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DESCRIPCION

Particula viral liberada después de la infeccion de células de mamifero por citomegalovirus humano (HCMV) que
contiene una proteina de fusién y uso de la misma

La presente invencién se refiere a una particula viral liberada después de la infeccién de células de mamifero por
citomegalovirus humano (HCMV), donde

a) la particula esta rodeada por una membrana lipidica en la que estan enclavadas las glicoproteinas virales,
b) la particula no contiene ni DNA viral ni capsides; y
c) la particula contiene una proteina de fusion que comprende una o mas partes del antigeno pp65 de células

T y al menos un péptido heterdlogo;

a la particula viral para el uso en un método para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad y al uso de dicha
particula viral o de una pluralidad de dichas particulas virales.

La infeccién con el citomegalovirus humano (HCMV) es una causa importante de enfermedad en pacientes después
del trasplante de 6rganos sélidos o de células madre hematopoyéticas [1-9]. Ademas, la transmision del virus
durante el embarazo es una de las causas mas frecuentes de secuelas duraderas en el recién nacido en el
hemisferio occidental [10;11]. El desarrollo de una vacuna frente a HCMV ha sido, por tanto, identificado como un
objetivo de alta prioridad [12].

Un objetivo de dicha vacuna seria prevenir la infeccion en la madre o, al menos, la trasmisiéon a través de la
placenta. La inducciéon de anticuerpos neutralizantes se considera esencial para lograr esto. En contraste, se
considera que las respuestas celulares, particularmente mediadas por las células T CD8, proporcionan proteccion
contra la reactivacion y el control de la infeccién en los receptores de trasplantes [13-15]. Para mejorar las
consecuencias de la reactivacion viral de HCMV en el periodo post-transplante, seria deseable la vacunacion
terapéutica de los receptores de transplantes, que se dirige a la respuesta de los linfocitos, posiblemente combinada
con la transferencia de células T adoptivas [16].

A pesar de los enfoques prometedores para el desarrollo de una vacuna contra el HCMV, no hay, sin embargo,
todavia una formulacién disponible con licencia [10;17-19]. De los numerosos estudios relacionados con los
inmunoefectores que permiten la proteccion, parece evidente que una vacuna ideal frente a HCMV induciria tanto
anticuerpos neutralizantes antivirales como linfocitos T [10;17;18;38]. Hay, sin embargo, preocupacion de si alguna
vez podra crearse una vacuna tan universal contra el HCMV . Un estudio clinico reciente mostré que los replicones
del alfavirus que expresan proteinas de HCMV eran bien tolerados e inducian respuestas celulares y humorales
sostenidas [19]. Otro estudio empled gB purificado como vacuna y proporcioné resultados alentadores, ya que
podian inducirse niveles significativos de anticuerpos neutralizantes de HCMV [18]. Estas vacunas son
prometedoras para ser utilizadas para la prevencion de la infecciéon congénita por HCMV.

En estudios previos en ratones, los llamados cuerpos densos, que también se denominan en la presente memoria
como DB, demostraron ser sorprendentemente inmunogénicos [20]. Tal como se entiende generalmente en la
técnica y también como se usa en este documente un cuerpo denso es una particula viral liberada después de la
infeccion de las células de mamifero por citomegalovirus humano (HCMV), donde

a) la particula esta rodeada por una membrana lipidica en la que estan enclavadas las glicoproteinas virales,
b) la particula no contiene ni DNA viral ni capsides.

Preferiblemente dicho cuerpo denso también contiene una proteina de fusién que comprende una o mas partes del
antigeno pp65 de las células T y al menos un péptido heterélogo. Los cuerpos densos y su preparacion estan
también descritos en el documento de solicitud de patente internacional WO 00/53729.

En vista de su sorprendente inmunogenicidad, se hicieron esfuerzos para desarrollar DB como una vacuna contra
HCMV. Experimentos recientes han demostrado que es posible modificar el contenido antigénico del los DB [21;22].
Esto se logréo mediante la expresion de una proteina de fusién que consiste en el componente mayoritario del DB
pp65 y un péptido heterdlogo de la proteina viral IE1 presentado por moléculas MHC de clase | en HCMV
recombinante. Esto dio como resultado la formacién de un DB recombinante (recDB) en fibroblastos prepuciales
humanos infectados (HFF). Los recDB que contienen la proteina de fusién se liberaron de los HFF infectados [21].
La aplicacién de estas particulas a ratones HHD transgénicos para HLA-A2 indujo la respuesta de los linfocitos T
CD8+, que fueron detectados tras la estimulacion con el péptido in vitro de células T aisladas [22]. Sin embargo,
células T especificas de HCMV no pudieron ser inmediatamente detectadas cuando las fracciones de células T
CD8+ se analizaron directamente ex-vivo con el analisis Elispot. Esto indicd que, aun siendo en principio adecuadas
para aplicacién terapedutica, el cebado no fue tan prominente como se deseaba con estas particulas. Ademas de
eso, el rendimiento de estos recDB de los cultivos de HFF infectados fue bajo.
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Por tanto, el problema fundamental de la presente invencion fue proporcionar un cuerpo denso viral que es
adecuado como vacuna, donde el cuerpo denso viral contiene una proteina de fusién que comprende una o mas
partes del antigeno pp65 de células T y al menos un péptido heterélogo y donde preferiblemente la vacuna es capaz
de suscitar una respuesta inmunitaria a al menos un péptido heterélogo.

