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DESCRIPCION
Métodos de vacunacién
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a métodos de vacunacion de un mamifero, y en particular, a métodos
de vacunacion utiles para reforzar la respuesta inmunitaria, ademas de métodos Utiles para tratar enfermedad.

Antecedentes de la invencion

Aunque muchas pautas de vacunacion satisfactorias han tanto eliminado como controlado completamente las
enfermedades infecciosas, tales como la viruela y la poliomielitis, se ha hecho evidente que ciertos patdgenos no
son facilmente controlados por los actuales enfoques de vacunacién. Por ejemplo, patégenos tales como el VIH,
Mycobacterium tuberculosis y el parasito de la malaria resisten todos a la inmunidad humoral que se genera
caracteristicamente por las vacunas tradicionales. Se ha hecho un esfuerzo significativo por desarrollar vacunas que
puedan promover la potente inmunidad celular a estos patdégenos y patdgenos relacionados. Similarmente, la
inmunizacién con antigenos de tumor principalmente depende de linfocitos T, especialmente CTL CD8+, para
reconocer y destruir células cancerosas debido a que muchos antigenos asociados a tumor son proteinas
intracelulares. La induccion de inmunidad celular, sin embargo, es compleja y plantea numerosos problemas para los
vacunodlogos. Estos incluyen dificultades en generar inmunidad celular que sea de intensidad y longevidad
suficientes.

Un posible enfoque para evitar estos problemas es mediante la administracién secuencial de vacunas usando
vectores heter6logos. Aunque una pauta de inmunizacion-refuerzo tipica implica vacunas basadas en ADN y
variolovacuna, también se han explotado otras combinaciones usando bacteria-virus o dos virus diferentes en
modelos animales. Los poxvirus mas usados para la vacunacion es el virus de la variolovacuna, que se usé para la
vacunacion contra la viruela. La variolovacuna recombinante puede administrar antigenos extrafios al citoplasma de
células de mamifero, permitiéndoles asi el acceso directo a las vias de procesamiento de antigeno que conduce a
presentacion de péptidos derivados de antigeno en asociacién con moléculas MHC clase | y clase Il sobre la
superficie celular. Esta propiedad hace que la variolovacuna sea Util como vacuna recombinante, particularmente
para estimular respuestas inmunitarias de linfocitos T CD 8+ y CD4+. Cuestiones sobre la capacidad del virus de la
variolovacuna para replicarse en células de mamifero han limitado su uso clinico y conducido a la blsqueda de
alternativas mas seguras.

Con respecto al uso de virus para tratar enfermedad tal como el cancer, se han encontrado virus oncoliticos (OV)
qgue curan el cancer en modelos animales si infectan tumores y se replican ampliamente para mediar en la
destruccion completa. Sin embargo, la amplia aplicacion clinica requiere tratar huéspedes inmunocompetentes
portadores de tumores malignos que pueden tener mecanismos antivirales parcialmente intactos. Una respuesta
inmunitaria del huésped activa contra el virus que elimina rapidamente la replicacion viral, conduciendo a destruccion
tumoral incompleta o transitoria, representa una barrera importante al éxito. Se ha mostrado en animales sin
tratamiento previo que el desarrollo de una respuesta inmunitaria adquirida normalmente dura menos de una
semana, dejando una pequefia ventana de oportunidad para que funcionen los vectores oncoliticos. Para maximizar
la replicacion del virus administrado o virus re-administrado, se ha probado una variedad de enfoques que varian de
inmunosupresion completa, al uso de células portadoras (denominadas "caballos de Troya") y encubrimiento viral.

A pesar de los intentos anteriores por tratar los problemas asociados a los actuales métodos de vacunacion, se
desea desarrollar métodos mas eficaces de generacién de una respuesta inmunitaria en un mamifero.

Sumario de la invencion
Ahora se han desarrollado novedosos métodos de vacunacion.

Por consiguiente, en un aspecto de la invencién, se proporciona un método de tratamiento de cancer en un
mamifero que comprende administrar intravenosamente al mamifero un vector oncolitico rabdoviral replicante, en el
gue el vector expresa un antigeno de tumor para el que el mamifero tiene una inmunidad preexistente.

En otro aspecto se proporciona un kit para su uso en el tratamiento de cancer que comprende un antigeno de tumor,
0 un vector que expresa un antigeno de tumor, en una cantidad adecuada para inducir una respuesta inmunitaria en
un mamifero, y un vector oncolitico rabdoviral replicante que expresa el antigeno de tumor en una cantidad
adecuada para potenciar la respuesta inmunitaria.

En otro aspecto se desvela un método de refuerzo de la respuesta inmunitaria en un mamifero que tiene una
inmunidad preexistente a un antigeno. El método comprende administrar al mamifero intravenosamente un vector
que expresa el antigeno, en el que dicho vector es capaz de infectar linfocitos B.
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En otro aspecto se desvela un método de refuerzo de respuesta inmunitaria en un mamifero que tiene una
inmunidad preexistente a un antigeno que comprende administrar intravenosamente al mamifero linfocitos B
cargados de antigeno.

En todavia otro aspecto se desvela un kit para su uso en reforzar una respuesta inmunitaria en un mamifero. El kit
comprende un antigeno, o un vector que expresa el antigeno, en una forma administrable adecuada, y un vector que
expresa el antigeno que esta en una forma adecuada para administracién intravenosa.

Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes en la descripcion detallada que sigue y por referencia a las
siguientes figuras.

Breve descripcion de las figuras
La FIGURA 1 ilustra el efecto de VSV-GFP (A), Ad-hDCT (B y C) y VSV-hDCT sobre tumores in vivo;

la FIGURA 2 muestra la linea de tiempo (A), perfil de linfocitos T CD8+ (B) y efecto sobre la supervivencia (C) para
un tratamiento de combinacién con Ad-hDCT y VSV-hDCT,;

la FIGURA 3 muestra el perfil de linfocitos T CD8+ especificos de DCT (A), correlaciéon de la supervivencia con la
frecuencia de linfocitos T especificos de antigeno de tumor (B), nimero de linfocitos T de DCT (C) y frecuencia de
linfocitos T de gp100 (D) tras un tratamiento de combinacién con Ad-hDCT y VSV-hDCT;

la FIGURA 4 demuestra titulos virales (A) y pesos cerebrales (B) en ratones portadores de tumor tras la vacunacion
con Ad-hDCT y posterior tratamiento con VSV-hDCT;

la FIGURA 5 muestra el transcurso de tiempo para la expansién de linfocitos T CD8+ especificos de DCT en sangre
(A), bazo (B) y ganglios linfaticos cervicales (C) tras el tratamiento con VSV-hDCT de huéspedes sensibilizados con
Ad-hDCT;

la FIGURA 6 resume el transcurso de tiempo para pautas de tratamiento de intervalo corto y largo (A), y titulos de
VSV en los pulmones y cerebros de ratones tras los protocolos de inmunizacién y de tratamiento del transcurso de
tiempo de intervalo corto (B) e intervalo largo (B);

la FIGURA 7 muestra el porcentaje (A) y nUmero (B) de linfocitos T CD8+ especificos de DCT en sangre cuando se
tratan con VSV-hDCT tanto 14 como 100 dias tras la inmunizacién con Ad-hDCT;

la FIGURA 8 ilustra los datos de inmunoanalisis (A) y de supervivencia (B) tras el tratamiento de tumores con un
tratamiento de combinacion de vacunacién con Ad-hDCT y Maraba-hDCT oncolitico;

la FIGURA 9 ilustra datos de supervivencia (A) y la mediana de la supervivencia (B) de un tratamiento de
combinacién usando vectores de célula dendritica para administrar el antigeno de DCT (DCh-DCT);

la FIGURA 10 ilustra el efecto sobre el volumen tumoral (A) y la supervivencia (B) con el uso de vector de la
variolovacuna delecionado doble para administrar antigeno de DCT (ddVV-hDCT) en un tratamiento de combinacion;

la FIGURA 11 demuestra una comparacion de vias de administracion para la pauta de sensibilizacion-refuerzo;
la FIGURA 12 muestra las capacidades de refuerzo a diferentes intervalos;

la FIGURA 13 demuestra una comparacién entre la capacidad de VSV y el virus de la variolovacuna administrados
i.v. en las respuestas inmunitarias de refuerzo;

la FIGURA 14 muestra la capacidad de la version G-menos (mutante) de VSV para reforzar respuestas inmunitarias;
la FIGURA 15 demuestra la calidad de linfocitos T provocados por la pauta de inmunizacion-refuerzo;

la FIGURA 16 muestra la calidad de los linfocitos T provocados reforzando con VSV en comparacion con reforzar
con un vector de la variolovacuna;

la FIGURA 17 demuestra la respuesta de linfocitos T de la pauta de refuerzo usando diferentes antigenos y cepas
huésped;

la FIGURA 18 muestra que el efecto de refuerzo mediado por VSV i.v. es independiente de linfocitos T CD4+;

la FIGURA 19 demuestra la durabilidad de la respuesta inmunitaria secundaria y proporcién de células efectoras que
se han convertido en células de memoria;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2576 036 T3

la FIGURA 20 muestra que una vacuna de VSV mutante inductora de interferon atenuada refuerza equivalentemente
a VSV no mutante;

la FIGURA 21 compara la respuesta inmunitaria cuando los vectores basados en VSV y Maraba se utilizan para
administrar un refuerzo de antigeno de DCT;

la FIGURA 22 ilustra las respuestas inmunitarias en sangre (A y B) y bazo (C) cuando los vectores Ad y de Maraba
se usan para administrar un antigeno y los vectores de Maraba y VSV se usan para reforzar la inmunidad al
antigeno;

la FIGURA 23 ilustra la respuesta inmunitaria con diversas dosis de antigeno (A) para establecer una inmunidad
preexistente y el efecto de un refuerzo de VSV sobre cada uno (B);

la FIGURA 24 compara la respuesta inmunitaria primaria a un antigeno en ratones mutantes frente a deficientes en
linfocitos B (A) y la respuesta inmunitaria en sangre y bazo tras un refuerzo con antigeno (B); y

la FIGURA 25 ilustra el efecto de la reconstitucion de linfocitos B (A) sobre un refuerzo de antigeno (B).
Descripcion detallada de la invencion

Se proporciona un método de vacunacién Util para tratar cancer en un mamifero en el que un vector oncolitico
rabdoviral replicante que expresa un antigeno de tumor, al que el mamifero tiene una inmunidad preexistente, se
administra intravenosamente al mamifero. La invencion proporciona un método en el que la respuesta inmunitaria
del mamifero al antigeno de tumor sobrepasa la respuesta inmunitaria del mamifero al virus oncolitico, produciendo
asi tratamiento eficaz del cancer.

