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ES 2509901 T3

DESCRIPCION

Fragmentos proteicos poliepitépicos de las proteinas E6 y E7 del HPV, su obtencion y sus usos particularmente en
vacunacion

[0001] La presente invencion se refiere a fragmentos proteicos poliepitdpicos, tales como los de la proteina E6 de los
papilomavirus humanos, su procedimiento de obtencién y sus usos, particularmente en el dominio de la vacunacion
terapéutica o preventiva.

[0002] La invencion se refiere de una forma mas particular al uso de fragmentos poliepitdpicos de una proteina
determinada para la preparacion de medicamentos destinados a la prevencion o al tratamiento de patologias en las que
dicha proteina es reconocida por el sistema inmunitario celular.

[0003] Ventajosamente, dichos fragmentos poliepitdpicos son tales que su aminoacido N-terminal corresponde al
aminoacido N-terminal del epitopo situado en sentido ascendente de uno o mas epitopos de una region poliepitopica de
dicha proteina, y su aminoacido C-terminal corresponde al aminoacido C-terminal del epitopo situado en sentido
descendente del o de los epitopos anteriormente mencionados de dicha regién poliepitopica.

[0004] Asi, los fragmentos proteicos poliepitopicos anteriormente mencionados de la presente invenciéon corresponden
ventajosamente a las regiones poliepitopicas de una proteina determinada, a saber a las regiones que contienen varios
epitopos reconocidos por las células T en asociacion con las diferentes moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), dichas regiones se seleccionan entre las que tienen la caracteristica de ser degradadas in
vitro en péptidos mas cortos por proteasomas, tales como el proteasoma 205, cuando el fragmento proteico testado se
pone en presencia de dicho proteasoma, particularmente segun el método detallado siguiente. El fragmento proteico
(aproximadamente 75 pg cuando se trata de un polipéptido de aproximadamente 30 aminoacidos) se incuba a 37°C con
aproximadamente 15ug de proteasoma 20S (Calbiochem Ref 539150, La Jolla, CA, EEUU) en 500 pl del tampodn
siguiente: 20 mM de Tris-HCI pH8, 0,5 mM de EDTA. Alicuotas de 50 pl son recogidos después del tiempo de
incubacion de 24 y 48 horas y se analizan por cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Los productos de digestion
de los proteasomas se separan por RP-HPLC (Perkin Elmer) utilizando una columna C18 y un gradiente acetonitrilo (de
0 a 100 % que contiene 0,1 % de acido trifluoroacético, en 90 mn, indices de elucién 0,8 ml/mn). Los productos de
division se detectan a 214 nm por un detector de absorcién (759A, Applied Biosystems).

[0005] Ventajosamente, las regiones poliepitopicas definidas anteriormente poseen la caracteristica de contener
aminoacidos hidréfobos.

[0006] Los diferentes epitopos de la region poliepitépica de la proteina determinada, y que delimitan los fragmentos
proteicos poliepitdpicos, se seleccionan ventajosamente entre los péptidos;

- que se unen a una molécula determinada del CMH, particularmente a una molécula de tipo HLA determinada, y
hasta concentraciones de aproximadamente 10 M a aproximadamente 10" M en péptido para unas
concentraciones de aproximadamente 107 M en molécula de HLA, particularmente en las condiciones descritas a
continuacion,

-y que forman un complejo estable con esta molécula del CMH, a saber particularmente un complejo en el que
dicho péptido permanece unido a dicha molécula durante al menos aproximadamente 3 horas a 37°C.

[0007] A modo de ilustracion, los epitopos anteriormente mencionados de la invencidn se seleccionan de entre los
péptidos susceptibles:

- por una parte, de asociarse con las moléculas del CMH, particularmente por ejecuciéon del método siguiente:

* incubacion (particularmente durante aproximadamente 2 horas a 25°C, luego aproximadamente 15 horas
a 4°C) del péptido en presencia de moléculas del CMH, provenientes de la lisis de células humanas o
animales o purificadas particularmente por cromatografia de afinidad a partir de lineas celulares humanas
o0 animales,

* captura de los complejos formados en la etapa precedente en un soporte sélido recubierto de un primer
anticuerpo, particularmente monoclonal, que reconoce especificamente las moléculas del CMH en su
conformacion dependiente de su enlace a dicho péptido,

* adicidon sobre el soporte solido precedente de un segundo anticuerpo marcado, particularmente por
acoplamiento a un marcador radioactivo, enzimatico o fluorescente, dichos anticuerpos marcados
reconocen especificamente bien las cadenas pesadas del CMH en su conformacion dependiente de su
enlace al péptido, bien la cadena ligera del CMH o la B-microglobulina que se enlaza especificamente a
las diferentes cadenas pesadas del CMH en su conformacién anteriormente mencionada,
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* deteccion, después del aclarado del soporte sélido, de la eventual presencia de segundos anticuerpos
marcados que quedan fijados sobre el soporte soélido, testimoniando un efecto de asociacion entre las
moléculas del CMH y el péptido estudiado,

-y, por otra parte, de formar un complejo con dichas moléculas del CMH, cuya estabilidad se puede evaluar por
ejecucion de un método de seguimiento a la vez que el enlace establecido entre el péptido y las moléculas del
CMH, este método se realiza ventajosamente segun un protocolo idéntico al método precedente, pero en el que la
etapa de incubacién del péptido en presencia de las moléculas del CMH sobre el soporte sélido recubierto de dicho
primer anticuerpo esta precedida de una etapa previa de eliminacién del péptido libre susceptible de estar presente
en el medio reactivo, particularmente por lavado del soporte sélido, dicha etapa de incubacion se lleva a cabo
(ventajosamente a una temperatura de 37°C) durante tiempos variables de 1h, 3h, 5h, 24h y 48h.az<

[0008] Como se ha mencionado anteriormente, los epitopos de la invencidén deben ser reconocidos por las células T en
asociacion con las moléculas del CMH y asociarse a estas ultimas, particularmente en el marco de la ejecucién de la
prueba de reconocimiento descrita anteriormente. Esta asociacion puede ser baja (detectable a concentraciones en
analogos peptidicos del orden de 10* a 10° M), intermedia (detectable a concentraciones en analogos peptidicos del
orden de 10° a 107 M) o fuerte (detectable a concentraciones en analogos peptidicos del orden de 10®%a 10° M). Los
péptidos asociados a las moléculas del CMH en el marco de la presente invenciéon son preferiblemente susceptibles de
unirse durante al menos aproximadamente 3 horas a dichas moléculas del CMH.

