presentarse mediante un determinante del MHC de clase Il. En otra
realizacién, dichos vectores virales aislados se caracterizan adicionalmente en que sus propiedades de transduccion
celular no estan significativamente alteradas en comparacién con el mismo vector viral no portador de la modificacion
del epitopo de célula T.

La presente invencién se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos, que se proporcionan sin ninguna intencién
limitante.

Ejemplos

EJEMPLO 1. Generacion in vitro de células T reguladoras citotoxicas a partir de células T de memoria
especificas para proteinas de vector viral.

El adenovirus de serotipo 5 (Ad.RR5, E1/E3-delecionado) es un serotipo normalmente usado para terapia génica y
vacunacion génica. Tanto en seres humanos como en ratones se induce una fuerte respuesta inmunitaria contra el
hexén de la proteina capsidial principal. Esto se usa como un modelo para determinar si las células T reguladoras
citotoxicas puede proceder de células obtenidas inmunizando ratones con el vector viral.

Por tanto, 5 ul de una solucion que contiene 2 x 10" particulas virales/ml se administran por via intravenosa a ratones
C57BI/6 de seis semanas de vida. Diez dias mas tarde, se extrae el bazo de dichos ratones y las células T CD4 + se
purifican mediante separacion magnética.

Mediante una combinacion de algoritmos, se identificd un epitopo de célula T dentro de la secuencia de la proteina
capsidial principal. Se selecciond un epitopo de célula T que abarcaba los restos de aminoacidos 912-921, con la
secuencia: PTLLYVLFEV (SEC ID N2 12; epitopo natural). Se obtuvo un péptido sintético que codificaba esta
secuencia epitopica natural. Se sintetizé un segundo péptido que adicionalmente contenia una secuencia consenso
tiorreductasa (o motivo de 6xido-reduccién) y que tenia la secuencia: CHGCPTLLYVLFEV (SEC ID N2: 13; motivo de
oxido-reduccion subrayado; epitopo modificado).

Las células T CD4+ obtenidas de ratones inmunizados con Ad.RR5 se cultivaron en presencia de células adherentes
de bazo usadas como células presentadoras de antigeno previamente incubadas bien con el péptido de SEC ID N%: 12
o con el péptido de SEC ID N 13.

Después de varios ciclos de reestimulacion, las células T CD4+ se clonaron por dilucién limitante y se dejaron en
reposo durante 10 dias. Los clones expandidos con el péptido de SEC ID N2: 12 se compararon después con clones
expandidos con el péptido de SEC ID N2 13 en un ensayo en el que como células presentadoras de antigeno se
usaron células B purificadas de ratones C57BI/6 sin tratar. Dichas células B se cargaron con péptidos de SEC ID N%: 12
o 13 y se cultivaron en presencia de células T CD4+ clonadas. Después de una incubacion de 18 h, se midi6 la
induccion de la apoptosis en células B, medida a través de la unién de anexina V y analisis Facs.

Estos experimentos demuestran que es posible inducir células T CD4+ a partir de células T de memoria especificas
para proteinas de vector viral usando epitopos de células T de vector viral modificados para comprender una
secuencia consenso tiorreductasa (motivo de éxido-reduccion) en el que las células T CD4+ inducidas son capaces de
generar la apoptosis de las células que presentan bien el epitopo de células T del vector viral natural o modificado.

EJEMPLO 2. Preinmunizacion con un epitopo de células T de vector viral que contiene una secuencia
consenso tiorreductasa que impide el desarrollo posterior de células T efectoras CD4+ frente a proteinas de
vector viral.

La preimmunizacion (antes de cualquier contacto con la proteina de vector viral) se realiz6 con los péptidos de SEC ID
N2: 13 (véase el Ejemplo 1) para impedir el desarrollo de células T efectoras CD4+ dirigidas contra las proteinas del
vector adenoviral.