El presente método de vacunacion es Util para tratar cancer en un mamifero. El término "cancer" se usa en el
presente documento para englobar cualquier cancer, que incluye, pero no se limita a, melanoma, sarcoma, linfoma,
carcinoma tal como cancer de cerebro, mama, higado, estémago y de colon, y leucemia.

El término "mamifero” se refiere a seres humanos, ademas de a mamiferos no humanos.

El método incluye la administracién al mamifero de un vector oncolitico rabdoviral replicante que expresa un
antigeno de tumor al que el mamifero tiene una inmunidad preexistente. Como se usa en el presente documento, se
indica que el término "inmunidad preexistente" engloba una inmunidad inducida por la vacunacién con un antigeno,
ademas de una inmunidad naturalmente existente dentro del mamifero.

Asi, en una realizacion, para establecer una inmunidad preexistente, el presente método incluye una etapa de
vacunar un mamifero con un antigeno de tumor apropiado para inducir una reaccion inmunitaria contra células
cancerosas diana. El antigeno de tumor puede, por ejemplo, ser un antigeno asociado a tumor (TAA), por ejemplo,
una sustancia producida en una célula tumoral que desencadena una respuesta inmunitaria en el mamifero.
Ejemplos de tales antigenos incluyen antigenos oncofetales tales como alfa-fetoproteina (AFP) y antigeno
carcinoembrionario (CEA), glucoproteinas superficiales tales como CA 125, oncogenes tales como Her2, antigenos
asociados a melanoma tales como dopacromo tautomerasa (DCT), GP100 y MART1, antigenos de cancer de
testiculos tales como las proteinas MAGE y NY-ESO1, oncogenes virales tales como HPV E6 y E7, proteinas
ectopicamente expresadas en tumores que estan normalmente limitados a tejidos embrionarios o extraembrionarios
tales como PLAC1. Como apreciard un experto en la materia, un antigeno puede seleccionarse basandose en el tipo
de cancer que va a tratarse usando el presente método, ya que uno o mas antigenos pueden ser particularmente
aptos para uso en el tratamiento de ciertos canceres. Por ejemplo, para el tratamiento de melanoma puede usarse
un antigeno asociado a melanoma tal como DCT.

El antigeno de tumor puede administrarse por si mismo, o, preferentemente, administrarse mediante un vector, por
ejemplo, vector adenoviral (Ad), poxviral o retroviral, un plasmido o células presentadoras de antigeno cargadas
tales como células dendriticas. Métodos de introduccién del antigeno de tumor en el vector son conocidos para
aquellos expertos en la materia. Generalmente, el vector se modificara para expresar el antigeno. A este respecto, el
acido nucleico que codifica el antigeno seleccionado se incorpora en el vector seleccionado usando tecnologia
recombinante bien establecida.

El antigeno de tumor se administra al mamifero en una cualquiera de varias vias que incluyen, pero no se limitan a,
intravenosamente, intramuscularmente o intranasalmente. Como sera apreciado por un experto en la materia, el
antigeno de tumor, o vector que incorpora el antigeno de tumor, se administrara en un vehiculo adecuado, tal como
solucién salina u otro tampén adecuado. Tras la vacunacién con un antigeno de tumor seleccionado, se genera una
respuesta inmunitaria por el mamifero dentro de un intervalo de respuesta inmunitaria, por ejemplo, dentro de
aproximadamente 4 dias, y que se extiende durante meses, afios, o posiblemente toda la vida.
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Para establecer una respuesta inmunitaria al antigeno de tumor, se realiza vacunacién usando el antigeno usando
técnicas bien establecidas. Por consiguiente, un antigeno de tumor seleccionado, o un vector que expresa el
antigeno de tumor, puede administrarse al mamifero en una cantidad suficiente para generar una respuesta
inmunitaria. Como apreciara un experto en la materia, la cantidad requerida para generar una respuesta inmunitaria
variara con varios factores que incluyen, por ejemplo, el antigeno seleccionado, el vector usado para administrar el
antigeno y el mamifero que va a tratarse, por ejemplo, especie, edad, tamafio, etc. A este respecto, por ejemplo, la
administracion intramuscular de un minimo de al menos aproximadamente 10" UFP de vector adenoviral a un raton
es suficiente para generar una respuesta inmunitaria. Una cantidad correspondiente seria suficiente para
administraciéon a un ser humano para generar una respuesta inmunitaria.

En otra realizacion, la respuesta inmunitaria al antigeno puede ser que exista de forma natural dentro del mamifero y
no es necesaria una primera etapa de vacunacion para inducir la respuesta inmunitaria. La respuesta inmunitaria
gue existe de forma natural a un antigeno puede resultar de cualquier exposicion anterior al antigeno.

Una vez se ha generado una respuesta inmunitaria en el mamifero, dentro de un intervalo de respuesta inmunitaria
adecuado, por ejemplo, al menos aproximadamente 24 horas, preferentemente al menos aproximadamente 2-4 dias
0 mas, por ejemplo, al menos aproximadamente 1 semana, entonces se administra un virus oncolitico rabdoviral
replicante que expresa el antigeno de tumor al mamifero en una cantidad adecuada para terapia viral oncolitica, que
variara con el virus oncolitico seleccionado, y el mamifero que va a tratarse, como sera apreciado por un experto en
la materia. Por ejemplo, un minimo de 10® UFP de VSV oncolitico administrado IV a un ratén es suficiente para
terapia oncolitica. Una cantidad correspondiente seria suficiente para su uso en un ser humano.

Un virus oncolitico rabdoviral replicante que expresa un antigeno de tumor seleccionado puede prepararse
incorporando un transgén que codifica el antigeno en el virus usando tecnologia recombinante estandar. Por
ejemplo, el transgén puede incorporarse en el genoma del virus, o alternativamente, puede incorporarse en el virus
usando un plasmido que incorpora el transgén. El presente método puede incluir cualquier virus oncolitico rabdoviral
replicante capaz de destruir el tumor, mientras que sea apropiado para administracion a un mamifero. Ejemplos de
virus oncoliticos que pueden utilizarse en el presente método incluyen rabdovirus tales como vesiculovirus, por
ejemplo, virus de la estomatitis vesicular (VSV) y virus de Maraba, Ephemerovirus, Cytorhabdovirus,
Nucleorhabdovirus y virus Lyssavirus.

Este método de vacunacion de combinacion proporciona tratamiento eficaz de un cancer en un mamifero
administrando un antigeno de tumor diana al mamifero, estimulando asi una respuesta inmunitaria al antigeno diana,
seguido de potenciamiento de la respuesta inmunitaria administrando al mamifero un virus oncolitico rabdoviral
replicante que también expresa el antigeno de tumor. También se encontré que este método reducia la respuesta
antiviral del mamifero, convirtiendo el virus oncolitico rabdoviral replicante en un contribuyente (til con respecto a la
degradacién tumoral.

También se proporciona un kit en otro aspecto de la invencion (til en el tratamiento del cancer. El kit comprende un
antigeno de tumor, o0 un vector que expresa un antigeno de tumor, en una cantidad adecuada para inducir una
respuesta inmunitaria en un mamifero, y un vector oncolitico rabdoviral replicante que expresa el antigeno de tumor
en una cantidad adecuada para potenciar la respuesta inmunitaria. Antigenos de tumor adecuados y vectores
oncoliticos para inclusién en el kit se describen anteriormente.

En otro aspecto se desvela un método de refuerzo de una respuesta inmunitaria en un mamifero que tiene una
inmunidad preexistente a un antigeno. El método comprende administracion intravenosa al mamifero del antigeno,
preferentemente mediante un vector que es capaz de infectar los linfocitos B. El término "inmunidad preexistente" es
como se ha definido anteriormente y puede lograrse como se ha descrito anteriormente.

Este método puede utilizarse para reforzar la inmunidad con respecto a cualquier antigeno, que incluye, por ejemplo,
antigenos de tumor, antigenos virales y particularmente antigenos derivados de organismos patdgenos virales tales
como VIH, HepC, FIV, LCMV, virus del Ebola, ademas de patégenos bacterianos tales como Mycobacterium
tuberculosis. Como apreciard un experto en la materia, el vector puede prepararse para expresar un antigeno
seleccionado usando tecnologia recombinante bien establecida.

Vectores apropiados para su uso en la administracion de un antigeno al mamifero son vectores que son capaces de
infectar linfocitos B, que incluyen, por ejemplo, rabdovirus como se exponen anteriormente que incluyen
vesiculovirus y virus basados en Maraba. También son apropiados vectores virales mutantes para su uso en el
presente método. Son particularmente ventajosos virus atenuados mutantes, que incluyen formas incompetentes
para la replicacion, para su uso en el presente método. El antigeno también puede administrarse al mamifero
cargado en células presentadoras de antigeno, tales como linfocitos B.

Una vez el vector se prepara para expresar el antigeno seleccionado, se administra intravenosamente al mamifero
para el éptimo refuerzo de la inmunidad. La cantidad de vector administrada variard de nuevo con el vector
seleccionado, ademas del mamifero. En relacién con la inmunidad preexistente, el vector que expresa antigeno
puede administrarse al mamifero antes de o coincidente con la respuesta inmunitaria pico de la inmunidad
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preexistente. El vector que expresa antigeno se administra éptimamente al mamifero para reforzar la inmunidad
preexistente tras la fase efectora de la inmunidad preexistente por sensibilizacién.

Tal administracion intravenosa del vector que expresa antigeno, por ejemplo, el vector de refuerzo, produce un
refuerzo significativo en la respuesta inmunitaria al antigeno en comparacién con otras vias de administracién que
incluyen intramuscular, intraperitoneal, subcutanea e intranasal. El método proporciona un aumento de al menos
aproximadamente 4 veces en la respuesta inmunitaria en comparacion con otras vias de administracion.