[0009] La invencion tiene de una forma mas particular como objetivo los epitopos (también designados péptidos
anteriormente y a continuacion) tales como los descritos anteriormente y que estan caracterizados por el hecho de que
se seleccionan de entre los que son susceptibles:

- de inducir in vitro la citdlisis a través de linfocitos T citotdxicos, de células objetivo que presentan en su superficie
el péptido anteriormente mencionado asociado a las moléculas del CMH, dichos linfocitos T citotdxicos se recogen
ventajosamente de un paciente que sufre una patologia en la que esta implicado el péptido estudiado,

-y de inducir in vitro la secrecién de citocinas (o interleuquinas) por los linfocitos T citotoxicos anteriormente
mencionados, particularmente IL-2, IL-4 o el interferén vy.

[0010] En su caso, los epitopos anteriormente mencionados son elegidos de entre los que son capaces de inducir in
vitro la aparicién y el crecimiento de linfocitos T citotoxicos a partir de células humanas o animales, particularmente a
partir de células mononucleares de la sangre periférica (PBMC), en presencia de factores necesarios para el crecimiento
y la diferenciacién de las células T citotoxicas.

[0011] Los fragmentos proteicos poliepitépicos de la invencion se caracterizan ademas por el hecho de que son
susceptibles de contener epitopos CD4 reconocidos por las células T auxiliares en asociacion con las moléculas del
CMH de clase Il, esta propiedad favorece la induccion y el mantenimiento de las células T CD8" que reconocen los
epitopos comprendidos en dichos fragmentos.

[0012] La presente invencion se ilustra con ayuda de las figuras 1 y 2, que representan respectivamente las secuencias
peptidicas de la proteina E6 y E7 de la cepa 16 de los papilomavirus humanos (HPV 16), asi como los fragmentos
poliepitdpicos de la invencion y los epitopos dentro de estos fragmentos.

[0013] La invencion tiene de una forma mas particular como objetivo los fragmentos poliepitdpicos de la proteina E6 de
HPV y, mas particularmente, los de la proteina E6 representada en la figura 1 o por SEC ID N° 2, de HPV 16,
caracterizados por el hecho de que comprenden una secuencia peptidica de aproximadamente 15 a aproximadamente
30 aminoacidos, esta secuencia peptidica contiene las secuencias de aminoacidos de por lo menos 3 epitopos
diferentes y, preferiblemente, de por lo menos 4 epitopos diferentes que se unen de manera estable a las moléculas de
HLA de tipo idéntico o diferente, cuando estos epitopos se obtienen por degradacion enzimatica de dicha secuencia
peptidica, particularmente en el proteasoma, de forma que al menos 4 moléculas de HLA de diferentes tipos vy,
preferiblemente, al menos 5 moléculas de HLA de diferentes tipos, se unen a estos epitopos, estas 4 o 5 moléculas de
HLA se seleccionan de entre las de tipo A1, A2, A3, A11, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, B44, B51 y B62.

[0014] Ventajosamente, los fragmentos poliepitopicos segun la invencion son tales que el niumero de aminoacidos de su
secuencia peptidica es superior o igual a 17 e inferior o igual a 30.

[0015] La invencion se refiere de una forma mas particular a los fragmentos poliepitopicos de la proteina E6 de HPV
definidos anteriormente, caracterizados por el hecho de que comprenden una secuencia peptidica de aproximadamente
15 a 30 aminoacidos, esta secuencia peptidica contiene las secuencias de aminoacidos de por lo menos 5 epitopos
diferentes y, preferiblemente, de por lo menos 6 epitopos diferentes que se unen de manera estable a las moléculas de
HLA de tipo idéntico o diferente, cuando estos epitopos se obtienen por degradacion enzimatica de dicha secuencia
peptidica, particularmente en el proteasoma, de manera que al menos 6 moléculas de HLA de diferentes tipos v,
preferiblemente, al menos 7 moléculas de HLA de diferentes tipos se ligan a estos epitopos, estas 6 o 7 moléculas de
HLA se seleccionan de entre las de tipo A1, A2, A3, A11, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, B44 y B51.
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[0016] Ventajosamente, los fragmentos poliepitopicos de la proteina E6 segun la invencion, son tales que el niumero de
aminoacidos de su secuencia peptidica es superior o igual a 20 (preferiblemente superior o igual a 22) e inferior o igual
a 30.
[0017] Ventajosamente también, los fragmentos poliepitdpicos anteriormente mencionados de la proteina E6 de HPV,
estan caracterizados por el hecho de que comprenden todos un epitopo que se une a la molécula de HLA de tipo B35,
un epitopo que se une a la molécula de HLA de tipo B44 y un epitopo que se une a la molécula de HLA de tipo B51.
[0018] Esta divulgado el fragmento poliepitdpico de la proteina E6 de HPV como se ha definido anteriormente,
caracterizado por el hecho de que corresponde al fragmento de 30 aminoacidos delimitado por los aminoacidos situados
en las posiciones 15 y 44 de la secuencia peptidica de la proteina E6 de HPV y caracterizado por la secuencia peptidica
SEC ID N°: 4 siguiente:

(15)RPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQL(44)

Dicho fragmento contiene 9 epitopos que se unen de manera estable a por lo menos una de las 8 moléculas de HLA de
los tipos siguientes: A2, A11, A29, B7, B8, B35, B44 o B51, dichos epitopos son los siguientes:

- (15)RPRKLPQL(22) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B7 o B35,

- (18)KLPQLCTEL(26) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A2,

- (19)LPQLCTEL(26) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B51,

- (21)QLCTELQTTI(30) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A2,

- (24)TELQTTIHDI(33) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A29 o B44,

- (29)TIHDIILRCV(38) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A2,

- (33)IILECVYCK(41) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A11,

- (35)LECVYCKQQL(44) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A29 o B44,

- (37)CVYCKQAQL(44) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8.
[0019] También esta divulgado el fragmento poliepitépico de la proteina E6 de HPV como se ha definido arriba,
caracterizado por el hecho de que corresponde al fragmento de 17 aminoacidos delimitado por los aminoacidos situados
en las posiciones 46 y 62, o al fragmento de 22 aminoacidos delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones
46 y 67 de la secuencia peptidica de la proteina E6 de HPV, este ultimo fragmento se caracteriza por la secuencia
peptidica SEC ID N°: 6 siguiente:

(46)RREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY(67)

Dicho fragmento contiene 6 epitopos que se unen de manera estable a por lo menos una de las 10 moléculas de HLA
de los tipos siguientes: A2, A3, A11, A24, A29, B7, B27, B35, B44 o B51, dichos epitopos son los siguientes:

- (46)RREVYDFAFR(55) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B27,

- (49)VYDFAFRDL(57) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A24,

- (50)YDFAFRDL(57) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29 o B44,

- (2)FAFRDLCIV(60) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A2, B35, B51 o B7,

- (54)FRDLCIVYR(62) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3 o0 A11,

