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DESCRIPCION
Vacuna de péptido p53
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la medicina y la inmunologia. En particular se refiere a una vacuna
de péptido p53 mejorada.

Antecedentes de la invencion

[0002] En esta solicitud, p53 se toma como un ejemplo representativo de un autoantigeno de expresién ubicua conocido
por estar asociado al cancer. La estrategia usada para disefiar una vacuna contra p53 podria aplicarse para disefar una
vacuna contra cualquier otro autoantigeno de expresion ubicua conocido por estar asociado al cancer. La fosfoproteina
nuclear p53 es una proteina supresora tumoral que se expresa de forma ubicua en niveles bajos en tejidos normales,
incluyendo timo, bazo y células linfohematopoyéticas (Rogerl A et al., Milner J et al., Terada N et al.). La vida media
normal de la p53 de tipo salvaje es inferior a 30 minutos. Tras la ubiquitinacion, la proteina p53 de tipo salvaje (WT) es
degradada rapidamente por proteasomas (Honda R et al., Momand J et al., Shkedy D et al.). La digestion mediada por
proteasomas de p53 puede llevar a la generacién de péptidos que son presentados por moléculas MHC de clase I. El
reconocimiento de estos péptidos derivados de p53 de tipo salvaje ligados a MHC de clase | en la superficie de las APC
timicas por células T timicas inmaduras con alta avidez para el complejo MHC de clase I-péptido dara como resultado
una seleccion negativa (Allen PM et al., Ashton-Rickardt PG et al., Kappler JW et al.). Como consecuencia, el repertorio
de células T periféricas no contendra células T restringidas por MHC de clase | especificas de p53 funcionales.
Theobald et al. mostraron elegantemente que los CTL especificos para el péptido procesado naturalmente p53+g7.197 S€
eliminaron del repertorio en ratones WTp53 pero no en ratones p53-/- (Theobald M et al., 1997), demostrando que la
seleccion negativa de CTL especificos de p53 de alta avidez puede ocurrir en el timo. Paraddjicamente, los CTL
restringidos por MHC de clase | capaces de reconocer endégenamente WTp53 procesada en la superficie de las células
tumorales, se han detectado tanto en ratones como en humanos (Theobald M et al. 1997, Macagno A, et al.,
Mayordomo JI et al., Barfoed AM et al., Chikamatsu K et al., Eura M et al., Houbiers JG et al., Ropke M et al.), lo que
sugiere que los CTL restringidos por MHC de clase | especificos de p53 funcionales pueden evitar la induccién de
tolerancia.

[0003] Ya se han desarrollado varias vacunas de p53. Por ejemplo, la WO 00/75336 divulga péptidos poliepitopicos
derivados de p53 que tienen la capacidad de ser degradados por el proteasoma y de asociarse con alta afinidad a las
moléculas MHC de clase |. Tales propiedades se cree que son esenciales para inducir una respuesta inmune contra
p53. Mas probablemente, las células T que responden a este tipo de péptidos bien han sido eliminadas en el timo, bien
son toleradas en la periferia, bien son de baja afinidad receptora de células T para mediar una respuesta eficaz anti-
tumoral (Theobald M & Offringa R. 2003, and Morgan et al.). Asi, se espera que tales péptidos derivados de un
autoantigeno de expresion ubicua, tal como p53, no sera capaz de desencadenar una respuesta inmune eficaz y fuerte
in vivo.

[0004] Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de vacunas de p53 nuevas y mejoradas, que no tengan todos los
inconvenientes de las vacunas de p53 existentes.

Descripcion de la invencién

[0005] La presente invencién se basa en el hallazgo sorprendente de que para inducir una respuesta eficaz anti p53, un
péptido derivado de p53 deberia ser ineficazmente procesado por el proteasoma y/o mostrar una capacidad de baja a
intermedia para formar establemente complejos MHC de clase |-péptido en la superficie celular y/o un péptido muestra
una afinidad de baja a media de uniéon a MHC. Preferiblemente, un péptido derivado de p53 deberia ser ineficazmente
procesado por el proteasoma y/o mostrar una capacidad de baja a intermedia para formar establemente complejos MHC
de clase | -péptido en la superficie celular.

Hemos descubierto que el escape de células T autoespecificas de la seleccion negativa en el timo puede ocurrir a
través de interacciones de baja avidez entre TCR y MHC. De hecho, los CTL especificos de WTp53 que reconocen su
péptido cognado se han detectado en ratén WTp53 pero con una avidez 10 veces inferior que los CTL obtenidos a partir
de ratones p53-/- (Theobald M et al., 1997 y Hernandez J et al.). Ademas, una disparidad entre los llamados
inmunoproteasomas y proteasomas domésticos en la generacién de determinados epitopos peptidicos puede permitir
una seleccion positiva por el epitelio timico pero un fracaso para eliminar estas células por una falta de presentacion de
estos complejos MHC-péptido por las APC timicas. Las células dendriticas expresan constitutivamente
inmunoproteasomas (Kloetzel PM & Ossendorp 2004) y altos niveles de inmunoproteasomas se han detectado en el
timo (Zanelli E et al.,, y Stohwasser R et al.). Morel et al. demostraron que los CTL humanos que reconocieron el
antigeno de melanoma Melan-A al igual que los CTL que reconocieron una proteina nueva de expresion ubicua no
reconocieron APC que portan inmunoproteasomas, aunque fueron capaces de reconocer células que expresan
proteasomas domeésticos. La falta de presentacién de suficientes moléculas MHC de clase | que presentan el mismo
péptido también puede permitir a las células T sobrevivir a la seleccién timica (Sebzda E et al.). Una expresion de
superficie modesta de ciertos péptidos restringidos por MHC de clase | se puede conseguir mediante diferentes



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2406 077 T3

mecanismos, no excluyentes entre si: 1) disminuir la expresién o disminuir la renovacion de proteinas en la célula
resultante de la generacion de un numero insuficiente de epitopos que permiten el reconocimiento por CTL (Vierboom
MP et al.), 2) péptidos con sélo una afinidad de unién débil para MHC pueden perder la competicion con péptidos con
mejores propiedades de unién a MHC y como tales se expresan dificilmente en la superficie celular, 3) péptidos con soélo
una capacidad débil para enlazarse de manera estable con MHC de clase | pueden formar complejos MHC de clase | -
péptido en la superficie celular que rapidamente se desintegran y como tales ya no son estimuladores para las células T
(van der Burg SH et al. 1996) y 4) la generacion proteasémica de epitopos de CTL puede ser insuficiente para generar
una cantidad eficaz de complejos MHC-péptido.

Péptido

[0006] En un primer aspecto se proporciona una agrupacion de péptidos segun la reivindicacion 3. Se ha descrito un
péptido derivado de una proteina que expresa de forma ubicua autoantigenos y se conoce por estar asociado al cancer,
dicho péptido comprende un epitopo que exhibe una capacidad de baja a intermedia para formar complejos estables
MHC de clase |-péptido en la superficie celular y/o es ineficazmente procesado por un proteasoma y/o exhibe una
afinidad de baja a intermedia de union a MHC. Preferiblemente, un péptido comprende un epitopo que exhibe una
capacidad de baja a intermedia para formar complejos estables MHC de clase |-péptido en la superficie celular y/o es
ineficazmente procesado por un proteasoma.

En el contexto de la invencion, "exhibir una afinidad de union a MHC de baja a intermedia" preferiblemente significa que
la afinidad de unién relativa de un epitopo contenido en un péptido esta comprendida entre 5 y 50 uyM. Mas
preferiblemente, la afinidad de unién relativa esta comprendida entre 10 y 50 uM, incluso mas preferiblemente entre 15y
50 pM. La afinidad de unién relativa se evalia preferiblemente por un ensayo de unién celular basado en la
competencia, tal y como se ha descrito anteriormente (van der Burg SH 1995) (véase también el ejemplo 1). La afinidad
de un epitopo dado presente dentro de un péptido se expresa como la concentracién del epitopo para inhibir 50% (ICso)
de la union de un epitopo de referencia. La longitud del epitopo esta generalmente comprendida entre 8 y 12
aminoacidos de longitud y se selecciona tipicamente basada en los residuos de anclaje tipicos para HLA-A*0101,
A*0301, A*1101 y A*2401 (Rammensee HG et al.). Los péptidos preferidos son los que se describen en el ejemplo 1.

En el contexto de la invencion, "exhibir una afinidad de unién a MHC de baja a intermedia" se mide preferiblemente
midiendo la estabilidad para unién a MHC como se describe en (van der Burg SH et al. 1996).

La estabilidad de otros complejos péptido-HLA se determiné preferiblemente de la siguiente manera. La unién peptidica
se llevd a cabo a 4°C y 20°C y se determiné ICso. Los péptidos de >50% de los complejos iniciales que se perdieron en
2 horas se consideraron inestables. Los péptidos estables mostraron ICso a 20°C que desviaron <2 veces del ICso a 4°C.
Los péptidos que mostraron ICsy a 20°C de mas de dos veces el ICsp a 4°C pero ICso <15uM se consideraron de union
con estabilidad intermedia. Los demas se designaron de unién peptidica inestable.

En el contexto de la invencidn, "ser ineficientemente procesado por un proteasoma" preferiblemente significa que en la
primera hora de digestion por un proteasoma se encuentra menos del 1 % del péptido digerido total. El tratamiento por
un proteasoma se evalla preferiblemente por incubacion de un proteasoma purificado, mas preferiblemente un
proteasoma humano con un péptido que comprende el epitopo de CTL potencial (30 aminoacidos de longitud,
aproximadamente) en un tampon de digestion de proteasoma durante al menos una hora a 37°C. La reaccién se
detiene posteriormente anadiendo acido ftrifluoroacético. El analisis de los péptidos digeridos se realiza con
espectrometria de masas de ionizacién de electrospray (véase el ejemplo 1). Incluso mas preferiblemente, el
proteasoma humano es un inmunoproteasoma de células B-LCL JY (Kessler JH et al. 2001).

La secuencia de un péptido descrito en la presente no es critica siempre que esté derivado de una proteina que expresa
de forma ubicua autoantigenos y conocido por estar asociado al cancer y siempre que el péptido comprenda un epitopo
que exhiba una capacidad baja para formar MHC de clase | estables en la superficie celular y/o que esté ineficazmente
procesado por un proteasoma y/o exhiba una afinidad de unién a MHC baja o intermedia. Preferiblemente, un péptido
comprende un epitopo que exhibe una baja capacidad para formar MHC de clase | estables en la superficie celular y/o
que se procesa ineficazmente por un proteasoma.

[0007] Por consiguiente, se usa preferiblemente un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos contigua
derivada de la secuencia de aminoacidos de una proteina que expresa de forma ubicua autoantigenos y conocido por
estar asociado al cancer.

En el contexto de la invencidn, una proteina se expresa de forma ubicua. Preferiblemente, una proteina se expresa de
forma ubicua aproximadamente cuando se expresa ampliamente. Ampliamente preferiblemente significa que su
expresion es detectable mediante series o Northern en al menos 5 tipos diferentes de tejidos, incluyendo el timo, mas
preferiblemente al menos 7, incluyendo el timo, e incluso mas preferiblemente al menos 10, incluyendo el timo.

Una proteina se dice preferiblemente que esta asociada al cancer en los siguientes casos ilustrativos y no limitativos:
una proteina se sobreexpresa y/o se muta y/o se expresa de manera aberrante en un tejido de pacientes con cancer al
compararlo con el tejido correspondiente de un sujeto que no tiene cancer. Una proteina expresada de forma aberrante
se puede expresar de novo en un tejido donde normalmente no se expresa. Una proteina mutada puede ser una
variante de empalme. Una proteina mutada puede producirse ademas como una proteina de fusién aberrante como
resultado de una translocacion.

Ejemplos de proteinas que expresan de forma ubicua autoantigenos conocidas por estar asociadas al cancer son p53,
MDM-2, HDM2 y otras proteinas que desempefian un papel en la ruta p53, moléculas tales como survivina, telomerasa,
isoforma 1B1 de citocromo P450, Her-2/neu y CD19 y todas las proteinas denominadas domésticas.

La proteina es p53, mas preferiblemente p53 humana.
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La secuencia de aminoacidos de p53 humana se representa en SEC ID n° 1. Preferiblemente, la longitud de la
secuencia de aminoacidos contigua derivada de la proteina, preferiblemente p53, no es de mas de 45 aminoacidos y
comprende al menos 19 aminoacidos contiguos derivados de la secuencia de aminoacidos de proteina, p53. La longitud
de la secuencia de aminoacidos contigua derivada de la proteina, p53, comprendida en el péptido, estda comprendida
entre aminoacidos. En otra forma de realizacién preferida, un péptido comprende 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, residuos de aminoécidos contiguos de proteina, p53. El experto en la materia, por lo tanto, entendera que un péptido
de la invencion es diferente de una proteina p53, preferiblemente de la p53 humana.

[0008] Un péptido de tal longitud usado en la invencion se puede sintetizar facilmente. En una descripcién, un antigeno
presente en un péptido deriva de la proteina, p53, o una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de la misma. Este
péptido deberia cumplir las actividades que se han definido anteriormente (un péptido comprende un epitopo que
muestra una capacidad de baja a intermedia para formar complejos estables MHC de clase I-péptido expresados en la
superficie celular y/o es ineficazmente procesado por un proteasoma y/o muestra una afinidad de unién a MHC de baja
a intermedia. Preferiblemente, un péptido comprende un epitopo que muestra una capacidad de baja a intermedia para
formar complejos estables MHC de clase |-péptido expresados en la superficie celular y/o es ineficazmente procesado
por un proteasoma. Una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de una proteina, preferiblemente p53, comprende la
misma capacidad inmunogénica en especie, no necesariamente en cantidad, que dicha proteina misma. Un derivado de
tal proteina se puede obtener por sustitucion preferiblemente conservadora de aminoacidos.

[0009] Como se describe aqui, cuando la proteina es p53, diferentes epitopos que muestran una capacidad de baja a
intermedia para formar complejos estables MHC de clase |-péptido expresados en la superficie celular ya se han
identificado y se presentan en la tabla 5. Tal péptido comprende cualquiera de estos epitopos de tipo HLA A1, A2, A3,
A11 y/o A24:

A1: 229-236 y/o

A2 149-157 ylo

A3: 101-110, 112-120, 113-120, 117-126, 154-163, 156-163, 360-370, 363-372, 373-381, 376-386 y/o
A11: 101-110, 112-120, 283-291, 311-319, 311-320, 312-319, 363-370,, 374-382 y/o

A24: 340-348.

[0010] Alternativamente o en combinacién con la divulgacion precedente, en otra divulgacion, cuando la proteina es p53,
los epitopos ineficazmente procesados por un proteasoma ya se ha identificado y se presentan en la tabla 5. Tal péptido
de la invencién comprende cualquiera de estos epitopos de tipo HLA A1, A2, A3 y/o A11:

A1:117-126, 196-205, 229-236 y/o

A2: 264-272 ylo

A3:101-110, 154-163, 154-164, 156-163, 156-164, 172-181, 376-386 y/o
A11:101-110, 156-164, 311-319, 311-320, 312-319, 374-382.

[0011] Alternativamente o en combinacion con una o dos de las divulgaciones precedentes, en una divulgacién, cuando
la proteina es p53, varios epitopos que muestran una afinidad de unién a MHC de baja a intermedia ya se han
identificado y se presentan en la tabla 5. En esta forma de realizacién preferida, un péptido de la invencién comprende
cualquiera de estos epitopos de tipo HLA A1, A2, A3 y/o A11:

A1:117-126, 196-205, 205-214, 229-236, 229-236 y/o

A2: 113-122, 149-157, 264-272, 322-330 y/o

A3:112-120, 113-120, 117-126, 154-163, 156-163, 172-181, 360-370, 363-372, 373-381 y/o
A11: 112-120, 283-291, 363-370, 374-382.

[0012] En una divulgacion, las primeras dos formas de realizacidon preferidas se combinan para definir diferentes
epitopos, cuando la proteina es p53, dichos epitopos muestran una capacidad de baja a intermedia para formar MHC de
clase |-péptido estables expresados en la superficie celular y son ineficazmente procesados por un proteasoma. Tal
péptido de la invencién comprende cualquiera de estos HLA A1, A3 y/o

A1:229-236 ylo
A3:101-110, 154-163, 156-163, 376-386 y/o
A11:101-110, 311-319, 311-320, 312-319, 374-382.

Dentro de esta divulgacion, los epitopos A1: 229-236, A3: 154-163, 156-163 y/o A11: 374-382 son los mas preferidos
dado que cada uno de ellos también muestra una afinidad de unién a MHC de baja a intermedia.