Un problema adicional subyacente de la presente invencion fue proporcionar un cuerpo denso viral, donde el cuerpo
denso viral contiene una proteina de fusién que comprende una o mas partes del antigeno pp65 de las células T y al
menos un péptido heterélogo y donde preferiblemente el cuerpo denso es capaz de inducir la formacién de
anticuerpos neutralizantes y/o una respuesta de los linfocitos T CD8+.

Otro problema adicional subyacente de la presente invencion fue proporcionar un cuerpo denso viral, donde el
cuerpo denso viral contiene una proteina de fusion que comprende una o mas partes del antigeno pp65 de las
células Ty al menos un péptido heterdlogo y donde el cuerpo denso se puede preparar con elevados rendimientos.

Estos y otros problemas son resueltos por la materia objeto de las reivindicaciones independientes adjuntas. Pueden
extraerse realizaciones preferidas a partir de las reivindicaciones dependientes también adjuntas.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencidon se resuelve en un primer aspecto, que es
también la primera realizacion del primer aspecto, por una particula viral liberada después de la infeccion de las
células de mamifero por el citomegalovirus humano (HCMV), donde la particula viral es un cuerpo denso, donde

a) la particula esta rodeada por una membrana lipidica en la que las glicoproteinas virales estan enclavadas,
b) la particula no contiene ni DNA viral ni capsides; y
c) la particula contiene una proteina de fusién que comprende una o mas partes del antigeno pp65 de las

células Ty al menos un péptido heterdélogo antigénico,

y donde el al menos un péptido heterélogo esta insertado en la posicion del aminoacido W175 o A535 de la
secuencia de aminoacidos del antigeno pp65 de las células T de SEQ ID NO: 1.

En una segunda realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la primera realizacion del primer
aspecto, al menos un péptido heterélogo antigénico esta insertado en la posicion W175 del aminoacido de la
secuencia de aminoacidos del antigeno pp65 de las células T.

En una tercera realizacién del primer aspecto que es también una realizacion de la primera y la segunda realizacion
del primer aspecto, la secuencia de aminoacidos del antigeno pp65 de las células T comprende una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

En una cuarta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda y la tercera
realizacion del primer aspecto, la particula es altamente antigénica.

En una quinta realizacion del primer aspecto que es también una realizacion de la primera, la segunda, la tercera y
la cuarta realizacion del primer aspecto, la particula es capaz de inducir la formaciéon de anticuerpos neutralizantes.

En una sexta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la primera, la segunda, la tercera, la
cuarta y la quinta realizacion del primer aspecto, la particula es capaz de inducir una respuesta de los linfocitos T
CcD8".

En una séptima realizacion del primer aspecto que es también una realizacion de la primera, la segunda, la tercera,
la cuarta, la quinta y la sexta realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido heterélogo antigénico es un
antigeno presentado por el MHC de clase .

En una octava realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la primera, la segunda, la tercera,
la cuarta, la quinta, la sexta y la séptima realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido heterélogo antigénico
comprende o esta formado de una o mas partes de una o mas proteinas que es o son diferentes del pp65.

En una novena realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la tercera,
la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima y la octava realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido heterdlogo
antigénico comprende o es una o mas partes de una glicoproteina del HCMV.

En una décima realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la tercera,
la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava y la novena realizacién del primer aspecto, el al menos un péptido
heterélogo antigénico comprende o es una o mas partes de la glicoproteina gB del HCMV.

En una undécima realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava y la novena realizacion del primer aspecto, el al menos un
péptido heterélogo antigénico comprende o es una o mas partes de la glicoproteina gH del HMCV.
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En una duodécima realizacion del primer aspecto, que es también una realizaciéon de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava y la novena realizacion del primer aspecto, el al menos un
péptido heterélogo antigénico comprende o consiste en al menos dos glicoproteinas del HCMV que son variantes de
una glicoproteina en particular de diferentes cepas de HCMV.

En una decimotercera realizacion del primer aspecto, que es también una realizaciéon de la duodécima realizacion
del primer aspecto, una al menos de las dos variantes de la glicoproteina en particular es la variante de la cepa
Towne del HCMV y la otra de las al menos dos variantes de la glicoproteina en particular es la variante de la cepa
Ad169 del HCMV.

En una decimocuarta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la duodécima y la
decimotercera realizacion del primer aspecto, la glicoproteina es la proteina gB del HCMV.

En una decimoquinta realizacién del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima y la octava realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido
heterélogo antigénico comprende o es una o mas partes de la proteina IE1 del HCMV.

En una décimosexta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima y la octava realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido
heterdélogo antigénico comprende o es una o mas partes de una glicoproteina del HCMV y una o mas partes de la
proteina IE1 del HCMV.

En una decimoséptima realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima y la octava realizacion del primer aspecto, el al menos un péptido
heterdlogo antigénico es una o mas partes de una proteina que es parte de un patégeno humano distinto del HCMV.

En una decimoctava realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la decimoséptima realizacion
del primer aspecto, la proteina que es parte de un patégeno humano distinto del HCMV, es una proteina frente a la
cual se forman linfocitos T citotdxicos en seres humanos tras la infeccidon natural de seres humanos con el patégeno
humano distinto del HCMV.

En una decimonovena realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la decimoctava realizacion
del primer aspecto, el patdgeno humano distinto del HCMV es un patégeno humano seleccionado del grupo que
comprende el HIV-1, HBV, HCV vy el virus de la gripe.

En una vigésima realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la primera, la segunda, la tercera,
la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la duodécima, la
decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava y la
decimonovena realizacion del primer aspecto, la proteina de fusién es una proteina de fusién que comprende un
antigeno pp65 de longitud completa de células T y al menos un péptido heterélogo antigénico.