- (59)IVYRDGNPY(67) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3 o A11.
[0020] Esta divulgado el fragmento poliepitopico de la proteina E6 de HPV como se ha definido arriba, caracterizado por
el hecho de que corresponde al fragmento de 29 aminoacidos delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones
80 y 108 de la secuencia peptidica de la proteina E6 de HPV, este ultimo fragmento esta caracterizado por la secuencia

peptidica SEC ID N°: 8 siguiente:

(80)ISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLI(108)
4
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Dicho fragmento contiene 6 epitopos que se unen de manera estable a por lo menos una de las 10 moléculas de HLA
de los tipos siguientes: A1, A3, A11, A24, A29, B7, B18, B35, B44 o B51, dichos epitopos son los siguientes:

- (80)ISEYRHYCY(88) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A1 0 B18,

- (81)SEYRHYCY(88) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A29 o B44,

- (87)CYSLYGTTL(95) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A24,

- (94)TLEQQYNK(101) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3 o A11,

- (95)LEQQYNKPL(103) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29 o B44,

- (101)KPLCDLLI(108) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B7, B35 o B51.
[0021] La invencion tiene de una forma mas particular como objetivo el fragmento poliepitdépico de la proteina E6 de
HPV como se ha definido arriba, caracterizado por el hecho de que corresponde al fragmento de 22 aminoacidos
delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones 118 y 139 de la secuencia peptidica de la proteina E6 de
HPV, este ultimo fragmento esta caracterizado por la secuencia peptidica SEC ID N°: 10 siguiente:

(118)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139)

Dicho fragmento contiene 6 epitopos que se unen de manera estable a por lo menos una de las 7 moléculas de HLA de
los tipos siguientes: A24, B8, B18, B27, B35, B44 o B51, dichos epitopos son los siguientes:

- (118)CPEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8, B18, B35, B51,
- (119)PEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B44,

- (127)DKKQRFHNI(135) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B8,

- (128)KKQRFHNIR(136) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27,

- (130)QRFHNIRGRW(139) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27,

- (131)RFHNIRGRW(139) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A24.

[0022] La invencion se refiere igualmente a las secuencias peptidicas derivadas de los fragmentos poliepitopicos
anteriormente mencionados de la proteina E6

- por sustitucion y/o supresion y/o adicién de uno o varios aminoacidos de los fragmentos anteriormente
mencionados, y/o

- por modificacién de por lo menos un enlace peptidico -CO-NH- de la cadena peptidica de los fragmentos
anteriormente mencionados, particularmente por introduccion de un enlace del tipo retro o retro-inverso, y/o

- por sustitucién de por lo menos un aminoacido de la cadena peptidica de la secuencia o del fragmento
anteriormente mencionados, por un aminoacido no proteinogénico.

Dichas secuencias derivadas contienen los péptidos o pseudopéptidos que se unen especificamente a la o a las mismas
moléculas del CMH que las que se unen a los péptidos contenidos en los fragmentos poliepitdpicos anteriormente
mencionados de los que derivan.

[0023] Por secuencia derivada por la introduccion de un enlace retro-inverso hay que entender cualquier analogo
peptidico de un fragmento anteriormente mencionado, dicho analogo esta constituido por una cadena peptidica en la
que al menos uno de los residuos, por una parte, esta enlazado con al menos un residuo vecino por un enlace -NH-CO-
y, por otra parte, es de quiralidad opuesta a la de este mismo residuo aminoacilo en la cadena peptidica del péptido
original (a saber del fragmento anteriormente mencionado del que deriva).

[0024] Por secuencia derivada por la introduccion de un enlace retro hay que entender cualquier analogo peptidico de
un fragmento anteriormente mencionado, dicho andlogo esta constituido por una cadena peptidica en la que al menos
uno de los residuos esta enlazado con al menos un residuo vecino por un enlace -NH-CO-, la quiralidad de la totalidad
de los residuos aminoacilos implicados en al menos un enlace -NH-CO- se conserva con respecto a los residuos
correspondientes de la cadena peptidica del péptido original.

5



10

15

20

25

30

ES 2509901 T3

[0025] Es evidente que los enlaces -CO-NH- y -NH-CO- se deben tomar en cuenta en lo que precede, en el sentido de
la cadena peptidica original que va del extremo aminoterminal (N-terminal) al extremo carboxiterminal (C-terminal).

[0026] Por "aminoacido proteinogénico" se entiende, en lo que precede, cualquier aminoacido que entra en la
constituciéon de una proteina o de un péptido natural.

[0027] Por "aminoacido no proteinogénico" se entiende, por oposicion a la definicién precedente, cualquier aminoacido
que no entra en la constitucion de una proteina o de un péptido natural. Se entiende de una forma mas particular por
"aminodacido no proteinogénico" cualquier aminoacido cuyo carbono que porta la cadena lateral R, a saber el grupo -
CHR-, situado entre -CO- y -NH- en la cadena peptidica natural es reemplazado por un motivo que no entra en la
constituciéon de una proteina o de un péptido natural.

[0028] La invencidn tiene de una forma mas particular como objetivo las secuencias derivadas tales como las descritas
arriba, caracterizadas por el hecho de que por lo menos uno de los enlaces peptidicos -CO-NH- de la cadena peptidica
del péptido original es reemplazado por un enlace diferente del enlace -CO-NH-, dicho enlace diferente es
particularmente elegido de entre los siguientes:

-CH2-NH- (metileno amino);
-CHz -CH; - (carba);
-CO-CH; - (cetometileno);
-CH; -O- (metileno-oxi);
-CHOH-CHg - (hidroxietileno);
-CHOH-CHOH- (di-hidroxietileno);
-CH=CH- (E o Z olefina);
-CHCN-NH- (amino cianometileno);
-S-CH> - (tiometileno);
-CH2 -S- (metileno tio);
-CS-NH- (tioamida);
-PO2 -NH (fosfonamida);
-CHOH- (hidroximetileno);
-NH-CO-NH- (urea);
-CH _ CH- (oxirano) ;

0
~C. N- (tetrazol);
N N
-CH3 -CO-NH- (BB-homologacion);
-CHOH-CH2 -NH- (hidroxietileno amino);
-CO-NH-NH- (hidrazino).

[0029] La invencion tiene también como objetivo las secuencias nucleétidas que codifican para un fragmento
poliepitépico de la proteina E6 o para una secuencia peptidica derivada, tal y como se han definido arriba, dichas
secuencias nucledtidas salen de la secuencia SEC ID N°: 1 que codifica para la proteina E6.