[0013] En una forma de realizacién, un péptido p53 no consiste en o comprende un epitopo de tipo HLA-A2.1. En esta
forma de realizacion, preferiblemente un péptido p53 no consiste en o comprende un epitopo que muestra una afinidad
de unién a MHC de baja a intermedia. En una divulgacién, cuando la proteina es p53, el péptido se selecciona de los
siguientes péptidos, cada péptido comprende o consiste en o se superpone a cualquiera de las siguientes secuencias:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2406 077 T3

p53 86-115, p53 102-131, p53 142-171, p53 157-186, p53 190-219, p53 224-248, p53 225-254, p53 257-286, p53 273-
302, p53 305-334, p53 353-382 y p53 369-393.

En una divulgacion, cuando la proteina es p53, el péptido se selecciona de los siguientes péptidos, cada péptido
comprende o consiste en 0 se superpone a cualquiera de las siguientes secuencias: p53 142-171, p53 157-186, p53
190-219, p53 224-248, p53 225-254, p53 241-270, p53 257-286 y p53 273-302. En el contexto de la invencion,
superposicion significa que la secuencia del péptido se superpone parcialmente o completamente a una secuencia
dada. Preferiblemente, superposicion significa que se superpone parcialmente. Parcialmente preferiblemente significa
que la superposicidon es de uno o mas aminoacidos en el N-término y/o el C-término de la secuencia peptidica, mas
preferiblemente de dos o mas aminoacidos en el N-término y/o el C-término, 0 mas. También se prefiere que la
superposicion sea de uno o mas aminoacidos en el N-término y/o dos o mas aminoacidos en el C-término de la
secuencia peptidica o viceversa. El experto en la materia entendera que todos los tipos de superposicion estan
abarcados por la presente invencién siempre que el péptido obtenido muestre la actividad deseada, como se ha definido
anteriormente en la presente. En una divulgacion, el péptido no consiste en p53 102-137, p53 106-137, p53 149-169,
p53 129-156, p53 187-212, p53 187-220, p53 187-205, p53 187-234, p53 226-243 o0 p53 226-264. Cada uno de estos
péptidos p53 se conoce del estado de la técnica por mostrar una alta afinidad de unién a MHC y/o es eficazmente
procesado por un proteasoma.

Composicion

[0014] En un segundo aspecto de la invencién, se proporciona una composicidon que comprende una agrupaciéon de
péptidos tal y como se ha definido anteriormente. Una composicion descrita comprende al menos dos, o al menos tres,
o0 al menos cuatro, o al menos cinco, o al menos seis 0 mas de tales péptidos. Las composiciones descritas pueden
incluir al menos dos, al menos tres o los siguientes péptidos: p53 142-171, p53 157- 186, p53 190-219, p53 224-248,
p53 225-254, p53 241-270, p53 257-286 and p53 273-302, p53 305-334, p53 353-382 y p53 369-393. Otras
composiciones descritas ademas incluyen p53 86-115 y/o p53 102-131.

[0015] En una forma de realizacion preferida, la agrupacién de péptidos comprende ademas al menos una de las
siguientes agrupaciones de péptidos, donde cada péptido comprende o consiste en 0 se superpone a las siguientes
secuencias:

agrupacion 1: p53 190-219, p53 206-235, p53 224-248,

agrupacion 3: p53 225-254, p53 241-270, p53 257-286, p53 273-302, p53 289-318, p53 305-334, p53 321-350,
p53 337- 366, p53 353-382 y p53 369-393,

agrupacion 4: p53 102-131, p53 126-155,

agrupacion 5: p53 70-90, p53 86-115.

La técnica conoce actualmente muchas maneras de generar un péptido. La invencion no se limita a cualquier forma de
péptido generado siempre que el péptido generado comprenda, consista en o se superponga a cualquiera de las
secuencias dadas y tenga la actividad requerida segun se ha definido anteriormente. A modo de ejemplo, un péptido
presente en la composicidn se puede obtener a partir de una proteina, preferiblemente p53 sintetizada in vitro o por una
célula, por ejemplo a través de acido nucleico codificante. Un péptido puede estar presente como un uUnico péptido o
incorporado en una proteina de fusion. Un péptido puede estar ademas modificado por eliminacion o sustitucion de uno
0 mas aminoacidos, por extension en el N- y/o C-término con aminoacidos adicionales o grupos funcionales, que
pueden mejorar la biodisponibilidad, dirigiéndose a células T, o comprender o liberar sustancias de modulacién
inmunoldgica que proporcionan funciones adyuvantes o (co)estimulatorias. Los aminoacidos adicionales opcionales en
el N- y/o C- término preferiblemente estan presentes en las posiciones correspondientes en la secuencia de
aminoacidos de la proteina de la que derivan, preferiblemente secuencia de aminoacidos de p53.

[0016] Por consiguiente, en otro aspecto, una agrupacion de péptidos de la invencién y una composicion de la invencion
como se definen aqui son para su uso como un medicamento.

[0017] En otra forma de realizacion preferida, una agrupacion de péptidos o una composicidon peptidica comprende
ademas un excipiente farmacéutico y/o un modulador inmunolégico. Cualquier excipiente y/o portador inerte
farmacéuticamente aceptable conocido se puede afiadir a la composicion. La formulacién de medicamentos y el uso de
excipientes farmacéuticamente aceptables son conocidos y habituales en la técnica y, por ejemplo, se describen en
Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 21nd Edition 2005, University of Sciences in Philadelphia. Un
péptido de la invencién es preferiblemente soluble en soluciones acuosas fisiolégicamente aceptables (p. ej. PBS) que
comprenden no mas de 35 disminuyendo a 0%; 35, 20, 10, 5 o 0% de DMSO. En tal solucién, un péptido es
preferiblemente soluble en una concentracion de al menos 0, 5, 1, 2, 4 u 8 mg de péptido por ml. Mas preferiblemente,
una mezcla de mas de un péptido diferente de la invencién es soluble en una concentracién de al menos 0, 5, 1, 2, 4, u
8 mg de péptido por ml en tales soluciones.

[0018] Cualquier modulador inmunolégico conocido se puede afiadir a la composicién. Preferiblemente, el modulador
inmunolégico es un adyuvante. Mas preferiblemente, la composicion comprende un péptido como se ha definido
anteriormente en la presente y al menos un adyuvante. Preferiblemente, el adyuvante es una emulsién de aceite en
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agua tal como adyuvantes de Freund incompletos, Montanide ISA51 (Seppic, Francia), Montanide 720 (Seppic,
Francia). Este tipo de medicamento se puede administrar como una uUnica administracion. Alternativamente, la
administracion de un péptido como se ha definido anteriormente y/o un adyuvante se puede repetir si es necesario y/o
diferentes péptidos y/o diferentes adyuvantes se pueden administrar consecutivamente.

[0019] Los adyuvantes particularmente preferidos son aquellos que se conocen por actuar via los receptores tipo peaje.
Los adyuvantes que son capaces de activar el sistema inmunolégico innato pueden ser activados particularmente bien
via receptores tipo peaje (TLRs), incluyendo TLRs 1-10 y/o via una proteina RIG-1 (gen 1 inducible por acido retinoico)
y/o via un receptor de endotelina. Los compuestos capaces de activar los receptores TLR y modificaciones y derivados
de los mismos estan bien documentados en la técnica. Los TLR1 se pueden activar por lipoproteinas bacterianas y
formas acetiladas de las mismas, los TLR2 se pueden activar ademas por glicolipidos bacterianos Gram positivos, LPS,
LPA, LTA, fimbrias, proteinas de membrana externa, proteinas de choque térmico de bacterias o del huésped y
lipoarabinomanano micobacteriano. Los TLR3 se pueden activar por dsRNA, en particular de origen virico, o por el
compuesto quimico poly(I:C). Los TLR4 se pueden activar por LPS Gram negativo, LTA, proteinas de choque térmico
del huésped o de origen bacteriano, proteinas de revestimiento o de envoltura virica, taxol o derivados del mismo,
hialuronano que contiene oligosacaridos y fibronectinas, los TLRS5 se pueden activar con flagelina o flagelos bacterianos,
los TLR6 se pueden activar por lipoproteinas micobacterianas y factor soluble labil al calor de Streptococcus del grupo B
(GBS-F) o Staphylococcus modulins. Los TLR7 se pueden activar por imidazoquinolinas y derivados. Los TLR9 se
pueden activar por DNA CpG no-metilado o complejos IgG-cromatina. En particular, los TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9
desempefian un papel importante en la mediacion de una respuesta inmune innata contra las infecciones viricas y los
compuestos capaces de activar estos receptores son particularmente preferidos para su uso en la invencién. Los
adyuvantes particularmente preferidos comprenden, pero de forma no limitativa, compuestos producidos sintéticamente
que comprenden dsRNA, poly(l:C), DNA CpG no-metilado que desencadena los receptores TLR3 y TCR9, IC31, un
agonista de TLR9, IMSAVAC, un agonista de TLR4. En otra forma de realizacion preferida, los adyuvantes se enlazan
fisicamente a un péptido como se ha definido aqui anteriormente. El enlace fisico de adyuvantes y compuestos
coestimuladores o grupos funcionales a los epitopos de HLA de clase | y HLA de clase Il que comprenden péptidos
proporciona una respuesta inmune mejorada por estimulaciéon simultanea de células presentadoras de antigenos, en
particular células dendriticas, que interiorizan, metabolizan y muestran el antigeno. Otro compuesto de modificacion
inmune preferido es un inhibidor de adhesién a la célula T, mas preferiblemente un inhibidor de un receptor de
endotelina tal como BQ-788 (Buckanovich RJ et al." Ishikawa K, PNAS (1994) 91:4892). BQ-788 es N-cis-2,6-
dimetilpiperidinocarbonil-L-gamma-metilleucil-D-1-metoxicarboniltriptofanil-D-norleucina. No obstante, cualquier derivado
de BQ-788 o compuesto de BQ-788 modificado también esta abarcado dentro del campo de esta invencion.

[0020] Ademas, se prefiere el uso de moléculas (co)estimulatorias de APC, como se establece en la WO99/61065 y en
la WO03/084999, en combinacién con un péptido presente en el medicamento usado en la invencion. En particular, el
uso de los ligandos 4-1-BB y/o CD40, anticuerpos agonisticos o fragmentos funcionales y derivados de los mismos, al
igual que compuestos sintéticos con actividad agonistica similar, se administran preferiblemente por separado o en
combinacién con un péptido presente en el medicamento a sujetos que deben tratarse con el fin de estimular mas el
aumento de una respuesta inmune 6ptima en el sujeto.

[0021] En una forma de realizacion preferida, el adyuvante comprende un exosoma, una célula dendritica, lipido A de
monofosforil y/o acido nucleico CpG.

[0022] Por lo tanto en una forma de realizacion preferida, un medicamento comprende una agrupaciéon de péptidos o
una composicion como se ha definido anteriormente aqui y un adyuvante seleccionado del grupo que consiste en
emulsiones de aceite en agua (Montanide ISA51, Montanide ISA 720), un adyuvante conocido por actuar via un receptor
tipo peaje, una molécula coestimuladora de APC, un exosoma, una célula dendritica, lipido A de monofosforil y un acido
nucleico CpG.

[0023] En otra forma de realizacion preferida, para promover la presentacion de una agrupaciéon de péptidos por una
célula o células dendriticas presentadoras de antigeno profesional, el medicamento que comprende una agrupacién de
péptidos comprende ademas un agente de activacion de DC.

[0024] Las formas de administracion conocidas y habituales en la técnica se describen, por ejemplo, en Remington; The
Science and Practice of Pharmacy, 21st Edition 2005, University of Sciences in Philadelphia. Los péptidos, las
composiciones peptidicas y los medicamentos y composiciones farmacéuticas de la invencidon se formulan
preferiblemente para que sean adecuados para la administracion intravenosa o subcutanea o la administracion
intramuscular, aunque se pueden prever ofras vias de administracion, tales como la administracion mucosa o
administracion intradérmica y/o intracutanea, por ejemplo por inyeccion. En este caso se prefiere la administracion
intradérmica. Las ventajas y/o formas de realizacion preferidas que estan especificamente asociadas a la administracion
intradérmica se definen mas adelante en una seccién separada titulada "administracién intradérmica".

[0025] Ademas, esta dentro de la presente invencién que la administracion de al menos una agrupacion de péptidos y/o
al menos una composiciéon de la invencion se puede realizar como una Unica administracion. Alternativamente, la
administracién de al menos una agrupacion de péptidos y/o al menos una composicién se puede repetir si es necesario
y/ diferentes agrupaciones de péptidos y/o composiciones de la invencion se pueden administrar consecutivamente.
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[0026] Se puede utilizar cualquier modo de administracion de la composicion o medicamento de la invenciéon. La
composiciéon o medicamento de la invencidén se puede formular para que sea adecuado para la administracion
intravenosa o subcutanea, o la administracién intramuscular, aunque se pueden prever otras vias de administracion,
tales como la administracion mucosa o intradérmica y/o intracutanea, por ejemplo por inyeccion.

[0027] Ademas, una forma de realizacion preferida comprende la entrega de una agrupacion de péptidos, con o sin
estimulantes inmunoldgicos adicionales tales como ligandos TLR y/o anticuerpos anti CD40/anti-4-1 BB en un vehiculo
de liberacion lenta tal como aceite mineral (p. ej. Montanide ISA 51) o PLGA. Alternativamente, un péptido de la
invencion se puede entregar de manera intradérmica, por ejemplo por inyeccion, con o sin estimulantes inmunoldégicos
(adyuvantes). Preferiblemente, para la entrega intradérmica un péptido de la invencion se administra en una
composicién que consiste en los péptidos y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables inmunolégicamente
inertes, por ejemplo soluciones acuosas tamponadas a fuerza ionica fisiolégica y/o osmolaridad (tal como por ejemplo
PBS).

Uso de una agrupacion de péptidos

[0028] En otro aspecto de la invencion, se proporciona un uso de una agrupacion de péptidos, como se ha definido en la
presente anteriormente, derivado de un autoantigeno de expresion ubicua conocido por estar asociado al cancer, dicho
péptido exhibe una capacidad de baja a intermedia para formar complejos estables MHC de clase | expresados en la
superficie celular y/o es ineficazmente procesado por un proteasoma y/o exhibe una afinidad de unién a MHC de baja a
intermedia para la produccion de un medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer. La proteina es p53.
Preferiblemente, una agrupacion de péptidos muestra una capacidad de baja a intermedia para formar complejos
estables MHC de clase | expresados en la superficie celular y/o es ineficazmente procesada por un proteasoma. Las
agrupaciones de péptidos preferidas para su uso en el tratamiento o prevencién del cancer son como ya se han definido
anteriormente en la presente. Todas las caracteristicas preferidas del medicamento fabricado para este uso ya se han
definido en la presente anteriormente. En una forma de realizacion preferida, el medicamento que se usa comprende
ademas un portador inerte farmacéuticamente aceptable y/o un adyuvante. En una forma de realizacion preferida, el
medicamento, que es una vacuna, se administra a un humano o animal. En una forma de realizacion mas preferida, el
humano o animal sufre o corre el riesgo de sufrir un cancer, donde la proteina de la que deriva el péptido esta asociada
a éste. La proteina es p53, incluso més preferiblemente p53 humana. Incluso mas preferiblemente, los canceres
asociados a p53 se seleccionan de la siguiente lista: pulmon, colon, eséfago, ovario, pancreas, piel, gastrico, cabeza y
cuello, vejiga, sarcoma, prostata, hepatocelular, cerebro, suprarrenal, pecho, endometrio, mesotelioma, renal, tiroides,
hematoldgico, carcinoide, melanoma, paratiroides, cérvix, neuroblastoma, Wilms, testiculos, glandula pituitaria y
feocromocitoma. Otras proteinas descritas se han citado ya en este documento.

[0029] Preferiblemente, dicha enfermedad, tal como el cancer, es al menos tratable en parte o evitable mediante la
induccién y/o el aumento de dicha respuesta inmune usando un péptido de la invencion.

[0030] Un método de la invencion es, por lo tanto, muy adecuado para proporcionar a un sujeto inmunidad contra
cualquier auto proteina de expresién ubicua conocida por estar asociada al cancer y/o para aumentar dicha inmunidad.
Los métodos de la invencién son adecuados para cualquier propdsito para el que se usen otras estrategias de
inmunizacioén. Las inmunizaciones antiguas se usan para fines de vacunacion, es decir, para la prevencion del cancer.
No obstante, los métodos de la invencién no sélo son adecuados para evitar el cancer. Los métodos también se pueden
usar para tratar el cancer existente, por supuesto con las limitaciones de que el cancer es tratable mediante la induccion
y/o la mejora de la inmunidad de la célula T especifica del antigeno.

