ES 2809212 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 809 212
Eint. a1

A61K 39/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 11.10.2017 ~ PCT/IT2017/000223
Fecha y nimero de publicacién internacional: 19.04.2018 W018069947

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  11.10.2017 E 17826320 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 29.04.2020  EP 3389701

Tl’tulo: Secuencia de nucle6tidos que expresa una proteina de anclaje al exosoma para usar como

vacuna
Prioridad: @ Titular/es:
11.10.2016 IT 201600101794 ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA' (100.0%)

Viale Regina Elena 299

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 00161 Roma (RM), IT
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

03.03.2021 FEDERICO, MAURIZIO PAOLO MARIA

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2809212713

DESCRIPCION
Secuencia de nucleétidos que expresa una proteina de anclaje al exosoma para usar como vacuna

La presente invencion se refiere a un polinucleétido que codifica una proteina de anclaje al exosoma para usar como
vacuna. En particular, la presente invencion se refiere a un polinucleétido que codifica una proteina de fusién, dicha
proteina de fusiéon que comprende o que consiste en una proteina de anclaje al exosoma fusionada en su terminal C
con un antigeno, o un vector de expresién de ADN que comprende dicho polinucleétido, para usar como vacuna.

Se sabe que la respuesta inmune protege de las amenazas a la salud tanto externas como internas. En muchos casos,
cuando la inmunidad natural no puede contener el desarrollo de la patologia, la respuesta inmune provocada por la
inoculacion de inmundégenos puede bloquear el proceso patogénico, como ocurre, por ejemplo, mediante la induccién
de anticuerpos neutralizantes contra varios patdégenos infecciosos.

De manera diferente, la identificacion, produccién y comercializacion de vacunas basadas en CTL esta mucho mas
restringida, aunque existe un amplio consenso sobre su potencial utilidad contra el desarrollo de infecciones cronicas
y enfermedades tumorales.

Se espera que provocar una respuesta inmune de CTL fuerte y amplia sea de importancia terapéutica para el
tratamiento de varias patologias. Por ejemplo, varias lineas de evidencia sugieren que las respuestas inmunes
mediadas por células son importantes para controlar la infeccién por HPV y, en consecuencia, la neoplasia asociada
al virus. De hecho, la inmunosupresion general o la respuesta deficiente de CTL anti-HPV se asocian con la
persistencia viral y la progresion de la enfermedad.

Las técnicas experimentales mas comunmente utilizadas para la induccion de inmunidad de CTL especifica de
antigeno se basan en el uso de vectores virales, péptidos y patégenos inactivados. Hasta la fecha, sin embargo, no
hay ningin medicamento inmunogénico de CTL disponible en el mercado.

La vacunaciéon con ADN para la produccion de proteinas inmunogénicas reconocio éxitos. Por ejemplo, una vacuna
de ADN contra la encefalitis japonesa se lanzé en 2010 para uso humano (1). Ademas, se aprobd una vacuna
veterinaria de ADN para proteger a los caballos del virus del Nilo Occidental (2, 3). Ademas, se informé que un estudio
preliminar en la vacunacion con ADN contra la esclerosis multiple fue efectivo (4). En conjunto, estas evidencias
respaldan la idea de que, en principio, la vacunacion con ADN puede tener una perspectiva de aplicabilidad en
humanos. Entre las ventajas de la vacunacion con ADN, se debe mencionar la facilidad de desarrollo y produccion, la
estabilidad durante el almacenamiento, la rentabilidad y la persistencia del inmundgeno. Las desventajas tedricas
estarian representadas por la posible produccion de anticuerpos anti-ADN vy la interferencia en los mecanismos de
crecimiento celular controlados genéticamente. Sin embargo, la principal limitacion esta representada por la potencia
inadecuada de la respuesta inmune evocada. Por esta razén, muchos protocolos de vacunacion, incluido el uso de
ADN para cebar la respuesta inmune, son seguidos por la inoculacion del inmundgeno bajo formulaciones alternativas
para reforzar la inmunidad.

Los exosomas son vesiculas de 50-100 nandémetros liberadas constitutivamente por todos los tipos de células. Se
generan por la invaginacion interna de las membranas endosémicas. Estas vesiculas intraluminales forman los
cuerpos multivesiculares (MVB) que pueden transitar a la membrana plasmatica, a la cual se fusionan liberando asi
sus contenidos vesiculares en el medio extracelular. Las nanovesiculas que muestran caracteristicas fisicas y
bioquimicas que se asemejan a los exosomas pero generadas a través de la extrusion directa de la membrana
plasmatica se han descrito en las células musculares (5, 6). Mientras que anteriormente se pensaba que los exosomas
se dedicaban exclusivamente a la secrecion de material celular de desecho, ahora se acepta que los exosomas son
parte de la red de comunicacion intercelular. Incorporan ARN mensajeros, microARN, ADN y proteinas que pueden
ser funcionales en las células objetivo.

Su inmunogenicidad es basicamente una consecuencia de las cantidades y la calidad de los antigenos que incorporan.
Los exosomas se investigaron en términos de agentes inmunoestimulantes antitumorales y, en algunos casos,
alcanzaron la aprobacion para ensayos clinicos (7-9). Se ha encontrado que los exosomas que cargan
espontaneamente antigenos tumorales, principalmente proteinas de transmembrana como gp100, TRP-1, Her2/neu y
CEA, inducen la activacion de inmunidad especifica de células T antitumorales (10, 11). Los ensayos clinicos
demostraron tanto la viabilidad como la buena tolerancia de los exosomas como vacunas libres de material celular en
pacientes con tumores. Sin embargo, su eficacia terapéutica parecia bastante limitada, lo que plantea la necesidad de
nuevos métodos para aumentar su inmunogenicidad. Este problema ha sido enfrentado por la modificacion de
antigenos foraneos para aumentar su visualizacion en la membrana del exosoma. En este sentido, se han descrito
dos estrategias hasta ahora. La primera explota la unién de los dominios C1C2 de lactadherina a los lipidos del
exosoma, lo que resulta en la asociacion del antigeno heterdlogo con el lado externo de las membranas del exosoma.
La otra se basa en recubrir exosomas con enterotoxina A de Staphylococcus aureus con un dominio transmembrana
altamente hidréfobo.
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La gemacion del VIH requiere la interaccion con una serie de factores celulares que también participan en la biogénesis
del exosoma, es decir, Alix, Tsg101 y varios otros componentes del complejo de clasificacion endosomal requerido
para el transporte (ESCRT). Ademas, las membranas de la envoltura del VIH y los exosomas comparten muchos
componentes, incluidas las balsas lipidicas, es decir, microdominios de la membrana celular enriquecidos en
colesterol, fosfolipidos con cadenas laterales saturadas y esfingolipidos. La convergencia de la biogénesis del
exosoma y el VIH implica la posibilidad de que los productos virales se incorporen en los exosomas. Es el caso de Nef
del VIH-1 que se asocia mediante el anclaje de su miristoilacion del terminal N a microdominios de balsas lipidicas en
la membrana limitante de MVB. Nef es una proteina de 27 kilodaltons (kDa) que carece de actividad enzimatica, sin
embargo, actia como un elemento de andamio/adaptador para desencadenar la activacion de las moléculas de
transduccion de sefiales, en la mayoria de los casos tras la asociacién con microdominios de balsas lipidicas.

Un mutante de Nef V153-E177¢ que se incorpora a niveles bastante altos en particulas de VIH-1, particulas tipo virus
(VLP) basadas en VIH-1 (12) y exosomas (13) han sido previamente identificados. La eficiencia de la incorporacion
de exosomas todavia aumenta cuando este mutante se modificd con una palmitoilacion del terminal N a través de la
mutacion €3, como consecuencia esperada de una asociacion mejorada con balsas lipidicas. Este mutante de Nef
(denominado Nef™!) es defectuoso para basicamente todas las funciones de Nef, y su eficacia de incorporacion en
nanovesiculas no cambia significativamente cuando se fusiona en su terminal C con las proteinas foraneas. La
manipulacion de Nef™t permite la incorporacion de altas cantidades de antigenos de eleccién en los exosomas que,
por lo tanto, permanecen protegidos de los factores externos de neutralizaciéon/degradacion. Recientemente se informo
que los exosomas modificados de Nef™! producidos in vitro inducen una respuesta efectiva de CTL especifica de
antigeno (14). En particular, ya se han obtenido resultados bastante prometedores utilizando exosomas producidos in
vitro que portan la proteina HPV-E7 como inmundgeno (14).

Sin embargo, en vista de una posible aplicacion clinica de estos hallazgos, esta estrategia enfrentaria posibles
dificultades técnicas que incluyen la estandarizacion de la fabricaciéon industrial, la alta rentabilidad y el
almacenamiento del inmundégeno. Ademas, se espera que los exosomas producidos in vitro tengan una semivida
limitada tras la inyeccién, siendo también propensos a la eliminacion del sistema reticulo-endotelial del huésped a
través del reconocimiento de las moléculas "no propias" asociadas a la membrana del exosoma. Sobre este tema, se
ha documentado que la vida media de exosomas ex vivo aislados o producidos in vitro dura aproximadamente 2
minutos después de la inyeccidén, mostrando una rapida acumulaciéon en el higado y el bazo, y solo pequefias
cantidades de exosomas permanecen detectables después de 4 horas.

Por lo tanto, a la luz de lo anterior, es evidente la necesidad de proporcionar nuevas inmunoterapias capaces de
superar las desventajas de las terapias conocidas.

La presente invencién proporciona un polinucleétido que codifica una proteina de fusion, comprendiendo dicha
proteina de fusiéon o que consiste en la proteina de anclaje al exosoma de la secuencia SEQ ID NO: 1 fusionada en
su terminal C con un antigeno, o un vector de expresion de ADN que comprende dicho polinucledétido, para uso en
vacunacion preventiva o terapéutica, en la que la SEQ ID NO: 1 es la siguiente secuencia:

MGCKWSKSSV VGWPAVRERM RRAEPAADGY GAASRDLEKH
GAITSSNTAA TNADCAWLEA QEEEEVGFPV TPQVPLRPMT
YKAAVDLSHF LKEKGGLEGL IHSQRRQDIL DLWIYHTQGY
FPDWQNYPTG PGIRYPLTFG WCYKLVPVEP EKLEEANKGE

NTSLLHPVSL HGMDDPGREV LEWRFDSRLA FHHVARELHP
EYFKNC

en la que dicho vector de expresion del polinucleétido o ADN se administra por administracion intramuscular.

El antigeno se puede elegir del grupo que consiste en el antigeno del virus del papiloma humano tal como E6 y E7, el
antigeno del VIH tal como Gag y Tat, el antigeno del virus del Ebola tal como VP24, VP40, NP y GP, el antigeno del
virus del Nilo Occidental tal como como NS3, antigeno de HBV tal como Core, antigeno del HCV tal como Core, NS3,
E1 y E2, antigeno del virus de Crimea-Congo tal como GP y NP, antigeno del virus de la influenza A tal como NPy
M1, antigeno de melanoma humano tal como MAGE-A3 y MART-1, antigenos asociados a tumores humanos tales
como Her2/Neu, Hox B7.