También se desvela un kit para su uso en reforzar una respuesta inmunitaria en un mamifero. El kit comprende un
antigeno, o un vector que expresa el antigeno, en una cantidad adecuada para inducir una respuesta inmunitaria al
antigeno. El antigeno o vector se proporciona en una forma administrable adecuada, por ejemplo, en una forma
adecuada para administracién intravenosa, intramuscular o intranasal. El kit también incluye un vector que expresa
el mismo antigeno que esta en una forma adecuada para administracion intravenosa, por ejemplo, en una solucién
salina o solucién tamponada. Antigenos y vectores adecuados para inclusion en el kit se han descrito anteriormente.

En otro aspecto se desvela un método de refuerzo de la respuesta inmunitaria en un mamifero que tiene una
inmunidad preexistente a un antigeno, que comprende administrar intravenosamente al mamifero linfocitos B
cargados de antigeno. Como se indica, la administracion intravenosa de linfocitos B cargados de antigeno produce
un refuerzo significativo a la respuesta inmunitaria preexistente al antigeno.

Realizaciones de la invencion describen a continuacién ejemplos especificos que no deben interpretarse como
limitantes.

Ejemplo 1
MATERIALES Y METODOS

Ratones. Ratones hembra de la misma edad (8-10 semanas de edad al inicio del estudio), que incluyen ratones
C57BL/6 (H-2b) y BalB/c (H-2d) (Charles River Laboratories, Wilmington, MA), se alojaron en una instalacion libre de
patégenos especifica. Los estudios en animales cumplieron con las normas del Canadian Council on Animal Care y
fueron autorizados por el comité de ética de investigacion animal de la Universidad de McMaster.

Células. Se cultivaron células de melanoma murino B16-F10 y células de carcinoma de colon CT26 en medio
esencial minimo F11 que contenia 10 % de FBS, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, disolucién de vitamina,
aminoéacidos no esenciales 0,01 mM, 2-mercaptoetanol 50 uM, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina
(todos de Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU.). Se cultivaron células HEK293T en D-MEM mas 10 % de FBS,
mientras que las células Vero se cultivaron en a-MEM mas 10 % de FBS.

Vectores. Ad-hDCT es un Ad tipo 5 humano delecionado en E1/E3 que expresa el gen hDCT de longitud completa y
AdBHG es un virus delecionado en E1/E3 que no contiene transgén (Lane, C., et al. Cancer Res 64, 1509-1514
(2004); Ng et al. Mol Ther 3, 809-815 (2001)). Se manipulé VSV recombinante del serotipo Indiana para expresar la
hDCT subclonando un fragmento de PCR de hDCT en los sitios Xhol y Nhel entre los genes G y L del plasmido
pVSV-XN (proporcionado por John Rose, Universidad de Yale, New Haven, Connecticut), ademas de un genoma
viral que lleva una mutacién AM51 en el gen matriz como se describe en Stojdl, D.F., et al. Cancer Cell 4, 263-275
(2003). Se construyeron vectores de Maraba analogos usando la misma estrategia. Se rescataron genomas
recombinantes usando técnicas convencionales (Lawson et al. Proc Natl Acad Sci U S A 1995 Sep 12;92(19):9009)
para generar VSV que expresa hDCT competente en la replicacion (VSV-hDCT). El VSV parental que no contiene
transgén se rescatd como virus de control para algunos experimentos (VSV-MT). Un VSV que lleva la proteina verde
fluorescente (GFP) se describié previamente en Stojdl, D.F., et al. Cancer Cell 4, 263-275 (2003) y se us0 para
monitorizar la infeccién en este estudio (VSV-GFP). También se usaron virus que expresan una fusion SIINFEKL-
luciferasa para inducir respuestas frente a este epitope derivado de ovoalbumina. También se construyeron virus
que expresan epitopes de LCMV para vacunar contra este virus. Las reservas de VSV se produjeron a partir de
células HEK 293T y se purificaron por centrifugaciéon por gradiente de sacarosa. El titulo viral se determiné por
ensayo en placa en células Vero.

Péptidos. El péptido inmunodominante de DCT que se une a H-2Kb (DCT180-188, SVYDFFVWL; compartido por
DCT humana y murina) se sintetiz6 por sistemas PepScan (Lelystad, Los Paises Bajos). El epitope limitado por H-
2Kb de la proteina N de VSV (RGYVYQGL) y un péptido gpl00 murino que se une a Db (mgpl0025-33;
EGSRNQDWL) se compraron de Biomer Technologies (Hayward, CA).

Cirugia estereotactica. Para establecer tumores cerebrales, los ratones recibieron inyecciones intracraneales de
1x10° células B16-F10 en 2 pl de PBS. Los ratones se colocaron en una estereotaxia (Xymotech Biosystems Inc,
Quebec, Canada) y se hizo una incision en el cuero cabelludo para exponer el craneo bajo anestesia. Se colocé una
aguja montada en una jeringa de Hamilton de 10 ul (Hamilton Company, Reno, NV) sobre el hemisferio derecho del
cerebro, 2,25 mm lateral al bregma. Se perforé un pequefio agujero de trépano a través del craneo y el bisel de la
aguja se inserto6 en la parénquima cerebral a una profundidad de 3 mm. Las células se inyectaron durante un periodo
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de 1 minuto. La aguja se dej6 en el sitio durante 2 minutos antes de extraerla para minimizar el reflujo a lo largo del
tramo de inyeccion. La incisién del cuero cabelludo se cerrdé con grapas de acero inoxidable que se quitaron 7-10
dias después.

Tumores metastasicos de pulmén en ratones BalB/c. Se inocularon ratones BalB/c con 2x10° células CT26 en 200 pl
de PBS mediante inyeccion en la vena de la cola. Todos los ratones sin tratar llegaron al punto final en el plazo de
24 dias.

Protocolo de vacunacion. Se inmunizaron ratones anestesiados por inyeccion intramuscular (i.m.) de 1x10° ufp de
vector Ad en 100 pl de PBS (50 pl/tendén) o inyeccién de 2-10x10° ufp de VSV en 200 pl de PBS en la vena de la
cola (i.v.).

Titulacion viral en homogeneizados de tejido. Para medir la replicacion de virus intratumoral, se recogieron los
cerebros o pulmones 3 dias después de la inoculacion i.v. de vectores de VSV, se pesaron y se homogeneizaron
antes de la titulacion. Los titulos virales se cuantificaron por ensayo en placa en monocapas de Vero y se expresan
como unidades formadoras de placa (UFP) por gramo de tejido.

Anticuerpos. Se usaron los siguientes Ab monoclonales en ensayos de citometria de flujo: anti-CD16/CD32 (clon
2.4G2) para bloquear receptores de Fc, anti-CD3 (clon 145-2C11), anti-CD8 (clon 53-6.7) para detectar marcadores
de la superficie celular y anti-IFN-y (clon XMG1.2) para la tincién intracelular (todos los reactivos de BD Pharmingen,
San Diego, CA, EE.UU.).

Preparacion de linfocitos T y tincion intracelular. Para la recogida de CMSP (células mononucleares de sangre
periférica), se recogid sangre del seno peri-orbital y se lisaron los globulos rojos. Para el aislamiento de TIL
(linfocitos infiltrantes de tumor), se diseccionaron tumores del SNC de los cerebros, se pesaron, se trituraron y
posteriormente se incubaron a 37° 1 h en solucion salina tamponada de Hank que contenia 0,1 % de colagenasa
tipo I (Invitrogen Life Technologies) y DNasa (0,1 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Tras la digestion, las células
liberadas se filtraron a través de un tamiz de 70 uM y los TIL se purificaron usando el sistema EasySep CD90-PE
(STEMCELL Technologies, Vancouver, BC). Las células mononucleares de sangre y los TIL de los tumores
cerebrales se estimularon con péptidos (1 pg/ml) en presencia de brefeldina A (GolgiPlug, BD Pharmingen, 1 pg/ml
afnadido después de 1 h de incubacion). Después de 5 h de tiempo de incubacion total, las células se trataron con
anti-CD16/CD32 y se marcaron fluorescentemente marcadores superficiales mediante la adicion de Ab. Entonces,
las células se permeabilizaron y se fijaron con Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen) y se tifieron para citocinas
intracelulares. Los datos se adquirieron usando un citometro de flujo FACSCanto con el software FACSDiva 5.0.2
(BD Pharmingen) y se analizaron con el software FlowJo Mac Version 6.3.4 (Treestar).

Tincion de tetrameros y ensayo de incorporacion de BrdU. Los ratones inmunizados recibieron inyecciones i.p. de 1
mg de BrdU 24 h antes de la recogida. Los linfocitos de diferentes 6rganos se tifieron primero con tetramero
conjugado con APC H-2Kb/SVYDFFVW.L y a continuacion se tifieron para BrdU usando el kit de tincion de BrdU (BD
Pharmingen) segun las instrucciones del fabricante.

Tincion de tejido. Para la tincidn de secciones de cerebro en parafina, se fijd tejido durante la noche en 10 % de
formalina, se transfiri6 a 70 % de etanol, se incorpord en parafina y se seccion6 a un espesor de 5 um. Las
secciones se tifieron con hematoxilina y eosina (Sigma).

Analisis estadisticos. Se us6 GraphPad Prism version 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, EE.UU.) para todas las graficas y andlisis estadisticos. Las respuestas de linfocitos T se analizaron por la
prueba de la t de Student bilateral o ANOVA uni o bilateral. Las diferencias entre medias se consideraron
significativas a p<0,05. Se muestran barras de medias mas error estandar. Los datos de supervivencia se analizaron
usando el método de Kaplan-Meier y la prueba del orden logaritmico para la tendencia.