Para esta finalidad, se inmunizé a un grupo de ratones C57BI/6 con 25 nug de péptido de SEC ID N% 13 en CFA
(adyuvante completo de Freund; primera inmunizacion) o IFA (adyuvante incompleto de Freund; segunda y tercera
inmunizacion). Las inyecciones se realizaron por via subcutanea a intervalos de dos semanas. Un grupo de ratones de
control recibié inmunizacioén con el péptido de SEC ID N2: 12 y un tercer grupo se inmunizé con un péptido falso. Todos
los ratones recibieron después una inyeccién intravenosa que contenia 10° particulas adenovirales (Ad.RR5, véase el
Ejemplo 1). Diez dias mas tarde, se extrajo el bazo y las células CD4+ se purificaron mediante separacion sobre perlas
magnéticas.

Se midi6 la capacidad de las células T CD4+ para proliferar en presencia del péptido de SEC ID N°: 12 presentado por

células B de animales sin tratar. El mismo experimento se repitié con el vector adenoviral completo en lugar de con el
péptido de SEC ID N2: 12.
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Este experimento indica que la preinmunizacion con un epitopo de células T de vector viral modificado para contener
una secuencia consenso tiorreductasa (motivo de 6xido-reduccién) es capaz de impedir el desarrollo posterior de
células T efectoras CD4+ contra el epitopo de células T natural (no modificado, que no contiene el motivo de
oxido-reduccion) presentado como péptido o presentado comprendido en una proteina de vector completo.

EJEMPLO 3. Supresion de células efectoras CD4+ preexistentes contra proteinas de vector viral inmunizando
con un epitopo de células T modificado para comprender una secuencia consenso tiorreductasa.

El experimento como se describe en el Ejemplo 2 se repitié en un entorno en el que todos los ratones recibieron
primero una inyeccion intravenosa de Ad.RR5 (véase el Ejemplo 1). Diez dias después, grupos de ratones se
inmunizaron como se ha indicado anteriormente con el péptido de SEC ID N2: 13 (modificado con el epitopo de células
T para comprender un motivo de éxido-reduccién; véase el Ejemplo 1), con el péptido de SEC ID N2 12 (epitopo de
células T natural, no modificado; véase el Ejemplo 1), o con un péptido falso.

Dos semanas después de la ultima inmunizacién con los péptidos, se extrajeron los bazos, las células T CD4+ se
prepararon como se ha indicado anteriormente y se midi6 la capacidad de las células T CD4+ para proliferar en
presencia de proteinas adenovirales presentadas por células B.

Este experimento indica que la inmunizacién con un epitopo de célula T de vector viral modificado para comprender
una secuencia consenso tiorreductasa (motivo de 6xido-reduccién) puede suprimir una respuesta de célula T efectora
CD4+ ya existente debido a una inmunizacién anterior con proteinas de vector viral.

EJEMPLO 4. Destruccion de células B esplénicas con una linea de células T especifica para HAdV-5.

Se obtuvieron lineas TCL de ratones inmunizados con la secuencia natural 555-563 (SEC ID N®: 14; YVPFHIQVP) de
la Proteina 2 Tardia derivada de adenovirus humano 5 (HAdV-5) (TCL ts) o con la misma secuencia pero modificada
por la adicién de un motivo tiorreductasa (subrayado) separado del primer resto de anclaje al MHC de clase |l mediante
dos restos de Gly (SEC ID N2 15; CGPCGGYVPFHIQVP) (TCL cc). Las células B esplénicas se tifieron con un
marcador de membrana fluorescente, se cargaron con el péptido de SEC ID N°: 14 se cocultivaron con cada una de las
dos lineas de células T por separado. La mortalidad celular dentro de la poblacion de células T se analizé después de
20 horas en un citémetro de flujo. La mortalidad se dedujo a partir de graficos de puntos por exclusién de tamafio (la
mortalidad inicial (22 %) se resté de las muestras de ensayo). Los resultados se presentan en la Figura 1 e ilustran que
una respuesta inmunitaria contra el adenovirus puede eliminarse usando un péptido de acuerdo con la invencién,
proporcionando por tanto la validez de esta tecnologia como un medio para contrarrestar respuestas inmunitarias
contra vectores virales como se usa en terapia génica y en vacunacion génica.
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<223> Xaa en las posiciones 2 y 3 significa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> Xaa significa una secuencia de cualquier epitopo de célula T