En una vigesimoprimera realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la duodécima, la
decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava, la
decimonovena y la vigésima realizacion del primer aspecto, la particula viral, o un pluralidad de dicha particula, es
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad.

En una vigesimosegunda realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda,
la tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la duodécima, la
decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava, la
decimonovena y la vigésima realizacion del primer aspecto, la particula viral, o una pluralidad de dicha particula, es
para la utilizacion en un método para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad.

En una vigesimotercera realizacion del primer aspecto, que es también una realizaciéon de la vigesimoprimera y la
vigesimosegunda realizacion del primer aspecto, la enfermedad es una enfermedad que puede ser tratada y/o
prevenida mediante la formacion de anticuerpos neutralizantes frente el al menos un péptido heterdlogo antigénico o
un derivado del mismo, o mediante la inducciéon de una respuesta de los linfocitos T CD8" frente al al menos un
péptido heterélogo antigénico o un derivado del mismo.

En una vigesimocuarta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la primera, la segunda, la
tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la duodécima, la
decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava, la
decimonovena y la vigésima realizacion del primer aspecto, la particula viral, o un pluralidad de dicha particula, es
para la fabricaciéon de una vacuna.

En una vigesimoquinta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la vigesimocuarta
realizacion del primer aspecto, la vacuna es para el tratamiento y/o prevencion de la infeccion por HCMV.
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En una vigesimosexta realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la vigesimocuarta
realizacion del primer aspecto, la vacuna es para el tratamiento y/o prevencion de los efectos secundarios de un
trasplante.

En una vigesimoséptima realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la vigesimosexta
realizacion del primer aspecto, el transplante es el transplante de un dérgano solido o de células madre
hematopoyéticas.

En una vigesimoctava realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la vigesimosexta y
vigesimoséptima realizacion del primer aspecto, el efecto secundario es causado por o se acompafia de una
infeccion por HCMV.

El problema fundamental de la presente invenciéon se resuelve en un segundo aspecto que es también la primera
realizacion del segundo aspecto, mediante el uso de una particula viral de acuerdo con cualquiera de la primera, la
segunda, la tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la
duodécima, la decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava,
la decimonovena y la vigésima realizacion del primer aspecto para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencion de una enfermedad o efectos secundarios, en donde la enfermedad o los efectos
secundarios es una enfermedad o son unos efectos secundarios como se define en cada una y cualquiera de las
realizaciones precedentes y en cada uno y cualquier aspecto.

El problema fundamental de la presente invencidén se resuelve en un tercer aspecto que es también la primera
realizacion del tercer aspecto, mediante el uso de una particula viral de acuerdo con cualquiera de la primera, la
segunda, la tercera, la cuarta, la quinta, la sexta, la séptima, la octava, la novena, la décima, la undécima, la
duodécima, la decimotercera, la decimocuarta, la decimoquinta, la decimosexta, la decimoséptima, la decimoctava,
la decimonovena y la vigésima realizacion del primer aspecto para la fabricacion de una vacuna para el tratamiento
y/o prevencion de una enfermedad o efectos secundarios, en donde la enfermedad o los efectos secundarios es una
enfermedad o son unos efectos secundarios como se define en cada una y cualquiera de las realizaciones
precedentes y en cada uno y cualquier aspecto.

Basandose en la idea de que el sitio de insercidon para secuencias de péptidos heterdlogos en pp65 era critico para
la eficiencia de la subsiguiente formacion de DB, los presentes inventores han encontrado asombrosamente que la
proteina de fusién que esta contenida en las particulas virales de la invencion y que comprende una o mas partes
del antigeno pp65 de las células T y al menos un péptido heterdlogo, confiere caracteristicas ventajosas a los DB si
el péptido heterdlogo esta insertado en la posiciéon de aminoacido W175 o en la posicion de aminoacido A 534 de la
secuencia de aminoacidos en pp65. Las caracteristicas ventajosas de estas proteinas de fusion comprenden la
induccion de los anticuerpos neutralizantes frente al péptido heterdlogo, la induccidon de una respuesta de los
linfocitos T CD8" frente al péptido heterdlogo y la produccion de dichos DB con un alto rendimiento. Por otra parte,
estos dos loci en pp65 permitieron la formacion y la liberacion eficiente de los DB que contienen dichas proteinas de
fusién. La respuesta de los linfocitos T CD8" observada para estas dos proteinas de fusién cebaron las respuestas
de las células T CD8", que son facilmente detectables mediante el analisis Elispot in vivo de fracciones de células T
CDs.

El antigeno pp65 de las células T, que también esta referido en la técnica como UL 83, ha sido descrito por Pande,
H. y colaboradores (Pande, H, Lee, T.D., Churchill, M.A. and Zaia, J.A, “Structural analysis of a 64-kDa major
structural protein of human cytomegalovirus (Towne): identification of a phosphorylation site and comparison to pp65
of HCMV (AD169); Virology 178 (1), 6-14 (1990)).

Poco se sabe sobre la funcién del pp65 y sobre los dominios, importantes para la funcién y correcto plegamiento de
la proteina. En consecuencia, no hay ninguna razén para la seleccion del sitio de insercion que definitivamente
ahorraria regiones funcionalmente relevantes dentro del pp65. La seleccion del sito de inserciéon se llevd a cabo
evitando las regiones conservadas en los virus del herpes beta y también en estructuras secundarias predichas
(hélices a y hojas B). Esto se hizo asumiendo que las regiones conservadas, hélices a y hojas B podian ser
estructuralmente y funcionalmente importantes y no serian destruidas. Sin embargo, la mayoria de estos mutantes
no pudieron formar eficientemente recDB, lo que indica que esta estrategia no podia identificar sitios de insercion
adecuados. A la luz de los mismos los presentes inventores encontraron sorprendentemente que los sitios de
insercion en RV-SB3 y RV-SB6 demostraban ser mas apropiados para la formacién de recDB.