Método

[0031] En otro aspecto, la invencion divulga un método para disefar un péptido derivado de una proteina que expresa
de forma ubicua autoantigenos asociado al cancer, dicho péptido comprende un epitopo que exhibe una capacidad de
baja a intermedia para formar complejos estables MHC de clase | expresados en la superficie celular y/o son
ineficazmente procesados por un proteasoma y/o exhiben una afinidad de union a MHC de baja a intermedia y dicho
péptido es adecuado para producir un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer. El péptido preferido
comprende un epitopo que exhibe una capacidad de baja a intermedia para formar complejos estables MHC de clase |
expresados en la superficie celular y/o es ineficazmente procesado por un proteasoma. Todas las caracteristicas de
este método ya se han explicado en este documento. Para identificar tal péptido, el experto en la materia podria seguir
la estrategia segun se ilustra en los ejemplos: un epitopo que exhibe una afinidad de union a MHC de baja a intermedia
se puede identificar midiendo la afinidad de union relativa como se ha definido anteriormente en este documento. La
capacidad bajal/intermedia de un epitopo para formar complejos estables MHC de clase | expresados en la superficie
celular se puede medir como se ha definido en la presente anteriormente. Finalmente, el procesamiento ineficaz de un
péptido por un proteasoma se puede evaluar como se ha definido en la presente anteriormente.
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Administracion intradérmica

[0032] En una descripcion, un péptido o una composicion que comprende una agrupacion de péptidos o un
medicamento usado en la invencion, todos tal y como se definen en este documento, se formulan para ser adecuados
para la administracion o aplicacion intradérmica. La intradérmica es conocida por el experto en la materia. En el contexto
de la invencién, intradérmico es sinénimo de intracutaneo y es diferente de subcutaneo. Una aplicacion mas superficial
de una sustancia es epicutanea (sobre la piel), después vendria una aplicacion intradérmica (en o dentro de la piel),
después una aplicacion subcutanea (en los tejidos justo debajo de la piel), después una aplicacion intramuscular (dentro
del cuerpo del musculo). Una aplicacion intradérmica normalmente se realiza por inyeccidon. Una inyeccion intradérmica
de una sustancia normalmente se hace para probar una posible reaccién, alergia y/o inmunidad celular a ésta. Una
aplicacion subcutédnea también se realiza normalmente por inyeccién: se inyecta una aguja en los tejidos bajo la piel.

[0033] En otra descripcién, un medicamento o composicion o agrupacién de péptidos usados en la invenciéon no
comprende ningun adyuvante tal como Montanide ISA-51, esto significa que la formulacién del medicamento (o
composicion o agrupacion de péptidos) es mas simple: una emulsiéon a base de agua y aceite preferiblemente no esta
presente en un medicamento (o composicion o péptido) usado. Por consiguiente, un medicamento (0 composiciéon o
agrupacion de péptidos) usado en la descripcion no comprende un adyuvante tal como Montanide ISA-51 y/o no
comprende una emulsién a base de aceite en agua. Por lo tanto, en una descripcién, un medicamento (o composicién o
agrupacion de péptidos) usado en la descripcidon es una solucién acuosa tamponada a fuerza idnica fisiolégica y/o
osmolaridad, tal como por ejemplo PBS (tampodn fosfato salino) que comprende o que consiste en una o mas
agrupaciones de péptidos, tal y como se ha definido en este documento anteriormente. El experto en la materia sabe
cémo preparar tal solucion.

[0034] Un medicamento (o composicion o agrupacion de péptidos) como se usa en la invencion tiene otra ventaja, que
es que mediante la administracion intradérmica de cantidades bajas de una agrupacién de péptidos como se ha definido
anteriormente, se puede obtener aun un efecto inmunogénico. La cantidad de cada péptido usado es preferiblemente de
entre 1y 1000 ug, mas preferiblemente de entre 5 y 500 ug, incluso mas preferiblemente de entre 10 y 100 ug.

[0035] En otra forma de realizacién preferida, un medicamento (o composicién) comprende una agrupacion de péptidos
como se ha definido en la presente anteriormente y al menos un adyuvante, dicho adyuvante no esta formulado en una
emulsién a base de aceite en agua y/o no es de un tipo de emulsiéon de aceite en agua como se ha definido en la
presente anteriormente. Este tipo de medicamento se puede administrar como una administracién Unica.
Alternativamente, la administracion de una agrupacion de péptidos como se ha definido anteriormente en este
documento y/o un adyuvante se puede repetir si es necesario y/o se pueden administrar diferentes agrupaciones de
péptidos y/o diferentes adyuvantes consecutivamente. Ademas, esta abarcado por la presente invencién que una
agrupacion de péptidos de la invenciéon se administra de forma intradérmica mientras que un adyuvante, tal y como se
define aqui, se administra consecutivamente. Un adyuvante puede se puede administrar de forma intradérmica. No
obstante, cualquier otra forma de administracién se puede utilizar para un adyuvante.

[0036] La administracion intradérmica de una agrupacion de péptidos es muy atractiva ya que la inyeccién de la vacuna
se realiza en el sitio o lo mas cerca posible del sitio de la enfermedad, dando como resultado la activacion local del
ganglio linfatico de drenaje de la enfermedad, provocando una activacion local mas fuerte del sistema inmunoldgico. En
una forma de realizacion preferida, la administracion intradérmica se realiza directamente en el sitio de la lesion o
enfermedad. El sitio de la lesién se entiende en este caso que estd a menos de 5, 2, 1, 0,5, 0,2 0 0,1 cm del sitio de la
lesion.

[0037] Tras la administracion intradérmica de un medicamento tal y como se define en este documento, se
desencadenan las respuestas no sélo Th2 sino también Th1. Esto es sorprendente dado que ya se descubridé que el
cebado de antigeno cutaneo a través de pistola de genes llevan a una respuesta inmune Th2 selectiva (Alvarez D. et al.,
2005). Ademas, la respuesta inmune observada no solo se limita a la piel como cabria esperar sobre la base de (Alvarez
D. et al., 2005). Demostramos que las células T especificas que secretan IFNy circulan a través del sistema de linfatico
secundario ya que se detectan en la sangre periférica post-desafio.

[0038] Otra ventaja crucial de un medicamento (o composicidon o agrupacion de péptidos) de la invencion es que se
pueden utilizar cantidades relativamente bajas de un péptido, en una Unica inyeccidn, en una simple formulacién y sin
ningun adyuvante conocido que produzca efectos secundarios indeseados como Montanide ISA-51. Sin querer estar
limitados por ninguna teoria, creemos que un péptido intradérmico (agrupacion) usado en la invencion se dirige
especifica y directamente a las células epidérmicas de Langerhans (LC) presentes en el epitelio. Las células de
Langerhans son un subtipo especifico de DC que muestran una capacidad sobresaliente para iniciar respuestas
inmunolégicas primarias (Romani N. et al. 1992). Estas LC se pueden ver como adyuvantes naturales reclutados por el
medicamento usado en la invencion.

[0039] En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere al uso de una agrupacion de péptidos tal y como se
define en este documento para la produccion de un medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de una
enfermedad tal y como se define en la presente, donde el medicamento es de administracion intradérmica, como se ha
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definido anteriormente, y donde ademas una misma y/o distinta agrupacion de péptidos, tal y como se define aqui, se
usa posteriormente para la producciéon de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la misma enfermedad,
donde el medicamento es de administracion subcutanea.

[0040] Un medicamento para la administracion intradérmica se ha definido ya en este documento. Una agrupacion de
péptidos usada para la administracién subcutanea puede ser la misma que la usada para la administracion intradérmica
y se ha definido ya en este documento. El experto en la materia sabe cdmo formular un medicamento adecuado para la
administracion subcutanea. Preferiblemente, un medicamento adecuado para la administracion subcutanea comprende
una agrupacion de péptidos, como ya se ha definido en la presente, en combinacion con un adyuvante. Los adyuvantes
preferidos se han mencionado ya en este documento. Otros adyuvantes preferidos son del tipo emulsiones de aceite en
agua tales como el adyuvante de Freund incompleto o IFA, Montanide ISA-51 o Montanide ISA 720 (Seppic, Francia).
En otra forma de realizaciéon preferida, un medicamento adecuado para la administraciéon subcutanea comprende una o
mas agrupaciones de péptidos, un adyuvante, ambos como se han definido anteriormente en la presente, y un portador
inerte farmacéuticamente aceptable y/o excipientes, todos como se han definido en la presente anteriormente. La
formulacion del medicamentos y el uso de excipientes farmacéuticamente aceptables se conocen y son habituales en la
técnica y se han descrito, por ejemplo, en Remington; The Science and Practice of Pharmacy, 21nd Edition 2005,
University of Sciences in Philadelphia. El segundo medicamento usado en la invencién se formula para que sea
adecuado para la administracion subcutanea.

[0041] En esta forma de realizacién preferida, un medicamento adecuado para la administracién intradérmica se puede
administrar simultaneamente con un medicamento adecuado para la administraciéon subcutanea. Alternativamente,
ambos medicamentos se pueden administrar de forma consecutiva intradérmica y subcutdaneamente o viceversa
(primero la administracién subcutanea seguida de la administracién intradérmica). En esta forma de realizacion
preferida, como en la forma de realizacién preferida anterior dedicada a la administracién intradérmica, la administracion
intradérmica y/o subcutanea de una agrupacion de péptidos como se ha definido anteriormente en este documento y/o
de un adyuvante se puede repetir si es necesario y/o de agrupaciones de péptidos diferentes y/o de adyuvantes
diferentes se puede administrar intradérmica y/o subcutaneamente de manera consecutiva. Ademas esta abarcado por
la presente invencién que un péptido de la invencion se administra intradérmica y/o subcutaneamente mientras que un
adyuvante, tal y como se define aqui, se administra de manera consecutiva. El adyuvante se puede administrar
intradérmica y/o subcutaneamente. No obstante, cualquier otra forma de administracion se puede utilizar para el
adyuvante.

[0042] Esperamos que la combinacion de una administracion intradérmica y subcutanea de un medicamento (o una
composicion o una agrupacion de péptidos) segun la invencion sea ventajosa. Las DC de la epidermis son claramente
diferentes de las DC de la dermis y del tejido subcutaneo. La inmunizacién intracutanea (intradérmica) provocara el
procesamiento del antigeno y la activacion de las DC epidérmicas (células de Langerhans positivas de langerina) que a
través de su red dendritica estan en contacto cercano con los queratinocitos. Esto también activara de manera 6ptima
las rutas inflamatorias en las interacciones entre la célula de Langerhans y los queratinocitos, seguido de trafico de
célula de Langerhans activada y cargada de antigeno a los ganglios linfaticos de drenaje de la piel.

[0043] La administracion subcutanea activara otros subconjuntos de DC, que también se cargaran con antigeno y se
desplazaran independientemente a los ganglios linfaticos de drenaje de la piel. Posiblemente, el uso de un medicamento
que se pueda administrar tanto intradérmica como subcutaneamente puede llevar a una estimulacion sinergistica de las
células T, en estos nodos de drenaje por los diferentes subconjuntos de DC.

[0044] En este documento y en su reivindicacion, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no
limitativo para referirse a que los elementos que siguen a la palabra estan incluidos, pero los elementos que no se
mencionan especificamente no estan excluidos. Ademas, el verbo "consistir" se puede sustituir por "consistir
esencialmente en", lo que significa que un péptido o una composicion tal y como se define en este documento puede
comprender componentes adicionales ademas de los especificamente identificados, sin que dichos componentes
adicionales alteren la caracteristica Unica de la invencién. Ademas, la referencia a un elemento mediante el articulo
indefinido "un”, "uno" o "una" no excluye la posibilidad de que mas de uno de los elementos esté presente, a menos que
el contexto requiera claramente que haya uno y sélo uno de los elementos. El articulo indefinido "un", "uno" o "una", de

este modo, normalmente significa "al menos uno".

Breve descripcién de los dibujos

[0045]

Figura 1. Productos de escision proteasémica

Figura 2. Explicacion del mecanismo de formacion de los productos de escision proteasémica.

Figura 3. Diagrama de flujo de fase | y Il del ensayo clinico en paciente con cancer ovarico como se presenta en el
ejemplo 2 y en pacientes con cancer de colon como se presenta en el ejemplo 3. Para el paciente con cancer ovarico se
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usan cuatro inyecciones de vacuna, mientras que para el paciente con cancer de colon se usan dos inyecciones de
vacuna. Para el paciente con cancer de colon, la biopsia de piel se realizé en el segundo sitio de vacuna.

Figura 4. Respuestas especificas del péptido p53 en el ensayo clinico de pacientes con cancer ovarico segun se midié
por ensayo de proliferacién (n=8).A-F) respuesta inducida por la vacuna (*) si muestra de post-vacunacién = 1000cpm &
indice de proliferacion = 3 y si valor cpm de post-vacunacion = 2x valor cpm de pre-vacunaciéon. G) Respuestas a
mezcla de recuperacion de memoria (MRM).

Barras gris claro: pre-vacunacion, barras negras: post-vacunacion.

Figura 5. Respuestas especificas del péptido p53 en el ensayo clinico de pacientes con cancer de colon segun se ha
medido por ensayo de proliferacién y produccion de citocina. La capacidad proliferativa especifica de p53 (Ay C) y la
produccién de citocina (B y D) de 2 pacientes varones con cancer colorectal se muestran antes y después de la
vacunacion con la vacuna de péptido largo de p53. Se vacuné dos veces a los pacientes con péptidos de superposicién
de p53 que cubrian la secuencia de aminoacidos 70-248 (indicada por las agrupaciones de 2 péptidos: V70-115, V102-
155, V142-203, V190-248). Las PBMC de los pacientes también se evaluaron contra la region N-terminal de p53 (aa 1-
78) y la regiéon C-terminal de p53 (aa 241-393).

Figura 6. Respuestas especificas del péptido p53 segun se midié por ELISPOT de IFNy (n=7) en pacientes con cancer
ovarico. A-F) Respuesta inducida por la vacuna (*) si {numero medio de puntos - (numero medio de puntos en el medio
+ 28D) > 10 puntos } Y valor de post-vacunacion = 2x valor de pre-vacunacion.

Barras gris claro: pre-vacunacion, barras negras: post-vacunacion.

Figura 7. Respuestas especificas del péptido p53 en las biopsias de piel de los sitios de vacunacion obtenidas de
pacientes con cancer ovarico segun se midié por ensayo de proliferacion (n=7). Se toman biopsias, tres semanas
después de la ultima vacunacion, del ultimo sitio de inyeccion. A-D) respuesta inducida por la vacuna (*) si recuentos por
minuto = 1000 e indice de proliferacién = 3.

Figura 8. Las células T especificas de p53 inducidas por la vacuna pueden migrar a areas donde el antigeno p53 esté
presente y reconocer naturalmente la proteina p53 procesada y presentada. Se tomé una biopsia del segundo sitio de
vacuna de un paciente con cancer colorectal y las células T que infiltran la piel estaban expandidas. Las células T que
infiltran la piel se evaluaron contra diferentes agrupaciones de péptidos p53 (indicados por el nimero del primer y ultimo
aminoacido de la secuencia de aminoacidos de la proteina p53 que esta cubierta por la agrupacion de péptidos usada)
al igual que la proteina p53 y la proteina de control. Las barras indican el medio y la desviacion tipica de pocillos
triplicados.

Figura 9. La vacunacion con la vacuna p53-SLP induce respuestas de memoria de células T y extensién del antigeno en
pacientes con cancer colorectal.

Las PBMC aisladas pre-vacunacion, después de 2 vacunaciones y a los 6 meses (#1) 0 9 meses (#2) después
de la vacunacion se evaluaron para la presencia de células T especificas de p53 en un ensayo de proliferacion
mediante la estimulacion de las PBMC durante 6 dias con diferentes agrupaciones de péptidos p53 (indicadas
por el nimero del primer y ultimo aminoacido de la secuencia de aminoacidos de la proteina p53 que esta
cubierta por la agrupacion de péptidos usada). Las barras indican el medio y la desviacion tipica de 8 pocillos.

Figura 10. Respuestas en pacientes con cancer ovarico para péptidos p53 largos sintéticos individuales segun se midié
por ensayo de proliferacion después de cuatro inmunizaciones. Respuesta positiva (*) si = 1000 cpm & indice de
proliferacion = 2.

Figura 11. Respuestas especificas del péptido p53 en las biopsias de piel de los sitios de vacunaciéon obtenidas de
pacientes con cancer ovarico segun se midid por ensayo de proliferacion. Se obtuvieron biopsias del ultimo sitio de
inyeccion de 17 pacientes con cancer ovarico tres semanas después de la Ultima vacunaciéon. Se pudo cultivar un
numero insuficiente de linfocitos para ensayo de proliferacién de dos biopsias (015 & 020). Respuesta positiva (*) si
recuento por minuto = 1000 e indice de proliferacién = 3.