<400> 2
Cys Xaa Xaa Cys Gly Gly Xaa
1 ) 5

<210>3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia general del péptido de la invencién

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa en las posiciones 2 y 3 significa cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa significa una secuencia de cualquier epitopo de célula T

<400> 3
Cys Xaa Xaa Cys Ser Ser Ser Xaa
1 . 5

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

18
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<223> secuencia general del péptido de la invencion

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(3)

<223> Xaa en las posiciones 2 y 3 significa cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa significa una secuencia de cualquier epitopo de célula T

<400> 4

Cys Xaa Xaa Cys

l .

<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> repeticién del motivo tiorreductasa

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(14)

<223> Xaa en las posiciones 2, 3, 5, 7, 8, 10, 12, y 13 significa cualquier aminoacido

<400> 5

Cys Xaa Xaa Cys Xaa Cys Xaa Xaa Cys Xaa Cys Xaa Xaa Cys

1 9

<210>6

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> repeticién del motivo tiorreductasa

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(12)

Ser Gly Ser

5

10

Gly Xaa

<223> Xaa en las posiciones 2, 3, 6, 7, 10, y 11 significa cualquier aminoacido

<400> 6

1

<210>7

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> repeticion del motivo tiorreductasa

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(10)

19
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<223> Xaa en las posiciones 2, 3, 5, 6, 8, y 9 significa cualquier aminoacido

<400>7

<210>8

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> repeticién del motivo tiorreductasa

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(10)

<223> Xaa en las posiciones 2, 5, y 8 significa cualquier aminoacido

<400> 8

<210>9

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

1

ES 2 545 885 T3

3

<223> sefal de direccionamiento endosdmico tardio

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa significa aspartato (D o Asp) o glutamato (E o Glu)

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(4)

<223> Xaa en las posiciones 2, 3 y 4 significa cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa significa leucina (L o Leu) o isoleucina (I o lle)

<400>9

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa

1

<223> sefal de direccionamiento endosdémico tardio

<220>
<221> MISC_FEATURE

20

5

Cys Xaa Xaa -Cys Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Cys
1 .

16

Cys Xaa Cys Cys Xaa Cys Cys Xaa Cys Cys
5

10
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<222> (2)..(3)
<223> Xaa en las posiciones 2 y 3 significa cualquier aminoacido

<400> 10
Asp Xaa Xaa Leu Leu
1 5
<210> 11
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sefal de direccionamiento endosémico tardio

<220>

<221> MISC_FEATURE.

<222> (2)..(5)

<223> Xaa en las posiciones 2, 3 y 4 significa cualquier aminoacido

<400> 11

Asp Xaa Xaa Xaa Leu Leu
1 5

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo de célula T de la proteina principal de la capside del adenovirus de serotipo 5

<400> 12

Pro Thr Leu Leu Tyr Val Leu Phe Glu Val
1 5 10

<210> 13

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo de célula T modificado de la proteina principal de la capside del adenovirus de serotipo 5

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(4)

<223> motivo tiorreductasa

<400> 13
Cys His Gly Cys Pro Thr Leu Leu Tyr Val Leu Phe Giu Val
1 ' -5 . 10

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

21
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<223> aminoacidos 555-563 de la proteina tardia 2 del adenovirus humano 5

<400> 14
Tyr Val Pro Phe His Ile Gin Val Pro
1 5

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Epitopo de célula T modificado

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(4)

<223> motivo tiorreductasa

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(6)