[0030] Por ello, la invencidn tiene de una forma mas particular como objetivo las secuencias nucleétidas definidas arriba,
seleccionadas de entre las siguientes:

- la secuencia SEC ID N°: 3, que codifica para el fragmento poliepitopico SEC ID N°: 4 anteriormente mencionado
de la proteina EB6,

- la secuencia SEC ID N°: 7, que codifica para el fragmento poliepitopico SEC ID N°: 8 anteriormente mencionado
de la proteina EB6,
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- la secuencia SEC ID N°: 9, que codifica para el fragmento poliepitépico SEC ID N°: 10 anteriormente mencionado
de la proteina EB6,

[0031] La divulgacién tiene también como objetivo cualquier vector, particularmente plasmido, céosmido o fago, que
contenga al menos una secuencia nucleétida susodicha colocada bajo el control de los elementos necesarios para la
transcripcion de dicha secuencia, particularmente bajo el control de un promotor y de un terminador de transcripcion.

[0032] La divulgacion se refiere también a las células huéspedes, particularmente bacterias, virus, levaduras, células
eucariotas, transformadas con ayuda de un vector anteriormente mencionado segun la divulgacién, para integrar de
manera estable en su genoma o mantener de manera estable en su citoplasma al menos una secuencia nucleétida
segun la invencién.

[0033] La divulgacion se refiere también a cualquier vector que incluya uno o varios fragmentos poliepitdpicos y/o una o
varias secuencias peptidicas derivadas tal y como se ha definido arriba o cualquier vector que incluya una o varias
secuencias nucledtidas anteriormente mencionadas, dichos vectores se eligen entre los que son capaces de asegurar
una proteccion de dichos fragmentos o secuencias nucledtidas en el organismo y/o su penetracion en las células del
organismo.

[0034] En el caso de la utilizacion de fragmentos poliepitdpicos y/o de secuencias peptidicas derivadas anteriormente
mencionadas, tales vectores se eligen de entre los acidos grasos (en el marco de la preparacion de lipopéptidos), los
liposomas, etcétera.

[0035] Por ello, la invencion tiene de una forma mas particular como objetivo cualquier lipopéptido caracterizado por el
hecho de que comprende:

- una parte peptidica que incluye uno o varios fragmentos proteicos poliepitépicos elegidos de entre los definidos
arriba o cualquier secuencia peptidica derivada de dichos fragmentos, tal y como se ha definido arriba,

- y una o varias partes lipdfilas, ventajosamente seleccionadas de entre las que incluyen:
* una cadena hidrocarbonada en C4 a C20, saturada o insaturada, lineal o ramificada,
* 0 un grupo esteroide, en su caso ligado a la cadena hidrocarbonada susodicha.
Dichas partes lipdfilas estan eventualmente asociadas a un péptido de vector corto (para formar de este modo motivos
lipopeptidicos vectores) que incluyen una o mas funciones ionizadas a pH fisioldgico y una funcion que permite la
fijacion covalente de dicha cadena hidrocarbonada y/o de dicho grupo esteroide.
[0036] Por parte lipdfila, en lo que precede y lo que sigue, se entiende cualquier molécula lipdfila, insoluble en agua, que
permite, cuando ésta esta unida a la parte peptidica definida arriba, un paso intracelular pasivo del lipopéptido obtenido,
gracias a las propiedades hidréfobas de dicha molécula. Ventajosamente, el lipopéptido resultante del enlace de la parte
lipdfila a la parte peptidica, es soluble en agua.
[0037] Preferiblemente, la cadena hidrocarbonada de las partes lipdfilas, se elige de entre las de:
- el acido palmitico,
- el &cido oleico,
- el acido linoleico,

- el acido linolénico.

[0038] Preferiblemente también, el grupo esteroide de la o de las partes lipdfilas, se elige de entre los derivados del
colesterol tales como el acido colest-5-enil-3-oxi acético o el acido colest-5-enil-3-oxicarbénico.

[0039] La invencion tiene de una forma mas particular como objetivo cualquier lipopéptido tal y como se ha descrito
arriba, caracterizado por el hecho de que la o las partes lipdfilas estan enlazadas de manera covalente a uno o varios
aminoacidos de la parte peptidica.

[0040] Ventajosamente, la o las partes lipdfilas estan enlazadas de manera covalente a la funcion aNH2 o eNH; de una
lisina situada en posicion N-terminal o C-terminal de la parte peptidica, o a la funcién tiol de una cisteina, o a cualquier
funcién amino, alcohol o tiol eventualmente afiadida al péptido con un espaciador sencillo.
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[0041] Por ello, la invencion tiene de una forma mas particular como objetivo cualquier lipopéptido tal y como se ha
definido arriba, en el cual la o las partes lipdfilas se representan por un grupo N%-acetil-Lisina N¢ (palmitoil) (también
designado por la abreviacion Ac-K(Pam)).

[0042] La presente invencion tiene también como objetivo micelas o micro agregados de uno o varios lipopéptidos
diferentes definidos arriba.

[0043] Ventajosamente, dichas micelas o micro agregados tienen un tamafo inferior a aproximadamente 1um.

[0044] Preferiblemente, las micelas o micro agregados segun la invencion, son tales como se obtienen por dispersion de
dichos lipopéptidos en una solucién de acido acético concentrada a aproximadamente 80%, o cualquier otro solvente
capaz de asegurar una dispersién molecular de los lipopéptidos en solucién.

[0045] En el caso de la utilizacion de secuencias nucleétidas definidas arriba segun la invencién, los vectores
anteriormente mencionados son elegidos de entre los virus, particularmente los retrovirus, los adenovirus y los virus
asociados (AAV Adeno Associated Virus).

[0046] La invencion tiene también como objetivo los anticuerpo dirigidos contra los fragmentos proteicos poliepitopicos o
los epitopos o sus secuencias peptidicas derivadas (o analogas) tal y como se han definido arriba, dichos anticuerpos
son tal y como se han obtenido por inmunizaciéon de un animal con al menos uno de los complejos anteriormente
mencionados, dichos anticuerpo son susceptibles de formar un complejo con estos fragmentos poliepitopicos o estos
epitopos o sus analogos.

[0047] Los anticuerpo segun la invencion son los anticuerpos policlonales o monoclonales.

[0048] Los anticuerpos policlonales anteriormente mencionados se obtienen por inmunizacién de un animal con al
menos un fragmento proteico poliepitdpico o un epitopo o un analogo segun la invencion, seguido de la recuperacion de
los anticuerpos deseados en forma purificada, por extraccion del suero de dicho animal, y separacion de dichos
anticuerpo de los demas componentes del suero, particularmente por cromatografia de afinidad sobre una columna
sobre la que se fija un antigeno especificamente reconocido por los anticuerpos, particularmente un fragmento proteico
poliepitdpico o un epitopo o un analogo segun la invencion.

[0049] Los anticuerpos monoclonales segun la invencién se pueden obtener por la técnica de los hibridomas cuyo
principio general se recuerda a continuacion.