Figura 12. Respuestas de células T especificas de p53 segun se midieron por ensayo de proliferacién antes de la
primera y después de la ultima vacunacion, asi como después de la quimioterapia en pacientes con cancer ovarico.
Muestras de post-quimioterapia se obtuvieron 12 meses (009) resp. 9 meses (019) después de la ultima vacunacion y al
menos un mes después de la Ultima quimioterapia. Respuesta inducida por la vacuna (*) sicpm = 1000 & S.I. 23 y si el
cpm después de la vacunacion / quimioterapia fue = 2 el valor de pre-vacunacion.

Figura 13. Niveles de suero CA-125 en pacientes con cancer ovarico antes, durante y después de la vacunacion.
Valores que faltan: 04 visita 4/5/FU; 05 visita 3/4/5/FU; 11 visita FU
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Figura 14: una visién de conjunto del numero, dia de aparicion y antigeno inyectado que indujo unas reacciones
cutaneas positivas en el grupo de 19 donantes sanos (HD). Las reacciones cutaneas se consideraron positivas cuando
surgieron papulas superiores a 2 mm de diametro no menos de 2 dias después de la inyeccién. La disposicidn indicada
se usa para las 8 agrupaciones de péptidos, se indica el primero y el ultimo aminoacido de la proteina de la agrupacion
de péptidos usada. La disposicién en negrita indica al menos una reaccion positiva dentro de este plazo; un cuadrado
relleno representa una reaccién cutanea positiva de nuevo desarrollo para la agrupacion de péptidos indicada.

Figura 15. La deteccion de células T especificas de HPV 16 por IFNy ELISPOT en la muestra de sangre pre-desafio de
donantes sanos se correlaciona significativamente con la aparicion de una reacciéon cutanea positiva temprana (<13
dias) para la agrupacion de péptidos reconocida (p= 0.0003, prueba exacta de FISHER de dos colas). Se calcularon
respuestas especificas mediante la substraccion del nUmero medio de puntos + 2xSD del medio de control a partir del
numero medio de puntos en pocillos experimentales. Se da el nUmero de puntos especificos por 100.000 PBMC. Las
respuestas se consideraron positivas si las frecuencias de célula T especifica de la agrupacion de péptidos era = 5 en
100.000 PBMCs.

Figura 16. A. La asociacion entre la aparicion de una reaccion cutanea positiva y la deteccién simultanea (ELISPOT de
IFNy) de células T especificas de HPV 16 circulantes en la muestra de sangre post-desafio de donantes sanos (p <
0,0001, prueba exacta de Fisher de dos colas). De un total de 88 pruebas de piel, 39 fueron positivas. Veinticinco de
estas 39 reacciones estaban asociadas a una reaccion positiva en el ELISPOT (frecuencia de célula T =5 en 100.000
PBMCs). De los 49 sitios de prueba de piel que no mostraron una reacciéon cutanea, 10 estaban asociados a un
ELISPOT positivo.

Figura 17.
[0046]

A. Las respuestas de célula T especifica de HPV 16 detectadas por ELISPOT de IFNy en la muestra de sangre post-
desafio de donantes sanos muestran una reaccion cutanea positiva. Esta representado el nimero medio de puntos por
100.000 PBMCs. La mezcla de respuesta de memoria (MRM) se usd como un control positivo. La barra rellena indica el
sitio de reaccién cutanea positiva de la que se tomo una biopsia por puncién y se puso en cultivo.

B. Los linfocitos T que se exfiltran a partir de biopsias por perforaciéon se evaluaron, después de un periodo de 14 a 28
dias de expansion impulsada por citocina, para su capacidad para proliferar a la estimulacion con monocitos pulsados
con péptidos (10 pug/ml) -como se inyectd en la prueba de piel- o con ?roteina (20 pg/ml). Fitohemaglutinina (pHa) sirvid
como control positivo. Se midioé la proliferaciéon por incorporacion de ["H]timidina y una respuesta proliferativa se definié
especifica si el indice de estimulacion (Sl) = 3. El donante sano 17 (HD17) es un ejemplo de un sitio de reaccion
cutanea positiva que consiste en células T no especificas.

C. Los sobrenadantes de las respuestas proliferativas en B se analizaron para presencia de IFNy, interleuquina 4 (IL4),
IL5 y factor a de necrosis tumoral, IL2, IL10 (no mostrada) por Cytometric Bead Array. Los valores de corte se basaron
en las curvas estandar de las diferentes citocinas (100 pg/ml IFNy y 20 pg/ml para las citocinas restantes). La
produccioén de citocina especifica del antigeno fue definida como una concentracion de citocina por encima del nivel de
corte y >2x la concentracion del medio de control. El donante sano 15 (HD15) muestra un alto nivel de fondo de IL5,
pero se aumenta >2x después de la estimulacién por antigeno.

Figura 18.

[0047] El cultivo de células T de la biopsia de piel de la agrupacion 4 (E641.65, EBGss5.80, E671-95) del donante sano 15
(HD15) consiste en las células T CD4" y CD8" especificas de HPV 16. La especificidad del cultivo se evalué en una
tincion de citocina intracelular (ICS) contra la proteina (20 ug/ml) y los péptidos (10 pg/ml) correspondientes a la prueba
de piel inyectada. Notablemente, en 3 de cada 4 biopsias se detectaron las células T especificas de HPV 16 CD8".
Ejemplos

Ejemplo 1: Relacién entre unién de HLA, digestién proteasémicay tolerancia

[0048] Una expresion de superficie modesta de ciertos péptidos restringidos por MHC de clase | se puede conseguir
mediante diferentes mecanismos, no excluyentes entre si: 1) disminuir la expresion o disminuir la rotacion de las
proteinas en la célula dando como resultado la generacion de numeros insuficientes de epitopos que permiten el
reconocimiento por CTL (Vierboom MP et al.), 2) péptidos con sélo una capacidad de union débil a MHC pueden perder
la competicion ante péptidos con mejores propiedades de union a MHC y como tales se expresan escasamente en la
superficie celular y 3) generacion proteasémica de epitopos de CTL pueden ser insuficiente para generar niumeros
eficaces de complejos MHC-péptido. Como parte de la regulacién celular normal, la proteina p53 esta dirigida a la
degradacion mediada por proteasoma vy, por lo tanto, una escasez de proteina entrando en el proteasoma no es
probable que desempefie un papel importante en el escape de seleccién negativa. Por lo tanto, hemos analizado la
capacidad de union de péptidos derivados de p53 al igual que la capacidad de inmunoproteasomas y proteasomas
domeésticos para generar estos péptidos in vitro.
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Resultados y discusion

[0049] De un conjunto grande de péptidos que se seleccionaron sobre la base de la presencia de los llamados residuos
de anclaje principales para HLA-A*0101, HLA-A*0301, HLA-A*1101 y HLA-A*2401, se encontraron 43 péptidos que se
unen con una afinidad de intermedia a alta (tabla 1). Estos péptidos y 7 péptidos de union HLA-A*0201 (Houbiers JG et
al., Nijman HW et al., Theobald M et al. 1995) se analizaron después in vitro tanto para la estabilidad de unién (van der
Burd SH et al. 1995 and 1996) como para la liberacion del C-término exacto por inmunoproteasomas y proteasomas
domésticos (Kessler JH et al. 2001) (tabla 1). En general, los resultados obtenidos con ambos tipos de proteasomas
fueron comparables. Salvo los péptidos p53110-120, p53111-120, p53112-120, y p53113-120 que se unian a HLA-
A*0301 y/o HLA-A*1101 y llevaban la misma lisina de C-terminal, no se detectd ninguna disparidad en la generacion de
epitopo entre los domésticos y los inmunoproteasomas (tabla 1).

[0050] Actualmente, se han identificado 5 epitopos de CTL diferentes en p53 (tabla 2). Cuatro de estos epitopos fueron
restringidos por HLA-A*0201 y uno por HLA-A*2401. El andlisis de unién peptidica revelé que el péptido p53264-272
mostraba afinidad de unidon intermedia y el péptido p53149-157 mostraba una capacidad débil para formar complejos
estables péptido-HLA-A*0201, los otros 4 péptidos mostraron una uniéon buena y estable a sus moléculas HLA de
restriccion. De manera interesante, el andlisis de escision proteasémica de los péptidos precursores de 30 residuos de
largo demostré que soélo dos (p53149-157 y p53187-197) de estos cinco péptidos fueron eficazmente generados tanto
por los domésticos como por los inmunoproteasomas (Figura 1). Para el péptido p53264-272 un fragmento que
corresponde a la parte después de la escisiéon de C-terminal se encontré después de 4 horas de digestion, pero el
péptido en si o los precursores extendidos de forma N-terminal no se detectaron (Figura 1). Recientemente, se ha
demostrado que los péptidos precursores podrian ser detectados después de digestion in vitro por los proteasomas 20S,
sin embargo en pequefias cantidades (Theobald M et al. 1998). Tomados en conjunto, hay dos epitopos p5365-73 y
p53125-134 que muestran buena capacidad de unidn pero no son o son ineficazmente procesados por los proteasomas
20S, mientras que un tercer péptido (p53149-157) es bien procesado por ambos tipos de proteasomas pero demuestra
una capacidad débil para formar complejos estables péptido-HLA. Ademas, p53264-272 se une con afinidad intermedia
a HLA-A*0201 pero no es bien procesado por los proteasomas (tabla 2). Muy probablemente, el nimero de complejos
MHC-péptido formados por estos péptidos en la superficie de las APC timicas es insuficiente para eliminar los CTL
especificos de p53 correspondientes, que permiten a estas células egresar a la periferia. El péptido (p53187-197) que
muestra buena capacidad de union a HLA-A*0201 forma complejos péptido-HLA estables y es bien generado tanto por
inmunoproteasomas como por proteasomas domésticos (tabla 2) tolerancia de células T inducida (Theobald M et al.
1997), como se esperaba. Teniendo esto en cuenta, sera interesante averiguar si los otros péptidos procesados
ineficazmente, presentados en la tabla 1, que se unen a HLA-A*0101, HLA-A*0301, HLA-A*110 o HLA-A*2401, forman
epitopos de CTL genuinos.

[0051] Recientemente hemos informado sobre la identificacion de epitopos de CTL en el autoantigeno PRAME asociado
al cancer (Kessler JH et al. 2001). La comparacion de la capacidad de unién y la liberacion del C-término por
proteasomas de p53 y péptidos derivados de PRAME revela que los péptidos PRAME son bien procesados mientras
que los epitopos de CTL derivados de p53 no lo son (tabla 2). PRAME se expresa en una variedad de tumores,
testiculos y, a niveles bajos, en el endometrio normal, pero no se expresa en el timo y como resultado los CTL
especificos de PRAME no se eliminan en el timo. Todos estos datos sugieren que la combinacién de unién estable al
péptido y liberacién proteasémica de C-terminales exactos puede llevar a una prediccion precisa de epitopos de CTL
para los que CTL estara disponible (p. €j. antigenos viricos, antigenos tumorales tales como PRAME) mientras que para
antigenos de expresion ubicua tales como p53 puede revelar para cuales existira tolerancia de péptidos.

[0052] Se ha establecido bien ahora que los epitopos de CTL se pueden generar mediante rutas de procesamiento
alternativas (Benham AM et al., Glas R et al., Geier E et al., Reimann J et al.) y que esto produce moléculas de HLA de
clase | que contienen péptidos con diversos carboxi terminales y a partir de proteinas dispersas en toda la célula (Luckei
CJ et al. 1998). Una amplia variedad de tumores muestra niveles de expresion mejorados de p53, debido a las
mutaciones en el gen p53 u otros genes de la ruta reguladora de p53, como resultado de una digestion proteasémica
disminuida (Honda R et al.). De manera interesante, la expresion del epitopo dominante de CTL de matriz de gripe
restringido por HLA-A*0201 se mejora cuando las células se tratan con inhibidores de proteasoma (Luckey CJ et al.
1998). Ademas, se demostré que el 50-60% de los niveles de expresion normales de las moléculas de HLA A*0201
reaparecian en superficie a pesar de la presencia de inhibidores de proteasoma (Luckey CJ et al. 2001). Esto sugiere
que es mas probable que las proteinas que no son bien degradadas/son menos degradadas por los proteasomas se
procesen de otras formas. Esto puede significar que la sobreexpresién de p53 produce una expresion mejorada de
epitopos de CTL (entre otros restringidos por HLA-A*0201) generados mediante otras rutas que no sean el proteasoma
(Figura 2). La activacion de los CTL especificos de p53 puede ocurrir después de la absorcion de p53 derivado del
tumor por las APC periféricas. Esto produce la presentacion de los péptidos p53 en la ruta de MHC de clase Il (van der
Brug SH et al. 2001 and Tilkin AF et al.) y también puede conducir a la presentacion en MHC de clase | (Reimann J et
al.) (figura 2).
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Observaciones finales

[0053] Recientemente hemos demostrado que la liberacion eficaz del C-término exacto de epitopos de CTL putativos
presentes en péptidos precursores de 25-30 aminoacidos de largo por proteasomas 20S identificaba con precision los
péptidos procesados naturales para los que los CTL estan presentes en la sangre periférica (Kessler JH et al. 2001).
Respecto a los antigenos de expresion ubicua que, como parte de su regulacion normal, son degradados por el
proteasoma, debe hacerse algunas diferenciaciones necesarias. Una combinacion de una alta capacidad para formar
complejos estables MHC-péptido y una liberacion eficaz por digestion proteasémica hace que un péptido induzca
tolerancia. En cambio, los péptidos desfavorecidos por cualquiera de estas dos pueden formar objetivos naturales para
los CTL que llegaron a la periferia.

Material y métodos
Péptidos, unién peptidica y ensayo de estabilizacion

[0054] Péptidos de 8-11 residuos de longitud se seleccionaron basados en los residuos de anclaje tipico para HLA-
A*0101, A*0301, A*1101 y HLA-A*2401 (Rammensee HG et al.). La capacidad de los péptidos para enlazar se evalud
en un ensayo de unién celular basado en la competicion, tal y como se ha descrito anteriormente (van der Burg SH et al.
1995). Los péptidos de referencia marcados con FL se sintetizaron como derivados de Cys (van der Burg SH et al.
1995). Los péptidos de referencia marcados con fluorescencia usados fueron: YLEPAC(FL)AK (HLA-A*0101) vy
KVFPC(FL)ALINK (HLA-A*1101) (Sette A et al.), KVFPC(FL)ALINK (HLA-A*0301) (van der Burg SH et al. 1995) y
RYLKC(FL)QQLL (A*2401) (Dai LC et al.). Las lineas de células B usadas son: CAA (A*0101), EKR (A*0301), BVR
(A*1101), VIJF (A*2401). La capacidad de union relativa de los péptidos se expresa como la concentracion peptidica
para inhibir 50% (ICso) de la union del péptido de referencia. La afinidad se categoriza de la siguiente manera: buena
ICs0 <5uM, intermedia ICso =5-15uM y baja ICso >15-50uM. La estabilizacion peptidica para HLA-A*0201 se realiz6 tal y
como se ha descrito anteriormente (van der Burg SH et al., 1996). Los péptidos de >50% de los complejos iniciales que
se perdieron en 2 horas se consideraron inestables. La estabilidad de otros complejos péptido-HLA se determiné de la
siguiente manera. Se llevd a cabo la union peptidica a 4°C y 20°C y ICs fueron determinados. Los péptidos estables
mostraron ICsg a 20°C que desvid <2 veces del ICsp a 4°C. Los péptidos que mostraron ICsy a 20°C superior a dos veces
el ICso a 4°C pero I1Cso <15uM se considerd que enlazan con estabilidad intermedia. Los demas se designaron como
union de péptido inestable.

Digestiones mediadas por proteasoma in vitro y espectrometria de masas

[0055] Los inmunoproteasomas 20S se purificaron a partir de una linea de células B de raton (RMA) y una linea de
células B-LCL humana (JY) y los proteasomas domésticos 20S se purificaron a partir de la linea de célula tumoral
humana (HeLa) como se describe (Kessler JH et al. 2001). Para valorar la cinética, se llevaron a cabo digestiones con
periodos de incubacion diferentes como se indic6. Brevemente, los péptidos con los epitopos de CTL (potenciales) (30
meros, 20 pg) se incubaron con 1 pg de proteasoma purificado a 37°C durante 1 h, 4 h 'y 24 h en 300 pl de tampon de
digestidon de proteasoma, se afiadio acido trifluoroacético (30 pl) para detener la digestidon y se almacenaron muestras a
-20°C antes del analisis de espectrometria de masas. La espectrometria de masas por ionizacion de electrospray se
llevé a cabo en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo de cuadruplo hibrido, un Q-TOF (Micromass), equipado
con un interfaz de nanoelectroespray en linea con una velocidad de flujo aproximada de 250 nL/min como se describe
(Kessler JH et al. 2001). Los picos en el espectro de masa se buscaron en el péptido precursor digerido utilizando el
software Biolynx/proteins (Micromass) suministrado con el espectrometro de masas. La intensidad de los picos en los
espectros de masa se uso para establecer las cantidades relativas de péptidos generados después de la digestion de
proteasoma. Las cantidades relativas de los péptidos se dan como un porcentaje de la cantidad total de péptido digerido
por el proteasoma en el periodo de incubacion indicado. Los sitios de escision principales se definen como mas que >
1% del péptido digerido total en la primera hora.