El polinucledtido que codifica la proteina de anclaje al exosoma de la secuencia SEQ ID NO: 1 puede ser de la siguiente
secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 2 (secuencia de nucledtidos Nef™):
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atg ggt tgc aag tgg tca aaa agt agt gtg gtt gga tgg cct gct gta agg gaa aga
atg aga cga gct gag cca gca gca gat ggg gtg gga gca gea tect cga gac cta
gaa aaa cat gga gca atc aca agt agc aat aca gca gct acc aat gct gat tgt
gcc tgg cta gaa gca caa gag gag gag gag gtg ggt ttt cca gtc aca cct cag
gta cct tta aga cca atg act tac aag gca gct gta gat ctt age cac ttt tta aaa
gaa aag ggg gga ctg gaa ggg cta att cac tcc caa cga aga caa gat atc ctt
gat ctg tgg atc tac cac aca caa ggc tac ttc cct gat tgg cag aac tac aca cca
gga cca ggg gtt aga tat cca ctg acc ttt gga tgg tgc tac aag cta gta cca gtt
gag cca gag aag tta gaa gaa gcc aac aaa gga gag aac acc agc ttg tta cac
cct gtg agce ctg cat gga atg gat gac ccg gcg aga gaa gtg tta gag tgg agg tit
gac agc cgc cta gea ttt cat cac gtg gec cga gag ctg cat ccg gag tac ttc aag

aac tgc tga

El vector de expresion de polinucleétidos o ADN para usar de acuerdo con la presente invencion puede usarse para
la prevencion y el tratamiento de enfermedades elegidas del grupo que consiste en enfermedades infecciosas cronicas
tales como HBV, HCV y VIH, tuberculosis y malaria, enfermedades infecciosas agudas tales como las enfermedades
de la influenza, virus del Nilo Occidental, fiebre hemorragica de Crimea-Congo y virus del Ebola, tumores tales como
tumor de mama, pulmonar, préstata o vejiga.

El vector de expresion de polinucledtidos o ADN puede estar asociado con uno o mas excipientes y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables, tales como un adyuvante de respuesta de células T CD8* (por ejemplo, adyuvante
IscomatrixVR).

En este contexto técnico, la presente invencidn proporciona una nueva estrategia de vacuna basada en la produccion
de exosomas enddégenos modificados que puede superar las desventajas de las estrategias terapéuticas conocidas
que inducen la respuesta inmune de CTL para el tratamiento de enfermedades infecciosas y tumorales.

De acuerdo con la presente invencion, se ha encontrado que la administracion de vectores de ADN que expresan
proteinas de fusion basadas en Nef™! en el animal huésped mediante inoculacién intramuscular (i.m.) provoca una
potente respuesta inmune de CTL que inhibe fuertemente el crecimiento de células tumorales ya implantadas. Varias
lineas de evidencia indican que la producciéon de exosomas endégenos modificados se basé en el efecto antitumoral
observado.

En particular, los resultados de acuerdo con la presente invencion muestran: i) la capacidad de las células musculares
para producir exosomas modificados después de la transfeccion de ADN; ii) la induccién reproducible de inmunidad
de CTL especifica de antigeno después de la inoculacion de un vector que expresa Nef™/E7 que muestra un fuerte
efecto antitumoral en un entorno terapéutico, y iii) la inmunogenicidad de exosomas aislados del plasma de ratones
inoculados con ADN reinfundidos en ratones receptores.

Ademas, se ha investigado si y con qué eficacia la expresion ectopica de Nef™! conduce a la liberacion de exosomas
modificados. Los datos obtenidos con células C,C1, respaldaron la idea de que Nef™ se acumula en nanovesiculas
similares a exosomas liberadas por las células musculares murinas a niveles similares a los detectables en las células
humanas. Las investigaciones no incluyeron células musculares diferenciadas terminalmente, es decir, el tipo de célula
probablemente dirigido por inoculacién i.m. en ratones. Se ha asumido que en estas células los mecanismos
subyacentes al trafico intracelular de vesiculas no cambian, al menos cualitativamente.

A este respecto, la deteccién de exosomas modificados en plasma de ratones inoculados i.m. con vectores de ADN
basados en Nef™! respaldaron la idea de que Nef™! también puede acumularse en exosomas liberados por células
musculares diferenciadas. Tedricamente, no se puede excluir que al menos parte del ADN inyectado podria apuntar a
otros tipos de células por medio, por ejemplo, de la difusidon del ADN en los ganglios linfaticos drenantes en los que
puede ser capturado e internalizado por las células dendriticas (DC). Sin embargo, es plausible que la absorcion de
ADN por parte de las DC no fuera parte relevante del mecanismo de los eventos de activacién de células T CD8*
descritos en el presente documento, considerando que la inoculacion subcutanea del ADN que expresa Nef™Y/E7, que
se espera que se dirija preferiblemente a DC, dio lugar a una respuesta inmune de células T CD8" especificas de E7
significativamente mas débil (no mostrada).
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Las extensiones de activacion de células T CD8* detectadas en ratones inoculados con ADN parecian mucho mas
fuertes que las que se han observado en ratones inyectados con exosomas modificados producidos in vitro (14).
Aunque los experimentos comparativos directos no pueden realizarse en vista de la imposibilidad de comparar las
cantidades de los dos inmundgenos diferentes, la inoculacion de ADN provocd una activacion de células T CD8*
especifica de E7 lo suficientemente fuerte como para ser detectada claramente sin la estimulaciéon/expansion in vitro
de los esplenocitos necesaria cuando los ratones fueron inoculados con exosomas producidos in vitro por células
humanas (14). Los resultados aparentemente superiores obtenidos con la inyeccion de ADN probablemente fueron la
consecuencia del hecho de que las células que expresan el ADN inoculado pueden establecer una fuente continua de
exosomas inmunogénicos listos para ser internalizados tanto por APC locales como distales.

De acuerdo con la presente invencion, se han proporcionado varias pruebas experimentales con respecto al
mecanismo subyacente a la respuesta inmune de CTL observada después de la inyeccion de ADN. En particular, la
deteccion de exosomas fluorescentes en plasma de ratones inoculados con un vector que expresa GFP fusionado con
Nef™t demostré que los exosomas modificados se produjeron realmente tras la inyeccion del vector de ADN. Ademas,
las actividades de Nef™! distintas de su acumulacion en exosomas no parecian importantes para la activacién de las
células T CD8" ya que se detectd en ratones inyectados con el vector que expresa Nef™! pero no con Nef de tipo
silvestre. Consistentemente, se ha observado que la respuesta de CTL no se baso en la liberacién de antigenos libres
de las células dirigidas al ADN, como lo indica la falta de respuesta de células T CD8* especificas de E7 en ratones
inyectados con vectores que expresan E7 en los que el desprendimiento extracelular de E7 fue presenciado por la
respuesta del anticuerpo anti-E7. Ademas, se ha demostrado que los exosomas aislados del plasma de ratones
inyectados con el vector que expresa Nef™!/E7, pero no E7 solo, eran inmunogénicos cuando se inyectaban en ratones
receptores no modificados.

En conjunto, estas evidencias experimentales fueron consistentes con la idea de que la produccion de exosomas
inmunogénicos modificados en forma enddgena se basé en la activacion de las células T CD8*. En particular, esta
respuesta inmune aparecié de forma tanto lo suficientemente rapida como fuerte para contrarrestar eficientemente el
crecimiento de células tumorales singénicas implantadas antes de las inmunizaciones.

Con base en las evidencias experimentales presentadas en el presente documento, el mecanismo mas probable que
subyace a la activacion de las células T CD8" inducida por la inoculacién de vectores de ADN que expresan vectores
basados en Nef™ se puede resumir como se informa en la Figura 1. Las células musculares que expresan el vector
de ADN inyectado liberan los exosomas modificados que son internalizados por las APC. Como se demostrd
anteriormente, la internalizacion de los exosomas basados en Nef™! conduce a la presentacion cruzada de los
antigenos asociados y, en consecuencia, al cebado de las células T CD8* especificas de antigeno. El refuerzo de la
respuesta inmune asegurada por la segunda inyeccion de ADN se veria fortalecida por la produccién continua de
exosomas a partir de células dirigidas por el ADN inoculado. De acuerdo con lo que se observé previamente en ratones
inoculados con exosomas producidos in vitro (14), no se detectaron anticuerpos anti-E7 ni anti-Nef en plasma de
ratones inoculados, lo que sugiere fuertemente que los antigenos cargados con exosomas basicamente provocan una
respuesta inmune sesgada por TH-1.

Finalmente, en vista de una posible aplicacion de estos hallazgos al cancer de mama humano, también se investigaron
los siguientes aspectos: i) si el estimulo inmunogénico inducido por los exosomas modificados puede romper la
tolerancia inmune, y ii) su efectividad cuando se aplica en un sistema humano. En particular, para probar si la activacion
inmune inducida por exosomas modificados in vivo puede ser lo suficientemente fuerte como para romper la tolerancia,
se ha considerado el modelo ampliamente investigado de ratones transgénicos HER2/neu (15). En el presente
documento, el transgén rHER2/neu se expresa en el timo, lo que conduce a una tolerancia que afecta gravemente la
rama T CD8*, como lo demuestra el hecho de que los linfocitos T CD8* que escapan de la tolerancia estan muy poco
representados (16). A través del ensayo Elispot para IFN-y, se evalué de forma reproducible que dos inyecciones de
vector de ADN que expresa Nef™ fusionado con el dominio extracelular de HER2 (ECD de HER?2) fueran suficientes
para romper la tolerancia de T CD8* hacia HER2/neu. Estos resultados fueron relevantes ya que nunca se encontro
una respuesta significativa de CTL especifica de HER2/neu en estos ratones transgénicos tras la inyeccion de vectores
de ADN que expresan HER2/neu (17-19).

Curiosamente, se descubrié que esta activacion inmune se correlacionaba con un retraso en el desarrollo del tumor.
Esta es la primera vez que se observa una inhibicion del desarrollo tumoral relacionada con CTL pero independiente
de anticuerpos en ratones transgénicos HER2/neu. Por otro lado, el hecho de que la presion inmunolégica generada
por la respuesta inmune de CTL especifica de ECD de HER2 no fuera suficiente para curar la enfermedad tumoral no
fue sorprendente por al menos dos razones. Primero, en ratones transgénicos HER2/neu todas las células epiteliales
mamarias expresan simultaneamente el oncogén, lo que resulta en un desarrollo sincronico de multiples lesiones
neoplasicas. Por lo tanto, la inmunidad antitumoral puede verse abrumada por la multiplicidad de eventos de
transformacion. Ademas, la inestabilidad genética intrinseca de las células tumorales puede conducir a escapar de la
presién inmune a través del llamado mecanismo de edicién inmune resumido por las tres "E", es decir, eliminacion,
equilibrio y escape (20). De esta manera, la respuesta inmune antitumoral selecciona alteraciones en las células
cancerosas capaces de evadir el control inmune. Por supuesto, se espera que la efectividad de dicho mecanismo
aumente con el numero de lesiones tumorales concurrentes.
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Para abrir la posibilidad de explotar la herramienta de la presente invencion en clinica, también se demostré su eficacia
en el sistema humano. Con este fin, se establecieron experimentos utilizando condiciones que reproducen el
mecanismo subyacente a la induccion de la respuesta inmune de linfocitos T CD8* especificos de antigeno descrita
previamente en ratones (21). El resultado de un analisis con microscopio confocal fue consistente con la idea de que
el producto del vector de ADN transfectado en células musculares primarias humanas puede ser internalizado por DC
a través de la formacion de exosomas modificados. Ademas, los datos de los ensayos de cebado cruzado indican que
la produccion de células musculares transfectadas de exosomas modificados para la incorporacion de Nef™! o sus
derivados es suficiente para generar una actividad de CTL especifica de antigeno bien detectable. El hecho de que el
cebado cruzado especifico de antigeno se vio gravemente afectado cuando se usaron inhibidores de la biosintesis de
exosomas fue coherente con la idea de que el suministro de exosomas modificados a DC fue una etapa clave para la
generacion de la activacion de CTL especifica de antigeno. En general, los resultados obtenidos con células ex vivo
indican la ausencia de restricciones obvias en el uso de la plataforma de vacuna de CTL basada en Nef™t en humanos.