[0050] En primer lugar, se inmuniza un animal, habitualmente un ratén (o células en cultivo en el marco de las
inmunizaciones in vitro), con un fragmento proteico poliepitépico o un epitopo o un analogo segun la invencion, contra
los cuales los linfocitos B del animal son entonces capaces de producir los anticuerpos. Estos linfocitos productores de
anticuerpos son a continuacién fusionados con células mielomatosas "inmortales" (particularmente murinas) para dar
lugar a los hibridomas. A partir de la mezcla heterogénea de las células obtenidas de este modo, se efectia entonces
una seleccion de las células capaces de producir unos anticuerpos particulares y de multiplicarse indefinidamente. Cada
hibridoma se multiplica en forma de clones, cada uno llevando a la produccién de unos anticuerpos monoclonales cuyas
propiedades de reconocimiento frente del fragmento proteico poliepitopico o epitopo o andlogo de la invencién podran
ser testadas por ejemplo en ELISA, por inmunotransferencia en una o dos dimensiones, en inmunofluorescencia o con
ayuda de un biocaptador. Los anticuerpos monoclonales asi seleccionados se purifican después particularmente segun
la técnica de cromatografia de afinidad descrita arriba.

[0051] La invencion se refiere también a la utilizacién de uno o varios anticuerpos anteriormente mencionados para la
ejecucion de un método de diagnéstico in vitro de las patologias anteriormente mencionadas.

[0052] Por ello, la invencion tiene también como objetivo los juegos o kits que incluyen dichos anticuerpos, para la
ejecucion de un método de diagndstico tal y como se ha definido arriba.

[0053] La invencién se refiere también a las composiciones farmacéuticas o vacunas, caracterizados por el hecho de
que comprenden:

* a)
- al menos un fragmento poliepitopico de la proteina E6 o E7 tal y como se ha definido arriba,

- y/o al menos una secuencia peptidica derivada de este fragmento, tal y como se ha definido arriba,

- y/o al menos un vector apropiado, particularmente de los lipopéptidos y/o micelas definidos arriba, que contiene al

menos un fragmento poliepitdpico anteriormente mencionado de la proteina E6 y/o al menos una secuencia
derivada anteriormente mencionada de estos fragmentos,
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en asociacion con un vehiculo fisiolégicamente aceptable,
dicho fragmento proteico poliepitépico y/o su secuencia derivada estd en su caso asociado a uno o varios epitopos
exdégenos mas reconocidos a través de células T auxiliares (también denominadas epitopos CD4 o T helper), dichos
epitopos se eligen particularmente de entre los siguientes:

* el fragmento peptidico delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones 830 y 846 de la secuencia

peptidica de la toxina tetanica, dicho fragmento responde a la férmula siguiente: QYIKANSKFIGITELKK,

* la hemaglutinina (Prevost-Blondel et al., 1995, J. Virol., 62, n° 12, pp 8046-8055),

* epitopo PADRE (Alexander et al., 1994, Immunity, 1,751).

*ob)

- al menos una secuencia nucleétida tal y como esta definida arriba, que codifica para un fragmento poliepitopico
anteriormente mencionado de la proteina EB6,

- y/o al menos una secuencia nucleétida que codifica para una secuencia peptidica derivada de este fragmento, tal
y como se ha definido arriba,

las secuencias nucledétidas anteriormente mencionadas pueden ser utilizadas desnudas, como minigenes,

- y/o al menos un vector apropiado anteriormente mencionado, elegido particularmente de entre los virus tales
como se han definido arriba, que contienen al menos una secuencia nucleétida anteriormente mencionada,

en asociacion con un vehiculo fisiolégicamente aceptable,

*oc)

- anticuerpos definidos arriba, dirigidos contra un fragmento poliepitopico de la proteina E6, y/o contra una

secuencia peptidica derivada de estos fragmentos, tales como se han definido arriba, en asociaciéon con un

vehiculo fisiolégicamente aceptable.
[0054] Ventajosamente las composiciones farmacéuticas, o vacunas, anteriormente mencionados, se presentan bajo
una forma administrable por via subcutanea, particularmente en una proporcién de varias inyecciones (ventajosamente
3 inyecciones) de aproximadamente 500 ug del fragmento poliepitopico en forma lipopeptidico, en aproximadamente un
mes de intervalo.
[0055] La invencion tiene de una forma mas particular como objetivo la utilizacién de fragmentos poliepitopicos de la
proteina E6 definidos arriba, o de secuencias peptidicas derivadas anteriormente mencionadas, o de secuencias
nucledtidas definidas por encima, o de anticuerpos anteriormente mencionados, o de lipopéptidos definidos arriba, para
la preparaciéon de un medicamento o vacuna destinado a la prevencién o al tratamiento de patologias relacionadas con
la infeccién de individuos por los papilomavirus humanos, tales como las neoplasias cervicales intraepiteliales (CIN), el
cancer invasivo del cuello del utero, las neoplasias vulvares intraepiteliales (VIN).
[0056] La invencidn se refiere también a los péptidos o epitopos de la proteina E6 de HPV elegidos entre los siguientes:

- (118 CPEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8, B18, B35, B51.

- (119) PEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B44.

- (127)DKKQRFHNI(135) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B8.

- (128)KKQRFHNIR(136) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27.

- (130) QRFHNIRGRW (139) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27.

[0057] La divulgacion se refiere también a los péptidos o epitopos de la proteina E6 de HPV elegidos de entre los
siguientes:

- (19)LPQLCTEL(26) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B51,
- (21)QLCTELQTTI(30) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A2,

- (24)TELQTTIHDI(33) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A29 y B44,
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- (33)IILECVYCK(41) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A11,

- (35)LECVYCKQQL(44) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29 y B44,

- (37)CVYCKQAQL(44) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B8,

- (46)RREVYDFAFR(55) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27,

- (49)VYDFAFRDL(57) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A24,

- (50)YDFAFRDL(57) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29, B44,

- (62)FAFRDLCIV(60) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A2, B35, B51,

- (54)FRDLCIVYR(62) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3, A11,

- (59)IVYRDGNPY(67) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3, A11,

- (81)SEYRHYCY(88) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29, B44,

- (87)CYSLYGTTL(95) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A24,

- (94)TLEQQYNK(101) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A3, A11,

- (95)LEQQYNKPL(103) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo A29, B44,

- (101)KPLCDLLI(108) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B7, B35, B51,
[0058] La divulgacion se refiere también a las secuencias peptidicas derivadas de los péptidos anteriormente
mencionados, dichas secuencias derivadas o analogos son tal y como se han definido arriba en el marco de las
secuencias derivadas de los fragmentos proteicos poliepitdpicos anteriormente mencionados.