Ejemplo 2: Estudio de vacunacion con los péptidos p53 en pacientes con cancer ovarico. Resultados
inmunolégicos de 7 pacientes vacunados

Objetivos de la prueba

2.1 Objetivos Generales

Objetivo primario:

[0056]

- Evaluar la seguridad y la tolerabilidad de una vacuna de "péptido largo" especifica de p53 en combinaciéon con un
adyuvante definido con un modo de accién conocido (Montanide ISA) (parte de fase | del estudio)

- Evaluar la inmunogenicidad de una vacuna de "péptido largo" especifica de p53 en combinacién con un adyuvante
definido con un modo de accién conocido (Montanide ISA) (parte de fase Il del estudio)
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2.2 Criterios de evaluacion
[0057] El criterio de evaluacion primario del estudio de fase | es seguridad y tolerabilidad

[0058] El criterio de evaluacion primario del estudio de fase Il es inmunogenicidad (respuestas de células T especificas
de p53)

2.3. Disefio del ensayo

[0059] Se llevo a cabo un estudio de vacunacion de fase | / 1l en pacientes con cancer ovarico, usando 10 péptidos p53
solapantes en combinacién con un adyuvante con una capacidad de activacion de célula dendritica prolongada
(Montanide-ISA-51). La fase de diagrama de flujo se da en la figura 3.

2.4. Criterios para seleccién de pacientes
2.4.1. Criterios de inclusién
[0060]

- Carcinoma ovarico epitelial probado histolégico

- Al menos 4 semanas después de la terminacion del tratamiento de primera linea (cirugia de citorreducciéon y
quimioterapia a base de platino)

- Aumento de los niveles de suero CA125 después del tratamiento de primera linea y enfermedad no medible segun los
criterios RECIST (criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos) (Terasse P et al.).

- Aumento de los niveles de suero CA125 después del tratamiento de primera linea con enfermedad medible segun los
criterios RECIST (criterio de evaluacion de respuesta en tumores sélidos) (Terasse P et al.) pero sin querer recibir, o de
otra manera, que no se ajustan para recibir quimioterapia de segunda linea.

Un aumento en el CA125 se conoce como un marcador de pronostico para el cancer ovarico (Ferrandina G et al.,
Goonewardene et al. and Rustin et al.).

- 18 afios de edad o mayor, una esperanza de vida prevista de al menos 3 meses.

- Ausencia de cualquier condicidn psicolégica, familiar, socioldgica o geografica que pueda obstaculizar potencialmente
el cumplimiento del protocolo del estudio y el calendario de seguimiento. Esas condiciones se deben discutir con el
paciente antes de la inscripcion en el ensayo.

- Antes de la inscripcidn/aleatorizacion del paciente, se debe dar consentimiento informado por escrito de acuerdo con
las buenas practicas clinicas (GCP) y regulaciones nacionales/locales.

- Estado de rendimiento de 0 a 2 (escala WHO)

- Funcién hepética, renal y de médula ésea adecuada, tal y como se define:

-INR <1, 5; WBC > 3, 0 x 109/L; trombocitos > 100 x 109/L; hemoglobina > 6, 0 mmol/l.

2.4.2. Criterios de exclusion

[0061]

- Embarazo y/o lactancia.

- Otras neoplasias (anteriores o actuales), excepto carcinoma de célula escamosa o basal de la piel.

- Dosis alta de agentes inmunosupresores.

- Terapia previa con un modificador de la respuesta bioldgica.

- Hipertension descontrolada, angina de pecho inestable, arritmias que requieren tratamiento o infarto de miocardio en
los 3 meses anteriores.

- Insuficiencia cardiaca congestiva descontrolada o miocardiopatia severa.

- Sefiales o sintomas de metastasis de CNS.

- Trastornos psiquiatricos o neuroldgicos severos.

2.4.3 Criterios de retirada

[0062]

- Enfermedad progresiva que necesita otras formas de terapia anti-tumoral.

- Toxicidad inaceptable (gr 3-4 toxicidad debido a vacunacion que persiste durante mas de 2 semanas).
- Denegacion del paciente.

- Perdido para seguimiento

2.5. Regimenes terapéuticos, toxicidad prevista.
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[0063] Muchas respuestas de Th y CTL reconocen péptidos en los residuos 70-251 de la proteina p53. Por lo tanto, la
vacuna abarca esta region de la proteina p53. Los péptidos usados se dan en la tabla 3. Los péptidos de grado clinico
para vacunacién se preparan en el Peptide Laboratory, seccion IGFL, departamento de Clinical Pharmacy and
Toxicology, Leiden University Medical Center. Los detalles técnicos sobre los procesos de produccién o el producto se
describen en el IMPD pertinente. Los péptidos p53 son 9 30-meros y 1 25-meros superponiéndose entre si por 15
residuos (véase la tabla 3). Este conjunto de 10 péptidos se espera que contenga los epitopos de CTL posibles para
todos los alelos de clase | al igual que los epitopos T auxiliares posibles para todos los alelos clase Il. Montanide-ISA-51
se usa como un adyuvante: Montanide ISA 51 o adyuvante de Freund purificado incompleto estd compuesto de
10+2%(p/p) oleato de manida (Montanide 80) en 90+2%(p/p) Drakeol 6VR, un aceite mineral de grado farmacéutico.
Montanide ISA 51 se comercializa como un adyuvante estéril libre de pirégeno para uso humano por Seppic (Paris,
Francia). La monitorizacion a largo plazo (35 afios) de 18.000 pacientes - que recibieron la vacuna adyuvada de Freund
incompleta - y 22.000 controles no mostr6 una diferencia significativa en el indice de mortalidad debido al cancer: 2,18%
y 2,43% para vacunas con y sin adyuvante, respectivamente.

2.6. Dosificacion y descripcion del tratamiento

[0064] Se lleva a cabo un estudio de vacunacion de fase | al principio en 5 pacientes con niveles de CA125 en aumento.
La dosis de péptidos consiste en 300 pg/péptido. Esta dosis se elige sobre la base de ensayos clinicos previos de
vacunacioén con péptidos (Rosenberg SA et al., Hersey P et al.) y tiene su origen en el ensayo de péptido largo E6/E7 de
HPV de fase I/ll realizado en LUMC (datos no publicados). La vacunacion se realiza 4 veces con un intervalo de 3
semanas con evaluaciéon inmunolégica y clinica entremedias. La vacuna se inyecta por via subcutanea profunda, en
cuatro sitios diferentes, en una dosis de 300 ug por péptido en DMSO/20mM de tampén de fosfato pH 7,5/adyuvante
Montanide ISA-51. La primera inyeccion es en la parte superior del brazo derecho, la segunda en la parte superior del
brazo izquierdo, la tercera en la parte superior de la pierna izquierda y la cuarta y ultima en la parte superior de la pierna
derecha. Antes de la vacunacion, las células mononucleares de la sangre (PBMC; almacenadas en 10 % de DMSO en
nitrogeno liquido) y el suero se aislan para evaluar el estado inmunoldgico de linea base hacia p53 antes de la
vacunacion. El efecto de la vacunacién en la inmunidad de p53 se evalta en muestras de PBMC y de suero tomadas 2
semanas después de la segunda y ultima vacunacion (de refuerzo). Se miden las respuestas de célula T contra los
péptidos individuales en la vacuna. Ademas, se toma una biopsia de piel de los cuarto sitios de vacunacién, 2 semanas
después de la vacunacioén, para aislar las células T de infiltracién. Estas células T se evalian con respecto a su
especificidad y polarizacién. Si no se produce ningun grado 3 o 4 de toxicidad en ninguno de los 5 pacientes incluidos
en el estudio de fase | se inicia el estudio de vacunacion de fase Il. Si un paciente experimenta un grado 3 o 4 de
toxicidad inesperada, el numero de pacientes en la fase | se aumentara a 10. Debe observarse que en los estudios de
vacunacion con péptido precedentes se produjo una toxicidad menor o ninguna. Debido a la buena condiciéon general
relativa que normalmente se encuentra en estos pacientes, este grupo de pacientes es ideal para probar la
inmunogenicidad de la vacuna en un ensayo de fase Il tradicional. Al principio se introdujeron 14 pacientes en este
estudio de fase Il. Se comparan las respuestas de células T especificas de P53 antes y después de la vacunacion. Si no
se encuentran respondedores (respuesta definida de forma arbitraria como > 30% de aumento de respuestas de células
T especificas de p53) entre los primeros 19 pacientes, el estudio se interrumpe debido a la aparente falta de
inmunogenicidad de la vacuna. En caso de respuestas, el numero total de pacientes del estudio depende del nimero de
respuestas observadas. La vacunacion en el estudio de fase | / Il se inicia 3 meses después de la ultima quimioterapia
de primera linea y se continta durante un total de 4 vacunaciones distanciadas por 3 semanas. Si la vacunacién de fase
Il no muestra ninguin resultado en términos de respuestas de células T positivas, este método se interrumpira.

2.7. Cuidado de apoyo en caso de toxicidad

[0065] En caso de toxicidad cutanea, se permiten antihistaminas sistémicas o esteroides topicos. No se permite que los
pacientes reciban factores de crecimiento para mielosupresion. Los analgésicos son estan permitidos.

2.8. Terapia concomitante

[0066] No se permite otra quimioterapia, inmunoterapia, agentes hormonales (excepto esteroides topicos para
erupciones cutaneas), terapia de radiacion, farmacos experimentales, radioterapia y/o cirugia mientras los pacientes
estan en el estudio. Cualquier progresion de la enfermedad que precise otras formas de terapia anti-tumoral es causa
para la retirada del paciente del estudio. No se permiten los corticoesteroides sistémicos durante el estudio. Los
pacientes deben recibir cuidado de apoyo completo.

2.9 Evaluacioén clinica, pruebas de laboratorio y seguimiento

2.9.1 Antes del inicio del tratamiento

[0067] Menos de 14 dias antes de la inscripcion en el ensayo se requiere el registro de los siguientes parametros:

- Historia médica pertinente, incluyendo fecha de primer diagndstico, tipo histolégico, enfermedades concurrentes y

cualquier uso concurrente de medicacion.
- Examen fisico, incluyendo rendimiento WHO, altura, peso, constantes vitales, sintomas clinicos de linea de base.
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- Electrocardiograma (ECG) y analisis de orina para excluir una cistitis asintomatica.
- Hematologia: hemoglobina, trombocitos, leucocitos.
- Bioquimica: creatinina de suero, INR, bilirrubina, ASAT, ALAT, LDH, INR.

Cuando el paciente se registra en la prueba, el tratamiento de estudio comienza 7 dias después de la inclusién.
2.9.2. Durante el tratamiento

[0068] Menos de 28 dias antes del inicio de la vacunacion (300 ml), durante la vacunaciéon (3 x 50 ml) y
aproximadamente 14 dias después de la ultima vacunacion (300 ml) se recogen PBMC para medir respuestas de célula
T especifica de p53. Dos semanas después de la ultima vacunacién se toma una biopsia por perforacion de los cuarto
sitios de vacunacion. Inmediatamente antes de la administracién de cada vacunacion, de 10 a 14 dias después de la
ultima administracion de la vacuna, se llevan a cabo los siguientes examenes: (1) examen fisico, incluyendo evaluacion
neuroldgica, constantes vitales, saturacién de O, y ECG antes y tres-cuatro horas después de cada vacunacion; (2)
evaluacién de todos eventos adversos (el peor grado de eventos que ocurre durante esta vacunacion deberia
registrarse), asi como peso y rendimiento WHO; (3) hematologia y bioquimica, incluyendo hemoglobina, trombocitos,
leucocitos, creatinina de suero, INR, bilirrubina, ASAT, ALAT, LDH e INR; (4) cualquier medicacion concomitante.

2.9.3. Después del final del tratamiento (seguimiento)

[0069] Si el paciente no ha progresado después de la vacunacion, la extensién de la enfermedad se registra cada 3
meses siguiendo los mismos procedimientos que durante el tratamiento. En caso de progresion, se hace un seguimiento
de los pacientes para supervivencia cada 3 meses. El comienzo de cualquier forma de otro tratamiento anti-tumoral se
registra. La tabla 4 resume toda la vacunacion y el proceso de analisis.

[0070] La evaluacion de toxicidad se registra durante la vacunacion. Hematologia y bioquimica, incluyendo
hemoglobina, trombocitos, leucocitos, creatinina de suero, INR, bilirrubina, ASAT, ALAT, LDH e INR.

2.10. Inmunovigilancia

[0071] En cinco momentos temporales diferentes durante el estudio se recogen PBMC: antes de la vacunacion (300 ml),
después de cada vacunacion (3 x 50 ml) y después de la ultima vacunacién (300 ml). PBMC y suero se aislan. La
evaluacion de las respuestas de célula T especifica de p53 en sujetos vacunados del estudio de fase I/ll se realiza de la
siguiente manera:

Las respuestas positivas de célula T colaboradora CD4" después de la vacunacién se definen por:

a) Significativamente aumentadas (una reaccion inducida por la vacunacién se considera positiva
cuando el indice de proliferacién de muestras de post-vacunacién es al menos dos veces tan alto
como el indice de proliferacion de muestras de pre-vacunacion y el indice de proliferacion de muestras
de post-vacunacion deberia ser al menos 2 y/o b) significativamente aumentada produccion de IFNy
de PBMC, que se han estimulado dos veces con péptido in vitro, contra péptidos p53 como medidos
por ELISA tras 1 dia de cultivo, y/o ¢) un porcentaje significativamente aumentado de PBMC CD4" que
producen IFNy en 6 horas de estimulacion in vitro con péptidos p53 en presencia de brefeldina A,
utilizando tincién FACS intracelular tricolor con anticuerpos contra CD4, el marcador de activacion
temprana CD69 e IFNy, y/o d) un numero significativamente aumentado de células T especificas del
antigeno que producen IFNy, IL-4 o IL-10 como se miden en el ensayo de ELISPOT en el que una
frecuencia de = 1/10.000 PBMC se considera positiva y un aumento de dos veces en el numero de
puntos entre la pre-vacunacion y la post-vacunacién se elige como una respuesta positiva a la vacuna.

2.11. Consideracion estadistica
2.11.2. Analisis

[0072] Los pacientes que no cumplen los criterios de inclusiéon no son elegibles. Los pacientes no evaluados debido a
retirada o por otros motivos (p. ej. denegacién de los pacientes, perdido para seguimiento, infracciéon del protocolo) se
sefalan claramente. Es necesario introducir un total de 19 pacientes completos evaluables en el estudio, con un maximo
de 20% de abandono, este numero puede aumentar a 23 pacientes. La respuesta inmune especifica para p53 de la
vacuna medida antes y después de las vacunaciones se comparara por la prueba Sign (2-caras, 5% nivel de
significancia). Se estimaran los indices de respuesta e indices de toxicidad de grado 3-4 encontrados durante la
vacunacion y se calcularan los limites de confianza exactos al 95%. El tiempo para la progresion se computara por
curvas Kaplan-Meier y se comparara con un grupo de control histérico mediante la prueba de rango logaritmico.

2.12. Investigacion traslacional

[0073] Se realizan los siguientes analisis:
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La respuesta de células T especificas de p53 se analiza usando PBMC recientes aisladas para proliferacion especifica
de p53. Las citocinas (IFNy, TNFa, IL-10, IL-5, IL-4, IL-2) que se producen especificamente en esta estimulacion
antigénica se evalian por el Cytokine Bead Array (segun el protocolo del fabricante Becton-Dickinson). Se evaluan
PBMC recién aisladas antes, durante y después de la cuarta vacunacion. Las respuestas se clasifican como Th1 (IFNy,
TNFa), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10), ThO (IFNy, IL-4, IL-5, IL-10) o debilitados con respecto a la produccién de citocina (sin
produccién).

La presencia de grandes numeros de células T especificas de p53 en la sangre periférica puede no llevar en todos los
casos a la migracion de estas células T al sitio de inyeccidon de la vacuna, a pesar de la presencia del antigeno
peptidico. El éxito o el fracaso de las células T para migrar en la piel puede ser un reflejo de lo que ocurre en el sitio de
la enfermedad. Por lo tanto, 2 semanas después de la Ultima vacunacion se toma una biopsia de los cuarto sitios de
vacunacion. Las células T que han infiltrado el sitio de vacunacion se aislan de la biopsia. La especificidad, polarizacion
y tipo de las células T de infiltracion se evalta por Cytokine Bead Array (protocolo del fabricante) y por FACS.