RESULTADOS
Impacto de la oncdlisis y la vacunacién tumoral en huéspedes sin tratamiento previo

Ratones C57BL/6 recibieron inyecciones intracraneales de 1x10° células B16-F10. Una semana después, los
ratones se trataron con inyecciones intravenosas de 1x10° ufp de VSV-GFP. La microscopia fluorescente revel6 que
los cerebros recogidos 3 dias después del tratamiento con VSV tenian evidencia de expresion intratumoral de GFP.
El examen macroscépico de cerebros recogidos en el dia 4 después de la infeccién reveld una gran reduccion en la
carga tumoral en cerebros tratados con VSV-GFP. Las secciones tratadas con hematoxilina y eosina de estos
cerebros también indicaron esta reduccién. Los estudios de supervivencia, como se muestran en la Fig. 1A, dejaron
de detectar supervivencia prolongada tras el tratamiento oncolitico con VSV-GFP (dos grupos de cinco ratones se
trataron como antes y se repitid 3 veces con resultados similares). Alternativamente, en el dia 5 después del injerto,
los ratones se trataron con una Unica dosis intramuscular de 1x10° UFP de Ad-hDCT o Ad-BHG. El andlisis
inmunolégico de sangre periférica se realizd en el dia 14 después de la vacunacion. El porcentaje de linfocitos T
CD8+ positivos para IFNy intracelular tras la estimulacién con el epitope dominante para DCT se muestra en la Fig.
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1B. Se recogieron los datos de supervivencia, que indican una extension significativa de la supervivencia en ratones
vacunados con Ad-hDCT como se muestra en la Fig. 1C. El experimento se repiti6 3 veces y se muestran datos
representativos. En otro experimento, en el dia 5 después del injerto, los ratones portadores de tumores B16
intracraneales se trataron con una dosis intravenosa tnica de 1x10° UFP de VSV-hDCT. El analisis inmunologico de
la sangre periférica se realizé en el dia 14 después de la administracion de VSV. El porcentaje de linfocitos T CD8+
positivos para IFNy intracelular tras la estimulacion con los epitopes dominantes para DCT y para la nucleocapside
del VSV se muestra en la Fig. 1D. Los estudios de supervivencia dejaron de detectar supervivencia prolongada tras
el tratamiento oncolitico con VSV-hDCT (dos grupos de cinco ratones, se repitié 3 veces con resultados similares)
como se muestra en la Fig. 1E.

Convertir la respuesta inmunitaria contra el virus oncolitico (OV) en una beneficiosa.

La linea de tiempo para un tratamiento de combinacion con Ad-hDCT y VSV-hDCT en la que los ratones portadores
de tumor se vacunan en el dia 5 después del injerto para generar una respuesta anti-DCT antes de la administracion
del virus oncolitico en el dia 19 se muestra en la Figura 2A. Se recogié sangre periférica 6 dias después del
tratamiento con VSV y se realiz6 ICS para IFNy en respuesta a los epitopes dominantes para DCT y para VSV-N.
Los ratones sin tratamiento previo presentaron una respuesta frente a VSV-hDCT que estuvo dominada por la
respuesta antiviral, mientras que los ratones vacunados presentaron una respuesta dominada por la respuesta anti-
DCT y una respuesta anti-VSV reducida (véase la Fig. 2B). La Fig. 2C muestra los datos de supervivencia reunidos
para tres experimentos independientes en los que los ratones se trataron con vector Ad vacio (Ad-BHG), Ad-hDCT
solo o Ad-hDCT, seguido de VSV-hDCT (n=19, n=18 y n=15 respectivamente), y claramente establece la elevada
supervivencia con la Gltima combinacion.

Caracteristicas inmunologicas del refuerzo inmunitario con virus oncolitico.

La comparacién de los nimeros de linfocitos T CD8+ IFNy+ especificos de DCT en la sangre periférica de ratones
C57BL/6 portadores de tumor (TB) y libres de tumor (TF) en el pico de la respuesta después del tratamiento con
VSV (TB n=7, TF n=5) se muestra en la Fig. 3A. Los datos reunidos que demuestran la correlacion entre la magnitud
de la respuesta anti-DCT en la sangre periférica y la supervivencia se muestran en la Fig. 3B. Los datos incluyen
ratones que se vacunaron con vector vacio (Ad-BHG, x), se vacunaron con Ad-hDCT (o) o se trataron con la
combinacién de Ad-hDCT + VSV-hDCT (+). Las lineas horizontales indican la respuesta media lograda en ratones
libres de tumor +/- EEM (lineas discontinuas). La mayoria de las respuestas asociadas a la supervivencia >45 dias
solo pueden lograrse en animales portadores de tumor que demostraron la importancia de uso de un virus oncolitico
como vector de refuerzo. Los ratones C57BL/6 vacunados con Ad-hDCT portadores de tumores B16-F10
intracraneales se trataron posteriormente con PBS, VSV-MT (sin transgén) o VSV-hDCT. Siete dias después se
recogieron los tumores y se enumeraron los linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) IFNy+ sensibles al péptido DCT180-
188 como se muestra en la Fig. 3C. Los linfocitos T CD8+ sensibles a gp100 se enumeraron por ICS para IFNy,
demostrando que la terapia de combinacion de animales portadores de tumor (TB) induce la diseminacion de
epitope (Fig. 3D).

Impacto de la vacunacion sobre la replicacion de OV.

Se inmunizaron i.m. ratones C57BL/6 libres de tumor (TF) o portadores de tumor B16-F10 (TB) con vectores Ad.
Catorce dias después del tratamiento Ad, los ratones se administraron con VSV-hDCT mediante inyeccion i.v. y los
cerebros se pesaron y se homogeneizaron 3 dias después de la inoculacién con VSV. Los titulos virales se
cuantificaron por ensayo en placa en monocapas de Vero y se expresan como UFP por gramo de tejido cerebral
(Figura 4A). Los pesos cerebrales se resumen en la Figura 4B. Los datos se reunieron de dos experimentos con 5
ratones por grupo.

Cinética de la replicacion de linfocitos T tras el tratamiento con VSV-hDCT.

Se inmunizaron ratones C57BL/6 libres de tumor con Ad-hDCT durante 14 dias antes de la inoculacion con VSV-
hDCT. Los ratones inmunizados recibieron inyecciones i.p. de 1 mg de BrdU 24 h antes de la recogida. Se
recogieron los tejidos cada 24 h para monitorizar la proliferacion de linfocitos T durante 7 dias. La proliferacion de
linfocitos T CD8+ especificos de antigeno en la sangre (Figura 5A), bazo (Figura 5B) y ganglios linfaticos cervicales
(Figura 5C) se determin6 por co-tincién con un anticuerpo para BrdU y tetramero H-2Kb/SVYDFFVWL. Cada
simbolo representa 5 ratones y el experimento se repitié dos veces con resultados similares.

Impacto de la vacunacion sobre la oncdlisis en un modelo metastasico de pulmoén.

Se inmunizaron i.m. ratones BalB/c con 10° UFP de Ad-hDCT 14 dias antes (intervalo largo) o el mismo dia
(intervalo corto) del injerto del tumor CT26 (2xlO5 células, inyeccion i.v.) como se muestra en la linea de tiempo (Fig.
6A). Catorce dias después de la inoculacion del tumor, los ratones se trataron con 2x10° UFP de VSV-hDCT o VSV-
GFP mediante inyeccion en la vena de la cola. Se recogieron los pulmones completos y se homogeneizaron 4 dias
después del tratamiento con VSV. Los titulos virales se cuantificaron por ensayo en placa en monocapas de Vero y
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se expresan como UFP por gramo de tejido (véanse las Figs. 6B y 6C, respectivamente). Se reunieron los datos de
dos experimentos con 5 ratones por grupo.

El elevado intervalo entre la sensibilizacién y el refuerzo mejora la magnitud de la respuesta.

Se inmunizaron inicialmente ratones C57BL/6 con una dosis i.m. de 10° UFP de Ad-hDCT. Catorce o 100 dias
después, los ratones se administraron con 10° UFP de VSV-hDCT mediante inyeccion en la vena de la cola. El
porcentaje (Figura 7A) o numero (Figura 7B) de linfocitos T CD8+ que secretan IFNy especificos de DCT en la
sangre se cuantificé por andlisis de FACS 7 dias después del tratamiento con VSV. Cada barra representa 5
ratones.

Vectores de vacuna oncolitica basados en Maraba

Se vacunaron ratones CS7/B6 potadores de tumores B16F10 intracraneales con Ad-BHG (vector vacio, control
negativo) o Ad hDCT (1xlO UFP IM). Un grupo recibio posteriormente una dosis intravenosa Unica de hDCT de
Maraba (2x10 UFP). Se realizé analisis inmunitario en linfocitos T de sangre periférica 5 dias después (tres barras
por tratamiento, la barra izquierda es IFNy+, la central es TNFa+ y la barra derecha es doble positivo en cada caso)
(Figura 8A) y se registraron los datos de supervivencia (Figura 8B).

Vacunacion con células dendriticas cargadas de antigeno

Se injertaron intravenosamente ratones C57/B6 con células B16F10. Los ratones se vacunaron con células
dendriticas cargadas de Ad-hDCT o hDCT (DC) solas o en combinacion con VSV-hDCT administrado
posteriormente |V. Se recogieron los datos de supervivencia, como muestra la Fig. 9A. Dos ratones tratados con la
combinacion de DC-hDCT+VSV-hDCT fueron supervivientes a largo plazo (se sacrificaron 100 dias después del
injerto, los pulmones estaban claros). Los grupos vacunados con Ad y el grupo vacunado con DC presentaron todos
mediana de la supervivencia significativamente mayor frente al grupo tratado con PBS, mientras que el grupo tratado
con DC-hDCT+VSV-hDCT de combinacién presento6 la mayor mediana de la supervivencia. (Figura 9B).

Vacunacioén con vector viral de la variolovacuna cargado con antigeno

Se trataron tumores de melanoma B16F10 subcutanea de dia 10 con PBS, hDCT de la variolovacuna doblemente
delecionada (ddVV-hDCT, 1x10°® UFP IT) sola o ddVV-hDCT, seguido cuatro dias después por VSV-hDCT (2x109
UFP V). Se proporcionan los volimenes tumorales (Fig. 10A) y los datos de supervivencia (Fig. 10B) e ilustran la
elevada respuesta a la terapia de combinacion.

Discusion

Se utilizdé un modelo de melanoma intracraneal (i.c.) agresivo B16 en un huésped |nmunocompetente usando
antigenos asociados a melanoma. En este modelo, ratones C57BL/6 se injertaron con 1x10° células B16-F10
mediante inyeccion i.c. y la mediana del tiempo de supervivencia tras la administracion tumoral fue 15 dias (datos
acumulados para controles no tratados, n=41). Para evaluar la eficacia del tratamiento con VSV, Ios ratones
portadores de tumores B16 de 5 dias de edad se trataron con una dosis intravenosa unica (i.v.) de 1x10° VSV-GFP.
El tumor se infect6 con VSV, produciendo una clara reduccién en los volimenes tumorales como era de esperar. Sin
embargo, este efecto fue transitorio y dejo de traducirse en un beneficio de supervivencia (Fig 1a).