Con base en lo anterior, la plataforma de vacuna de CTL de acuerdo con la presente invencion representa una nueva
terapia contra tumores soélidos. Romper la tolerancia hacia los autoantigenos asociados a tumores, asi como mejorar
la respuesta contra los antigenos asociados a tumores, representan la proxima frontera en términos de inmunoterapia
antitumoral (22). La plataforma de vacuna de CTL basada en la modificacion de exosomas endégenos de acuerdo con
la presente invencion tiene el potencial de cumplir con ambos puntos finales, por lo que representa un concepto
verdaderamente nuevo en términos de inmunizacion con CTL.

La estrategia en el presente documento propuesta para inducir lainmunidad con CTL basada en exosomas endégenos
modificados explota la facilidad de produccion, almacenamiento y administracion tipica de las vacunas de ADN
combinadas con la potente inmunogenicidad de los antigenos cargados en exosomas tras la fusion con Nef™! asi
como su gran flexibilidad intrinseca en términos de la eleccién del inmundégeno.

Se ha proporcionado un vector de ADN llamado "lanzadera de Nef™" concebido para insertar y expresar facilmente
las secuencias del antigeno de eleccion.

Desde el punto de vista estructural, el vector de ADN puede experimentar mejoras tanto en términos de eficiencia
transcripcional, por ejemplo, reemplazando el promotor IE del CMV con otros promotores ain mas potentes, o
insertando secuencias estabilizadoras de la transcripcion (por ejemplo, elementos reguladores postranscripcionales
del virus de la hepatitis de Woodchuck, WPRE), y reduciendo al minimo la "proteina de anclaje al exosoma",
favoreciendo asi la incorporacién del antigeno fusionado a ella.

Ya que de acuerdo con la presente invencion, los exosomas/nanovesiculas se pueden modificar "in vivo" para
incorporar grandes cantidades de cualquier antigeno, la presente plataforma de biotecnologia puede ser de beneficio
terapéutico contra cualquier enfermedad susceptible al ataque de CTL especificos.

El uso con fines terapéuticos de vacunacion basada en vectores de ADN que expresan productos de fusién con la
"proteina de anclaje al exosoma" Nef™ de acuerdo con la presente invencion es aplicable a todas las patologias que
pueden beneficiarse de una respuesta inmune efectiva de CTL. Claramente, el nimero y el origen de los antigenos
que se pueden modificar pueden expandirse en relacién con las estrategias terapéuticas a tratar.

El polinucledtido o el vector de expresién de ADN para usar de acuerdo con la presente invencion se puede usar en
el campo médico asi como en el campo veterinario.

La presente invencion se describird ahora de una manera ilustrativa, pero no limitativa, de acuerdo con realizaciones
preferidas de la misma, con referencia particular a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra el esquema del mecanismo subyacente a la activacion de CTL inducida por la inoculaciéon de
vectores de ADN basados en Nef™. Después de la inyeccion con el vector de ADN que expresa un antigeno fusionado
a Nef™! |as células musculares transfectadas liberan tanto exosomas modificados como no modificados. Los
contenidos de estos ultimos, una vez internalizados por APC y presentados de forma cruzada, inducen el
cebado/activacion de linfocitos T CD8* especificos para los antigenos cargados en exosomas endégenos modificados.
La Figura 2 muestra la deteccién de exosomas modificados en sobrenadantes de células musculares murinas
transfectadas. A. Analisis por FACS de células musculares tanto de 293T humanas como de C,C+2 murinas dos dias
después de la transfeccion con vectores que expresan Nef™!/GFP o Nefg24/GFP. M1 marca el intervalo de positividad
como se establecid por el analisis de células transfectadas en forma simulada. Se informan los porcentajes de células
positivas. B. Cuantificacion en términos de actividad de AchE de exosomas recuperados por centrifugacion diferencial
de sobrenadantes del mismo nimero (es decir, 5 x 106) de células transfectadas 293T y C,Cs.. C. Andlisis de
transferencia Western de exosomas de células transfectadas 293T y C,C12. Los productos a base de Nef se detectaron
tanto en los lisados celulares como en los exosomas, mientras que la B-actina y Alix sirvieron como marcadores para
los lisados celulares y los exosomas, respectivamente. Las flechas muestran los productos proteicos relevantes. Los
marcadores moleculares se dan en kDa. D. Anadlisis por FACS de exosomas de células transfectadas C,C12. 10 mU
de exosomas de células C,C1. transfectadas con vectores que expresan Nef™! -GFP o Nefg2a-GFP fueron analizados
por FACS en términos de dispersion frontal/lateral (paneles superiores) y fluorescencia de GFP (paneles inferiores).

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2809212713

Los cuadrantes indican la dimension de las particulas detectadas (paneles superiores) o el intervalo de positividad
calculado mediante el andlisis de exosomas de células transfectadas en forma simulada. Los resultados son
representativos de dos experimentos independientes.

La Figura 3 muestra la deteccion de nanovesiculas fluorescentes en plasma de ratones inoculados con un vector de
ADN que expresa Nef™-GFP. A. Analisis de la expresion de productos relacionados con GFP en tejidos musculares
de ratones inoculados con los vectores de ADN indicados. Amplificacion: 40x. B. Se inocularon ratones C57 BI/6 i.m.
con vectores de ADN que expresan los productos indicados, y después de 3 y 9 dias se aislaron los exosomas del
plasma mediante centrifugacion diferencial. Luego, se unieron cantidades equivalentes (es decir, 1 mU) de exosomas
a perlas de latex de aldehido/sulfato blanco sin tensioactivo, y finalmente se analizé su fluorescencia. Como control,
se usaron 10 pU de exosomas aislados de los sobrenadantes de células 293T transfectadas en forma transitoria con
el vector Nef™-GFP (Ctrl+). Los cuadrantes se establecieron con base en la fluorescencia de las perlas no tratadas.
Se indican los porcentajes de eventos positivos. Los resultados son representativos de dos ensayos.

La Figura 4 muestra la inoculacion del vector de ADN Nef™YE7 que induce una respuesta inmune de células T CD8*
especificas de E7 en ausencia de produccion de anticuerpos. Respuesta inmune de células T CD8* en ratones
inoculados con vectores de ADN que expresan ya sea E7 o Nef™/E7, o con un vector vacio. Los ratones C57 BI/6
(seis por grupo) se inocularon dos veces con los diferentes vectores de ADN. Los esplenocitos recuperados de los
ratones se incubaron con o sin 5 pg/mL ya sea de nonameros especificos no relacionados (no mostrados), E7 o Nef.
Las extensiones de activacion celular se evaluaron mediante el ensayo Elispot para IFN-y realizado por triplicado con
10° células/pozo. Como control, las células no tratadas también se incubaron con 5 ng/mL de PMA y 500 ng/mL de
ionomicina. Se muestra el numero de células formadoras de manchas de IFN-y (SFU)/10° células de los pozos por
triplicado sembradas con esplenocitos de cada raton inoculado. También se informaron medias intergrupales + DE de
SFU. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. * p <0,05. B. Ensayo de CTL llevado
a cabo con células T CD8" de ratones inoculados con los vectores indicados. Las células T CD8* aisladas de
esplenocitos de diferentes ratones inoculados se agruparon y cultivaron durante 6 horas con diferentes proporciones
de células (es decir, de 20:1 a 5:1) con células EL-4 previamente marcadas con CFSE y pretratadas con péptidos no
relacionados o E7 durante 16 horas. Seis horas después, se midieron los niveles de mortalidad de las células EL-4
mediante analisis por FACS tras la marcaciéon con 7-AAD. Se muestran los resultados representativos de cuatro
experimentos independientes. C. Deteccion de anticuerpos anti-E7 en plasma de ratones inoculados con los vectores
de ADN indicados. Como estandar de control positivo interno (Ctrl+), se usaron diluciones 1:10.000 de plasma de
ratones inyectados con 10 ug de proteinas recombinantes E7 o Nef mas adyuvante. Se muestran los valores medios
de absorbancia + DE de triplicados de plasma agrupados de seis ratones por grupo.

La Figura 5 muestra que la inyeccion del vector de ADN que expresa Nef de tipo silvestre no consigue provocar una
respuesta inmune de células T CD8" especifica de Nef en ratones. Respuesta inmune de células T CD8* especifica
de Nef en ratones inoculados con vectores de ADN que expresan Nef de tipo silvestre, Nef™, o con un vector vacio.
Se inocularon ratones C57 BI/6 (cuatro por grupo) i.m. dos veces con los vectores de ADN, y diez dias después de la
Ultima inmunizacién, se sacrificaron los ratones y se cultivaron esplenocitos en micropozos Elispot para IFN-y durante
16 horas en ausencia o en presencia de nonameros no relacionados o especificos de Nef. Como control, las células
no tratadas también se incubaron con 5 ng/mL de PMA y 500 ng/mL de ionomicina. Se muestran la media + DE del
nimero de SFU/10° células. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes. * p <0,05.

La Figura 6 muestra la inmunidad de células T CD8* especifica de E7 inducida en ratones inyectados con exosomas
de ratones inoculados con el vector de ADN Nef™!/E7. Respuesta inmune de células T CD8* en ratones inoculados
con exosomas aislados del plasma de ratones singénicos previamente inyectados con vectores que expresan E7,
Nef™YE7 o un vector vacio. Los ratones C57 BI/6 (8 por grupo, ratones donantes) se inocularon dos veces con los
vectores de ADN indicados, y diez dias después de la ultima inoculacion, las PBMC se recuperaron del sangrado retro
orbital y se analizaron en el ensayo Elispot para IFN-y para detectar la presencia de respuesta de células T CD8*
especificas para E7 (paneles superiores). Dos dias después, se sacrificaron los ratones y se aislaron los exosomas
del plasma por centrifugacioén diferencial. Luego se usaron cantidades equivalentes de estos exosomas para inocular
ratones singénicos (3 por grupo) tres veces. Diez dias después de la ultima inoculacién, se recuperaron los
esplenocitos y se evaluaron las extensiones de activacion de células T CD8" mediante el ensayo Elispot para IFN-y
llevado a cabo por triplicado (panel inferior).

En todos los ensayos Elispot para IFN-y, las células también se incubaron con 5 ng/mL de PMA y 500 ng/mL de
ionomicina. Se muestran la media + DE del nimero de SFU/10° células. Los resultados son representativos de dos
experimentos independientes. * p <0,05.

La Figura 7 muestra el efecto antitumoral terapéutico inducido por inoculacién i.m. del vector de ADN Nef™/E7. Los
ratones C57 BI/6 fueron desafiados con 2 x 10° células TC-1 y 4 dias después, cuando las masas tumorales fueron
detectables por palpacion, se inocularon con el vector de ADN que expresa Nef™/E7 (siete ratones) o, como control,
Nef™t, vector vacio o vehiculo (cuatro ratones por grupo). Las inoculaciones de ADN se repitieron el dia 11 después
de la implantacion de las células tumorales, y el crecimiento de la masa tumoral se siguié con el tiempo. A. Respuesta
de células T CD8" especifica de E7 mediante el ensayo Elispot para IFN-y en las PBMC recuperadas de sangrado
retro orbital 7 dias después de la ultima inmunizacion, y cultivadas durante 16 horas en presencia de péptidos no
relacionados o E7. Como control, las PBMC también se incubaron con 5 ng/mL de PMA y 500 ng/mL de ionomicina.
Se muestra el nimero de SFU/10% células de pozos por triplicado sembradas con esplenocitos de cada raton
inoculado. B. Determinacion del tamafio del tumor durante el tiempo de observacion de 30 dias. C. Medicion del peso
de los tumores de ratones inyectados con vectores de ADN Nef™! o Nef™/E7 en el momento del sacrificio.