Como se muestra en la presente solicitud, la introduccidon exdgena en el pp65 quimérico por DB-SB3 y DB-SB6 en
HFF conduce a una eficiente presentacion de pp65NLV y IE1TMY. La aplicacién de estas particulas a ratones HHD
transgénicos HLA-A2 cebd una respuesta de las células T CD8 frente a ambos péptidos que podia ser detectada
después de la expansion in Vitro de estas células T con el péptido afin. También se han obtenido resultados
similares en experimentos previos, usando recDB con insercion del péptido IE1 en la posiciéon 548 del pp65 [21;22].
Sin embargo, usando este ultimo recDB, las células T CD8 frente el péptido fueron indetectables directamente ex
vivo, lo que significa que el cebado fue ineficiente. La aplicacion de DB-SB3, en contraste, condujo a frecuencias
facilmente detectables de pp65NLV especifico y IE1TMY especifico de células T CD8. Esto indica que estos recDB
eran altamente immunogénicos e inducian a las células T frente a ambos péptidos endogenos y heterdlogos.
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En una realizacion de la presente invencion el péptido heterélogo es un péptido antigénico y mas preferiblemente un
péptido heterdlogo antigénico.

En una realizacion de la presente invencion el péptido heterélogo es diferente de la proteina IE1 del HCMV o una
parte de éste.

En una realizacion de la presente invencion la longitud de un péptido es de aproximadamente 4 a 40 restos de
aminoacidos, preferiblemente aproximadamente de 6 a 25 restos de aminoacidos y mas preferiblemente
aproximadamente de 8 a 15 restos de aminoacidos y lo mas preferible aproximadamente de 8 a 12 restos de
aminoacidos.

Tal como se utiliza preferiblemente, cualquier término que especifica los limites de un intervalo como, por ejemplo,
“de 1 a 5” significa cualquier nimero entero de 1 a 5, es decir 1, 2, 3, 4 y 5. En otras palabras, cualquier intervalo
que esté definido por dos numeros enteros comprende ambos de los dos nimeros enteros que definen dichos
limites de la definicion y cualquier nimero entero comprendido en o contenido dentro de dicho intervalo.

En una realizacion de la presente invencion la antigenicidad de la particula viral de la invencion esta incrementada
en comparacién con la de los cuerpos densos de la técnica anterior, mas especificamente aquellos cuerpos densos
en los que el cuerpo denso contiene una proteina de fusion que comprende el antigeno pp65 de longitud completa
de las células T.

En una realizaciéon de la presente invencién la formacion de la particula viral de la invenciéon se incrementa en
comparacion con la formacioén de los cuerpos densos tal y como se describe en [25].

Sera reconocido por un experto en la técnica que, preferiblemente, la proteina IE1 del HCMV también se conoce
como ppUL123.

También sera reconocido que la proteina de fusidon contenida en la particula es, en una realizacion preferida, una
proteina quimérica.

La presente invencion se ilustra ahora en mas detalle por referencia a las siguientes figuras y ejemplos a partir de
los cuales pueden extraerse otras ventajas, caracteristicas, y realizaciones, donde

Fig. 1 muestra el resultado de un analisis de inmunofluorescencia indirecto de HFF infectados con HCMV
recombinantes;

Fig. 2 muestra el resultado de un analisis de inmunotransferencia (A), el resultado de un analisis cuantitativo DNA-
PCR como un diagrama que indica las copias de genoma/ml como una funcién de tiempo (d.p.i) para diferentes
proteinas de fusion (B), y el resultado de un analisis de inmunotransferencia adicional (C);

Fig. 3 muestra el resultado de un analisis IFN-y-Elispot como un diagrama que indica el porcentaje de respuesta de
células CD8" para diferentes proteinas de fusién ya sea utilizando pp65NLV-CTL (A) o IE1TMY-CTL (B) como
células de respuesta;

Fig. 4 muestra el resultado de un analisis IFN-y-Elispot como un diagrama que indica el porcentaje de respuesta de
células CD8" para diferentes proteinas de fusién usando células RMA-S como células estimuladoras; y

Fig. 5 muestra la secuencia de aminoacidos del pp65 de longitud completa (SEQ ID NO:1)

Fig. 1 muestra el resultado de un analisis de inmunofluorescencia indirecto de HFF, infectados con HCMV
recombinantes. Las células fueron infectadas con los virus indicados durante cuatro dias y fueron después
procesadas mediante el analisis de inmunofluorescencia. La configuracion del recombinante pp65, expresada para
cada virus esta indicada debajo de los micrograficos. EI aminoacido N-terminal del pp65, que linda con el sitio de
insercion esta marcado.