En otro enfoque se probé el tratamiento de melanoma B16 i.c. mediante la vacunacion del tumor. Se |njertaron
ratones C57BL/6 con una dosis i.c. de 1x10° células B16 y éstos se trataron intramuscularmente (i.m.) con 1x10°
UFP de Ad-hDCT 5 dias después del injerto. La respuesta de linfocitos T CD8+ contra un epitope inmunodominante
DCT180-188 (idéntico entre ser humano y ratén) fue evidente en sangre periférica una semana después de la
vacunacion y alcanzé el punto maximo en el dia 12-14 (~3,5% de linfocitos T CD8+ IFN-y+, Fig. 1b). En
comparacioén con el tratamiento con VSV, la vacunaciéon con Ad-hDCT prolongé significativamente la supervivencia
(mediana del tiempo hasta la muerte 32 dias frente a 19 dias, P=0,0044) (Fig 1c), pero fue incapaz de curar ninguno
de los ratones. No se midieron linfocitos T especificos de DCT o proteccion en ratones inmunizados con un vector de
control Ad-BHG o PBS.

En otro enfoque, VSV se manipuld para expresar hDCT (VSV-hDCT) y se trataron ratones que tenian tumores B16-
F10 i.c. con el vector VSV-hDCT. Este vector indujo una pequefa respuesta de linfocitos T CD8+ anti-DCT (0,26 %,
Fig 1d) que fue 12 veces mas pequeiia que la provocada por Ad-hDCT (3,2 %, Fig. 1b). Sin embargo, se detect6 un
alto nivel de linfocitos T CD8+ contra un epitope de la nucleoproteina del VSV tras el tratamiento con VSV-hDCT
(14,0 %, Fig. 1d), sugiriendo que la respuesta antiviral dominé el desenlace inmunolégico. Similar a la observacion
con VSV-GFP (Fig. 1a), el tratamiento con VSV-hDCT no proporciond ningun beneficio a la supervivencia (Fig. 1e).
Asi, la potente respuesta inmunitaria antiviral provocada por el virus oncolitico no solo produce el impacto oncolitico
del vector por ser transitorio, sino que también domina los intentos por inducir directamente respuestas inmunitarias
contra el transgén del antigeno asociado a tumor (TAA).
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En otro enfoque se indujo una respuesta inmunitaria contra un antigeno de tumor definido, seguido de tratamiento
con un virus oncolitico que expresa el mismo antigeno. Los ratones C57BL/6 portadores de tumores B16 i.c. de 7
dias de edad se trataron por inyeccion i.m. de 1x10° UFP de tanto Ad-BHG como Ad-hDCT. Catorce dias después,
los ratones se administraron con una dosis i.v. Gnica de VSV-GFP o 1x10° UFP de VSV-hDCT (Fig. 2a). Como se
resumen en la Figura 2b, la inmunizacion con Ad-hDCT seguida de VSV-hDCT en ratones portadores de tumor
produjo que el 22 % de los linfocitos T CD8+ derivados de la sangre fueran especificos de DCT; 7 veces (en
comparacion con Fig. 1b) o 85 veces (en comparacion con Fig. 1d) superiores a cualquier tratamiento de vector solo.
Ademas, no solo esta combinacién potencié significativamente la respuesta inmunitaria a TAA, en realidad redujo la
magnitud de la respuesta de linfocitos T CD8+ anti-VSV en comparacién con la observada tras la exposicion de un
ratén sin tratamiento previo a este OV (del 14 % al 4,7 % de los linfocitos T CD8+ derivados de la sangre; Fig. 2b),
demostrando una inversion de la respuesta inmunitaria contra el virus oncolitico de la vacuna en el que la respuesta
antitumoral dominé ahora con respecto a la inmunidad antiviral. Y, lo que es mas importante, la terapia de
combinacién condujo a otra extension en la mediana de la supervivencia, es decir, un efecto sinérgico (mediana de
la supervivencia de 15 dias con Ad-BHG solo, mediana de la supervivencia de 30,5 dias con Ad-hDCT solo,
mediana de la supervivencia de 54 dias con tratamiento de combinacion) y el 20 % de los ratones tratados de este
modo presentaron cura duradera a largo plazo (Fig. 2c) tras solo una dosis de cada vector.

La magnitud de la respuesta de linfocitos T anti-DCT fue mayor en animales portadores de tumor que en animales
libres de tumor, demostrando la ventaja de uso de un OV replicante para administrar el transgén en presencia de un
tumor (Fig 3a). Ademas, la supervivencia se correlacion6 directamente con el nivel de linfocitos T CD8+ especificos
de DCT, donde la mayor extensiéon a la supervivencia solo se logr6 cuando la magnitud de esta respuesta
inmunitaria superé la que podria generarse en huéspedes libres de tumor (Fig. 3b). Asi, el maximo efecto terapéutico
estuvo mediado por la replicacion del vector de refuerzo oncolitico dentro del tumor. Ademas, la frecuencia de
linfocitos T CD8+ infiltrantes de tumor especificos para DCT fue significativamente mayor en animales tratados con
VSV-hDCT en comparacion con aquellos tratados con el virus de control VSV-MT, que indica que el tratamiento con
VSV-hDCT no solo produjo un aumento global en el nimero de linfocitos T CD8+ especificos de antigeno en la
periferia, sino que también potencid su reclutamiento en el tumor (Fig. 3c). De forma interesante, se detectdé una
respuesta de linfocitos T CD8+ contra GP100, otro TAA con el que los ratones no se vacunaron, proporcionando
evidencia de diseminacion de epitope probablemente resultante de la potenciada destruccién tumoral por tanto CTL
anti-DCT como la oncdlisis viral debido a que no se midié una respuesta anti-GP100 con ningun tratamiento solo
(Fig. 3d).

Aungue las observaciones descritas anteriormente sugieren que VSV-hDCT sigue siendo oncolitico en presencia de
respuesta inmunitaria contra el transgén de vector, se evalud el impacto de tal inmunidad preexistente sobre la
replicacién de VSV. Los ratones libres de tumor y los ratones portadores de tumores B16-F10 intracraneales se
trataron con Ad-hDCT o Ad-BHG. Catorce dias después, los ratones se administraron con una dosis i.v. de 1x10°
UFP de VSV-hDCT. Se recogieron los cerebros 42 h después de la administracién de VSV y se determinaron los
titulos virales. En ratones vacunados con vector vacio, tanto los cerebros libres de tumor como los portadores de
tumor presentaron abundante replicacion de VSV-hDCT, presentando los cerebros portadores de tumor un titulo viral
50 veces mayor (Fig 4a). Como la vacunacién con vector vacio no impidié el crecimiento tumoral, estos ratones
tuvieron una carga tumoral significativa (Fig 4b) y estuvieron muy cerca del punto final en el momento de la
eutanasia. En los ratones vacunados con Ad-hDCT, los titulos de VSV fueron mucho menores, sin embargo, los
cerebros portadores de tumor todavia presentaron un mayor titulo de VSV-hDCT (Fig 4a) aun cuando estos cerebros
tuvieron carga tumoral minima en este momento de tiempo (Fig 4b). Asi, VSV fue todavia capaz de infectar y
replicarse en este tumor residual, a pesar de la inmunidad preexistente al transgén de vector. Para determinar el
desfase temporal para la expansion de linfocitos T CD8+ especificos de DCT por VSV-hDCT, los ratones se
reforzaron con VSV-hDCT y recibieron BrdU 24 h antes de las recogidas de tejido que incluyeron bazos y ganglios
linfaticos. Los datos resumidos en la Figura 5 indican que la expansion de linfocitos T CD8+ no se detectd hasta el
dia 3 después del tratamiento con VSV-hDCT. Estos datos sugieren que el vector oncolitico de vacuna tuvo al
menos 3 dias para replicarse en presencia de la respuesta inmunitaria primaria contra el transgén de TAA antes de
la gran expansion en linfocitos T especificos de TAA observada después del tratamiento.

Como Ad-hDCT tuvo un gran impacto sobre la carga tumoral, fue dificil analizar cuantitativamente el impacto de una
respuesta inmunitaria preexistente contra un transgén sobre la replicacion viral en el modelo de B16. Por tanto, este
efecto se midi6 en un modelo de tumor diferente en el que la DCT no era un antigeno de tumor. Esto permitié una
comparacion en la que los ratones tenian cargas tumorales similares independientemente de la vacunacion y
también permitié flexibilidad con respecto al intervalo entre la vacunacion y la oncdlisis viral. Para este fin, se
selecciond un modelo metastasico de pulmén de carcinoma de colon CT26 en el que DCT era irrelevante. Los
ratones se inocularon i.v. con células CT26 y se vacunaron i.m. con Ad-hDCT el mismo dia. Catorce dias después,
los ratones recibieron 2x10® UFP de tanto VSV-hDCT como VSV-GFP mediante inyeccion i.v. Para medir la
replicacion viral, los ratones se sacrificaron 96 h después de la administracion de VSV y se recogieron los pulmones
y los cerebros para la determinacion de los titulos de VSV por ensayo en placa (Fig 6a). Se observé una reduccion
de aproximadamente 1,5 logaritmos de los titulos virales en tanto los pulmones como los cerebros de animales
tratados con VSV-hDCT, en comparacion con controles de VSV-GFP (Fig. 6b). De forma interesante, sin embargo,
hubo una reduccion mas pequefa en los titulos pulmonares de VSV-hDCT si los ratones se inmunizaron 14 dias
antes del injerto de CT26 (27 dias antes del tratamiento con VSV-hDCT) (Fig. 6c), sugiriendo que un elevado
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intervalo entre estos dos tratamientos puede minimizar posiblemente la compensacién en la oncélisis. También se
observé una reduccion significativa en los titulos de cerebro de VSV-DCT (Fig 6c¢), que demuestra que la vacunacién
anterior contra un transgén no estructural codificado por un virus oncolitico (OV) reduce la replicacion de OV en
tejidos normales y asi potencia el perfil de seguridad del OV.