2.13. Resultados
2.13.1. Ensayo de proliferacion

[0074] La figura 4 representa el ensayo de proliferacion realizado como se ha indicado. Demuestra que la vacuna que
contiene péptidos que cubren p5370-248 es capaz de inducir una respuesta inmune en la mayoria de los pacientes.
Claramente, los péptidos derivados de la region p53102-248 inducen de forma mas eficaz una respuesta de célula T
después de la vacunacion, como se midid por proliferacion después de la estimulacion in vitro con agrupaciones de
péptidos de vacuna (Fig. 4b-d). La primera agrupacion de péptidos de vacuna, que cubre p5370-101, induce dificilmente
la proliferaciéon de células T después de la estimulacion in vitro (Fig. 4a). Las células T aisladas de pacientes vacunados
también se estimularon con péptidos que no estaban presentes en la vacuna. Estos péptidos en cuestion cubren la
region N-terminal y C-terminal de la proteina p53. Como se muestra en la fig. 4f, la regidon N-terminal es capaz de inducir
una respuesta de célula T en algunos pacientes con cancer ovarico. Esto podria indicar que la vacuna es muy eficaz en
induccién de células T asesinas, lo que implicaria eventualmente la extension del epitopo. Por otro lado, la regién C-
terminal de p53 en estos pacientes no induce una respuesta de célula T mensurable.

2.13.2. ELISPOT de IFNy
[0075] Se considerd la vacuna como inductora de una respuesta positiva si:

- el nimero medio de puntos - (numero medio de puntos en el medio +2SD)>10 puntos

- Sl post-vacunacién >= dos veces el Sl de pre-vacunacion. Los resultados se representan en la figura 6. Este ensayo
muestra resultados similares en comparacion con el ensayo de proliferacién: los péptidos de vacuna derivados de la
region p53102-248 han inducido células T especificas para epitopos contenidos en esa area (Fig. 6b-d), mientras que
los péptidos derivados de la region p5370-101 no (Fig. 6a). Por otra parte, este ensayo ademas confirma que el principio
de la extensién del epitopo puede tener lugar en algunos pacientes (Fig. 6f).

Ejemplo 3: Estudio de vacunacion con péptidos p53 en pacientes con cancer colorectal. Resultados
inmunolégicos en 2 pacientes vacunados

[0076] El principio del estudio es similar al ejemplo 2 (véase también la figura 3). Las diferencias son que en este estudio
los pacientes sélo recibieron dos vacunaciones (en vez de cuatro).

[0077] La capacidad proliferativa especifica de p53 (figura 5A y C) y la produccion de citocina (figura 5B y D) de 2
pacientes masculinos con cancer colorectal se muestra antes y después de la vacunacién con vacuna de péptido largo
p53. Los pacientes fueron vacunados dos veces con péptidos p53 solapantes que cubren la secuencia de aminoacidos
70-248 (indicados por las agrupaciones de 2 péptidos: V70-115, V102-155, V 142-203, V190-248). También se
evaluaron las PBMC de los pacientes contra la region N-terminal de p53 (aa 1-78) y la region C-terminal de p53 (aa 241-
393). Véase que, en ambos casos, la vacunacion produce la activacion de la reactividad de las células T contra la region
C-terminal (fuera de la vacuna) también, indicativo de extensién del epitopo de la respuesta inmune tras la vacunacion.
La proliferacion especifica de p53 esta asociada a la produccion de IFNy, IL-10 e IL-5, como medido por Cytokine Bead
Array (CBA).

Ejemplo 4: Estudio de vacunacién con péptidos p53 en pacientes con cancer colorectal. Respuestas
inmunolégicas de en 9 pacientes vacunados

[0078] La tabla 6 muestra una vision de conjunto de respuestas de célula T especifica de p53 en pacientes con cancer
colorectal que han sido vacunados dos veces con la vacuna SLP p53. En conclusién, todos los pacientes exhibieron una
respuesta de célula T especifica de p53. Los péptidos que parecen ser los mas inmunogénicos se encuentran en la
parte mas N-terminal de la proteina p53 como estan presentes en la vacuna (aa 190-248): 8 de los 9 pacientes
respondi6 contra estos péptidos. No obstante, también los péptidos derivados de aa 102-155 y 142-203 son capaces de
inducir respuestas especificas de p53 (6 de los 9 pacientes responden a uno o mas péptidos derivados de estas
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regiones). Claramente, la parte C-terminal de p53 parece ser menos inmunogénica. De manera importante, los péptidos
derivados de la parte N-terminal de p53 que no estaban presentes en la vacuna SLP p53 todavia fueron capaces de
inducir una respuesta de célula T in vitro. Este fendmeno se conoce como extension de antigeno y ocurre a través de la
estimulacién de células T por DC que han absorbido p53 derivado del tumor liberado por las células tumorales
moribundas. Como esto se observa después de la vacunacion, sélo es indicativo de una respuesta eficaz anti-tumoral
inducida por la vacuna.

[0079] Para determinar si el vacuna SLP p53 es capaz de inducir células T especificas de p53 que puedan migrar a
areas en las que el antigeno p53 esté presentado, se aislaron los sitios de vacuna y se expandieron células T que
infiltran la piel. La figura 8 muestra los resultados de 1 paciente con cancer colorectal. Las células T han migrado al sitio
de vacuna y mayoritariamente son especificas para péptidos de vacuna 5-10 (aa 142-248). Ademas, también los
péptidos que codifican la parte N-terminal de la proteina p53 (aa 241-393) pueden ser reconocidos por las células T de
infiltracion, mientras que esta parte de la proteina no esta presente en la vacuna SLP p53. Nuevamente evidencia de
extension del antigeno después de la vacunacion eficaz. De manera importante, los resultados también muestran que
las células T inducidas por vacuna que han migrado al area de presentacion del antigeno pueden también reconocer
células que han procesado la proteina p53 entera. Esto indica que la ruta de procesamiento natural procesa proteina
p53 en epitopos que pueden ser reconocidos por las células T inducidas por vacuna. Esto implica que las células
tumorales que también procesan la proteina p53 entera de manera natural pueden también ser reconocidas y lisadas
por estas células T.

[0080] Para determinar si los pacientes con carcinoma de colon vacunados también fueron capaces de inducir una
respuesta de célula T de memoria, se evaluaron PBMC aisladas antes y después de las 2 vacunaciones y después de 6
0 9 meses para la presencia de células T especificas de p53. En la figura 9 se muestra que las respuestas de células T
especificas de p53 que no estaban presentes antes de la vacunacién y que se indujeron después de las 2 vacunaciones
estaban todavia presentes en la circulaciéon de los pacientes evaluados 6-9 meses después de la vacunacion, lo que es
indicativo de respuestas de células T de memoria especificas de p53. Por otra parte, ambos pacientes mostraron una
respuesta a aminoacidos 241-393 de la proteina p53 después de las 2 vacunaciones e incluso a los 6 meses del
seguimiento (#1), lo que indica que las células T inducidas como resultado de la extensién del epitopo también estaban
presentes todavia.

Ejemplo 5: Estudio de vacunaciéon con péptidos p53 en pacientes con cancer ovarico. Resultados
inmunolégicos en todas las pacientes vacunadas (18)

[0081] La tabla 7 resume las respuestas inmunolégicas y clinicas de todas las pacientes con cancer ovarico tratadas con
la vacuna SLP p53.

Respuestas inmunoldgicas

[0082] En el 100% de las pacientes con cancer ovarico que recibieron las cuatro inmunizaciones (N=18), respuestas
especificas de p53 inducidas por la vacuna contra los péptidos de vacuna estaban presentes en dos o0 mas momentos
temporales (I-1V) después de la inmunizacion segun se midid6 por ELISPOT de IFNy (tabla 8). Las respuestas
especificas de p53 inducidas por la vacuna fueron dirigidas contra al menos dos de las agrupaciones de péptidos de la
vacuna en todas las pacientes con cancer ovarico. Después de cuatro inmunizaciones, las células T circulantes
especificas de p53 que secretan IFNy se pudieron detectar en 61,1% (11/18) de las pacientes. Las respuestas
proliferativas especificas de p53 inducidas por la vacuna contra los péptidos de vacuna se observaron en 82,4% (14/17)
de las pacientes con cancer ovarico (tabla 9). Como se representa en la figura 12, las respuestas proliferativas contra
los péptidos de vacuna se podian demostrar aun 9-12 meses después de la ultima inmunizacion, aunque las pacientes
se habian tratado con quimioterapia desde entonces. Ademas, también en las pacientes con cancer ovérico, respuestas
especificas de p53 contra la primera (aa 1-78) y la ultima (aa 241-393) parte de la proteina p53 no cubierta por los
péptidos de vacuna, se observaron en 11, 8% (2/17) y 23, 5% (4/17) de las pacientes, respectivamente, después de las
cuatro inmunizaciones (tabla 9). La figura 10 ilustra la capacidad proliferativa de PBMC en respuesta a la estimulacion
ex vivo con péptidos de vacuna Unica segun se ha analizado en 7 pacientes con cancer ovarico después de cuatro
inmunizaciones. Las respuestas fueron observadas para todos los péptidos, salvo el péptido de vacuna 1 (aa70-99).
Para analizar la capacidad de las células T especificas de p53 para migrar a sitios en los que antigeno p53 se presenta,
se realizdé un ensayo de proliferacién con linfocitos cultivados de biopsias de piel tomadas en los cuarto sitios de
inyeccion (n=17). Numeros insuficientes de linfocitos se pudieron cultivar a partir de las biopsias de piel de dos
pacientes (P15 y P20). Se observaron respuestas especificas de p53 en los linfocitos cultivados de biopsias de piel en
52, 9% (9/17) de las pacientes. La mayoria de las respuestas se observaron contra el péptido de vacuna p8-p10 (aa
190-248) (figura 11). De manera importante, todas las pacientes con respuestas especificas de p53 en linfocitos
cultivados de biopsias de piel mostraron también respuestas especificas de p53 inducidas por la vacuna en PBMC
segun se analizé por ensayo de proliferacion (tabla 7), aunque las respuestas no siempre se dirigian contra los mismos
epitopos. Autoanticuerpos P53 estaban presentes en 40% (8/20) de las pacientes antes de la inmunizacion. Después de
una o mas inmunizaciones, los autoanticuerpos P53 estaban presentes en 45% (9/20) de las pacientes. Se detectd un
aumento inducido por la vacuna en el titulo de autoanticuerpos p53 en 15% (3/20) de las pacientes (tabla 7).
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Respuestas clinicas

[0083] Debido a la enfermedad rapidamente progresiva, dos pacientes recibieron sélo dos inmunizaciones (P04, P12).
Las respuestas clinicas del resto de las 18 pacientes con cancer ovarico se evaluaron basadas en los niveles de CA-125
y evaluacion de escaneres TC segun los criterios RECIST y GCIG (tabla 10). Una paciente tuvo una respuesta parcial
segun se midié por CA-125 (P05) y seis pacientes tuvieron niveles de CA-125 estables (P02, P03, P06, P09, P17, P21,
P23) (figura 13). Dos de estas pacientes (11, 1%) también tuvieron enfermedad estable en el TAC (P17, P23). En
ambas pacientes, las respuestas especificas de p53 inducidas por la vacuna fueron detectadas en PBMC. P23 también
mostré respuestas especificas de p53 en linfocitos cultivados de la biopsia de piel. Las otras pacientes (16/18, 88,9%)
se clasificaron como pacientes que tenian enfermedad progresiva. Todas las pacientes con enfermedad progresiva
habian desarrollado lesiones nuevas desde su ultimo TAC.

Ejemplo 6: Demostracion de la ventaja de la administracién intradérmica de un péptido de vacuna

[0084] En este ejemplo, los péptidos derivados de una proteina HPV se usan en una vacuna intradérmica. Las ventajas
de una vacuna intradérmica como se demuestra en este documento son generalizables para cualquier otro péptido,
entre otros los derivados de una proteina que expresa de forma ubicua autoantigenos y conocida por estar asociada al
cancer, tal como p53.

Materiales y métodos
Disefio del estudio

[0085] Un estudio piloto de corte transversal para analizar respuestas de células T especificas de E2, E6 y E7 de HPV
16, segun se midioé por inyeccion intradérmica de agrupaciones de péptidos de HPV 16 de grado clinico en la parte
superior del brazo, se realizd en pacientes con trastornos relacionados con el HPV del cérvix y en individuos sanos.
Dado que una reaccion tipo hipersensibilidad retardada representa una respuesta de las células T de memoria, no hubo
ningun prerrequisito para positividad de HPV 16 en el momento del analisis.

Sujetos

[0086] Un grupo de diez individuos sanos (HD) participé en este estudio después de dar su consentimiento informado. El
grupo de individuos sanos presentaba una edad media de 31 afios (intervalo, 20-51 afios) y estaba compuesto por 80%
de mujeres y 20% de hombres. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron de todos los
sujetos inmediatamente antes de la administracion de la prueba de piel. La aparicién tardia de pruebas de piel positivas
en individuos sanos dio como resultado el aislamiento de una segunda muestra de sangre de 11 de los 19 voluntarios
sanos. El disefio del estudio fue aprobado por el Medical Ethical Committee del Leiden University Medical Centre.

Prueba de piel DTH

[0087] Las pruebas de piel, basadas en reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), se pueden usar como
un método simple y sensible para medicion in vivo de respuestas inmunolégicas celulares especificas de HPV (Hopfl R
et al., 2000; Hopfl R et al., 1991). Las preparaciones de la prueba de piel consistieron en 8 agrupaciones de péptidos
sintéticos largos de grado clinico abarcando toda la proteina E6 y E7 de HPV 16 y la mayoria de las regiones
inmunogénicas de la proteina E2 de HPV 16 (de Jong A et al., 2004). Estos péptidos de grado clinico se produjeron en
la instalacion GMP interdepartamental del LUMC. Cada agrupacién de la prueba de piel consistia en 2 o 3 péptidos
sintéticos, indicados por el primer y el ultimo aminoacido de la regidon de la proteina cubierta por los péptidos.
Agrupacion 1: E231.60, E246.75, Agrupacion 2: E2301.330, E2316-345, Agrupacion 3: E64.31, EB19. 50, Agrupacion 4: E641.6s5,
E6s55.80, E671.95, Agrupacién 5: EB6gs.109, EBg1-122, Agrupacic')n 6: E6109-140, E6127-158, Agrupacién 7: E74135 ET720.56,
Agrupacion 8: E743.77, E7s4-9s. La secuencia de E2, E6 y E7 de HPV 16 esta respectivamente representada por SEC ID
n° 22, 23 y 24. Por agrupacion de péptidos, 0,05 ml de 0,2 mg/ml de péptidos en 16% de DMSO en 20 mM de tampén
de fosfato isotonico (10 ug/péptido) se inyectd por via intracutanea. Las agrupaciones de péptidos y un control negativo
(disolvente sélo) se inyectaron separadamente en los sitios de prueba de piel individuales de la parte superior del brazo.
Los sitios de prueba de piel se inspeccionaron al menos tres veces, a las 72 horas y a los 7 dias después de la
inyeccion (Hopfl R et al. 2000, 2001) de los péptidos y a las 3 semanas después del primer informe de una reaccién
cutanea muy tardia en uno de los primeros sujetos sanos. Las reacciones se consideraron positivas cuando aparecieron
papulas mayores de 2 mm de diametro, no antes de 2 dias después de la inyeccion. De los sitios de reaccion cutanea
positiva se obtuvieron biopsias por perforacién (4 mm), se cortaron en pequefias piezas y se cultivaron en IMDM
conteniendo 10% de suero humano AB, 10 % de TCGF y 5 ng/ml de IL7 e IL15 para permitir la migracién de linfocitos
fuera del tejido de piel. Después de 2 a 4 semanas de cultivo, las células T expandidas se cosecharon y evaluaron para
su reactividad especifica de HPV.
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Antigeno para ensayos inmunolégicos in vitro

[0088] Un conjunto de péptidos, similares a los péptidos usados en la prueba de piel, se usé para ensayos de
estimulacién de células T y ensayos ELISPOT de IFNy. Los cuatro péptidos E2 de HPV 16 consistian en péptidos de 30-
meros solapando 15 residuos, E6 de HPV 16 consistian en 32-meros y E7 de HPV 16 en 35-meros, ambos solapando
14 residuos. Los péptidos se sintetizaron y disolvieron tal y como se ha descrito anteriormente (van der Burg SH et al.,
1999). En particular, en los ensayos de ELISPOT de IFNy las agrupaciones de péptidos 4 y 5 difirieron ligeramente de
las agrupaciones de péptidos usadas en la prueba de piel, la agrupacién 4 contenia los péptidos E637.6s, E655.86, E673-104
y la agrupacién 5 comprendia los péptidos E673.104, E691-122. La mezcla de respuesta de memoria (MRM 50x), que
consiste en una mezcla de toxoide tétanico (0,75 Limus flocculentius/ml; National Institute of Public Health and
Environment, Bilthoven, Paises Bajos), Mycobacterium tuberculosis sometida a ultrasonido (5 pg/ml; generosamente
donada por el Dr. P. Klatser, Royal Tropical Institute, Amsterdam, Paises Bajos) y Candida albicans (0,15mg/ml, HAL
Allergenen Lab., Haarlem, Paises Bajos) se us6 como control positivo. Se produjeron proteinas E2, E6 y E7 de HPV 16
recombinante en Escherichia coli recombinante como se ha descrito previamente (van der Burg SH et al., 2001).