[0059] La divulgacion tiene igualmente como objetivo las secuencias nucleétidas que codifican para los péptidos de la
proteina E6 anteriormente mencionados, a saber:

- la secuencia delimitada por los nucledtidos situados en las posiciones 7 y 33 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (3)GDTPTLHEY(11),

- la secuencia delimitada por los nucleétidos situados en las posiciones 13 y 39 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (5)TPTLHEYML(13),

- la secuencia delimitada por los nucleétidos situados en las posiciones 43 y 69 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (15)LQPETTDLY(23),

- la secuencia delimitada por los nucleétidos situados en las posiciones 46 y 75 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (16)QPETTDLYCY(25),

- la secuencia delimitada por los nucledétidos situados en las posiciones 133 y 153 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (45)AEPDRAHY(52),

- la secuencia delimitada por los nucledétidos situados en las posiciones 136 y 165 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (46)EPDRAHYNIV(55),

- la secuencia delimitada por los nucleoétidos situados en las posiciones 157 y 180 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (53)NIVTFCCK(60),

- la secuencia delimitada por los nucledétidos situados en las posiciones 235 y 261 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (79)LEDLLMGTL(87),

- la secuencia delimitada por los nucledétidos situados en las posiciones 265 y 291 de la secuencia SEC ID N°: 2,
codificando para (89)IVCPICSQK(97).

[0060] La divulgacion tiene igualmente como objetivo cualquier procedimiento de preparacion de fragmentos

poliepitépicos, de epitopos sencillos (péptidos anteriormente mencionados), o de secuencias derivadas, por sintesis
peptidica tradicional en fase liquida o en fase sdlida.
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[0061] En variante, los fragmentos poliepitdpicos, epitopos sencillos o secuencias peptidicas derivadas, tal y como se
han definido arriba segun la invencién, se pueden obtener en forma de polipéptidos recombinantes por transformacion
de células huéspedes apropiadas tales como se han definido arriba con ayuda de vectores que contienen una secuencia
nucleotida recombinante tal y como esta definido arriba segun la invencion, y recuperacion, en su caso después de
purificacién, del polipéptido recombinante codificado por dicha secuencia nucleétida y producido por las células
huéspedes anteriormente mencionadas.

LISTA DE SECUENCIAS
[0062]

<110> BIOVECTOR THERAPEUTICS INSERM | , ,

<120> FRAGMENTOS PROTEICOS POLIEPITOPICOS DE LA PROTEINA E6 O E7 DE HPV, SU OBTENCION Y SUS
USOS PARTICULARMENTE EN VACUNACION

<130> WOB EPIT 2

<140>
<141>

<150> FR 9907012
<151> 1999-06-03

<160> 18

<170> Patentln Ver. 2.1
<210>1

<211> 477

<212> ADN

<213> Papilomavirus humano
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(477)

<400> 1
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Met His GIn Lys Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro GIn Glu Arg Pro
1 5 10 1
Arg Lys Leu ng Gln Leu Cys Thr Ggg Leu G1n Thr Thr I;g His Asp

Ile Ile Leu Glu Cys vaTl Tyr Cys Lys Gln GIn Leu Leu Arg Arg Glu
35 d 40 45

val Tga Asp Phe Ala Fhe Ag ASp Lau Cys Ile v%a Tyr Arg Asp Gly

Ash Pro Tyr Ala val Cys Asp Lys Cys Leu L;s Phe Tyr Ser Lys Ile
65 70 5 80

ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu

85 S0 as

GIn G1n Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu Ile Arg Cys Ile Asn
b 100 Y 10 1{0

Cys G1n Lys Pro Leu Cys Pro Glu GlU Lys GIn Arg His Leu Asp 'Lys
115 120 125

Lys Gln Arg Phe H1s Asn Ile Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met

130 135 . 140

Sar Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr &ln Leu

145 il 9 150 g 9 AP 155

<210> 3

<211> 90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(90)

<400>3 _
cga ccC aga aag tta cca cag tta tgc aca gag ¢tg caa aca act ata 48
Arg Pro Arg Lys Leg Pro G1n Leu Cys TEE Glu Leu GIn Thr ng Ile

1

cat gat ata ata tta gaa tgt gtg tac tgc aag caa c£ag tta 20
His Asp Ile I;S Lteu Glu Cys Va Tg; Cys Lys Gln Gln ng

<210> 4

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 4
Arg Pra Arg Lys Leg Pro GIn Leu Cys TEE Glu Leu G1n Thr ng ile

His Asp Ile Ile Leu GIu Cys val r cys Lys GIn GIn Leuy
20 g TXS e i 30
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<210>5

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(66)

<400> 5
cya <yt gag gta tat gac ttt gct trt cgg gat tta tge ata gtz tat 48
Arg Arg Glu val Tyg Asp Phe Ala Phe a;g Asp Leu Cys Ile vﬂ Tyr

aga gat ggg aat cca tat e6
Arg ASP Gly Agg Fro Tyr

<210>6

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 6
Arg Arg Glu val Tyg Asp Phe Ala Fhe A;g Asp Leu Cys Ile vi'st TYr

Arg Asp Gly Agg Pro Tyr

<210>7

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(87)

<400>7
att agt gag tat aga cat tat tgt tat agt ttp tat gga aca aca tta 48

I'l§ ser Glu Tyr Argsg His Tyr Cys Tyr 555 Leu Tyr Gly Thr Tlig Leu

gaa cag caa tac aac aaa ccg ttg tgt gat ttg tta att : 87
Glu G1n GIn Tza Ash Lys Pro Led cgg AsSp Leu Ley Ile

<210> 8

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente
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<400> 8
n% Ser Giu Tvr ar? His Tyr Cys Tyr 5% Leu Tyr Gly Thr Ttl'hg Leu

Glu Gln G1In TZE ASh Lys Pro Leu cgg Asp Leu Lau Ile

<210>9

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(66)

<400> 9
tgt ¢Ct gaa gaa aag caa aga cat ctg gac aaa aag caa aga ttc cat 48
Cyg Pro Glu Glu Lyé GIln Arg His Leu Agg Lys Lys GIn Arg Prig His

aat ata agg g*t cgg tgg oo
Asn Ile aArg 625 Arg Trp ‘

<210> 10

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E6 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 10
cyg Pro Glu Glu LyE Gln Arg His Leu AES Lys Lys GIn Arg Ptlicsa. His

Asn Ile Arg G;g Arg Trp

<210> 11

<211> 297

<212> ADN

<213> Papilomavirus humano

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(297)

<400> 11
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atg cat g?a gat aca cct aca ttg cat gaa tat atg tta gat ttg caa 48
Me& His Giy Asp Thg Pra Thr Leu Ris Glg Tyr Met Leuw Asp L?g Gln

cca gag aca act gat CtC tac tgt tat gag caa tta aat gac age tca 96
Pre Glu Thr Tga Asp Leu Tyr Cys ng Glu GIn Leu Ash Ag ser Ser

gag gag gag gat gaa ata gat g$t cca get g?a caa gca gaa ccg gac 144
Glu Glu G;g Asp Glu Ile Asp G4 Pro Ala Gly Gin Alg Glu Pra Asp

aga gce cat tac aat att gta acc ttt tgt tgc aag tgt gac tet acg 192
Arg Agg His Tyr Asn Ile Vg; Thr Phe Cys Cys LES Cys Asp Ser Thr