Se muestran los valores detectados para cada ratdon inoculado. Los resultados son representativos de dos
experimentos independientes.
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La Figura 8 muestra la deteccion de exosomas modificados con ECD HER2/neu en sobrenadantes de células
transfectadas. Andlisis de transferencia Western de lisados de células y exosomas de cultivos de células 293T
transfectadas con vector que expresa ya sea Nef™!, Nef™/ECD de HER2, o el vector vacio. Se detectaron productos
a base de Nef tanto en células como en exosomas, mientras que la B-actina y Alix sirvieron como marcadores para
lisados celulares y exosomas, respectivamente. Las flechas muestran los productos proteicos relevantes. Los
marcadores moleculares se dan en kDa. Los resultados son representativos de cinco experimentos independientes.
La Figura 9 muestra la deteccién de anticuerpos anti-HER2/neu en plasma de ratones inoculados. El plasma para
ratones inyectados con vectores que expresan ya sea Nef™! o Nef™/ECD de HER2 se incubaron con células 293T
transfectadas dos dias antes con un vector que expresa HER2/neu. Después de la incubacion con Ab secundarios,
las células se fijaron y se analizaron por FACS. Como controles positivos, se utilizaron tanto plasma de ratones
inyectados con lisados de células tumorales 676-1-25 que sobreexpresan constitutivamente HER2/neu (células
HER2/neu), y un mAb anti-HER2/neu (Ctrl+). Los resultados se presentan como valores medios + DE de las
intensidades de fluorescencia medias (MFI) detectadas por FACS usando plasma de cada raton inyectado, y son
representativas de dos ensayos.

La Figura 10 muestra la deteccion de inmunidad de células T CD8* especificas de HER2/neu inducida en ratones tras
la inyeccion del vector de ADN que expresa Nef™/ECD de HER2. Respuesta inmune de células T CD8" en ratones
inoculados con vectores de ADN que expresan Nef™ o Nef™/ECD de HER2, o con vector vacio (vacio). Los ratones
129Sv-Neu T (cinco por grupo) se inocularon i.m. dos veces con los diferentes vectores de ADN. En el momento del
sacrificio, se incubaron durante la noche 10° esplenocitos con o sin 5 ug/mL ya sea de nonameros no relacionados,
especificos de Nef o especificos de ECD de HER2 en micropozos Elispot para IFN-y por duplicado o triplicado. Como
control, las células también se incubaron en ausencia de péptidos (nulo). Se muestra la media del nimero de unidades
formadoras de manchas de IFN-y (SFU)/10° + DE. Los resultados son representativos de tres experimentos
independientes. * p <0,05. En la parte inferior, se muestra una placa Elispot para IFN-y desarrollada a partir de un
ensayo representativo.

La Figura 11 muestra la deteccion de la inmunidad de células T CD8" especificas de HER2/neu inducida en parejas
de ratones inyectados con ADN con una actividad de CTL especifica de antigeno. Ensayo de CTL llevado a cabo con
células T CD8* de ratones inoculados con los vectores indicados. Las células T CD8* se aislaron de esplenocitos
agrupados, se cultivaron por duplicado durante 6 horas con una proporcién de células 10:1 con células TC-1
previamente marcadas con CFSE, y se trataron durante 16 horas con péptidos no relacionados especificos de Nef o
especificos de ECD de HER2. Seis horas mas tarde, la mortalidad de células TC-1 se calificé mediante analisis por
FACS tras marcacion con 7-AAD. Se muestran los valores medios + DE calculados a partir de tres experimentos
independientes. * p <0,05. Valor medio de las condiciones de fondo (es decir, cocultivo de linfocitos T CD8* de ratones
no modificados con células TC-1 no tratadas): 8,1 + 3,5. En la parte inferior, se muestran graficos de puntos
representativos del analisis por FACS de los cocultivos. Se indican los porcentajes de doble fluorescencia sobre el
total de células positivas para CFSE.

La Figura 12 muestra el efecto antitumoral inducido por la inoculacion del vector de ADN de Nef™/ECD de HER2. Los
ratones 129Sv-NeuT (5 por grupo) se inocularon dos veces con los vectores de ADN indicados o con el vehiculo (nulo)
alas 15y 17 semanas de edad. A. Incidencia tumoral, expresada como el nimero de ratones con al menos un tumor
> 1 mm de didametro. B. Multiplicidad tumoral, calculada como el nimero acumulado de tumores/numero total de
ratones + DE. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

La Figura 13 muestra la internalizacion en iDC de exosomas liberados por las células del musculo esquelético primario
humano. A. Analisis por FACS de SKMC 2 dias después de la transfeccién con vectores que expresan GFP,
Nef™GFP o vector vacio. Se muestran los niveles de fluorescencia de GFP detectados en un representante de cinco
experimentos independientes. Se indican los porcentajes de células positivas para GFP. M1: intervalo de positividad.
B. Analisis con microscopio confocal de cocultivos que comprenden iDC y SKMC transfectadas con vectores de ADN
que expresan GFP o Nef™/GFP, este Ultimo realizado en presencia o no tanto de GW4869 como de espiroepoxido.
Los portaobjetos se tifieron con DAPI (fluorescencia azul) y mAb anti-CD45 (fluorescencia roja) antes del analisis. Para
cocultivos que comprenden SKMC transfectadas con Nef™/GFP, se informan dos secciones del mismo campo, la
primera destaca las células positivas para CD45 (panel superior, flechas negras), mientras que en la imagen en la
parte inferior, tanto SKMC que expresan tanto Nef™/GFP (flecha verde-negra) como regiones de acumulacién de
fluorescencia en iDC (flechas blancas).

La Figura 14 muestra la actividad de CTL especifica de Nef provocada por DC humanas cocultivadas con células
musculares que expresan vectores de ADN basados en Nef™t. A. Esquema de los ensayos de cebado cruzado. Las
SKMC se transfectaron y, 48 horas después, se pusieron en cocultivo con iDC que, después de 24 horas adicionales,
se aislaron y maduraron. Luego se agregaron PBL autélogos a mDC, y el cocultivo se llevé a cabo durante 7 dias.
Posteriormente, se repitio la estimulacién de PBL, y después de 7 dias adicionales, los linfocitos T CD8* se aislaron y
se analizaron en ensayos de CTL mediante cocultivo con células objetivo singénicas. B. Andlisis de transferencia
Western de lisados celulares de células MCF-7 parental o transfectadas de manera estable con Nef™ !, Los filtros se
incubaron con Ab anti-Nef o anti-B-actina. La flecha muestra el producto proteico relevante. Los marcadores
moleculares se dan en kDa. C. Ensayo de CTL llevado a cabo mediante el cocultivo de linfocitos T CD8* cebados con
células MCF-7 que expresan o no Nef™! en una proporcion de células 10:1. Los resultados se presentaron como
valores medios + DE calculados a partir de condiciones por triplicado de tres experimentos independientes. * p <0,05.
Valor medio de las condiciones de fondo (es decir, cocultivo de linfocitos T CD8* no modificados con MCF-7): 11,9 +
5.

La Figura 15 muestra que el tratamiento con inhibidores de la sintesis de exosomas bloquea el cebado cruzado
inducido por DC aisladas de cocultivos con SKMC transfectadas. Las SKMC se transfectaron con un vector de ADN
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que expresaba el producto de fusion Nef™/MART-1 y, después de 2 dias, se cultivaron conjuntamente con iDC en
presencia o no de GW4869 y espiroepdxido. Después de 16 horas, las iDC se aislaron, maduraron y se pusieron en
cocultivo con PBL autdlogos. Después de dos ciclos de estimulacion, los linfocitos T CD8* se aislaron y se desafiaron
en un ensayo de CTL mediante cocultivos 10:1 con B-LCL singénicos marcados con CFSE previamente tratados con
péptidos no relacionados o especificos de MART-1. Se muestran los porcentajes medios de mortalidad células objetivo
+ DE calculados a partir de condiciones por triplicado de tres experimentos independientes. Valor medio de las
condiciones de fondo (es decir, cocultivo de linfocitos T CD8* no modificados con B-LCL singénicos no tratados): 7,3
21

Ejemplo 1: Estudio de actividad de CTL especifica del HPV E7 antitumoral provocada por exosomas modificados in
vivo producidos por inoculacion de ADN

Materiales y métodos
Constructos moleculares y cultivos celulares.

Todos los constructos moleculares se basaron en vectores promovidos por IE-CMV. Ya se han descrito los constructos
de vectores que expresan Nef™! (13), Nef™'-GFP (13), Nefe2a-GFP (23), Nef de tipo silvestre (24) y HPV-E7 (25). Las
células 293T, y tumorales TC-1 que expresan C>C12 de musculo murino y HPV-E7 se cultivaron en medio de Eagle
modificado de Dulbecco mas suero de ternera fetal (FCS) al 10% inactivado por calor. Los ensayos de transfeccion se
llevaron a cabo utilizando el método basado en Lipofectamine 2000, que en el caso de las células C.C1, se modificd
mediante la adicién de liposomas en células recién tripsinizadas. Tanto los esplenocitos de ratén como las células EL-
4, es decir, las células T CD4+ de linfoma timico murino obtenidas originalmente de ratones C57 BI/6 tras el tratamiento
con 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno, se cultivaron en medio RPMI suplementado con FCS al 10%.

Aislamiento, deteccion y caracterizacién de exosomas.

Los exosomas se aislaron de los sobrenadantes celulares mediante centrifugaciones diferenciales. En detalle, los
sobrenadantes se centrifugaron a 500 xg durante 10 min. Luego, los sobrenadantes se sometieron a centrifugaciones
diferenciales que consisten en una primera ultracentrifugacion a 10.000 xg durante 30 min. Luego se recogieron los
sobrenadantes, se filtraron con un tamario de poro de 0,22 pym y se ultracentrifugaron a 70.000 X g durante 1 hora.
Las vesiculas sedimentadas se resuspendieron en PBS 1x, y se ultracentrifugaron nuevamente a 70.000 xg durante
1 hora. Posteriormente, los sedimentos se resuspendieron en 1:100 del volumen inicial de PBS 1x. La recuperacién
de exosomas del plasma de ratones inoculados se realizé de manera similar, excepto que las muestras se diluyeron
5 veces antes de comenzar las centrifugaciones cuyos tiempos de ejecucion se duplicaron. Las cantidades de
exosomas recuperados se evaluaron midiendo la actividad de la acetilcolinesterasa (AchE), es decir, un marcador de
exosoma clasico, a través del kit Amplex Red (Molecular Probes) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
actividad de AchE se midié como mU/mL, en la que 1 mU se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol
de acetilcolina a colina y acetato por minuto a un pH de 8,0 a 37 °C.

Los exosomas fluorescentes de los cultivos celulares transfectados se detectaron directamente por FACS (Gallios,
Beckman Coulter) o, en el caso de los exosomas aislados del plasma, se analizaron al unirse con perlas de latex de
aldehido/sulfato (Invitrogen Molecular Probes). Para este fin, las muestras se incubaron con 5 uL de perlas durante la
noche a temperatura ambiente en una placa giratoria, y luego se lavo, se resuspendié en PBS 1X - formaldehido al
2% viv, y se analizé por FACS.

Para el analisis de transferencia Western de exosomas, se lisaron cantidades equivalentes de nanovesiculas en PBS,
Triton X-100 al 1% en presencia de agentes antiproteoliticos, y luego se separaron mediante SDS-PAGE al 10%.
Mientras tanto, el analisis de transferencia Western se llevé a cabo también en lisados de células transfectadas lavando
las células dos veces con PBS 1x (pH 7,4) y lisandolas durante 20 minutos en hielo con tampdn de lisis (HEPES 20
mM pH 7,9, NaCl 50 mM, EDTA 10 mM, EGTA 2 mM, detergente no iénico al 0,5%, IGEPAL CA-630, suplementado
con agentes antiproteoliticos. Los lisados de células enteras se centrifugaron a 6.000 xg durante 10 minutos a 4 °C.
La concentracion de proteinas de los extractos celulares se determind mediante el ensayo de cuantificacion de
proteinas de Lowry. Alicuotas de 30 a 50 ug de proteinas totales se resolvieron mediante SDS-PAGE al 10%. Las
proteinas se transfirieron mediante electrotransferencia en una membrana de nitrocelulosa de con tamafio de poro de
0,45 uym (Amersham) durante la noche utilizando un Trans-Blot Bio-Rad. Se revelaron los filtros utilizando antisuero
ARP 444 de oveja anti-Nef diluido 1:1000 (un generoso obsequio de M. Harris, Universidad de Leeds, Leeds, Reino
Unido), y ambos mAb AC-74 anti- actina diluido 1:250 de Sigma, y Ab policlonales anti-Alix H-270 de Santa Cruz.