<223> Conector Gly-Gly

<400> 15

Cys Gly Pro Cys Gly Gly Tyr Val Pro Phe His Ile Gln Val Pro
1 5 10 - ‘15
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido inmunogénico aislado que comprende (i) un epitopo de célula T limitado al CMH de clase Il de una
proteina de un vector viral y (ii) un motivo de 6xido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C, en el que dicho motivo de
oxido-reduccion esta directamente adyacente a dicho epitopo de célula T, o esta separado de dicho epitopo de célula
T mediante un conector de a lo sumo 7 aminoacidos, para su uso en la prevencion o la supresién, en un receptor de
terapia génica o de vacunacion génica, de una respuesta inmunitaria contra dicha proteina de vector viral.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho vector
viral es un adenovirus, un virus adenoasociado, un herpesvirus, un poxvirus, un retrovirus o un lentivirus.

3. El péptido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho
motivo de éxido-reduccién C-(X)2- [CST] o [CST]-(X)2-C no se produce de manera natural dentro de una regién de 11
aminoacidos en el extremo N- o C-terminal adyacente al epitopo de célula T en dicha proteina de vector viral, o en el
que dicho motivo de 6xido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C esta situado en el extremo N del epitopo de célula
T.

4. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon
1 en donde dicho péptido inmunogénico comprende adicionalmente una secuencia de direccionamiento endosémico.

5. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en
el que al menos una X en dicho motivo de éxido-reduccién C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es Gly, Ala, Ser o Thr, o en el
que al menos una X en dicho motivo de éxido-reduccién C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C es His o Pro, o en el que al
menos una C en dicho motivo de éxido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C esta metilada.

6. Un método in vitro para obtener una poblacién de células T CD4+ reguladoras especificas de antigeno de proteina
de vector viral que son citotdxicas contra células que presentan un epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il de
dicha proteina de vector viral, comprendiendo el método las etapas de:

- proporcionar células de sangre periférica;

- poner en contacto dichas células in vitro con un péptido inmunogénico que comprende (i) un epitopo de célula
T limitado al MHC de clase Il de una proteina de vector viral y, directamente adyacente a dicho epitopo de célula T
0 separado de dicho epitopo de célula T mediante un conector de hasta 7 aminoé&cidos (ii) un motivo de
oxido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C; y

- expandir dichas células en presencia de Interleucina 2 (IL-2).

7. Una poblacion de células T CD4+ reguladoras especificas de antigeno de proteina de vector viral que son
citotoxicas contra células que presentan dicho antigeno como un epitopo de célula T limitado al MHC de clase I, que
puede obtenerse mediante el método de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Una poblacion de células T reguladoras especificas de antigeno de proteina de vector viral que son citotoxicas
contra células que presentan dicho antigeno como un epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il de acuerdo con la
reivindicacién 7 para su uso en la prevencion o la supresion, en un receptor de terapia génica o vacunacion génica, de
una respuesta inmunitaria contra dicha proteina de vector viral.

9. Un péptido inmunogénico aislado que comprende un epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il de una proteina
de vector viral y, directamente adyacente a dicho epitopo de célula T o separado de dicho epitopo de células T
mediante un conector de hasta 7 aminoacidos, un motivo de 6xido-reduccion C-(X)2-[CST] o [CST] (X)2-C

10. Un vector viral aislado caracterizado por que comprende al menos una proteina de vector viral que comprende un
epitopo de célula T limitado al MHC de clase Il y, directamente adyacente a dicho epitopo de célula T o separado de
dicho epitopo de célula T mediante un conector de al menos 7 aminoacidos, un motivo de Oxido-reduccion
C-(X)2-[CST] o [CST]-(X)2-C
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Mortalidad (%)

0__—_

TCL ts

TCL cc

Péptido: YVPFHIQVP
~ [SEC ID N°:14]

 CGPCGGYVPFHIQVP
[SEC ID N°:15]

Figura 1 -
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