Fig. 2 muestra la expresion de las proteinas de fusion-pp65, replicacion de los virus recombinantes y la eficiencia de
empaquetado de las proteinas de fusion en viriones y DB. (A), Analisis por inmunotransferencia de los HFF
infectados a 2- y 4- dias. Las células fueron infectadas a un m.o.i de 2 y fueron recogidas a los tiempos indicados
para el analisis. Los filtros fueron probados con anticuerpo monoclonal especifico de pp65 65-33. Las cantidades de
proteinas en cada canal fueron normalizadas frente a la B-actina. (B), Analisis cuantitativo DNA-PCR de genomas
viricos en el sobrenadante del cultivo celular de los HFF infectados. Las células fueron infectadas a un m.o.i. de 10
genomas/célula. Los sobrenadantes del cultivo fueron recogidos en los puntos de tiempo indicados y congelados. El
analisis PCR fue realizado en paralelo en el mismo ensayo. (C), Andlisis de inmunotransferencia del pp65,
empaquetado en recDB o viriones. Las células fueron infectadas con los virus recombinantes o con wt RV-HB5
durante 6-7 dias. Los sobrenadantes fueron sometidos a una centrifugacion con un gradiente glicerol-tartrato para
recogidas estandar, usando un anticuerpo monoclonal frente al gB viral.

La figura 3 muestra el resultado de un analisis IFN-y-Elispot de la presentacion de MHC de clase | por HFF positivos
para HLA-A2, tratadas con recDB. Las células fueron tratadas con los indicados DB y fueron después utilizadas
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como ceélulas estimuladoras en el analisis IFN- y-Elispot, utilizando o pp65NLV-CTL (A) o IE1TMY-CTL (B) como
células de respuesta.

La fig. 4 muestra el resultado de un analisis IFN-y-Elispot ex vivo de células CD8" enriquecidas del bazo de ratones
HHD, inmunizados con recDB. Células RMA-S, cargadas con los péptidos afines se tomaron como células
estimuladoras. El tamafo de las barras representa las frecuencias mas probables de IFN-y que secretan las células
T CD8, como se determina por el analisis de regresion lineal, descrito por Bohm y colaboradores [37]. Las barras de
error indican intervalos de confianza del 95%.

Ejemplo 1: Materiales y Métodos
1. Células

Los fibroblastos de prepucio humano primarios, lineas CTL y células T2 fueron cultivadas como se describio
anteriormente [23]. Las células RMA-S [24] fueron cultivadas en un medio RPMI 1640 (laboratorios PAA, Colbe,
Alemania) enriquecido con un 10% de FCS, glutamina 2mM, 50 mg de gentamicina L-1 y B-mercaptoetanol 5 pM.

2. Plasmidos y virus

Para la mutagénesis del DNA viral, se utilizd el cromosoma artificial bacteriano (BAC) pHB5 del HCMV [25]. La
mutagénesis del pHB5 se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento de seleccion positiva/negativa para galK [26]
como se describe en otra parte [21]. La secuencia de DNA insertada en el marco de lectura abierto de UL83 codificd
el péptido IE1TMY presentado por HLA-A2 [IE1297-305], flanqueado por aminoacidos adicionales que permiten el
correcto procesamiento por el proteosoma. El polipéptido adicional fusionado con pp65 contiene la secuencia
TSDACMMIMYGGISLLSEFC, donde el nonapéptido presentado por HLA-A2 aparece subrayado. La reconstitucion
viral de los clones BAC se llevé a cabo de acuerdo con Hobom y colaboradores [27].

Se generaron, titularon y cuantificaron reservas de virus, bien por recuento de células positivas para IE1 a las 48
horas tras la infeccion, o por analisis PCR DNA TagMan de genomas virales extracelulares como esta descrito [28].
Los HFF fueron infectados durante 7 dias. La infeccion a un moi (multiplicidad de infeccion, por sus siglas en inglés)
de 0,1 dio como resultado un nimero de aproximadamente 10 genomas virales intracelulares.

3. Purificaciéon de cuerpos densos, analisis de inmunofluorescencia indirecta e inmunotransferencia

Los DB fueron purificados de los HFF infectados en el ultimo estadio mediante ultracentrifugacion con un gradiente
glicerol-tartrato como fue publicado originalmente por Irmiere y Gibson [29] y descrito previamente [20]. El analisis de
inmunofluorescencia indirecta se llevé a cabo como se describe en [30]. El pp65 se marcd usando el anticuerpo
monoclonal 65-33 (proporcionado amablemente por W. Britt, Universidad de Alabama, Birmingham, Alabama, USA)
y anticuerpos secundarios conjugados con FITC (Dako, Hamburg, Alemania). El nucleo fue tefiido con colorante de
contraste DAPI. Los datos de los analisis de inmunofluorescencia se recogieron usando un microscopio Axiophot-1
(Zeiss) a 1000 aumentos. Para la inmunotransferencia, las muestras de proteinas se desnaturalizaron bajo
condiciones reductoras, se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Millipore,
Schwalbach, Alemania) por electrotransferencia a 400 mA durante 1 h 45 min. Las membranas fueron incubadas
con anticuerpos frente a pp65, B-actina (Rockland, Gilbertsville, PA, USA) y glicoproteina B (gB) [31]). Las
transferencias Western se probaron con anticuerpos secundarios anti-ratéon y anti-conejo, conjugados con ALEXA
Fluor 680 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) o IRdye 800 (Rockland). Las proteinas transferidas se detectaron y
cuantificaron utilizando un sistema de imagen de infrarrojo Odyssey (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

2.4 Ensayo interferdn y - Elispot de HFF incubados con recDB

Se realizaron ensayos inmunoabsorbentes vinculados a enzimas (Elispot) fueron realizados como se describio
anteriormente [23;32]. En estos analisis, se usaron lineas CTL especificas para péptidos derivados de HCMV y
restringidos en HLA-A0201 (A2) pp65495-503 (pp65NLV-CTL) [33;34] e IE11297-305 (IE1TMY-CTL) [35]. Las
lineas CTL se habian generado inmunizando ratones doblemente transgénicos (tg) HLA-A2/huCD8 [23].