Inmunizacion de ratones y deteccion de linfocitos T CD8* productores de IFN-y

Todos los estudios con animales descritos en el presente documento han sido aprobados por el Comité de Etica del
Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia (protocolo No. 555/SA/2012) de acuerdo con el Decreto Legislativo 116/92
que ha implementado en Italia la Directiva Europea 86/609/EEC sobre proteccion de animales de laboratorio. Los
animales utilizados en la investigacién han sido alojados y tratados de acuerdo con las pautas insertadas en el Decreto
Legislativo mencionado anteriormente. Se adquirieron ratones C57 BI/6 de Charles River Laboratories, y se inocularon
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i.m. dos veces a intervalos de diez dias con 50 ug en cada pata trasera con ADN plasmidico purificado con el kit
Qiagen sin endotoxina. Los ratones también se inocularon por via subcutanea (s.c.) con 6 mU equivalentes de actividad
AchE de exosomas purificados del plasma de ratones inyectados con vectores de ADN tres veces a intervalos de diez
dias, y se sacrificaron diez dias después de la Ultima inmunizacion. Para detectar respuestas inmunes de células T
CD8" especificas de E7 y Nef, los esplenocitos se pusieron en cultivo en micropozos Elispot para IFN-y (Millipore) en
presencia de 5 pg/mL de HPV-E7 o péptidos Nef de 8 o 9 mer de VIH-1 ya identificados para unirse eficientemente al
complejo H-2 K de ratones C57 BI/6, es decir, DLYCYEQL (aa 21-28) (SEQ ID NO: 3) y RAHYNIVTF (aa 49- 57)
(SEQ ID NO: 4) para E7 (HPV-16 GeneBank Acceso No. AAD33252.1) y TAATNADCA (aa 48-56) (SEQ ID NO: 5)
para Nef (VIH-1, cepa F12, Acceso No. EMBL Z11530). Los péptidos KLPQLCTEL (aa. 18-26) (SEQ ID NO: 6) y
YDFAFRDL (aa 50-57) (SEQ ID NO: 7) especificos de HPV E6de union a H-2 KP (HPV-16 Gene Bank n. AAD33253.1)
se usaron como péptidos no relacionados. Después de incubacién durante la noche, se desarrollaron placas Elispot
para IFN-y (Mabtech AB), y las células formadoras de manchas se analizaron y contaron usando un lector Elispot
(Lector Elispot A.EL.VIS. y Analysis software GmbH). (0042)

Anadlisis con microscopio de fluorescencia.

Para el analisis con microscopio de fluorescencia, se prepararon mediante criostato (Leika CM 3050) cortes de 7 ym
de cuadriceps de ratones inoculados seccionados y se colocaron en portaobjetos. Los cortes se incubaron luego con
4'6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vector Laboratories) junto con un medio de montaje antidecoloracién. Finalmente,
los cubreobjetos se montaron en portaobjetos que luego se observaron con un microscopio de fluorescencia Zeiss
Axioskop 2 Plus.

Ensayo de CTL

Las células T CD8* se aislaron de esplenocitos de ratones inoculados mediante seleccién inmunomagnética positiva
(Miltenyi Biotec). Se colocaron en cocultivo durante 6 horas en RPMI con FCS al 10% con células EL-4 previamente
marcadas con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE, Invitrogen), y se trataron durante la noche con E7 o
péptidos no relacionados. Los cocultivos se realizaron a diferentes proporciones de células (es decir, células
efectoras/objetivo en proporcién 20:1 a 5:1) en 200 uyL de RPMI al 20% en placas de 96 pozos con fondo en U.
Posteriormente, la mortalidad de células EL-4 se evalu6 mediante analisis por FACS poco después de la adicion de
7-AAD a una concentracion final de 1 ug/mL.

Deteccion de anticuerpos anti-E7 y anti-Nef en plasma

Los plasmas de ratones inoculados se agruparon, y las diluciones seriales dobles a partir de 1:10 se analizaron para
detectar la presencia de Ab anti-E7. La dilucion del punto final correspondié a una OD con absorbancia a 450 nm <0,1.
Cada plasma se analizé por triplicado, y la media del valor de absorbancia se tomé como lectura final. Tanto E7
recombinante como Nef se usaron para el ensayo. Las proteinas se adsorbieron durante la noche a 4 °C en tampén
de carbonato (pH 9,4) en placas de microtitulacién Maxisorp (NUNC) a las concentraciones de 0,25 ug/pozo. Después
de una etapa de bloqueo de 2 horas a 37 °C en PBS que contiene leche en polvo desgrasada al 3% (NFDM), las
placas se incubaron a 37 °C durante 1 hora con 100 pL de plasma diluido en serie en NFDM-PBS al 1%. Se detectaron
complejos antigeno-anticuerpo especificos mediante un anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con
peroxidasa (GE Healthcare Ltd) usando tetrametilbencidina como sustrato. Después de 30 minutos a temperatura
ambiente, la reaccion enzimatica se detuvo mediante la adicién de 50 pL de acido sulfurico 1 M/pozo. Las etapas de
lavado se realizaron con 200 pL/pozo de PBS que contenia Tween-20 al 0,05% en una lavadora automatica.

Efectos antitumorales de los exosomas Nef™!/E7

La actividad antitumoral inducida por la inoculacion del vector que expresa Nef™!/E7 se evalud en ratones previamente
desafiados con 2 x 105 células TC-1. Las inoculaciones de ADN se realizaron 4 y 11 dias después del desafio con
células tumorales siguiendo el protocolo descrito anteriormente, y solo en ratones que desarrollaron tumores
palpables. El crecimiento tumoral se controlé mediante inspeccion visual, palpacién y medicién del diametro del nédulo
tumoral calculado como (largo x ancho?)/2. Al final del tiempo de observacion, los tumores fueron transferidos y
pesados.

Andlisis estadistico

Cuando es apropiado, los datos se presentan como la media + desviacion estandar (DE). En algunos casos, se usé la
prueba t de Student pareada y se confirmo usando la prueba de suma de intervalos de Wilcoxon no paramétrica. p
<0,05 se considerd significativa.

Resultados

Deteccion de exosomas modificados liberados por células musculares murinas transfectadas con ADN
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Las células musculares representan el objetivo ideal para una expresion eficiente y estable de ADN ectopico tras la
administracion in vivo. El objetivo era expresar los vectores de ADN basados en Nef™ in vivo para modificar los
exosomas liberados constitutivamente por las células que expresan el ADN inoculado. Se esperaba que estos
exosomas enddgenos mostraran caracteristicas al menos similares a las producidas en cultivos de tejidos en términos
de induccion de respuestas inmunes de CTL especificas de antigeno.

Como ya se evalud en tipos de células humanas de diferente origen, se ha investigado preliminarmente si la
internalizacion de un vector de ADN que expresa Nef™! en células musculares murinas fue suficiente para la
produccion de exosomas modificados. En particular, las células musculares murinas liberan nanovesiculas con
caracteristicas de tipo exosoma cuya biogénesis, sin embargo, difiere de la de los exosomas generados por MVB. En
aras de la claridad, las nanovesiculas similares a un exosoma liberadas por las células musculares murinas se definen
en el presente documento como exosomas.

Las células musculares murinas C2C+2 y, como control, las células 293T humanas se transfectaron con el vector que
expresa GFP fusionado en el terminal C de Nef™ o un isotipo de Nef (es decir, Nefa2a) ya caracterizado por su
ineficacia para asociarse con exosomas (26). Los cultivos celulares transfectados se controlaron para determinar la
eficacia respectiva de la transfeccion (Figura 2A) que en las células musculares parecia ser superior al 50% de la
detectada en las células 293T. Se recogieron los sobrenadantes y se aislaron los exosomas mediante centrifugaciones
diferenciales. Las preparaciones de exosomas se valoraron luego en términos de actividad de AchE (Figura 2B). Los
dos tipos de células produjeron niveles aparentemente similares de nanovesiculas positivas para AchE,
independientemente de las condiciones de transfeccion. El andlisis de transferencia Western de cantidades iguales
de exosomas mostro la presencia de moléculas derivadas de Nef en exosomas de células 293T y C,C1, transfectadas
con vectores Nef™-GFP pero no Nefg,a-GFP (Figura 2C). El analisis por FACS de las preparaciones de exosomas
confirmd la asociacion de fluorescencia con las nanovesiculas recuperadas de las células C,C12 transfectadas con
Nef™t -GFP pero no con Nefgoa-GFP (Figura 2D).

En resumen, se ha demostrado que las nanovesiculas de tipo exosoma liberadas por las células musculares murinas
pueden ser modificadas por derivados de Nef™! como se demostré previamente en células 293T humanas
transformadas de tipo epitelial.

Los productos derivados de Nef™! se pueden detectar en exosomas del plasma de ratones inoculados con ADN

Con base en los resultados in vitro que se obtuvieron con células musculares murinas, se ha intentado la expresion
del vector basado en Nef™! in vivo. Para este objetivo, se inocularon 50 pug de Nef™-GFP, Nefe2a-GFP o vector vacio
en cada cuadriceps de ratones C57 BI/6. Tres dias después, se sacrificaron varios ratones inoculados y se
criopreservaron sus patas. Luego, los cortes obtenidos de las zonas de inoculacién se analizaron para la expresion de
productos relacionados con GFP. Consistentemente con las caracteristicas ya descritas de Nef y sus
mutantes/derivados, Nef™t aparentemente se acumulé en la membrana plasmatica mientras se disponia también en
un patrén punteado intracelular. De manera diferente, el mutante Nefgza, como consecuencia de la falta de
miristoilacion del terminal N, dispuesto en una distribucién intracitoplasmatica mas difusa (Figura 3A). Tres y nueve
dias después de la inoculacion, el plasma se recupero del resto de los ratones inoculados y los exosomas se aislaron
por centrifugacion diferencial. Las preparaciones de exosomas se valoraron luego en términos de actividad de AchE,
y las mismas cantidades de exosomas se unieron a perlas blancas de latex de aldehido/sulfato. A través de este
método, incluso se esperaba que las nanovesiculas fluorescentes raras fueran detectables mediante analisis por
FACS. Las sefales positivas se puntuaron en muestras que comprenden exosomas aislados del plasma de ratones
tanto 3 como 9 dias después de la inyeccion con el vector Nef™'-GFP pero no Nefg,a-GFP (Figura 3B). Estos
resultados sugirieron que la inoculacion en ratones de vectores que expresan derivados de Nef™ puede conducir a la
generacion de exosomas modificados.