La reduccién en la oncolisis puede minimizarse adicionalmente aumentando el intervalo entre la vacunacion y la
administracion de OV, ya que la frecuencia de efectores especificos de antigeno disminuye con el tiempo. Otro
beneficio de extender el intervalo entre la vacunacion y la oncdlisis viral puede demostrarse en animales libres de
tumor en los que la frecuencia media de linfocitos T CD8+ especificos para el epitope inmunodominante de DCT
alcanzé el 37 % (doble del nivel observado cuando se hace en el momento de tiempo de 14 dias) si VSV-hDCT se
administré 100 dias después de Ad-hDCT (Figura 7).

En vista de lo anterior, se demuestra una estrategia de tratamiento que usa eficazmente vacunacién tumoral para
modificar la respuesta inmunitaria contra un vector oncolitico viral manipulado de tal manera que se permite una
oncolisis viral transitoria que conduce directamente a una respuesta inmunitaria antitumoral masiva. El arreglar el
sistema de forma que la respuesta inmunitaria dominante frente al virus oncolitico también sea una respuesta
inmunitaria antitumoral funciona para extender el impacto del vector viral a través de esta reaccion inmunitaria. Asi,
la manipulacién de virus oncoliticos para expresar antigenos de tumor naturales puede inducir una débil respuesta
de linfocitos T contra el antigeno de tumor, pero esta respuesta esta completamente eclipsada por la respuesta
inmunitaria contra antigenos virales. Aunque la inmunizacién previa contra un transgén de vector oncolitico puede
parecer ser contraintuitiva ya que puede alterar la administracion o replicacion viral, los presentes resultados
demostraron que la vacuna oncolitica fue mas potente bajo estas circunstancias, ya que amplifico
espectacularmente la inmunidad antitumoral preexistente, mientras que retuvo la actividad oncolitica, conduciendo a
desenlaces clinicos significativamente mejorados. Sorprendentemente, la inmunidad preexistente no previno la
replicacién viral intratumoral y el gran beneficio inmunolégico de este enfoque hace de esto una compensacion
razonable. Aunque esta respuesta especifica de antigeno potenciada puede reducir adicionalmente la replicacion del
QV, los datos de ratones marcados con BrdU indicaron que hay al menos una ventana de 3 dias de oportunidad
para la oncdlisis viral. En realidad, se desea el reclutamiento de CTL en el tumor en ese punto y potencia la
eliminacion de tanto el virus como el tumor.

Un beneficio adicional de este enfoque es el potenciado perfil de seguridad presentado por el vector oncolitico de
vacuna. Los datos demuestran infeccion intracraneal por VSV tras la administracion intravenosa, sin embargo, los
titulos virales fueron menores en los cerebros de animales inmunizados y, lo mas impresionante, no hubo paralisis
de las extremidades traseras en ninguno de los ratones que habian sido vacunados contra el transgén viral adn
cuando se us6 VSV no mutante. Esta terapia de combinacion también se probd con un mutante de VSV inductor de
interferon que expresa hDCT y produjo supervivencia comparable en el modelo de B16 intracraneal (no mostrado),
que indica que este enfoque puede combinarse satisfactoriamente con otros medios de direccionamiento y
atenuacion virales.

El presente método de terapia de combinacion puede utilizar diversos métodos de generacién de una respuesta
inmunitaria al antigeno preexistente (viral, plasmido y celular), y también puede utilizar diversos vectores oncoliticos
de vacuna que incluyen VSV y Maraba.

Ejemplo 2

MATERIALES Y METODOS

Virus - Se construyeron vectores de VSV usando un genoma de plasmido portador de un gen M no mutante (pVSV-
XN) o un mutante de proteina M de serotipo Indiana (®M51-VSV) y se crearon subclonando fragmentos de PCR
entre los sitios Xhol y Nhel de los plasmidos pVSV-XN o pAMS5. VSV/SIINFEKL-Luc (VSV/SIIN) contiene una versién
modificada de luciferasa que lleva el epitope de clase | inmunodominante de OVA (SIINFEKL) marcado en el
extremo N. VSV/hDCT lleva un antigeno asociado a melanoma humano, dopacromo tautomerasa (DCT). VSV/GFP
aloja la proteina verde fluorescente y el virus de control, VSV/MT, no contiene transgén. Los vectores de VSV se
propagaron en cultivos de células 293T y se purificaron por centrifugacién en un gradiente de sacarosa. El virus de
la variolovacuna delecionado doble-hDCT (ddVV-hDCT) es una timidina cinasa recombinante y el virus de la
variolovacuna doble delecionado del factor de crecimiento de la variolovacuna se manipulé para expresar hDCT. La
variolovacuna se cultivé en células CV1.

Péptidos - Se sintetizaron el péptido inmunodominante de DCT que se une a H-2K" (DCT1s0-188, SVYDFFVWL;
compartido por DCT humana y murina) (Parkhurst et al, 1998) y un péptido de unién a K" de OVA (SIINFEKL) por
PepScan Systems (Lelystad, Los Paises Bajos).

Protocolo de vacunacién - Se inmunizaron ratones anestesiados por inyeccién i.m. de 1 x 10° ufp de vector Ad en

100 pl de PBS (50 pl/itendon) y seguido de inyeccion i.v. con 1-2 x 10° ufp de VSV en 200 pl de PBS en la vena de la
cola. El intervalo oscila de 8 a 233 dias.
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Anticuerpos - Se usaron los siguientes Ab monoclonales en ensayos de citometria de flujo: anti-CD16/CD32 (clon
2.4G2) para bloquear receptores de Fc, anti-CD3 (clon 145-2C11), anti-CD4 (clon RM4-5), anti-CD8 (clon 53-6.7)
para detectar marcadores de la superficie celular y anti-IFN-y (clon XMG1.2) y anti-TNF-a (clon MP6-XT22) para
tincién intracelular (todos los reactivos de BD Biosciences, San Diego, CA, EE.UU.). Se realizaron estudios de
inmunoagotamiento con los mAb GK1.5 (anti-CD4) y/o 2.43 (anti-CD8) de ATCC. Los mAb purificados (250 pg en
500 pl de solucion salina) se inyectaron i.p. separados dos dias y a continuacion dos veces a la semana a partir de
aqui a una dosis de mantenimiento de 200 pg por tratamiento. La eficiencia del agotamiento especifico de
subconjuntos de linfocitos fue >98 % como se mide por citometria de flujo.

Preparacion de linfocitos T y tincién intracelular - Se recogié sangre del seno peri-orbital y se lisaron los glébulos
rojos. Se incubaron los bazos y ganglios linfaticos en solucién salina tamponada de Hank (HBSS) con 0,05 mg/ml de
colagenasa tipo | (Invitrogen Life Technologies) a 37° durante 30 min y a continuacidon se presionaron entre
portaobjetos de microscopio para generar suspensiones de células individuales. Para el aislamiento de TIL, se
diseccionaron tumores del SNC de los cerebros de ratones perfundidos con PBS, luego se pesaron, se trituraron y
posteriormente se incubaron a 37° durante 45 min en HBSS que contenia 0,5 mg/ml de colagenasa tipo I, 0,2 mg/ml
de DNasa y 0,02 mg/ml de hialuronidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Tras la digestion, las células liberadas se
filtraron a través de un tamiz de 70 uM y los TIL se purificaron usando el sistema EasySep CD90-PE (STEMCELL
Technologies, Vancouver, BC). Las células mononucleares preparadas se estimularon con péptidos (1 pg/ml) en
presencia de brefeldina A (GolgiPlug, BD Pharmingen, 1 pg/ml afiadido después de 1 h de incubacién). Después de
5 h de tiempo de incubacién total, las células se trataron con anti-CD16/CD32 y se marcaron fluorescentemente
marcadores superficiales mediante la adicion de Ab. Entonces, las células se permeabilizaron y se fijaron con
Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen) y se tifieron para citocinas intracelulares. Los datos se adquirieron usando un
citometro de flujo FACSCanto con el software FACSDiva 5.0.2 (BD Pharmingen) y se analizaron con el software
FlowJo Mac Versién 6.3.4 (Treestar).

Aislamiento y cultivo de linfocitos B - Se aislaron linfocitos B esplénicos por seleccion negativa usando un kit MACS
(Miltenyi) para eliminar linfocitos B noO. Los linfocitos B se cultivaron en IMDM mas FCS y mulL2 durante 4 dias
antes de la infeccién con vectores Ad o de VSV a una MOI de 25 durante 2 horas antes del lavado y administracién
mediante la vena de la cola en ratones receptores.

RESULTADOS

Ratones C57BL/6 (n=5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones de 1x10° ufp de VSV-hDCT por diversas vias (i.m.: intramuscular, s.c.: subcutanea, i.p.: intraperitoneal,
i.n.: intranasal, i.v.: intravenosa) en el dia 14. Siete dias después, las respuestas de linfocitos T derivados de la
sangre al epitope inmunodominante del antigeno asociado a melanoma, dopacromo tautomerasa (DCT180-188), se
midieron por analisis de citometria de flujo de tincién intracelular de interferbn-gamma tras la re-estimulacion con el
péptido 9 (véase la Fig. 11).

Ratones C57BL/6 (n:5lggrupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-hDCT en el pico de la respuesta inmunitaria primaria, dia 14 (Figura 12a), o
antes del pico, dia 8 (Figura 12b) (Nota: El pico inducido por Ad es el dia 12-14). Siete dias después, las respuestas
de linfocitos T derivados de la sangre al epitope inmunodominante del antigeno asociado a melanoma, dopacromo
tautomerasa (DCT180-188), se midieron por analisis de citometria de flujo de tincidon intracelular de interferén-
gamma tras la re-estimulacion con el péptido. Esta estrategia funcioné en tanto escenarios libres de tumor (Figura
12a) como portadores de tumor (Figura 12b; en este caso, melanomas B16-F10 intracraneales, conocidos por ser
inmunosupresores).

Ratones C57BL/6 (n=5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10” ufp de VSV-hDCT o ddVV-hDCT en el dia 232. Las respuestas de linfocitos T derivados de
la sangre a los epitopes inmunodominante (SVY) (Figura 13a) y segundo mas dominante (VIT) (Figura 13b) del
antigeno asociado a melanoma, dopacromo tautomerasa, se midieron por analisis de citometria de flujo de tincién
intracelular de interferén-gamma tras la re-estimulacién con el péptido.