Analisis de células Th especificas del antigeno por ELISPOT de IFNy

[0089] La presencia de células Th especificas de HPV 16 se analizé por ELISPOT segun se ha descrito previamente
(van der Burg SH et al., 2001). En resumen, se sembraron PBMCs frescas en una densidad de 2 x 10° células/pocillo de
una placa de 24 pocillos (Costar, Cambridge, MA) en 1 ml de IMDM (Bio Whittaker, Verviers, Bélgica) enriquecido con
10% de suero humano AB, en presencia o ausencia de las agrupaciones de péptidos E2, E6 y E7 de HPV 16 indicadas.
Los péptidos se usaron en una concentracion de 5ug/ml/péptido. Después de 4 dias de incubacién a 37°C, las PBMCs
se cosecharon, se lavaron y se sembraron en cuatro pocillos duplicados en una densidad de 10° células por pocillo en
100ul de IMDM enriquecido con 10% de FCS en una placa de 96 pocillos multipantalla (Millipore, Etten-Leur, Paises
Bajos) revestida con un anticuerpo de captura de IFNy (Mabtech AB, Nacha, Suecia). Se llevaron a cabo mas
incubaciones de anticuerpos y el desarrollo del ELISPOT segun las instrucciones del fabricante (Mabtech). Se contaron
los puntos con un sistema de andlisis de formacion imagenes de video asistido por ordenador completamente
automatizado (Bio Sys). Los puntos especificos se calcularon mediante la substraccién del nimero medio de puntos +
2xSD del medio de control a partir del nimero medio de puntos de los pocillos experimentales (van der Burg SH et al.,
2001).

Ensayo de proliferacion de células T

[0090] Los cultivos de células T de las biopsias de piel se evaluaron para reconocimiento de proteina y péptidos
especificos en un ensayo de proliferacion de 3 dias (van der Burg SH et al., 2001). En resumen, se aislaron los
monocitos autélogos de las PBMCs por adherencia a una placa de 96 pocillos de fondo plano durante 2 h en el medio X-
vivo 15 (Cambrex) a 37°C. Los monocitos se usaron como APCs, cargadas durante toda la noche con 10 pg/ml de
péptido y 20 pg/ml de proteina. Se sembraron linfocitos de infiltracion de prueba de piel en una densidad de 2-5 x 10*
células/pocillo en IMDM suplementado con 10% de suero AB. El medio solo se adopté como control negativo, la
fitohemaglutinina (0,5 ug/ml) sirvid6 como control positivo. La proliferacion se midié por incorporacion de [*H]timidina (5
pCi/mmol). Una respuesta proliferativa se definio especifica cuando el indice de estimulacién (SI) = 3. Los
sobrenadantes de los ensayos de proliferacion se cosecharon 48 horas después de la incubacién para el analisis de
produccién de citocina especifica del antigeno.

Anadlisis de citocinas asociadas a respuestas proliferativas especificas de HPV 16

[0091] La deteccién simultanea de seis citocinas Th1 y Th2 diferentes: IFNy, factor a de necrosis tumoral, interleuquina
2 (IL2), IL4, IL5 e IL10, se llevd a cabo usando el Cytometric Bead Array (Becton Dickinson) segun las instrucciones del
fabricante. Los valores de corte estaban basados en las curvas estandar de las diferentes citocinas (100 pg/ml de IFNy y
20 pg/ml para las citocinas restantes). La produccion de citocina especifica del antigeno se defini6 como una
concentracién de citocina por encima del nivel de corte y >2x la concentracién del medio de control (de Jong A et al.,
2004).

Tincion de citocina intracelular (ICS)

[0092] La especificidad y el caracter de los cultivos de célula T derivados de los sitios de reaccion cutanea positiva se
evaluaron por ICS como se ha explicado previamente (de Jong A et al., 2005). Brevemente, se cosecharon los linfocitos
de infiltracion de la prueba de piel, se lavaron y se suspendieron en IMDM + 10% de suero AB y 2-5 x 10* células se
afnadieron a los monocitos autdlogos que se pulsaron durante toda la noche con 50 pl de péptido (10 ug/ml) o proteina
(20 pg/ml) en el medio X vivo. El medio solo se adopté como control negativo, la fitohemaglutinina (0,5 pg/ml) sirvié
como control positivo. Se mancharon muestras simultdneamente con IFNy ratén-antihumano marcado con FITC (0,5
g/ml, BD PharMingen), IL5 raton-antihumano marcado con PE (0,2 mg/ml, BD PharMingen), anti-CD4 marcado con APC
(BD Bioscience) y anti-CD8 marcado con PerCP (BD Bioscience). Tras la incubacion a 4°C, las células se lavaron, se
fijaron con 1% de paraformaldehido y se analizaron por citometria de flujo (FACSscan, BD Biosciences).
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Andlisis estadistico

[0093] Se uso6 la prueba exacta de FISHER (de 2 colas) para analizar la relacién entre la deteccion de células T
especificas de HPV que producen IFNy en PBMC, la presencia de una reaccion de prueba de piel o la presencia de
células T especificas de HPV en las biopsias de piel, al igual que las diferencias entre los pacientes y los controles
sanos con respecto al tamafo o el nimero de reacciones de piel dentro de estos grupos. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software Graphpad Instat (version 3.0) y Graphpad Prism 4.

Resultados
Reacciones cutaneas para inyeccion intracutanea con péptidos E2, E6 y E7 de HPV 16

[0094] Estudiamos las reacciones cutédneas en sujetos sanos después de la inyeccion intracutanea con péptidos E2, E6
y E7 de HPV 16. Las reacciones cutaneas positivas aparecieron como papulas rojizas planas de 2 a 20 mm de
diametro, surgiendo dentro del intervalo de 2 a 25 dias después de la inyeccion. Una reaccién cutanea positiva se
detect6 en 46 de las 152 pruebas de piel en los voluntarios sanos. En total, cada agrupacion de péptidos en la prueba
de piel pudo dar lugar a una reaccion cutanea positiva. Se observaron reacciones mas frecuentemente contra E231.75 (10
de cada 19 sujetos), E637.104 (9/16) y E743.08 (7/19) en el grupo de control. Este modelo de reaccion se asemeja al que
hemos observado previamente en PBMC (de Jong A et al., 2002; Welters et al., 2003) (figura 14). Estas reacciones
cutaneas se correspondieron con la presencia de una respuesta de célula T especifica del péptido como se detectd en
las PBMC de estos individuos (datos no mostrados). Las reacciones cutaneas en donantes sanos estan asociadas a
frecuencias mas altas de células T especificas de HPV 16 en la sangre periférica.

[0095] Para comparar los resultados de la prueba de piel con la presencia de células T de tipo 1 especificas de HPV 16
circulantes, se realizd6 un ensayo de ELISPOT de IFNy con PBMC recogidas antes de que se diera el desafio
intradérmico del péptido. En 5 de cada 19 voluntarios sanos pudimos detectar una respuesta inmune especifica de HPV
16 mediante ELISPOT de IFNy. La deteccion de = 5 células T especificas de HPV 16 circulantes por 100.000 PBMC en
la muestra de sangre pre-desafio de los individuos sanos estaba asociada a una reaccién cutanea temprana positiva (<
13 dias) a la misma secuencia peptidica (p= 0, 0003, prueba exacta de Fisher de dos colas; Figura 15). No se detecté
ninguna célula T especifica de HPV 16 circulante en las muestra de sangre pre-desafio de los donantes sanos para
péptidos que inducian una reaccion cutanea tardia positiva (14 a 25 dias). Esto sugiere que la frecuencia de células
especificas del antigeno circulantes determina el tiempo que tardan en aparecer las reacciones cutaneas. Para valorar
la frecuencia de células T especificas de HPV en el momento en el que aparecia una reaccién cutanea, se recogieron
muestras de sangre adicionales de 11 voluntarios sanos. En estos individuos, 39 de las 88 pruebas de piel fueron
positivas. En 25 de las 39 reacciones cutaneas positivas y en 10 de las 49 reacciones cutaneas negativas = 5 células T
especificas de HPV 16 fueron detectadas por 100.000 PBMC. En este punto, se encontré una correlacion significativa
entre la deteccion de células T circulantes productoras de IFNy especificas de HPV en la muestra de sangre post-
desafio y la presencia de una reaccion cutanea (p < 0, 0001, prueba exacta de FISHER; Figura 16). Esto muestra que la
frecuencia de células T especificas de HPV 16 en la sangre de voluntarios sanos es significativamente superior después
de un desafio intradérmico con péptido de HPV 16 e indica que la inyeccidn intracutanea de antigenos peptidicos
mejora el numero de células T especificas de HPV 16 en la sangre de los voluntarios sanos.

Las biopsias de los sitios de reaccion cutanea positiva consisten en células T especificas de HPV 16 CD4" y CD8" de
Th1/Th2.

[0096] Aproximadamente el 25% de las reacciones cutaneas positivas de los voluntarios sanos no estaban asociadas a
la deteccion de células T productoras de IFNy especificas de HPV 16 en la sangre, lo que sugiere que otros tipos de
células T productoras de IFNy pueden infiltrar la piel después de la inyeccion intradérmica de péptidos de HPV 16. Para
caracterizar las células en un sitio de reaccién cutanea positiva se tomaron biopsias por perforacion. En total se tomaron
8 biopsias de distintos sitios de reaccion cutanea positiva de 7 controles sanos y se cultivaron con un céctel de citocinas
que permitié el crecimiento de las células T in vitro sin estimulantes antigénicos. En 7 de los 8 casos, las células T
exfiltraron el tejido y se expandieron en 3-4 semanas. Las células T expandidas se evaluaron para su especificidad en
un ensayo de proliferacion de corta duracién. La figura 17 muestra ejemplos de cultivos de células T que proliferaron
especificamente por estimulacion con monocitos autélogos pulsados con la agrupacion de péptidos, también inyectados
en este sitio durante la prueba de piel (HD2, HD10, HD15) al igual que monocitos pulsados con la proteina E6 de HPV
16 (Figura 17AB). Esto indica que estas células T fueron capaces de reconocer sus complejos HLA-péptido afines
después de que se procesara y presentara de forma natural el antigeno. El andlisis de los sobrenadantes de estos
cultivos de células T proliferativos reveld un perfil de citocina Th1/Th2 mezclado en el que las células T especificas de
HPV 16 producian IFNy, IL-4 e IL-5 (Figura 17C). En cada caso en el que se detectaron células T especificas de HPV
en el cultivo de la biopsia (4 de 8) coincidié con la deteccidn de células T productoras de IFNy especificas de HPV 16
circulantes en la muestra de sangre post-desafio mediante ELISPOT (comparense las figuras 17A y B). En 3 de las
otras 4 biopsias de reaccion cutanea positiva (HD2, HD 17, HD 18) las células T no respondieron a los péptidos de HPV
16 (Figura 17; HD 17) y en un caso ninguna célula T exfiltro el tejido en absoluto (HD13). En estos 4 casos no fuimos
capaces de detectar células T productoras de IFNy especificas de HPV 16 en la muestra de sangre post-desafio. La
cotincion de las células T de la biopsia mediante los marcadores de superficie celular CD4 y CD8 mostré que no solo las
células T CD4" especificas de HPV 16, sino también las CD8" especificas de HPV 16 infiltraron el sitio de piel tras el
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desafio intradérmico con péptido de HPV 16 (Figura 18). En general, en 3 de las 4 biopsias infiltradas por células T
especificas de HPV 16, fuimos capaces de detectar células T CD8" especificas de HPV 16. Las células T CD8" aisladas
de la biopsia (agrupacién 6) de HD2 respondieron a ambos péptidos solapantes de la prueba de piel inyectada: HPV 16
E6100-140 Y E6127.158 (datos no mostrados), mientras que las células T CD8' de ambos sujetos HD15 y HD16
respondieron a HPV 16 E637.6s (véase el ejemplo para HD15, Fig. 18). Tomada en conjunto, la poblaciéon de células
inmunolégicas que migran dentro de la piel tras el desafio intradérmico con péptidos de HPV 16 comprende células T
citotéxicas CD8" y CD4" Th1, Th2 especificas de HPV 16. Esta infiltracién esta acompafiada por la aparicion de células
T productoras de IFNy especificas de HPV 16 que circulan en la sangre.

Discusién

[0097] Las pruebas de piel se usan comunmente como un ensayo simple para la medicién in vivo de la inmunidad
mediada por la célula. Hemos validado el uso del ensayo de prueba de piel para la mediciéon de respuesta inmune
celular especifica de HPV 16 contra los antigenos tempranos E2, E6 y E7 in vivo comparando los resultados con los de
las mediciones paralelas de reactividad de célula T mediante ensayos in vitro. En el grupo de voluntarios sanos las
reacciones cutaneas tempranas aparecieron entre 4 y 12 dias después del desafio intradérmico del antigeno. En estos
individuos, conocidos por mostrar respuestas de célula T de tipo 1 especifica de HPV 16 in vitro (de Jong A et al., 2002;
Welters et al., 2003), la aparicidon de una reaccion cutanea temprana (dentro de 13 dias) estaba asociada de manera
importante a la deteccion de células T productoras de IFNy especificas de HPV 16 en una frecuencia de al menos 1 por
20.000 PBMC (Figura 15, p<0,001). Los mismos criterios de corte para una reaccion positiva en el ensayo ELISPOT de
IFNy son recomendados por Jeffries et al. (Jeffries DJ et al., 2006), que usaron herramientas matematicas para definir el
corte apropiado del ELISPOT en relacién con las pruebas de Mantoux. El bajo nimero de células T de memoria
circulantes (Figura 15) puede explicar por qué las reacciones cutaneas aparecen con cierto retardo en comparacion con
las pruebas de DTH tradicionales. Las células T necesitan ser estimuladas o reactivadas y comienzan a dividirse antes
de que se hayan producido suficientes células para causar una reaccion local inflamatoria: la prueba de piel positiva. De
hecho, al mismo tiempo que aparece una reaccion cutanea positiva, se puede detectar una frecuencia mas alta de
respuestas Th1 especificas de HPV 16 en la sangre periférica (Figura 16). Histéricamente se ha postulado que la célula
Th1 induce respuestas de DTH, no obstante, varios estudios han mostrado ahora que también las células Th2 que
infiltran los sitios de prueba de piel (Wang S et al., 1999;Woodfolk JA et al., 2001). De forma similar, este estudio
muestra que los sitios de prueba de piel positiva de los voluntarios sanos contienen ambas células T de tipo Th1 y Th2
especificas de HPV 16 (figuras 17 y 18). Ademas, las reacciones cutaneas positivas pueden ser también el resultado del
flujo de células T no especificas, como se desprendié de dos estudios en profundidad de los sitios de prueba de piel
positiva usados para analizar la respuesta inmune especifica después de la vacunacion de pacientes con cancer de
células renales o melanoma (Bleumer | et al., 2007). Este estudio también mostré que varios sitios de prueba de piel
positiva de sujetos sanos eran infiltrados con células T que no respondian a los antigenos de HPV 16 inyectados. Hasta
el momento, la causa de las reacciones cutaneas positivas especificas sigue estando poco clara. De forma imprevista,
observamos que la mayoria de las reacciones cutaneas en individuos sanos aparecieron de 2 a 3 semanas después de
la inyeccion intradérmica del antigeno. Mientras, estas reacciones cuténeas positivas tardias no se correlacionaban con
la deteccion de células T de memoria CD4" especificas de HPV circulantes en la sangre pre-desafio (Figura 15) la
constitucion inmunoldgica de estos sitios de prueba de piel es similar a la de las pruebas de DTH clasicas (Platt JL et al.,
1983; Poulter LW et al., 1982) y est4d compuesta por células Th1- y Th2- CD4" especificas de HPV 16 al igual que
células T CD8" especificas de HPV 16 (Figura 17 y 18). Nuestra hipétesis es que estas reacciones pueden ser el
resultado del cebado de células T. Esto también se ha detectado en el 29% de los pacientes que fueron sometidos a un
protocolo de prueba de piel de tuberculina de 2 pasos y que sélo fueron positivos en la segunda ronda de prueba (Akcay
A et al., 2003). En general, se alcanza el valor maximo de respuestas de célula T inducida por la vacuna en 10 a 14 dias
después de la vacunacion y no en tres semanas. No obstante, deberiamos tener presente que en tal protocolo se
inyecta una dosis de antigeno mas alta, asi como adyuvantes fuertes. Es por lo tanto razonable asumir que las
respuestas de células T inducidas por desafio intradérmico se desarrollan mas lentamente y alcanzan el valor maximo
mas tarde. Dado que el desafio intradérmico del péptido en voluntarios sanos produce la induccién de células T CD8" y
CD4" especificas de HPV1 6, por lo tanto, éste deberia considerarse como una vacunacién de dosis baja, Unica. El
objetivo principal de este estudio piloto era validar el uso de la prueba de piel especifica de HPV 16 para detectar in vivo
respuestas inmunoldgicas de tipo 1. En voluntarios sanos, una reaccion cutanea positiva dentro de 13 dias, de hecho,
se correlaciona con la presencia de células T circulantes de memoria que producen IFNy segun se detectd por ELISPOT
de IFNy in vitro. De manera importante, también observamos discrepancias entre los resultados obtenidos por la prueba
de piel y el ELISPOT. En un numero de casos, se detectaron células T productoras de IFNy especificas de HPV 16
circulantes en las muestras de sangre post-desafio pero sin una reaccion cutanea concomitante y viceversa (Figura 16)
y esto se puede considerar como un resultado falso negativo o falso positivo. Para entender completamente el impacto
de esto en la interpretacion de la deteccion de la inmunidad de tipo 1 contra el HPV, hemos iniciado una prueba de
campo en un grupo grande de pacientes positivos de HPV y voluntarios sanos en Indonesia.
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Tabla 1 unién de HLA y escision de C-terminal por proteasomas de epitopos de CTL potenciales