Respuesta de CTL especifica de HPV-E7 tras la inoculacién i.m. de un vector de ADN que expresa Nef™!/E7

A continuacion, se evalué la inmunogenicidad de los antigenos cargados en exosomas modificados generados por la
inoculacion de vectores de ADN que expresan derivados de Nef™!. Con este objetivo, se inocularon i.m. ratones C57
BI/6 (seis por grupo) en cada pata trasera con 50 ug de vectores que expresan Nef™!/E7 o E7 solo, o con un vector
vacio. Es de destacar que el analisis de la respuesta inmune después de la inyeccion de un vector que expresa E7
solo fue instrumental para evaluar el beneficio de la fusién de Nef™ en términos de inmunogenicidad de células T
CD8". Las inoculaciones se repitieron 10 dias después, y después de 10 dias adicionales se sacrificaron los ratones
y se cultivaron durante la noche los esplenocitos en micropozos Elispot para IFN-y en presencia de nonameros H-2
K® especificos de Nef o E7 no relacionados. Los niveles de activacion de células T CD8* observados en cultivos con
péptidos no relacionados permanecieron en niveles de fondo y similares a los detectados en esplenocitos cultivados
en ausencia de péptidos (no mostrados). Por otro lado, la activacién celular fue claramente detectable en esplenocitos
de ratones inoculados con el vector que expresa Nef™/E7 después de la incubacién con nonameros E7 o Nef (Figura
4A). Por el contrario, no se detectd respuesta de células T CD8" en cultivos de esplenocitos de ratones que recibieron
vector que expresaba E7 o vacio, cualquiera que sea el péptido utilizado.
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Para evaluar si la respuesta de células T CD8* asociada con una actividad de CTL medible, las células T CD8" se
aislaron de grupos de esplenocitos, y luego se pusieron en cocultivo durante 6 horas a diferentes proporciones de
células (es decir, de 20:1 a 5:1) con células EL-4 marcadas con CFSE pretratadas durante la noche con no
relacionados o E7. Posteriormente, los cocultivos se marcaron con 7-AAD, y los niveles de mortalidad de las células
objetivo se puntuaron mediante analisis por FACS. Los resultados reportados en la Figura 4B muestra un claro
aumento de la mortalidad de células objetivo tanto en cocultivos 20:1 como 10:1 que comprenden linfocitos T CD8*
solo de ratones inoculados con el vector que expresa Nef™/E7 con EL-4 pretratado con nonameros especificos de
E7. Este resultado demostré que los linfocitos T CD8* activados detectados en ratones inoculados con el vector que
expresa Nef™/E7 mediante el ensayo Elispot para IFN-y poseian actividad citotoxica especifica de E7. En particular,
los anticuerpos anti-E7 se detectaron solo en plasma de ratones inoculados con el vector que expresa E7 solo (Figura
4C).

En conjunto, estos datos indican que la inoculacién i.m. de un vector que expresa un antigeno heterélogo fusionado
con Nef™t conduce a la induccién de una fuerte respuesta de CTL especifica de antigeno en ausencia de produccion
de anticuerpos.

La inoculacion del vector de ADN que expresa la isoforma de Nef de tipo silvestre no provoca activacion de células T
CD8" especificas de Nef.

Los resultados proporcionan evidencia de que la inyeccion i.m. de vectores de ADN que expresan derivados de Nef™t
conduce a la produccion de exosomas que cargan productos de Nef™t que se correlacionan con la induccion de una
respuesta de CTL contra el antigeno foraneo incorporado en los exosomas. Para respaldar la idea de que los altos
niveles de incorporacion de Nef™! en los exosomas eran obligatorios para provocar la respuesta de células T CD8*
especificas de antigeno, los experimentos de inmunogenicidad se reprodujeron sin embargo al inocular ratones con
vectores que expresaban la isoforma de Nef de tipo silvestre que se incorpora en exosomas en extensiones mucho
mas bajas en comparacion con Nef™! (13). Para este fin, se inyectaron i.m. ratones C57 BI/6 (cuatro por grupo) en
cada pata trasera con 50 ug de un vector que expresa ya sea Net de tipo silvestre o Nef™, o con el vector vacio. Las
inoculaciones se repitieron 10 dias después, y después de 10 dias adicionales se sacrificaron los ratones. Los
esplenocitos se aislaron y se cultivaron durante la noche en micropozos Elispot para IFN-y en presencia de nonameros
no relacionados o especificos de Nef. Como se muestra en la Figura 5, los ratones inoculados con el vector que
expresa Nef de tipo silvestre, de manera diferente a los que recibieron el vector de Nef™!, no pudieron montar una
respuesta especifica de Nef de T CD8* detectable.

Estos resultados indican que la eficacia de la carga de antigenos en los exosomas es critica para la induccion de la
respuesta inmune, lo que también sugiere que las funciones de Nef de tipo silvestre no estaban involucradas per se
en la activacion de las células T CD8" que se observaron.

Los exosomas aislados del plasma de ratones inmunizados con un vector de ADN que expresa Nef™!/E7 inducen una
respuesta de células T CD8* especificas de E7 en ratones singénicos.

Para reforzar la hipétesis de que la respuesta inmune de células T CD8" detectada tras la inoculacion de vectores que
expresan Nef™! se basa en la produccion in vivo de exosomas modificados, se evaluo si los exosomas purificados del
plasma de ratones inoculados eran inmunogénicos en ratones receptores no modificados. Con este objetivo, se inoculd
a ocho ratones con vectores que expresaban E7, Nef™!/E7 o el vector vacio siguiendo el programa detallado
anteriormente en el presente documento. Ocho dias después de la ultima inmunizacién, las PBMC se recuperaron a
través del sangrado retro orbital y se colocaron en micropozos Elispot para IFN-y para verificar la respuesta de células
T CD8* especificas de E7. Como ya se observd, la inyeccion del vector que expresa Nef™/E7, pero no el que expresa
E7 solo, dio lugar a una respuesta de células T CD8* especificas de E7 bien detectable (Figura 6A). Los plasma de
grupos homogéneos se agruparon y los exosomas se aislaron por centrifugacion diferencial. Posteriormente, los
exosomas se valoraron en términos de actividad de AchE, y el equivalente de 6 mU de actividad AchE de exosomas
se inyecto s.c. en ratones singénicos tres veces con intervalos de diez dias. Finalmente, se sacrificaron los ratones y
se analizaron los esplenocitos para las respuestas de células T CD8" especificas de E7. Curiosamente, por cultivo
durante la noche en micropozos de Elispot para IFN-y se notd una activacion celular especifica de E7 solo en cultivos
de esplenocitos de ratones inoculados con exosomas purificados de ratones inyectados con el vector de expresion de
Nef™YE7 (Figura 6B).

Estos resultados indican que la inyeccién i.m. de ADN que expresa Nef™YE7 conduce a la produccién de exosomas
inmunogénicos, por lo tanto, respalda aun mas la idea de que la produccién dirigida por ADN de exosomas enddgenos
modificados se baso6 en la respuesta inmune fuertemente observada de células T CD8* especificas de E7

Efecto antitumoral terapéutico de la respuesta de CTL especifica de HPV-E7 inducida por inoculacién i.m. del vector
de ADN que expresa Nef™/E7

Finalmente, se ha evaluado la potencia de la respuesta inmune de células T CD8" evocada por inyeccion del vector

que expresa Nef™/E7 en términos de efecto antitumoral. Con este fin, se han configurado los ensayos de inmunizacion
terapéutica en ratones C57 BI/6 inoculados s.c. con 2 x 10% células TC-1. Los ratones que desarrollaron una masa
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tumoral detectable por palpacion, es decir, de aproximadamente 2 mm de diametro, se inocularon con 50 pg/pata
trasera de vectores que expresaban ya sea el vector vacio, Nef™! (4 ratones por cada grupo) o Nef™/E7 (seis ratones)
enlos dias 4 y 11 después de la implantacion celular. Como control, 4 ratones implantados con tumor fueron inyectados
con el vehiculo solo. En el dia 21, el sangrado retro orbital realizado en ratones inyectados con vectores que expresan
Nef™t o Nef™"/E7 sirvid para evaluar la induccion de la respuesta inmune de células T CD8* especificas de E7 (Figura
7A). El crecimiento de los tumores se control6 durante 30 dias, y posteriormente se sacrificaron los ratones, se
extrajeron los tumores y se pesaron. La Figura 7B muestra claramente que, mientras que la inyeccion de vectores de
ADN de control no influyé en el crecimiento de las células tumorales implantadas, su expansién se vio gravemente
afectada en ratones inoculados con el vector de Nef™YE7, siendo las células tumorales aparentemente eliminadas en
3 ratones, de acuerdo con lo confirmado por la evaluacién del peso del tumor (Figura 7C).

A partir de estos datos, se puede concluir que la inoculacion del vector de ADN que expresa Nef™!/E7 provoca una
respuesta inmune de células T CD8* también en presencia de células tumorales. Lo mas importante, esta respuesta
inmune fue tan fuerte como lo suficientemente rapida como para inhibir fuertemente el crecimiento de células tumorales
singénicas previamente implantadas.

En conjunto, estos resultados representan un hito relevante hacia posibles aplicaciones terapéuticas de estrategias
de inmunizacion basadas en exosomas enddgenos basados en Nef™t,

Ejemplo 2: Estudio sobre la inmunidad de células T CD8* provocada por la inoculacion in vivo de vectores que
expresan antigenos fusionados con Nef™t

La estrategia de inmunizacion basada en la inoculacion de vectores de ADN que expresan un antigeno fusionado al
terminal C de Nef™t se ha aplicado con éxito también a una variedad de antigenos virales adicionales (véase la Tabla
1). En detalle, los vectores que expresan tales antigenos fusionados con Nef™t se han inyectado en ratones C57 BI/6
o Balb/c siguiendo el programa descrito anteriormente. De 10 a 15 dias después de la ultima inoculacion, se realizaron
ensayos ELISPOT de IFNy con esplenocitos de los ratones inyectados utilizando los péptidos enumerados en la Tabla
1.

Tabla 1. Inmunidad de células T CD8* especifica de antigeno inducida en ratones inoculados con vectores que
expresan diferentes antigenos fusionados con Nef™t.2

Anti Unidades formadoras de | Péptidos para detectar inmunidad de células T | Numero de acceso de la
ntigeno 6 < + -
manchas/10° células CD8 secuencia

KFINKLDALH (SEQ ID NO:8)

EboV VP24 310+ 35 DAVLYYHMM (SEQ ID NO:9) AY142960

EboV VP40 285+ 18 LRIGNQAFLQEFVLPP (SEQ ID NO: 10) L11365

VYQVNNLEEIC(SEQ ID NO:11)

EboV NP 409 £ 21 DAVLYYHMM (SEQ ID NO:12) AY 142960
ITQMYTNV (SEQ ID NO:13)

HCV NS3 190 £ 57 WYELTPAETSV (SEQ ID NO:14) AFN53788.1
GYISTKVEL (SEQ ID NO:15)

WNVINS3 210217 DRRWCFDGPRTNTI L (SEQ ID NO: 16) ABGE7747.1

Flu NP 232 + 44 ASNENMETM (SEQ ID NO:17) ACX46208.1

a Se muestran los valores medios + DE restados de los valores de fondo calculados a partir de los datos obtenidos

con esplenocitos de cuatro ratones inoculados, cada uno probado en pozos por triplicado.

Los resultados apoyan la idea de que la inyeccidn de antigenos que expresan ADN fusionados a Nef™! es instrumental
para inducir inmunidad de CTL contra una amplia gama de antigenos de longitud completa.

Ejemplo 3: Estudio de la actividad de CTL provocada por exosomas modificados in vivo para su uso de acuerdo con
la presente invencién en cancer de mama

Materiales y métodos
Constructos moleculares

EI ADN que codifica el dominio extracelular (ECD) de rHER2/neu activado se recuperé por RT-PCR realizada en ARN
total extraido de células N202.1A, es decir, una linea celular derivada de ratones FVB transgénicos para rHER- 2/neu
(27). Se usaron los siguientes cebadores que comprenden los sitios de restriccion de Nhel y EcoRI en el extremo 5'
respectivo: directo (justo secuencia abajo del péptido sefial) 5 CTAGCTAGCACCCAAGTGTGTACCG GC 3' (SEQ ID
NO: 18); inverso: 5 CCGGAATTCTCAGTGGGTCAGTTGATGGG 3' (SEQ ID NO: 19). Para obtener el vector que
expresa el producto de fusion de Nef™/ECD de HER2, el producto de PCR se corté con Nhel/EcoRl y se inserto en
el marco en el terminal 3' de un vector con base en pcDNA3 digerido con Nhel/EcoRI que expresa Nef™!. A través de
esta estrategia, se esperaba que las secuencias de ECD de HER2 de rata y raton se fusionaran con Nef™ en los
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constructos moleculares resultantes. La seleccién se realizdé sobre la base de la presencia de la secuencia de
rHER2/neu. Los vectores que expresan Nef™! Nef™/GFP y Nef™/MART-1 ya se han descrito (13). El vector
promovido por IE-CMV que expresa el rHER2/neu fue amablemente proporcionado por A. Amici, Universidad de
Urbino, Italia.