2.5 Modelo de ratén transgénico para HLA-A2

Se inmunizaron ratones transgénicos para HLA-A2 de 8-12 semanas de vida (ratones HHD, [36]) por via
intraperitoneal con 6 pyg de DB de RV-HB5 (DB-HB5), de RV-SB3 (DB-SB3) o de RV-SB6 (DB-SB6),
respectivamente, o con PBS. Se prepararon linfocitos a partir de los bazos el dia 7 después de la inmunizacién. Se
enriquecieron células T CD8 por separacion selectiva MACS y se analiz6 la frecuencia de las células secretoras de
IFN-y mediante Elispot directamente ex vivo, utilizando células estimulantes T2 o RMA-S HHD. En esta
configuracion se usaron las placas de Elispot de Millipore (Schwalbach/Ts., Alemania). El ensayo de Elispot se llevo
a cabo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las frecuencias de las células de respuesta fueron
determinadas por analisis de regresion lineal como describieron Béhr y colaboradores [37].
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Ejemplo 2: La insercion en el sitio seleccionado es critico para la formacion de DB citoplasmicos

Como se ilustrara en este ejemplo, la seleccion del sitio de insercion del péptido heterdlogo es critica para la
formacion de DB citoplasmicos.

El potencial de un candidato a vacuna para ser desarrollado después depende de manera critica del rendimiento que
se pueda lograr para un escalado posterior. En trabajos anteriores, se pudieron aportar evidencias de que los DB
podian ser modificados en sus contenidos antigénicos por fusidon de una secuencia peptidica heterdloga a la
proteina del tegumento pp65 [21]. Sin embargo, las células infectadas con el recombinante respectivo del HCMV
liberaron sélo cantidades limitadas de recDB. Por tanto se ensayo la hipotesis de que la insercidon de una secuencia
heterdloga tal como la secuencia de aminoacidos de un péptido heterélogo en otros sitios dentro de pp65 mejoraria
el rendimiento del recDB.

Se seleccionaron cinco sitios en diferentes partes de la molécula para la insercion (Fig. 1). El péptido insertado
consistia en 20 aminoacidos que abarcaban el nonapéptido TMYGGISLL (IE1TMY) de la proteina HCMV IE1, que
presentaba HLA-A2 [35]. Los virus recombinantes se generaron modificando el plasmido pHB5 de HCMV BAC,
usando el procedimiento de selecciéon basado en GalK [21;22]. Los plasmidos-BAC recombinantes fueron analizados
en cuanto a exactitud por digestion con endonucleasas de restriccién y secuenciacion nucleotidica del sitio de
insercion (datos no mostrados). La reconstitucion de los virus recombinantes se realizé después por transfeccion de
los plasmidos-BAC en HFF. Los virus resultantes fueron probados para la formacién de DB. Un sello distintivo de la
infeccion de los HFF por HCMV es la acumulacion citoplasmica de DB, que puede ser visualizada por analisis de
inmunofluorescencia indirecta (IFA). En consecuencia, los HFF fueron infectados con mutantes recién generados y
el analisis IFA fue realizado a los 4 dias después de la infeccion (d.p.i.), usando un anticuerpo pp65-especifico (Fig.
1). Sélo las células infectadas con los mutantes RV-SB3 y RV-SB6 mostraron la formacién de DB citoplasmico de
una manera comparable a la formacion de DB en células infectadas por el virus parental. En contraste, ninguna o
muy poca formacion de DB se observd en células infectadas con RV-SB2, RV-SB4, y RV-SB5. Hay que tener en
cuenta que en estas células, se veia afectada la translocalizacién nucleo-citoplasma de pp65, que normalmente se
ve en la etapa tardia de los HFF infectados. Estos resultados indicaron que la seleccién del sitio para la insercion de
las secuencias del péptido heterdlogo dentro del pp65 era critico para la formacién de recDB. En base a los
resultados IFA los virus RV-SB3 y RV-SB6 se eligieron para analisis posteriores.

Ejemplo 3: Comparacion del RV-SB3 y RV-SB6 con la cepa parental

Como se mostrara en este ejemplo, los virus recombinantes RV-SB3 y RV-SB6 son comparables a la cepa parental
con respecto a la expresion del pp65, la liberacion del virién y el empaquetado del pp65 en particulas.

Los niveles de expresion del pp65 en HFF infectados con RV-SB3 y RV-SB6 fueron ensayados por analisis de
inmunotransferencia. Las células se infectaron con cualquiera de los virus o con RVHBS parental durante dos o
cuatro dias, respectivamente. Las células lisadas fueron sometidas al analisis de inmunotransferencia cuantitativo,
utilizando el sistema de imagen por infrarrojo Odyssey. La cantidad de actina celular se tomé como patrén interno
(Fig. 2A). Los niveles de expresion de las proteinas de fusion-pp65 en células infectadas con RV-SB3 y RV-SB6
disminuyeron a los dos dias después de la infeccién comparados con los niveles de pp65 en células infectadas con
RV-HB5 parental. Sin embargo, a los cuatro dias después de la infeccion, los niveles de las dos proteinas de fusion
parecieron ser incluso mas altos que el del pp65 en células infectadas con RV-HB5. Esto indicaba que se sintetizo
una cantidad suficiente de proteina en las células infectadas con RV-SB3 y RV-SB6 para dirigir la sintesis de recDB.