Ctt cgg ttg tyc gta caa age aca cac gta gac att cgt act ttg gaa 240
ng Arg Leu Cys val G}S ser Thr His val A; Ile Arg Thr Leu GEH

gac c¢tg tta atg ggc aca cta g?a att gtg tgc C€CcCc atc tgt tct cag 288
G

ASp Leu Leu Met ! Thr Lau Gly Ile vso Cys Pro Ile Cys ssg Gin
aaa cca taa 297
Lys Pro
<210> 12
<211> 98
<212> PRT
<213> Papilomavirus humano
<400> 12
Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Lau Asp Leuw GTn
1 5 10 15
Pro Glu Thr T;E_Asp Leu Tyr Cys g G1U G1n Leu Asn Ag ser ser
G¢lu Glu e;g Asp Glu Ile Asp 51 prec Ala Gly Gln Alg Glu Pro Asp
Arg Ala His Tyr Asn Ile val Thr Phe Cys Cys Lgs Cys Asp Ser Thr
50 55 0 =
Leu Arg Leu Cys val G1n Ser Thr His val Asp Ile Arg Thr Leu Glu
65 70 75 - 80
ASp Leu Leu Met G1¥ Thr Leu Gly Ile val Cys Pro Ile Cys Ser GTn
8 20 95
Lys Pre
<210> 13
<211> 69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(69)

<400> 13
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gga gat aca cct aca tty cat gaa tat atg tta gat ttg caa cca gag 48
G?{ Asp Thr Pro Thg Leu His GTu Tyr Mgg Ley Asp Leu GIn Pig 6lu

aca act gat ¢tc tac tgt tat 69
Ther The Asp ng Tyr Cys Tyr

<210> 14

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 14
G'I{ Asp Thr Pro Thg Leu His Glu Tyr M% Leu Asp Leu Gin Pig Glu

Thr Thr Asp LEH Tyr Cys Tyr

<210> 15

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(51)

<400> 15
caa gca gaa CCg gac aga gec cat tac aat att gta acc ttt tot tge 48
G'Ig Ala Glu Pro Asg Arg Ala His Tyr Aig Iie val Thr phe c% Cys

aag - : i} 51
Lys

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 16
G’IE'A'Ia'G'Iu Pro Asg Arg Ala His Tyr Aig Ile val Thr Phe cgg Cys

Lys

<210> 17

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<220>
<221> CDS
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<222> (1)..(57)

<400> 17

ttg gaa gac ¢ty tta atg ggc aca cta gga att gtg tge ccc.atc tyt 48
Leg Glu Asp Leu Leg Met Gly Thr Leu GIE 1le val Cys Pro Ilg Cys

tct cag aaa . 57
S$er G1n Lys

<210> 18

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: fragmento de la secuencia que codifica para E7 de HPV y secuencia
peptidica correspondiente

<400> 18
Lég-G1U-A5p Leu Leg Met Gly Thr Leu Glg Ile val Cys Pro Ilg Cys

Ser Gln Lys

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2509901 T3

REIVINDICACIONES
1. Fragmentos poliepitopicos de la proteina E6 de HPV humano caracterizados por el hecho de que comprenden:

- una secuencia peptidica de aproximadamente 15 a 30 aminoacidos, preferiblemente con un nimero de
aminoacidos superior o igual a 17 e inferior o igual a 30 para los fragmentos poliepitopicos delimitados por los
aminoacidos situados en 118 y 139: (118)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139) (o SEC ID N°:10),

- esta secuencia peptidica contiene las secuencias de aminoacidos de por lo menos 3 epitopos diferentes que se
enlazan de manera estable a las moléculas de HLA de tipo idéntico o diferente, cuando estos epitopos se obtienen
por degradacién enzimatica de dicha secuencia peptidica, particularmente en el proteasoma, de manera que al
menos 4 moléculas de HLA de diferentes tipos se enlazan a estos epitopos, estas 4 moléculas de HLA se
seleccionan de entre las de tipo A1, A2, A3, A11, A24, A29, B7, 88, B18, B27, B35, B44, B51 y B62 para los
fragmentos poliepitopicos de la proteina E6.

2. Fragmentos poliepitdpicos de la proteina E6 de HPV segun la reivindicacion 1, caracterizados por el hecho de que
comprenden una secuencia peptidica de aproximadamente 15 a 30 aminoacidos, esta secuencia peptidica contiene las
secuencias de aminoacidos de por lo menos 5 epitopos diferentes que se enlazan de manera estable a las moléculas de
HLA de tipo idéntico o diferente, cuando estos epitopos se obtienen por degradacion enzimatica de dicha secuencia
peptidica, particularmente en el proteasoma, de manera que al menos 6 moléculas de HLA de diferentes tipos se
enlazan a estos epitopos, estas 6 moléculas de HLA se seleccionan de entre las de tipo A1, A2, A3, A11, A24, A29, B7,
B8, B18, B27, B35, B44 y B51.

3. Fragmentos poliepitopicos de la proteina E6 de HPV segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizados por el hecho de
que comprenden todos un epitopo que se enlaza a la molécula de HLA de tipo B35, un epitopo que se enlaza a la
molécula de HLA de tipo B44 y un epitopo que se enlaza a la molécula de HLA de tipo B51.

4. Fragmento poliepitépico de la proteina E6 de HPV segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por el
hecho de que corresponden al fragmento de 22 aminoacidos delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones
118 y 139 de la secuencia peptidica de la proteina E6 de HPV, este ultimo fragmento estd caracterizado por la
secuencia peptidica SEC ID N°: 10 siguiente:

(118)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139)

dicho fragmento contiene 6 epitopos que se unen de manera estable a por lo menos una de las 7 moléculas de HLA de
los siguientes tipos: A24, B8, B18, B27, B35, B44 o B51, dichos epitopos son los siguientes:

- (118)CPEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8, B18, B35, B51,

- (119)PEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B44,

- (127)DKKQRFHNI(135) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8,

- (128)KKQRFHNIR(136) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B27,

- (130)QRFHNIRGRW(139) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B27,

- (131)RFHNIRGRW(139) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo A24.
5. Fragmentos poliepitépicos de la proteina E6 humana segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizados por el
hecho de que corresponden a las secuencias peptidicas derivadas de los fragmentos poliepitdpicos definidos en una de

las reivindicaciones 1 a 4, particularmente,

- por sustitucion y/o supresion y/o adicion de uno o varios aminoacidos, los fragmentos anteriormente
mencionados, y/o