Cultivos celulares y transfecciones

Se cultivaron células 293T, MCF-7, C>C12 musculo de murino (todas obtenidas de American Type Culture Collection)
y TC-1 (28) en medio de Eagle modificado de Dulbecco mas suero de ternera fetal (FCS) al 10% inactivado por calor.
Los ensayos de transfeccion se llevaron a cabo mediante el método basado en Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific), que en el caso de las células C,C12 se modificé mediante la adicion de liposomas en células
recién tripsinizadas. Las HLA-A.02 B-LCL (29), los esplenocitos de murino y los linfocitos T CD8* se cultivaron en
medio RPMI mas FCS al 10%. Las células primarias humanas del musculo esquelético (SKMC) se obtuvieron de
Lonza y se cultivaron con el medio recomendado.

Las PBMC humanas se aislaron de donantes sanos mediante gradientes de densidad de Ficoll-Hypaque. Los
monocitos se aislaron de PBMC utilizando un kit inmunomagnético de seleccién de monocitos (Miltenyi). La pureza de
las poblaciones de células recuperadas se ensay6 mediante analisis por FACS usando mAb anti-CD14 conjugado con
PE (Becton Dickinson). Los monocitos se diferenciaron a iDC después de 4-5 dias de cultivo en medio RPMI
suplementado con FCS al 20%, 30 ng/mL de factor estimulante de colonias de granulocitos- macréfagos (GM-CSF)
(Serotec Ltd) y 500 unidades/mL de IL-4 (R&D Systems). La maduracion de DC se obtuvo a través de tratamiento
durante la noche con 10 ng/mL de lipopolisacarido (LPS).

Preparacion y purificacion de exosomas.

Los exosomas se aislaron mediante centrifugaciones diferenciales como se describid previamente (30) a partir de
sobrenadantes de células 293T 48 a 72 horas después de la transfeccion. Las cantidades de exosomas recuperados
se evaluaron midiendo la actividad de la acetilcolinesterasa (AchE, es decir, un marcador de exosoma clasico) (31) a
través del kit Amplex Red (Molecular Probes, Thermo Fisher) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Transferencia Western

Los andlisis de transferencia Western de los lisados celulares y los exosomas se llevaron a cabo como se describe en
(13). Los filtros se revelaron usando un antisuero de oveja anti-Nef ARP 444 (MRC) diluido 1:1000, mAb AC-74 anti-B
actina diluido 1:250 de Sigma y Ab policlonales anti-Alix H-270 diluido 1:100 de Santa Cruz.

Modelo de ratén

Todos los estudios con animales descritos en el presente documento han sido aprobados por el Comité Etico de la
ISS (protocolo No. 107/2016-PR) de acuerdo con el Decreto Legislativo 116/92 que ha implementado en ltalia la
Directiva Europea 86/609/EEC sobre proteccién de animales de laboratorio. Los animales utilizados en esta
investigacion han sido alojados y tratados de acuerdo con las directrices insertadas en el Decreto Legislativo
mencionado anteriormente. Se utilizé una colonia de ratones transgénicos 129Sv-NeuT generados y criados en la
instalacion animal de la ISS (32). En estos ratones, el gen rHER-2/neu activado es promovido por las LTR del MMLV
y las hembras virgenes desarrollan espontaneamente carcinomas mamarios que se vuelven palpables a las 15-20
semanas de edad. La presencia del transgén rHER2/neu se verificd rutinariamente por PCR como se describe en (32).
Los ratones fueron inoculados i.m. dos veces a las 15y 17 semanas de edad con 50 g por cada cuadriceps de ADN
plasmidico purificado con el kit Qiagen sin endotoxina. Las glandulas mamarias fueron inspeccionadas una vez por
semana para monitorizar el tumor. Se sacrificaron ratones con tumores que superaban los 30 mm de diametro.

Deteccion de anticuerpos

El plasma de ratones inoculados se diluyd 1:20 y se analizé la presencia de anticuerpos anti-HER2/neu en células
293T transfectadas dos dias antes con un vector que expresa HER2/neu. Después de 2 horas de incubacion a 4 °C,
las células se lavaron y se incubaron con IgG anti-ratdon conjugados con FITC, y se analizé por FACS 1 hora mas
tarde. Como control positivo, se us6 un clon 7.16.4 de mAb anti HER2/neu diluido 1:20 (Sigma).

Ensayo ELISPOT

Para detectar respuestas inmunitarias de células T CD8* especificas de HER2/neu y Nef, se colocaron esplenocitos
en micropozos Elispot para IFN-y (Millipore) en presencia de 5 pg/ml de bien sea péptidos HER2/neu o Nef de VIH-1
de 9-mer que se unen al complejo H-2 KP de ratones transgénicos 129Sv, es decir, ILHDGAYSL (aa 436-444) (33) y
TAATNADCA (aa 48-56) (34), respectivamente. Los péptidos heterélogos que se unen a H-2 K° (35) se usaron como
control. Después de incubacion durante la noche, se desarrollaron placas Elispot para IFN-y (Mabtech) y se contaron
las unidades formadoras de manchas (SFU).
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Ensayo de cebado cruzado

Se transfect6 un total de 108 SKMC con 10 ug de vectores basados en Nef™! o de control. Después de 48 horas, las
células se pusieron en cocultivo con iDC en una proporcion de células 1:5 y, en algunos casos, en presencia de 2 uM
de los inhibidores de la biosintesis de exosomas GW4869 y espiroepdxido (36-41). Después de una incubacion durante
la noche, las iDC se aislaron y maduraron mediante tratamiento con LPS durante 24 horas. Posteriormente, las iDC
se lavaron y se pusieron en cocultivo con linfocitos de sangre periférica (PBL) autélogos en una proporcion de células
1:10. Una semana después, se repitié el procedimiento de estimulacién y, después de una semana adicional, se
recuperaron las células T CD8" para los ensayos de CTL.

Ensayos de CTL

Se realizaron ensayos de CTL con células murinas aislando células T CD8* de esplenocitos mediante seleccion
inmunomagnética positiva (Miltenyi). Se colocaron en cocultivo durante 6 horas en RPMI con FCS al 10% con células
TC-1 previamente marcadas con succinimidil éster de carboxifluoresceina (CFSE, Invitrogen, Thermo Fisher)
siguiendo las recomendaciones del fabricante, y se trataron durante la noche con HER2/neu, Nef, o péptidos no
relacionados. Los cocultivos se corrieron con una proporcion células efectoras/objetivo de 10:1 en 200 yL de RPMI al
20% en placas de 96 pozos con fondo en U. Posteriormente, la mortalidad de células TC-1 se calificd mediante analisis
por FACS poco después de la adicion de 7-AAD a una concentracion final de 1 ug/mL. Los ensayos de CTL en células
humanas se llevaron a cabo de manera similar, excepto que se utilizaron MCF-7 o B-LCL como células objetivo.

Andlisis microscopico confocal

Los cocultivos nocturnos que comprenden iDC y SKMC transfectados dos dias antes con vectores que expresan GFP
o Nef"/GFP, se llevaron a cabo en una proporcién de células 1:5 en presencia o no de GW4869 y espiroepoxido.
Posteriormente, las células se tifieron primero con anti-CD45 (es decir, un marcador de iDC) durante 1 hora a4 °C, y
luego con Ab secundarios conjugados con Alexa-Fluor 610. Finalmente, los cocultivos se marcaron con 4',6'-diamino-
2-fenilindol (DAPI, Vector Laboratories) y se fijaron en formaldehido tamponado (2% v/v). Las imagenes de contraste
de fase y fluorescencia se registraron con un dispositivo Olympus [X-81.

Analisis estadistico

Cuando es apropiado, los datos se presentan como la media + desviacion estandar (DE). En algunos casos, se usé la
prueba t de Student pareada y se confirmé usando la prueba de suma de intervalos de Wilcoxon no paramétrica. p
<0,05 se consideré significativo.

Resultados
El dominio extracelular de rHER2/neu se carga eficientemente en exosomas tras la fusion con Nef™t

El ECD de rHER2/neu privado del péptido sefial se fusioné al terminal C de Nef™! en el contexto de un vector eucariota
promovido por IE-CMV. Para verificar tanto la estabilidad como la incorporaciéon de exosomas del producto de fusion,
las células 293T se transfectaron transitoriamente con vectores que expresaban Nef™t o Nef™/ECD de HER2, o con
un vector vacio. Después de 48 horas, las células se lisaron y los sobrenadantes se sometieron a centrifugaciones
diferenciales para aislar los exosomas. Tanto los lisados celulares como los exosomas se analizaron mediante
transferencia Western (Figura 8). El producto de fusién parecia estable y cargado en extensiones valiosas en
exosomas. Se obtuvieron resultados similares mediante la transfeccion de células musculares murinas C>C12 (no
mostradas).

La inyeccién en ratones transgénicos rHER2/neu de un vector de ADN que expresa Nef™YECD de HER?2 induce una
activacion especifica de linfocitos T CD8* en ausencia de respuesta de anticuerpos

Se ha asumido que, como ya se ha demostrado para otros productos de fusion basados en Nef™t (21), la inyeccion
i.m. en ratones del vector que expresa Nef™/ECD de HER2 conduce a la producciéon de exosomas inmunogénicos
modificados endogenamente que incorporan el producto de fusion Nef™/ECD de HER2. La pregunta era si la
inmunogenicidad de linfocitos T CD8* esperada de estos exosomas era lo suficientemente fuerte como para romper
la tolerancia hacia HER2/neu.

La induccion de anticuerpos anti-HER2/neu, es decir, un efecto ya descrito en ratones inyectados con vectores de
ADN rHER2/neu (42, 43) se ha probado primero (). Con este fin, se inyecté a los ratones transgénicos HER2/neu con
vectores de ADN que expresan Nef™ o Nef™/ECD de HER2 (3 por grupo). Quince dias después de la segunda
inyeccion, se recuperd el plasma y se analizé la presencia de Ab anti-HER2/neu utilizando células indicadoras 293T
transfectadas transitoriamente con un vector de ADN que expresa HER2/neu. Como se informo en la Figura 9, no se
detectaron anticuerpos especificos para HER2/neu en plasma de ratones inyectados con el vector de ADN que
expresa Nef™"/ECD de HER2. De manera diferente, los Ab fueron detectables en plasma de ratones inyectados con
lisados de células que expresan rHER2/neu, como se describié previamente (32). Estos resultados parecian
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completamente consistentes con lo que se informd previamente sobre la falta de respuesta de anticuerpos contra los
productos incorporados en los exosomas modificados (14, 21).

A continuacion, se analiz6 la respuesta de linfocitos T CD8* especificos de antigeno que analizaba los esplenocitos
de ratones inyectados a través de ensayos Elispot de IFN-y llevados a cabo mediante la estimulacién con nonameros
de Nef restringidos con H2® y ECD de HER2. Como se muestra en la Figura 10, se detecto la activacién de linfocitos
cuando los esplenocitos de ratones inyectados con ADN que expresa Nef™! se estimularon con el péptido Nef, pero
no con aquel de ECD de HER2. Por otro lado, tanto los péptidos Nef como los del ECD de HER2 indujeron la activacion
de linfocitos en cultivos de esplenocitos de ratones inyectados con Nef™/ECD de HER2. Se obtuvieron resultados
similares probando PBMC recuperadas por sangrado retroorbital (no mostrado).