Para ensayar la capacidad de las cepas recombinantes para replicarse en HFF, las células se infectaron a un m.o.i.
de 0,1, dando como resultado 10 copias de genoma/célula y el sobrenadante del cultivo se recogio a intervalos
diarios hasta 7 dias después de la infeccion. EI DNA viral liberado en el sobrenadante se cuantificé utilizando un
analisis PCR cuantitativo (Fig. 2B). Ambos RV-SB3 y RV-SB6 demostraron replicarse a niveles similares que el RV-
HBS parental.

El empaquetado de las proteinas de fusion se analizé finalmente por andlisis de inmunotransferencia de viriones
purificados y DB, recogidos de los sobrenadantes de los HFF infectados por centrifugacion en gradiente de glicerol.
En este caso, la normalizacién fue llevada a cabo usando la envoltura viral de la glicoproteina B (gB) como patron
interno. No se encontraron diferencias en el empaquetado del pp65 en viriones o DBs cuando se compararon las
cepas recombinantes con sus cepas parentales (Fig. 2C). Tomados en conjunto estos resultados indicaron que RV-
SB3 y RV-SB6 eran comparables con RV-HB5 en la expresion y empaquetado del pp65 y en la replicaciéon en las
células infectadas.

Ejemplo 4: Expresion de ambos pp65NLV y IE1TMY por HFF tratados con DB-SB3 o DB-SB6.

El presente ejemplo muestra que tanto pp65NVL como IE1TMY son presentados por HFF tratados con DB-SB3 o
DB-SB6.

Un objetivo del uso de recDB para el desarrollo de vacunas seria ayudar a la reconstitucion de las células T
citotéxicas en pacientes después de un trasplante. Estas células han mostrado ser de critica importancia para la
prevencion de la reactivacion del virus y la enfermedad ([13;15] resumido en [16]). Por tanto se ensay0 si los recDB
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eran capaces de introducir tanto el pp65NLV derivado del pp65 como el IE1TMY derivado del IE1 en la ruta de
presentacion de MHC de clase | de los HFF.

De acuerdo con esto, las células se trataron con recDB y se sometieron a continuacién al analisis de interferon-y-
Elispot (Fig. 3). Como células de respuesta, se usaron clones CTL frente a ambos péptidos (pp65NLV-CTL; IE1TMY-
CTL) [23]. Tanto las células tratadas con DB-SB3 como con DB-SB6 presentaron IE1-TMY y pp65NLV. La
presentacion del pp65NLV era comparable con la de recDB y wt-DB, lo que indica que la insercién de la secuencia
derivada de IE1 no afect6 a la presentacion de pp65 en HFF. El tratamiento de las células con DB-SB3 condujo a
valores de respuesta de IE1TMY-CTL a niveles comparables a los de la respuesta especifica del pp65. Sin embargo,
el tratamiento de las células con DB-SB6 condujo a un nimero notablemente reducido de puntos positivos en el
ensayo especifico de IE1. Esto indicaba que la capacidad de los HFF para presentar el péptido IE1 después de la
incubacion con DB era sensible al lugar, donde el péptido fuese insertado en pp65.

Ejemplo 5: La inmunizacion con DB recombinantes (recDB) da como resultado células T CD8 especificas para
IE1TMY y especificas para pp65NLYV .

Este ejemplo muestra que la inmunizacion con DB recombinante (recDB) ceba frecuencias significativas en células T
CD8 especificas para IE1TMY y especificas para pp65NLYV .

Experimentos previos habian mostrado que recDB podia inducir células T CD8 especificas para IE1TMY en ratones.
Sin embargo, estas células eran detectables s6lo después de una estimulacion in vitro de fracciones de células T
CD8 de ratones inmunizados con el péptido afin. Se detectaron células T CD8 sin respuesta directamente ex vivo,
indicando que el numero total de células especificas, y por tanto la respuesta general a esos recDB fue baja [21].
Para evaluar el potencial inmunoldgico del recDB recién establecido, los ratones transgénicos HLA-A2 se
inmunizaron con los diferentes DB en ausencia de coadyuvante. Como era de esperar, las células T CD8 de
respuesta especificas para IE1TMY y pp65NLV fueron detectables después de la estimulacién in vitro (datos no
mostrados).

Las células de ratones inmunizados también se ensayaron directamente ex vivo. Para esto, las fracciones CD8" de
células de bazo se separaron por separacion selectiva MACS y se ensayaron por analisis Elispot, usando células
que presentan un antigeno en el péptido cargado. Las células T CD8 especificas para IE1TMY podian ser
detectadas después de la inmunizacion tanto con DB-SB3 como DB-SB6 (Fig. 4). La respuesta especifica para IE1
cebada por DB-SB3 parecié ser mas fuerte que la respuesta inducida por DB-SB6, pero ambas alcanzaron
claramente niveles detectables.

Después de la inmunizacién con DB-SB3, las células T CD8 reactivas frente al pp65NLV pudieron ser detectadas a
un nivel aproximadamente triple, comparado con wt-DB.

Sorprendentemente, sin embargo, esta respuesta fue indetectable en el conjunto de experimentos elegidos después
de la inmunizacion con DB-SB6 y la respuesta del pp65NLV especifico no pudo ser detectada ex vivo. Este
resultado fue confirmado en un segundo experimento e indicd que la respuesta de las células T CD8, cebadas frente
al péptido inmunodominante pp65NLV por inmunizacion con DB-SB6 fue ineficiente. (Fig. 4). Se obtuvieron
resultados comparables cuando se eligieron células T2 para la presentacion del antigeno (datos no mostrados).
Ademas, esto indica que estas células fueron inducidas en soélo bajas frecuencias por debajo del limite de deteccion
del ensayo. De acuerdo con ello, la reestimulacion de las células T especificas para pp65NLYV in vitro se retrasé en
comparacion con las células especificas para IE1TMY (datos no mostrados).