- por modificacion de al menos un enlace peptidico -CO-NH- de la cadena peptidica de los fragmentos
anteriormente mencionados, particularmente por introduccion de un enlace del tipo retro o retro-inverso, y/o

- por sustitucion de al menos un aminoacido de la cadena peptidica de la secuencia o del fragmento anteriormente
mencionados, por un aminoacido no proteinogénico,

dichas secuencias derivadas contienen los péptidos o pseudopéptidos que se unen especificamente a la o a las mismas

moléculas del CMH que las que se unen a los péptidos contenidos en los fragmentos poliepitdpicos anteriormente
mencionados de los que derivan.
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6. Secuencias nucledtidas que codifican para un fragmento poliepitdpico o para una secuencia peptidica derivada segun
una de las reivindicaciones 1 a 5, dichas secuencias nucleétidas derivan de la secuencia SEC ID N°: 1 que codifica para
la proteina E6.
7. Secuencias nucledtidas segun la reivindicacion 6, seleccionadas de entre las siguientes:

- la secuencia SEC ID N°: 3, que codifica para el fragmento poliepitéopico SEC ID N°: 4 segun la reivindicacion 4,

- la secuencia SEC ID N°: 7, que codifica para el fragmento poliepitépico SEC ID N°: 8 segun la reivindicacion 4,

- la secuencia SEC ID N°: 9, que codifica para el fragmento poliepitépico SEC ID N°: 10 segun la reivindicacion 4,

8. Anticuerpos, policlonales o monoclonales, dirigidos contra un fragmento poliepitdpico o contra una secuencia
peptidica derivada segun una de las reivindicaciones 1 a 5.

9. Lipopéptido caracterizado por el hecho de que comprende:

- una parte peptidica que comprende uno o varios fragmentos proteicos poliepitdpicos o una secuencia peptidica
derivada de dichos fragmentos, tal y como se han definido en una de las reivindicaciones 1 a 5,

- y una o varias partes lipdfilas, tales como las que incluyen:
* una cadena hidrocarbonada en C4 a C20, saturada o insaturada, lineal o ramificada,
* 0 un grupo esteroide, en su caso enlazado a la cadena hidrocarbonada arriba mencionada, dichas partes
lipdfilas estan eventualmente asociadas a un péptido de vector corto que comporta una o varias funciones
ionizadas a pH fisiologico, y una funcién que permite la fijacion covalente de dicha cadena hidrocarbonada y/o
de dicho grupo esteroide.

10. Composicién farmacéutica, o vacuna, caracterizada por el hecho de que comprende:

* a)

- al menos un fragmento poliepitopico de la proteina E6 humana definido en una de la reivindicaciones 1 a 4,

- y/o al menos una secuencia peptidica derivada de este fragmento, tal y como se define en la reivindicacion
5,

- y/o al menos un vector apropiado, particularmente de los lipopéptidos segun la reivindicacion 9 y/o micelas,

que contienen al menos un fragmento poliepitépico anteriormente mencionado de la proteina E6 humana, y/o

al menos una secuencia derivada arriba mencionada de estos fragmentos,
en asociacion con un vehiculo fisioldgicamente aceptable, dicho fragmento proteico poliepitdpico y/o su secuencia
derivada esta, en su caso, asociado a uno o mas epitopos exdégenos reconocidos por las células T auxiliares, tales
como el fragmento peptidico delimitado por los aminoacidos situados en las posiciones 830 y 846 de la secuencia
peptidica de la toxina tetanica, la hemaglutinina, o el epitopo PADRE,

*ob)

- al menos una secuencia nucledtida segun la reivindicacion 6 o 7, que codifica para un fragmento
poliepitopico anteriormente mencionado de la proteina E6 humana,

- y/o al menos una secuencia nucledtida que codifica para una secuencia peptidica derivada de este
fragmento, tal y como se ha definido anteriormente,

- y/o al menos un vector apropiado anteriormente mencionado, elegido particularmente de entre los virus, que
contiene al menos una secuencia nucleétida mencionada arriba,

en asociacion con un vehiculo fisiolégicamente aceptable,
*oc)

- anticuerpos segun la reivindicacion 8, dirigidos contra un fragmento poliepitdpico de la proteina E6 humana,
y/o contra una secuencia peptidica derivada de estos fragmentos, tal y como se ha definido anteriormente.
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11. Utilizacion de fragmentos poliepitopicos de la proteina E6 humana definidos en una de las reivindicaciones 1 a 4, o
secuencias peptidicas derivadas segun la reivindicacion 5, o secuencias nucleétidas segun la reivindicacion 6 o 7, o
anticuerpos segun la reivindicacion 8, o lipopéptidos segun la reivindicacion 9, para la preparacion de un medicamento o
vacuna destinada a la prevencion o al tratamiento de patologias relacionadas con la infeccion de individuos por los
papilomavirus humanos, tales como las neoplasias cervicales intraepiteliales (CIN), el cancer invasivo del cuello del
utero, las neoplasias vulvares intraepiteliales (VIN) en el caso de la proteina E6.
12. Epitopos de la proteina E6 del HPV humano elegidos de entre los siguientes:

- (118)CPEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas de HLA de tipo B8, B18, B35, B51,

- (119)PEEKQRHL(126) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B44,

- (127)DKKQRFHNI(135) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B8,

- (128)KKQRFHNIR(136) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27,

- (130)QRFHNIRGRW(139) se une de manera estable a las moléculas HLA de tipo B27.

21



ES 2509901 T3

6el 8Ll 80}
TOLIYYLYSSHOOSWOHO IMEOHINHILIOMNA THIONIIJO TdNOINIONIT

14 88 — 00818
128 88 — 8
08 .9
A TINNADOI TLLOATSADAHEAISIMSAINTONADAVAANOAHAAID 1A S
—| GG — ) — _ -9
— 99860y — s 31 8 s— - 8 60V
— | |\ O e - b8 6Ty = — | 6a'6eg'/8
WY ey—_ .y — 2y —
LY ey~
oy vb Gl
VAQAAIHETIOONOAAD I HIAHILLD 1L TOd MY JdHIDAADANY LINOHIN
[ ] s s 0 ‘BT e — GO [ —
7" 849 _ oy ——
yra'6y = :4 QY wmm— — G (] m—
( f— A4
gl — g 60y =
v

91 AdH °p 94 eulsj0id

L bi

22



ES 2509901 T3

16 6L 09
dMOSOIdOAID TIOWTIAT 1L4IAAHLSDAD 1Y 1LSAINODITAN

-\ QY — — b G — Geg 24
’4% (*74 €

AHYY0d3VY0OVdOQI3AIIISSANTOIAOATALLIHOTATWAIH 1L LADHW

—— |\ e 0] | o = GEE e

15 L R
91 AdH ®p /4 eulsjoid

Z b1+

23



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