Ratones C57BL/6 (n:5/g7rup0) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-hDCT o VSV-deltaG-hDCT (una version del vector que conduce a una
infeccion no productiva; considerada extremadamente segura) en el dia 35. Las respuestas de linfocitos T derivados
de la sangre a los epitopes inmunodominante (SVY), segundo mas dominante (VIT) y tercer mas dominante (STF)
del antigeno asociado a melanoma, dopacromo tautomerasa, se midieron por analisis de citometria de flujo de
tincioén intracelular de interferon-gamma tras la re-estimulacién con el péptido (Fig. 14).

Ratones C57BL/6 (n=5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-hDCT en el dia 8. En los dias 8, 15, 22 y 29 después de Ad, las respuestas de
linfocitos T derivados de la sangre al epitope inmunodominante (SVY) del antigeno asociado a melanoma,
dopacromo tautomerasa, se midieron por analisis de citometria de flujo de tincién intracelular de interferon-gamma
tras la re-estimulacion con el péptido. Mas linfocitos T produjeron factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa (Figura 15a)
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(expresado como una relacion de células productoras de citocina doble con respecto a citocina individual) en
respuesta al refuerzo por VSV-hDCT en comparacion con Ad-hDCT solo, con o sin la presencia de melanomas de
cerebro B16-F10, o Ad + un vector de VSV de control (VSV-GFP). Ademas, cada linfocito T de ratones reforzados
con VSV-hDCT-produjo mas interferén-gamma (Figura 15b).

Ratones C57BL/6 (n= 5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-hDCT en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10” ufp de VSV-hDCT o ddVV-hDCT en el dia 232. Las respuestas de linfocitos T derivados de
la sangre a los epitopes inmunodominante (SVY) (Figura 16a, c) y segundo mas dominante (VIT) (Figura 16b, d) del
antigeno asociado a melanoma, dopacromo tautomerasa, se midieron por analisis de citometria de flujo de tincién
intracelular de interferébn-gamma tras la re-estimulacion con el péptido. Se evaluaron la cantidad de interferon (IFN)
gamma producida en una base por célula (Figura 16a, b) y la proporcién de células productoras de IFN-gamma que
también secretaron factor de necrosis tumoral (TNF) alfa (Figura 16c, d).

Ratones C57BL/6 (Figura 17a, b) o BALB/c (Figura l7c) (n=5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-
hDCT en el dia 0, seguido de inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-SIIN (Figura 14a) o VSV-hDCT (Figura 17b, c) o
VSV-DCT murina (VSV-mDCT) (Figura 17b) 17 dias (Figura 17a) o 35 dias después (Figura 17b, c). Cinco dias
después de VSV, las respuestas de linfocitos T derivados de la sangre a SIINFEKL (Figura 17a) o el antigeno
asociado a melanoma, dopacromo tautomerasa (Figura 17b, c¢), se midieron por analisis de citometria de flujo de
tincién intracelular de interferon-gamma tras la re-estimulacion con el péptido.

Ratones C57BL/6 (n= 5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-SIIN en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-SIIN en el dia 17. Diez dias después de Ad (12 respuesta) y cinco dias después
de VSV (22 respuesta), las respuestas de linfocitos T derivados de la sangre a SIINFEKL se midieron por tincion de
tetrdmeros. Los resultados muestran la frecuencia (Figura 18a), numero (Figura 18b) y aumento en veces en estas
respuestas.

Ratones C57BL/6 (n=5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-SIIN en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de VSV-SIIN en el dia 14. En los dias 10, 19, 51 y 233, las respuestas de linfocitos T
derivados de la sangre a SIINFEKL se midieron por tincién de tetrdmeros. La longevidad de la respuesta se muestra
en (Figura 19a). Se evalué la proporcion de células especificas de SIINFEKL de memoria efectora (definidas como
CD127+CD62L-) (Figura 19b) y de memoria central (CD127+CD62L+) (Figura 19c) en el dia 51.

Ratones C57BL/6 (n= 5/grupo) recibieron inyecciones i.m. de 1x10° ufp de Ad-SIIN en el dia 0, seguido de
inyecciones i.v. de 1x10° ufp de tanto wtVSV-hDCT como deltaM51 VSV-hDCT en el dia 14. Cinco dias después de
VSV, se midieron las respuestas de T derivados de la sangre por andlisis de citometria de flujo de tincion intracelular
de interferén-gamma tras la re-estimulacion con el péptido (Fig. 20).

Ratones C57/B6 se sensibilizaron con Ad-hDCT y a continuacién se reforzaron con una dosis intravenosa de tanto
VSV-hDCT como Maraba-hDCT 14 dias después. El andlisis inmunitario de las respuestas de linfocitos T CD8+ se
midié en sangre periférica. A una dosis equivalente, la respuesta inducida por la vacunaciéon con Maraba fue 3-8
veces tan grande como las respuestas inducidas por VSV frente al transgén (Fig. 21). En otro experimento, los
ratones C57/B6 tanto se sensibilizaron con Maraba- hDCT (2x10 UFP IV) como se sensibilizaron con Ad-hDCT
(1x10 UFP IM) y se reforzaron con Maraba-hDCT (2x10 UFP IV). Las respuestas inmunitarias se midieron en
sangre y bazo 5 dias después (tres barras por tratamiento, la barra izquierda es IFNy+, la central es TNFa+ y la
barra derecha es positivo doble en cada caso) como se muestra en la Fig. 22A. Maraba-hDCT administrado IV 9 o
12 dias después de la sensibilizacién con Ad (en el pico de la fase efectora inducida por Ad) puede todavia reforzar
respuestas inmunitarias (Fig. 22B). Maraba-hDCT y VSV-hDCT administrados intravenosamente refuerzan ambos
significativamente las respuestas inmunitarias en ratones BalB-C (ratones tratados como en A, las barras
representan IFNy+, TNFo+ y doble+ izquierda a derecha para cada tratamiento) como se muestra en la Fig. 22C.

Ratones C57/B6 se sensibilizaron con dosis variables de VSV y variolovacuna que expresa SIINFEKL-luciferasa
para sensibilizar una respuesta frente a este epitope de OVA (Fig. 23A) y posteriormente se reforzaron con VSV-
hDCT intravenosamente administrado. Se midieron las respuestas de linfocitos T especificas de SIINFEKL y se
muestran en la Fig. 23, que estan significativamente potenciadas por el posterior refuerzo de VSV.

Ratones C57/B6 se administraron con una dosis intravenosa tnica de 2x10° UFP de VSV-GFP y 24 horas después
los bazos se recogieron para andlisis de citometria de flujo. El 61,3 % de los esplenocitos voluminosos fueron
B220+CD19+, indicativo de linfocitos B. El 50,8 % de las células positivas para GFP son B220+CD19+ y se detectan
en la fraccién de linfocitos B.

Se vacunaron ratones C57-B6 no mutantes y -/- para linfocitos B con Ad-hDCT para sensibilizar una respuesta
inmunitaria anti-DCT como se mide por linfocitos T CD8+ especificos de DCT en la sangre (Fig. 24A). La respuesta
secundaria se midi6 tras la administracién intravenosa de VSV-hDCT. Los numeros de linfocitos T CD8+ IFNy+ como
se mide por tincién intracelular se indican +/- EEM. (Figura 24B) indic6 dependencia del refuerzo de linfocitos B.

Se transfirieron adoptivamente linfocitos B de ratones no mutantes y/o suero inmune a ratones deficientes en
linfocitos B. Los linfocitos B se midieron como un porcentaje de linfocito de sangre periférica en 1) control no mutante
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2) B-/- mas VSV 3) B-/- mas VSV mas suero 4) B-/- mas linfocitos B VSV y 5) B-/- mas linfocitos B mas suero mas
VSV como se muestra en la Fig. 25A. Se midieron las respuestas de linfocitos T anti-DCT en ratones deficientes en
linfocitos B reconstituidos tras el refuerzo con VSV. Los nimeros de linfocitos T CD8+ IFNy+ se indican +/- EEM.
Carriles: 1) B-/- mas VSV 2) B-/- mas VSV mas suero 3) B-/- mas linfocitos B VSV y 4) B-/- mas linfocitos B mas
suero mas VSV (Figura 25B) que muestran respuestas potenciadas en linfocitos B.

Se inyectd VSV-SIIN (2><109 ufp) intravenosamente en un ratén C57/B6, y 24 horas después, se recogieron los
bazos y se purificaron células CD19 positivas de esplenacitos totales. Las células CD19+ se co-cultivaron con una
linea celular de DKL. Activacion de linfocitos T cocultivados con células CD19+ de rat6n inmunizado con VSV-SIIN,
células CD19- de ratén inmunizado con VSV-SIIN, células CD19+ de raton inmunizado con VSV-SIIN co-cultivado
con DKL en presencia del péptido SIIN (control positivo) y control negativo. Los resultados muestran que los
linfocitos B infectados con el virus pueden estimular al linfocito T para producir IFN-y.

Se aislaron linfocitos B esplénicos de ratones C57/B6 y se cultivaron en mulL2 durante 4 dias y a continuacion se
cargaron con tanto VSV-SIINFEKL/luciferasa como Ad-SIINFEKL/Iuciferasa (infeccion de 2 horas, se lavaron y se
recogieron). Estos linfocitos B cargados se administraron 1V a receptores sin tratamiento previo o sensibilizados. Las
respuestas de linfocitos T se midieron 5 dias después. Los linfocitos T de ratones sensibilizados con variolovacuna-
SIINFEKL/luciferasa mostraron respuesta al péptido SIINFEKL. Los linfocitos T de ratones sensibilizados con
linfocitos B cargados con VSV-SIINFEKL/luciferasa mostraron respuesta al péptido SIINFEKL. Los linfocitos T de
ratones sensibilizados con linfocitos B cargados con vAd-SIINFEKL/luciferasa mostraron una respuesta minima al
péptido SIINFEKL. Los linfocitos T de ratones sensibilizados con variolovacuna-SIIIVFEKL/luciferasa y luego
reforzados con linfocitos B cargados con VSV-SIINFEKL/luciferasa mostraron respuesta al péptido SIINFEKL. Los
linfocitos T de ratones sensibilizados con variolovacuna-SIINFEKL/luciferasa y luego reforzados con linfocitos B
cargados con Ad-SIINFEKL/luciferasa mostraron respuesta al péptido SIINFEKL (TNFa eje Y, IFNy eje X en cada
caso).