Todos estos experimentos tomados en conjunto muestran particularmente el potencial del DB-SB3 para cebar una
respuesta de las células T CD8 frente al péptido antigénico heterdlogo.
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Las caracteristicas de la presente invencién reveladas en la memoria descriptiva, las reivindicaciones, la lista de

secuencias y/o los dibujos pueden ser material para realizar la invencion en diversas formas de la misma, tanto
tomadas por separado como en cualquier combinacién de las mismas,
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REIVINDICACIONES

1. Una particula viral liberada después de la infeccion de células de mamifero por el citomegalovirus humano
(HCMV), donde la particula viral es un cuerpo denso, donde

a) la particula esta rodeada por una membrana lipidica en la que estan enclavadas glicoproteinas virales,
b) la particula no contiene ni DNA viral ni capsides, y
c) la particula contiene una proteina de fusiéon que comprende una o mas partes del antigeno pp65 de las

células Ty al menos un péptido antigénico heterdlogo,

y donde al menos un péptido antigénico heterdlogo esta insertado en la posicion de aminoacido W175 o A534 de la
secuencia de aminoacidos del antigeno pp65 de SEQ ID NO: 1 de las células T.

2. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el al menos un péptido heterélogo antigénico
esta insertado en la posicion de aminoacido W175 de la secuencia de aminoacidos del antigeno pp65 de las célula
T.

3. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde la secuencia de
aminoacidos del antigeno pp65 de las célula T comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID
NO: 1.

4. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la particula es
altamente antigénica.

5. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la particula es capaz
de inducir la formacioén de anticuerpos neutralizantes.

6. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la particula es capaz
de inducir una respuesta de los linfocitos T CD8".

7. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el al menos un péptido
heterdlogo antigénico es un antigeno presentado por el MHC de clase I.

8. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el al menos un péptido
heterélogo antigénico comprende o esta formado por una o mas partes de una o mas proteinas que es o son
diferentes de pp65.

9. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el al menos un péptido
heterdlogo antigénico comprende o es una o mas partes de una glicoproteina de HCMV.

10. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el al menos un péptido
heterélogo antigénico comprende o es una o mas partes de la glicoproteina gB de HCMV.

11. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el al menos un péptido
heterdlogo antigénico comprende o es una o mas partes de la glicoproteina gH de HCMV.

12. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el al menos un péptido
heterdélogo antigénico comprende o consiste en al menos dos glicoproteinas de HCMV que son variantes de una
glicoproteina particular de diferentes cepas de HCMV.

13. La particula viral de acuerdo con la reivindicaciéon 12, donde una de las al menos dos variantes de la
glicoproteina particular es la variante de la cepa Towne de HCMV vy la otra de las al menos dos variantes de la
glicoproteina particular es la variante de la cepa Ad169 de HCMV.

14. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, donde la glicoproteina es
la proteina gB de HCMV.

15. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el al menos un péptido
heterélogo antigénico comprende o es una o mas partes de la proteina IE1 de HCMV.

16. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el al menos un péptido
heterdélogo antigénico comprende o es una o mas partes de una glicoproteina de HCMV y una o mas partes de la
proteina IE1 de HCMV.

17. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el al menos un péptido
heterdlogo antigénico es una o mas partes de una proteina que es parte de un patégeno humano distinto de HCMV.
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18. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 17, donde la proteina que es parte de un patégeno
humano distinto de HCMV, es una proteina frente a la cual se forman linfocitos T citotdxicos en seres humanos tras
la infeccion natural de seres humanos con el patégeno humano distinto de HCMV.

19. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 18, donde el patégeno humano distinto de HCMV es un
patégeno humano seleccionado del grupo que comprende HIV-1, HBV, HCV vy el virus de la gripe.

20. La particula viral de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 19, donde la proteina de fusién es una proteina de
fusion que comprende un antigeno pp65 de longitud total de las células T y al menos un péptido heterélogo
antigénico.

21. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, o una pluralidad de las
mismas, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad.

22. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, o una pluralidad de las
mismas, para uso en un método para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad.

23. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 22, donde la enfermedad es
una enfermedad que se puede tratar y/o prevenir por la formacién de anticuerpos neutralizantes contra el al menos
un péptido heterdlogo antigénico o un derivado del mismo, o por la induccién de una respuesta en el linfocito T CD8"
contra el al menos un péptido heterélogo antigénico o un derivado del mismo.

24. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, o una pluralidad de las
mismas, para la fabricaciéon de una vacuna.

25. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 24, donde la vacuna es para el tratamiento y/o la
prevencion de la infeccion con HCMV.

26. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 24, donde la vacuna es para el tratamiento y/o la
prevencion de los efectos secundarios de un trasplante.

27. La particula viral de acuerdo con la reivindicacion 26, donde el trasplante es un trasplante de un érgano
solido o células madre hematopoyéticas.

28. La particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 27, donde el efecto secundario
es causado por o va asociado a una infeccién con HCMV.

29. El uso de una particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad o efectos secundarios,
donde la enfermedad o los efectos secundarios es una enfermedad o son unos efectos secundarios como se definen
en cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

30. El uso de una particula viral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 para la
fabricacion de una vacuna para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad o efectos secundarios, donde la
enfermedad o los efectos secundarios es una enfermedad o son unos efectos secundarios como se definen en
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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