Unién Peptidical Escision proteasémica de C-
terminal®

Afinidad Estabilidad IP (RMA) IP(JY) HH(HelLa)
HLA-A*0101
117-126 GTAKSVTCTY intermedia  + - - -
196-205 RVEGNLRVEY intermedia  + - - -
205-214 YLDDRNTFRH intermedia  +
226-234 GSDCTTIHY alta + + +
229-236 CTTIHYNY intermedia - - -
HLA-A*0201°
24- 32 KLLPENNVL intermedia NT + + +
65- 73 RMPEAAPPV alta 6h - - -
113-122 FLHSGTAKSV baja 6h + + +
149-157 STPPPGTRV baja <2h + + +
187-197 GLAPPQHLIRV alta 6h + + +
264-272 LLGRNSFEV intermedia  6h - - -
322-330 PLDGEYFTL intermedia  ? + + +
HLA-A*0301
101-110 KTYQGSYGFR alta +/- - - -
110-120 RLGFLHSGTAK alta + + + -
111-120 LGFLHSGTAK alta +/- + + -
112-120 GFLHSGTAK intermedia - + + -
113-120 FLHSGTAK intermedia  +/- + + -
117-126 GTAKSVTCTY intermedia - +/- + +/-
122-132 VTCTYSPALNK intermedia  + - - -
124-132 CTYSPALNK alta + - - -
129-139 ALNKMFCQLAK alta + + + +
132-139 KMFCQLAK alta + + + +
154-163 GTRVRAMAIY intermedia - - - -
154-164 GTRVRAMAIYK alta + - - -
156-163 RVRAMAIY intermedia - - - -
156-164 RVRAMAIYK alta + - - -
172-181 WRRCPHHER intermedia  + - - -
360-370 GGSRAHSSHLK intermedia -
361-370 GSRAHSSHLK alta +
363-370 RAHSSHLK alta +
363-372 RAHSSHLKSK intermedia  +/-
363-373 RAHSSHLKSKK alta +
373-381 KGQSTSRHK intermedia  +/- + + +
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376-386 STSRHKKLMFK alta +/- - - -
101-110 KTYQGSYGFR alta +/- - - -
111-120 LGFLHSGTAK alta + + + -
112-120 GFLHSGTAK intermedia - + + -
124-132 CTYSPALNK alta + - - -
132-139 KMFCQLAK alta + + + +
156-164 RVRAMAIYK alta + - - -
311-319 NTSSSPQPK alta +/- - - -
311-320 NTSSSPQPKK alta +/- - - -
312-319 TSSSPQPK alta +/- - - -
283-291 RTEEENLRK intermedia  +/-

363-370 RAHSSHLK intermedia  +/-

374-382 GQSTSRHKK intermedia  +/- - - -
HLA-A*2401

18- 26 TFSDLWKLL alta + + + +
102-111 TYQGSYGFRL alta + + + +
106-113 SYGFRLGF alta + + + +
106-114 SYGFRLGFL alta +/- + + +
125-134 TYSPALNKMF alta + - - -
204-212 EYLDDRNTF alta +

340-348 MFRELNEAL alta +/- - - -

' La afinidad de unién peptidica se caracteriza de la siguiente manera: buena ICso <5uM, intermedia I1Csg
=5-15uM, y baja ICso >15-50uM.

Para determinar la estabilidad del complejo péptido-MHC, se llevé a cabo union peptidica a 4°C y 20°C e
ICs0 se determind.

Los péptidos estables mostraron ICso a 20°C que desviaron <2 veces del ICsp a 4°C. Los péptidos que
mostraron ICsp a 20°C superior a dos veces el ICsp a 4°C pero ICsp <15uM se consideraron con unién de
estabilidad intermedia.

Los demas se consideraron con unioén peptidica inestable.

2 Escision proteasdmica de C-término. Péptidos de 30 residuos de largo fueron digeridos por
inmunoproteasomas (IP) derivados tanto de ratén (células de RMA) y como de humano (B-LCL JY) y
proteasomas domésticos (HH) derivados de humano (células HelLa).

3 péptidos de union a HLA-A *0201.

La capacidad de unién al péptido se determin6 previamente por (16, 24, 25). Estabilidad peptidica.
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Tabla 3 10 péptidos p53 usados en el estudio de vacunacioén de fase I/1|

Aminoacidos | Secuencia Numero
70-99 APPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPS 1
86-115 APAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLH |2
102-131 TYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVTCTYSPALN 3
126- 155 YSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGT |4
142-171 PVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTE |5
157-186 VRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERCSDSD |6
174-203 RRCPHHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRV |7
190-219 PPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVP 8
206-235 LDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYN 9
224-248 EVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGMNR 10

Tabla 4: proceso de analisis yvacunacion completo en pacientes con cancer ovarico

Sereening

Visita 1 | Visita 2 | Visita 3 |Visita 5|Visita GVisita 7|Visita 8
Dia 0 Dia 10 |Dia 21 [Dia 21 |Diad2|pia 52|pias2

Visita 9
Dia 76

Seguimienteo

Consentimiente
infermade

H. estudio

Estado de
rendimiente WHO

Evaluacien fisiea

Escaner CT

Hematelogia, CA 125
y biogquimica

Biopsia por perforacio

Vacunacién

Agenda

Eventos adverses

Seguimiento estandar
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Tabla 5: Analisis de la afinidad y la estabilidad de los epitopos para union a HLA al igual que procesamiento de
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proteasoma de algunos péptidos preferidos

Vacuna Epitopos Unién a HLA Escision Tolerancia
peptidica ISA previstos de tipo proteasomica
HLA (p53 aa) Afinidad Estabilidad
p53 86-115 A3 (101-110) alta +/- -
A11 (101-110) alta +/- -
p53 102-131 A1 (117-126) intermedia + -
A2 (113-122) baja 6h +
A3 (111-120) alta +/- +
A3 (112-120) intermedia - +
A3 (113-120) intermedia - +/-
A3 (117-126) intermedia - +/-
A11 (112-120) intermedia - +
A24 (106-114) alta +/- +
p53 142-171 A2 (149-157) baja - + no
A3 (154-163) intermedia - -
A3 (154-164) alta + -
A3 (156-163) intermedia B B
A3 (156-164) alta + -
A11 (156-164) alta + -
p53 157-186 A3 (172-181) intermedia + -
p53 190-219 A1 (196-205) intermedia + -
A1 (205-214) intermedia + ?
A24 (204-212) alta + ?
p53 224-248 A1 (226-234) alta + +
A1 (229-236) baja - -
p53 225-254 Al (229-236) baja - -
p53 257-286 A2(264-272) intermedia 6h -
p53 273-302 A11(283-291) intermedia +/- ?
p53 305-334 A11(311-319) alta +- -
A11 (311-320) alta +/- -
A11 (312-319) alta +/- -
p53 337-366 A24 (340-348) alta +/- -
p53 353-382 A3 (360-370) intermedia - ?
A3 (361-370) alta + ?
A3 (363-370) alta + ?
A3 (363-372) intermedia - ?
A3 (363-373) alta + ?
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A3 (373-381) intermedia - +
A11 (363-370) intermedia +/- ?
p53 369-393 A3 (376-386) alta - -
A11 (374-382) intermedia +/- -

Tabla 6: Resumen de respuestas de células T especificas de p53 de pacientes con cancer colorectal vacunados dos
veces con la vacuna p53-SLP.

Paciente 1-78" 70-115 102-155 142-203 190-248 241-393
1 ELISPOT - - - +2 + -

LST - - + + + +
2 ELISPOT - - - + + R

LST - - - + + +
3 ELISPOT - + - - - -

LST - - - - + -
4 ELISPOT + + + + + +

LST - - - + - -
5 ELISPOT - - - - - -

LST - - - - - -
7 ELISPOT - - - - - +

LST - - + - + -
8 ELISPOT - - + + + -

LST - - - - - -
9 ELISPOT - + + + + -

LST - - - - + -
10 ELISPOT - - - - - -

LST - - -+ + + -
Puntos 1 3 6 6 8 4
positivos
totales
" Se presenta el numero del primer y del tltimo aminoacido de la secuencia de aminoacidos de la proteina p53
cubierto por la agupacién de péptidos. Las columnas con el primero y ultimo aminoacido en negrita representan las
partes de la proteina p53 que se usan en la vacuna.
2E| signo mas indica que este paciente mostré una respuesta de células T especifica de p53 inducida por la
vacuna para esta agrupacion de péptidos p53.
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Tabla 7. Respuestas de células T humorales y celulares inducidas por la vacuna y respuestas clinicas para vacuna p53-
SLP en pacientes con cancer ovarico

Paciente  Respuestas de Respuestas de Respuestas de Anticuerpos Respuesta clinica

células T inducidas células T inducidas células T especificos de

por la vacuna en por la vacuna en especificas de  p53 después de

PBMC (ELISPOT PBMC (ensayode p53 en inmunizacién®

de IFNy)1 proliferacic’»n)2 linfocitos de

biopsias de
pieI3
CA-125° cT’

PO1 + + + - PD PD
P02 + + + - SD PD
P03 + + - +(4,8)° SD PD
P04 na na na - na’ na®
P05 - + + + PR PD
P06 - + - + SD PD
P08 + + + - PD PD
P09 - - - + SD PD
P11 + nt na - PD PD
P12 na na na - na® na®
P13 + + + +(2,9) PD PD
P 14 - - - - PD PD
P15 - - nt + PD PD
P17 - + - - SD SD
P18 + + - + PD PD
P19 + + + +(2,5) PD PD
P20 - + nt - PD PD
P21 + + + - SD PD
P22 + + + - PD PD
P23 + + + + SD SD

" Respuestas de célula T inducidas por la vacuna después de 4 inmunizaciones segun se midié por ELISPOT de
IFN-y. - ninguna respuesta inducida por la vacuna, + una respuesta inducida por la vacuna. Respuestas de células
T inducidas por la vacuna después de 4 inmunizaciones segun se midid por ensayo de proliferaciéon. - ningunal
respuesta inducida por la vacuna, + una respuesta inducida por la vacuna. Respuestas especificas de p53 en|
linfocitos cultivados de biopsias de piel segun se midié por ensayo de proliferacién. - ninguna reactividad de células|
T especificas de p53, + reactividad de células T especificas de p53. * Titulos de IgG de p53 en suero después de la
inmunizacion segun se midié6 por ELISA cuantitativa. - ningin anticuerpo especifico de p53, + antlcuerpos
especificos de p53 El pliegue de aumento |ndu0|do por la vacuna en el titulo del anticuerpo espec;lflco de p53
Niveles de CA-125 evaluados segun criterio GCIG. " Escaner CT evaluado segun los criterios RECIST. ® Paciente no
evaluado por nivel de CA-125 o escaner CT debido a enfermedad rapidamente progresiva clinicamente evidente. na
= no disponible. nt = no terminado.
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Tabla 9. Respuestas de células T especificas de p53 inducidas por la vacuna después de cuatro inmunizaciones en
PBMC recientes aisladas de pacientes con cancer ovarico inmunizadas con la vacuna p53-SLP segun se analiz6 por
ensayo de proliferacion.

Péptidos de vacuna Péptidos que no son de la
vacuna
Paciente’ vac p1-p22 vac p3-p4 vac p5-p7 vac p8-p10 p1-p4 p16-p24
PO1 - 13° 6,8 6,4 - -
P02 - - - 15,8 - -
P03 - 24 14,5 53 - -
P05 - 39 25 33 - -
P06 - - - 3,4 - -
P08 - - 4,4 7,8 - 4,0
P09 - - - - - -
P11 nt nt nt nt nt nt
P13 - 23 4,9 3 - -
P14 - - - - - -
P15 - - - - - -
P17 - - - 7,1 - -
P18 23 3.1 - - - -
P19 - 16,5 7.4 - - -
P20 3,7 51 - 24 - -
P21 6,9 25,4 4,6 8,0 6,4 54
P22 - - 67,6 14,0 - 22,3
P23 6,4 3,2 - - 3,6 21
Total 4 (23,5%) 8 (47,1%) 8 (47,1%) 11 (64,7%) 2 (11,8%) 4 (23,5%)
" Pacientes analizados Eara respuestas especificas de p53 antes y después de las cuatro inmunizaciones por|
ensayo de proliferacion.  La agrupacion de péptidos p53 (péptidos de vacuna o péptidos que no son de la vacuna)
usada para estimular las PBMC derivadas del paciente in vitro durante 6 dias. La proliferacion se midio por la
incorporacion de ®h-timidina. ° Las respuestas se representan como la media de proliferacion inducida por p53
después de cuatro inmunizaciones divididas por la media de proliferacion inducida por p53 antes de la inmunizacion.
Una respuesta > 2 fue considerada una respuesta inducida por la vacuna. De otro modo, la respuesta fue
considerada negativa (-). nt = no evaluado.

Tabla 10. Respuestas clinicas para inmunoterapia de p53-SLP después de cuatro inmunizaciones segun los niveles de
suero CA-125 y escaner CT en pacientes con cancer ovarico.

Paciente Lesiones objetivo1 Lesiones no Lesiones nuevas CA-125° Mejor respuesta
objetivo1 total?

001 PD Si PD PD

002 PD Si SD PD

003 PD PD Si SD PD

004 ND ND ND ND ND*

005 Si PR PD

006 PD Si SD PD

008 Si PD PD

009 PD No SD PD
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011 PD Si PD PD
012 ND ND ND ND ND*
013 PD PD Si PD PD
014 PD Si PD PD
015 Si PD PD
017 No SD SD
018 PD Si PD PD
019 Si PD PD
020 PD Si PD PD
021 PD PD Si SD PD
022 SD Si PD PD
023 SD No SD SD
! Evaluado segun los criterios RECIST; 2 Evaluado segun los criterios GCIG. PD = enfermedad progresiva; SD =
enfermedad estable; PR = respuesta parcial; ND = no hecho

" clinicamente progresivo después de 2 inmunizaciones
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una agrupacion de péptidos que comprende los péptidos siguientes de entre 30 y 40 aminoacidos contiguos
de p53, que comprenden o que consisten en las siguientes secuencias: p53 142-171, p53 157-186, p53 174-203, para la
produccién de un medicamento, dicho medicamento comprende ademas un adyuvante, dicho medicamento esta
previsto para el tratamiento o la prevencion del cancer.

2. Uso segun la reivindicacion 1, donde el medicamento comprende ademas un portador inerte farmacéuticamente
aceptable.

3. Agrupacion de péptidos que comprende los péptidos siguientes de entre 30 y 40 aminoacidos contiguos de p53, que
comprenden o que consisten en las siguientes secuencias: p53 142-171, p53 157-186, p53 174-203.

4. Composicién que comprende una agrupacion de péptidos tal y como se define en la reivindicacion 3, donde la
composicién comprende ademas un excipiente farmacéutico y/o un modulador inmunoldgico.

5. Agrupacion de péptidos segun la reivindicacién 3 o composicion segun la reivindicacién 4 para su uso como un
medicamento, dicho medicamento comprende ademas un adyuvante.
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Fig 1
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Fig 2
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Fig 5¢
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Fig 9
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Para ver esta pelicula, debe
disponer de QUICKTIme™ y de
un descompresor TIFF (Uncompressed).
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Fig 15
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Fig 17
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