Discusioén

Los ratones se inmunizaron con adenovirus mediante inyeccion intramuscular durante 14 dias. Se administré una
dosis Unica de VSV recombinante a ratones como la porciéon de refuerzo de una pauta de vacunacién por
sensibilizacidn-refuerzo por cualquier de las vias intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intranasal o intravenosa.
Las respuestas de linfocitos T especificas de antigeno se midieron 7 dias después y se observd que hubo una
respuesta de linfocitos T significativamente mayor cuando VSV se administré intravenosamente (véase la Fig. 11).

El momento exacto del refuerzo de la respuesta inmunitaria provocado por VSV se prob6 en este modelo de
vacunacion por sensibilizacion-refuerzo. El refuerzo se administré intravenosamente en el pico de la respuesta
inmunitaria primaria (dia 14) o en el dia 8, precediendo al pico (durante la fase efectora). Las respuestas de linfocitos
T medidas 7 dias después revelaron que el refuerzo de VSV fue capaz de reforzar la respuesta inmunitaria en y
antes del pico de la respuesta inmunitaria primaria. Esto se demostré en tanto ratones libres de tumor como
portadores de tumor y, por tanto, entornos inmunosupresores (véase la Fig. 12). Es notable que el refuerzo fue
eficaz durante la fase efectora. Generalmente, los linfocitos T efectores menguan antes de que funcione un vector de
refuerzo tal.

La capacidad de refuerzo inmunitario de VSV se compar6 con un virus de la variolovacuna de control. El refuerzo se
realiz6 232 dias tras la sensibilizacion inicial (este intervalo prolongado permite dosis 100 veces menores de VSV
para lograr el mismo nivel de refuerzo de linfocitos T como se demuestra anteriormente) y se probé la respuesta de
linfocitos T a 2 péptidos especificos de antigeno diferentes. Se encontré que la capacidad de refuerzo del VSV,
como se mide por las respuestas de linfocitos T derivados de la sangre, era sustancialmente mejor que la del virus
de la variolovacuna para ambos péptidos de antigeno probados (véase la Fig. 13).

Se probd una versién mutante de VSV que puede replicar su genoma y expresar genes dentro de células que son
inicialmente infectadas, pero es incapaz de producir progenie infecciosa, para su capacidad para reforzar la
respuesta inmunitaria. Las respuestas de linfocitos T derivados de la sangre a 3 epitopes dominantes del antigeno
usado en el protocolo de inmunizacion-refuerzo indicaron que el VSV mutante reforzé la respuesta inmunitaria tan
eficazmente como la versiébn no mutante (véase la Fig. 14). Esto indica que puede usarse una versién mas segura
del virus que no puede diseminarse para reforzar una respuesta inmunitaria.

Se evaluo la calidad de linfocitos T provocados reforzando con VSV, como se mide por la producciéon de multiples
citocinas, ademas de la cantidad de produccion de citocinas por célula, para el refuerzo de VSV. La calidad se
comparé con los linfocitos T provocados por una sensibilizacion-vacunaciéon sola o un refuerzo con un vector de
control de VSV (sin transgén de Ag insertado). Los linfocitos T generados por el refuerzo de VSV especifico de
antigeno produjeron multiples citocinas y una mayor cantidad de interferon-gamma (véase Fig. 15). La calidad de los
linfocitos T provocados por el refuerzo de VSV que contiene antigeno se comparé adicionalmente con un refuerzo de
virus de la variolovacuna. De nuevo, los linfocitos T de la poblacién de refuerzo de VSV produjeron una mayor
cantidad de interferén gamma y también secretaron mayores cantidades de factor de necrosis tumoral alfa (véase la
Fig. 16).
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Se probaron dos cepas de ratén diferentes con la pauta de VSV de sensibilizacion-refuerzo, ya que fueron dos
antigenos diferentes. En todos los escenarios, se observd el masivo refuerzo inmunitario tras la administracion de
VSV (véase la Fig. 17).

Se probd el requisito para linfocitos T cooperadores CD4+ en el refuerzo inmunitario mediado por VSV. Se
examinaron respuestas de linfocitos T tras el refuerzo tanto con como sin agotamiento de células CD4. El
agotamiento tuvo un impacto sobre la respuesta inmunitaria primaria, pero no sobre la respuesta secundaria como
se mide por el porcentaje, nimero y aumento en veces en linfocitos T CD8+ (véase la Fig. 18). El método de
sensibilizacion-refuerzo con VSV mantiene la promesa de tratar pacientes inmunocomprometidos tales como
aquellos afectados con SIDA/infeccién por el VIH.

La durabilidad de la respuesta inmunitaria reforzada se probé 10, 19, 51 y 233 dias tras el refuerzo. La respuesta de
linfocitos T medida en estos momentos de tiempo indica que la respuesta inmunitaria se mantuvo a largo plazo. Una
evaluacion de la proporcion de células de memoria efectora y de memoria central en el dia 51 indica que hubo una
conversion de una mayor proporcién de células efectoras en fenotipo de memoria en comparacién con una
respuesta sensibilizada sola (véase la Fig. 19). Ya no se necesitan células efectoras una vez se ha eliminado el
antigeno. Un mayor conjunto de células de memoria en este momento, especialmente células de memoria central,
garantizara un mejor re-expansion cuando se encuentren con el antigeno de nuevo.

Un vector de VSV que lleva una mutacion deltaM51 en la proteina de la matriz que lo incapacita para bloquear la
produccioén de interferon, y denominado asi un mutante inductor de interferén, puede usarse para generar un efecto
de refuerzo similar. Se sensibilizaron ratones con Ad-hDCT con un refuerzo posterior de tanto VSV-hDCT no
mutante (WtVSV-hDCT) como deltaM51 VSV-hDCT (dM51VSV-hDCT) y se midieron linfocitos T especificos de DCT
en la sangre (véase Figura 20). El vector de deltaM51VSV se atenla por induccién por interferén in vivo y asi es
tanto un vector mas seguro como tiene asociadas propiedades oncoliticas. Esto demuestra que pueden utilizarse
diversos medios para atenuar VSV, mientras que se retiene la capacidad para reforzar respuestas inmunitarias tras
la administracion intravenosa.

Las vacunas con vector de VSV son agentes de refuerzo particularmente potentes cuando se administran
intravenosamente. Las caracteristicas Unicas y notables de este enfoque incluyen la magnitud de respuesta,
durabilidad de la memoria, via de administracion preferida, independencia de linfocitos T CD4, capacidad para
reforzar la respuesta inmunitaria temprana (durante la fase efectora), capacidad para provocar una calidad de
linfocitos T superior, refuerzo de respuestas a epitopes subdominantes y la adaptabilidad a vectores atenuados mas
seguros. Se desvela que esta estrategia puede aplicarse a cualquier antigeno deseado que incluye, por ejemplo,
antigenos extrafios derivados de patdgenos, ademas de autoantigenos, antigenos oncofetales y neoantigenos que
se dirigen a tumores. El refuerzo puede usarse conjuntamente con cualquier estrategia de sensibilizacion para
reforzar respuestas de linfocitos T y de anticuerpos para tanto vacunacion profilactica como terapéutica. Ademas,
pueden usarse otros miembros de las familias de vesiculovirus o rabdovirales en lugar de VSV como vector de
refuerzo. También pueden usarse diversas versiones no replicantes o mutantes de estos virus de refuerzo como
vectores de refuerzo.

La capacidad de refuerzo de vectores de VSV intravenosamente administrados es dependiente de linfocitos B. El
VSV administrado IV infecta linfocitos B en el bazo. Cuando estas células se aislan tras la administracion de VSV, se
muestra que presentan antigeno de transgén a linfocitos T especificos ex vivo. Los linfocitos B cargados con una
vacuna de VSV ex vivo es una plataforma de vacunacion superior para vacunar tanto animales sin tratamiento previo
como sensibilizados. También pueden usarse otros virus con un tropismo de linfocitos B para lograr estos efectos.

El documento del estado de la técnica Rose, NF et al., J. of Virology, The American Society of Microbiology, US, vol.
74, no. 23, 2000-12-01, paginas 10903-10910, describe que los vectores de vacuna de VSV modificados con la
glucoproteina G permiten el refuerzo eficaz y la generacion de anticuerpos neutralizantes a una cepa aislada del VIH
primaria. El documento Diaz RM et al., Cancer Reseach, 2007, 67:2840-2828, se refiere a inmunoterapia oncolitica
para melanoma usando VSV.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector oncolitico rabdoviral replicante para su uso en el tratamiento de cancer en un mamifero, en el que dicho
vector expresa un antigeno de tumor al que el mamifero tiene una inmunidad preexistente y dicho vector se
administra intravenosamente al mamifero.

2. El vector oncolitico para su uso segun la reivindicacién 1, en el que el antigeno de tumor es un antigeno asociado
a tumor.

3. El vector oncolitico para su uso segun la reivindicaciéon 1, en el que el antigeno de tumor esta seleccionado del
grupo que consiste en un antigeno oncofetal, una glucoproteina superficial, un marcador de la superficie celular, un
antigeno asociado a melanoma, antigeno de cancer de testiculos, un oncogén, un oncogén viral, dopacromo
tautomerasa (DCT), GP100, MART1, alfa-fetoproteina (AFP) y antigeno carcinoembrionario (CEA).

4. El vector oncolitico para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el vector oncolitico es un rabdovirus
seleccionado del grupo que consiste en vesiculovirus tales como virus de la estomatitis vesicular y virus de Maraba,
Ephemerovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus y Lyssavirus.

5. El vector oncolitico para su uso segun la reivindicacién 1, en el que el mamifero se ha vacunado con el antigeno
de tumor para generar la inmunidad preexistente al antigeno antes de la administracion del vector oncolitico.

6. Un kit para su uso como se define en la reivindicacion 1, que comprende un antigeno de tumor, o un vector que
expresa un antigeno de tumor, en una cantidad adecuada para inducir una respuesta inmunitaria en un mamifero, y
un vector rabdoviral oncolitico replicante que expresa el antigeno de tumor en una cantidad adecuada para potenciar
la respuesta inmunitaria, en el que el vector oncolitico estd en una forma adecuada para administracién intravenosa.
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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