Estos datos demuestran la induccién de respuestas de linfocitos T CD8* especificos de Nef y HER/neu en ratones
inyectados con el vector de ADN de Nef™/ECD de HER2.

Induccién de la actividad de CTL especifica de antigeno en ratones transgénicos rHER2/neu inyectados con el vector
de ADN que expresa Nef™/ECD de HER2.

A continuacion, el objetivo del estudio fue evaluar si la inyeccion del vector de ADN que expresa Nef™/ECD de HER2
puede inducir una actividad de CTL especifica de HER2/neu. Con este fin, los linfocitos T CD8* se aislaron de
esplenocitos de ratones transgénicos HER2/neu inoculados con un vector vacio o con vectores que expresaban Nef™!
o Nef"/ECD de HER2. Los linfocitos T CD8* se pusieron en cocultivo con células TC-1 singénicas, marcadas con
CFSE, tratadas previamente con los péptidos apropiados. Después de 5 horas, los cocultivos se detuvieron, se
marcaron con 7-AAD y se analizaron mediante FACS para evaluar los porcentajes de células objetivo TC-1 muertas.
Como se muestra en la Figura 11, se detectd un aumento de la mortalidad de las células objetivo cuando los linfocitos
T CD8* de ratones inyectados con el vector de ADN de Nef™! se cultivaron conjuntamente con TC-1 pretratado con el
péptido Nef. Mas importante, una actividad de CTL también fue evidente cuando los linfocitos T CD8" de ratones
inyectados con el vector de ADN de Nef™/ECD de HER2 se cocultivaron con TC-1 pretratadas con péptidos
restringidos de H2° especificos de Nef o HER2.

Estos resultados establecieron un vinculo entre el suministro i.m. del vector de ADN de Nef™/ECD de HER2 y la
induccion de actividad de CTL especifica de HER2/neu.

La ruptura de la tolerancia a HER2/neu se asocia con una actividad antitumoral

A continuacion, el objetivo del estudio fue evaluar si la actividad de CTL especifica de ECD de HER2 se acoplaba con
una actividad antitumoral detectable. Se inyectaron ratones transgénicos 129Sv-NeuT de quince semanas de edad
todavia libres de lesiones palpables ya sea con vehiculo o vectores de ADN que expresan Nef™ty Nef™"/ECD de
HER2. Las inyecciones se repitieron dos semanas después, y la aparicion de tumores palpables se controld
semanalmente. Como se informa en la Figura 12, la inyeccién de ADN que expresa Nef™/ECD de HER2 se asocia
con un retraso significativo en el desarrollo de tumores. ElI monitoreo se detuvo en el momento de los primeros
sacrificios necesarios por razones éticas.

Estos datos destacan una relacion directa entre la actividad de CTL especifica de ECD de HER2 inducida por inyeccién
i.m. de ADN y actividad antitumoral.

Traslado de la plataforma de vacunas de CTL a humanos: induccién de actividad de CTL especifica de antigeno por
exosomas modificados

Para abrir la posibilidad de explotar la plataforma de vacuna de CTL en clinica, es obligatorio demostrar su eficacia en
el sistema humano. Con este fin, se establecieron experimentos que utilizan condiciones que reproducen al menos en
parte el mecanismo subyacente a la induccién de la respuesta inmune de linfocitos T CD8* especifica de antigeno
descrita previamente en ratones inyectados con vectores de ADN que expresan Nef™t (1). La transferencia de
exosomas de las células musculares transfectadas a las iDC se documenté por primera vez. Las SKMC se
transfectaron con vectores de ADN de GFP o Nef™/GFP, y la eficacia de transfeccion se verificd mediante andlisis
por FACS (Figura 13A). Sobre este tema, se ha documentado previamente que la expresion de Nef™/GFP conduce
a la produccion de exosomas fluorescentes (13). Después del cocultivo de SKMC transfectadas con iDC, la presencia
de agregados fluorescentes en las iDC se documentd mediante andlisis de microscopia confocal al etiquetar las iDC
del receptor con mAb anti-CD45 (Figura 13B, paneles centrales). Mientras tanto, no se detecté fluorescencia de GFP
dentro de la poblacion de células CD45+ cuando se usaron SKMC transfectadas con GFP, asi como cuando los
cocultivos se trataron con los inhibidores de la biosintesis de exosoma GW4869 y espiroepdxido (Figura13B, paneles
izquierdo y derecho, respectivamente). Este resultado respalda la idea de que la entrada de moléculas de Nef™/GFP
en las iDC estuvo mediada por la transmision intercelular de exosomas.

A continuacion, se realizaron ensayos de cebado cruzado destinados a evaluar la induccién de la actividad de CTL

especifica de antigeno como se resume en la Figura 14A. En detalle, las SKMC se transfectaron con vectores de ADN
que expresaban derivados de Nef™, y luego se cultivaron conjuntamente con iDC HLA-A.02. Veinticuatro horas
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después, se aislaron iDC, se maduraron con LPS y luego se pusieron en cocultivo con PBL autélogos. Los cocultivos
de DC-PBL maduros (m) se llevaron a cabo durante siete dias y, posteriormente, los linfocitos se aislaron y se
sometieron a un segundo ciclo de estimulacion mediante la adicién de mDC frescas previamente cocultivadas con
SKMC transfectadas. Después de siete dias adicionales, los linfocitos se recuperaron de los cocultivos, la fraccion T
CD8" se aislo y se coloco en cocultivo en el contexto de un ensayo de CTL con células HLA-A.02 MCF-7, ya sea
parentales o modificadas para la expresion estable de Nef™! (Figura 14B). Los resultados de los ensayos de CTL
(Figura 14C) mostraron una mortalidad de las células objetivo MCF-7/Nef™! que aparecian mas altas cuando fueron
desafiadas con células T CD8" estimuladas por DC cocultivadas con SKMC que expresaban Nef™t comparado con el
detectado en cocultivos con células T CD8* estimuladas por DC de cocultivos con SKMC transfectadas con el vector
de control. Por otro lado, no se detectd actividad de CTL especifica de antigeno con el uso de MCF-7 parental como
células objetivo.

A continuacion, estas investigaciones se extendieron hacia antigenos fusionados con Nef™!. Ademas, se verifico si la
produccion de exosomas modificados se baso en la induccion de la actividad de CTL especifica de antigeno. Con este
objetivo, los ensayos de cebado cruzado se reprodujeron usando un vector de ADN que expresa Nef™t fusionado con
MART-1, es decir, un antigeno asociado a melanoma humano (44), y siguiendo los procedimientos representados en
la Figura 14A, excepto que los cocultivos de SKMC- iDC se llevaron a cabo en presencia o no de los inhibidores de la
biosintesis de exosoma GW4869 y espiroepdxido. Los ensayos de CTL finalmente se realizaron cultivando
conjuntamente los linfocitos T CD8* con B-LCL HLA-A.02 previamente tratados con MART-1 restringido a HLA-A.02
(es decir, AAGIGILTV (SEQ ID NO: 20), aa 27-35) (45) o péptidos no relacionados. Como se informa en la Figura 15,
los linfocitos T CD8" estimulados mostraron actividad de CTL especifica de MART-1. Sin embargo, ya no era
detectable cuando se usaban linfocitos T CD8* estimulados por DC de cocultivos con SKMC llevados a cabo en
presencia de inhibidores de exosomas.

Estos datos indican que la produccion de células musculares transfectadas de exosomas modificados para la
incorporacion de Nef™t o sus derivados son parte del mecanismo subyacente a la induccién de la actividad de CTL
especifica de antigeno que se observo con células humanas. Por lo tanto, estos hallazgos respaldan la idea de que la
plataforma de vacuna de CTL tiene el potencial de aplicarse en humanos contra antigenos tumorales.
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido que codifica una proteina de fusion, dicha proteina de fusion comprende o consiste en la proteina de
anclaje al exosoma de la secuencia SEQ ID NO: 1 fusionada en su terminal C con un antigeno inmunogénico, o un
vector de expresion de ADN que comprende dicho polinucledtido, para su uso en vacunacion preventiva o terapéutica
mediante la induccion de una respuesta inmune de CTL, en la que la SEQ ID NO: 1 es la siguiente secuencia:

MGCKWSKSSV VGWPAVRERM RRAEPAADGV GAASRDLEKH
GAITSSNTAA TNADCAWLEA QEEEEVGFPV TPQVPLRPMT
YKAAVDLSHF LKEKGGLEGL IHSQRRQDIL DLWIYHTQGY
FPDWQNYPTG PGIRYPLTFG WCYKLVPVEP EKLEEANKGE
NTSLLHPVSL HGMDDPGREV LEWRFDSRLA FHHVARELHP

EYFKNC

en la que dicho vector de expresion de polinucleétido o ADN se administra por administracion intramuscular.

2. Vector de expresion de polinucledtidos o ADN para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el antigeno se
elige del grupo que consiste en el antigeno del virus del papiloma humano tal como E6 y E7, el antigeno del VIH tal
como Gag y Tat, el antigeno del virus del Ebola tal como VP24, VP40, NP y GP, antigeno del virus del Nilo Occidental
tal como NS3, antigeno del HBV tal como Core, antigeno del HCV tal como Core, NS3, E1y E2, antigeno del virus de
Crimea-Congo tal como GP y NP, antigeno del virus de la influenza A tal como NP y M1, antigeno de melanoma
humano tal como MAGE-A3 y MART-1, antigenos asociados a tumores humanos tales como Her2/Neu, Hox B7.

3. Vector de expresion de polinucledtidos o ADN para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-

2, en el que el polinucleétido que codifica la proteina de anclaje al exosoma de la secuencia SEQ ID NO: 1 tiene la
siguiente secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 2:

atg ggt tgc aag tgg tca aaa agt agt gtg gtt gga tgg cct gct gta agg

gaa aga atg aga cga gct gag cca gca gca gat ggg gtg gga gca gca

tct cga gac cta gaa aaa cat gga gca atc aca agt agc aat aca gca gcet

acc aat gct gat tgt gcc tgg cta gaa gca caa gag gag gag gag gtg ggt

ttt cca gtc aca cct cag gta cct tta aga cca atg act tac aag gca get

gta gat ctt agc cac ttt tta aaa gaa aag ggg gga ctg gaa ggg cta att

cac tcc caa cga aga caa gat atc ctt gat ctg tgg atc tac cac aca caa

ggc tac ttc cct gat tgg cag aac tac aca cca gga cca ggg gtt aga tat

cca ctg acc ttt gga tgg tgc tac aag cta gta cca gtt gag cca gag aag

tta gaa gaa gcc aac aaa gga gag aac acc agc ttg tta cac cct gtg agce

ctg cat gga atg gat gac ccg gcg aga gaa gtg tta gag tgg agg ttt gac

agc cgc cta gca ttt cat cac gtg gcc cga gag ctg cat ccg gag tac ttc

aag aac tgc tga
4. Vector de expresion de polinucledtidos o ADN para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades elegidas del grupo que consiste en enfermedades infecciosas
crénicas tales como HBV, HCV y VIH, tuberculosis y malaria, enfermedades infecciosas agudas tales como la
influenza, el virus del Nilo Occidental, la fiebre hemorragica de Crimea-Congo y enfermedades del Ebola, tumores
como el tumor de mama, pulmonar, de préstata o de vejiga.
5. Vector de expresion de polinucleétidos o ADN para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en el que el vector de expresion de polinucledtidos o ADN esta asociado con uno 0 mas excipientes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables.
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6. Vector de expresion de polinucleétidos o ADN para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el adyuvante
es un adyuvante de la respuesta de células T CD8"*.
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