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DESCRIPCION
Composiciones terapéuticas para el tratamiento de enfermedades causadas por HPV
Campo técnico de la invencion

La invencién se relaciona con composiciones terapéuticas para el tratamiento de enfermedades causadas por el
virus del papiloma humano (HPV) y mas concretamente con composiciones que comprenden al menos un péptido
antigénico derivado de HPV E7.

Estado de la técnica

El carcinoma del cuello uterino es uno de los canceres mas comunes en mujeres en todo el mundo, y el quinto
cancer mas frecuente en general, con una prevalencia estimada de 1,4 millones de casos. Hay evidencias
consistentes de que la infeccién cronica del tracto genital por diversos tipos de papilomavirus humanos
mucosatrépicos causa cancer del cuello uterino.

La vacuna contra el cancer uterino usada en la actualidad del laboratorio estadunidense Merck, denominada
Gardasil, puede proteger en un 95 por ciento contra las cepas de tipo 16 y 18 del virus, que estan en el origen del
aproximadamente 70 por ciento de todos los casos de cancer uterino. También protege contra las cepas de tipo 6 y
11, causantes de las verrugas en 6rganos genitales.

La expresion de las proteinas oncogénicas de HPV E6 y E7 es necesaria para el inicio y el mantenimiento de la
transformacion maligna y la inmunidad celular a E7 que se han asociado a la resolucion clinica y citolégica de
lesiones inducidas por HPV.

El virus del papiloma es un virus de ADN que infecta una gran variedad de especies. Algunos de estos virus estan
asociados con el desarrollo de enfermedades en su hospedador natural. Mas de 60 tipos de papilomavirus (HPV)
humanos han sido identificados.

Estos virus infectan al organismo humano en multiples regiones del cuerpo, y son responsables de verrugas
comunes de la piel, papiloma laringeo, etc.

Las infecciones genitales de HPV son relativamente frecuentes y los tipos HPV que con mas frecuencia infectan el
tracto genital de hombres y mujeres son el tipo 6, 11, 16 y 18.

En mujeres, el HPV infecta diferentes porciones del tracto genital incluyendo el cérvix. Los HPV genitales son un
problema clinico ya que la infeccion de la regiéon ano-genital es considerada como la mas frecuente de las
enfermedades sexuales transmisibles. Los HPV causan infeccion genital que se manifiesta de las siguientes
maneras:

i) infeccion clinica, en donde las verrugas genitales son manifiestas;

i) infeccion subclinica, en donde las lesiones no son obvias, pero las lesiones virales pueden ser detectadas
usando técnicas especiales, como las citologias de Papanicolaou; y

iii}) latencia, en donde el Unico signo de infeccion es la presencia del DNA de HPV.

Por otro lado, las infecciones subclinicas son relativamente comunes puesto que esta estimado que el 2 al 4% de las
citologias de Papanicolaou muestran evidencia de HPV. Las infecciones latentes son mas frecuentes y se estima
que la mayoria de los adultos posee uno o mas tipos de HPV.

El carcinoma del cérvix-uterino es un cancer comun en mujeres. Dentro de este cancer se distinguen el carcinoma
de las células escamosas, que es el mas comunmente encontrado (cerca del 90% de los casos observados) y el
adenocarcinoma, que es un cancer de las células secretoras. El cancer de cérvix presenta varios estadios. El
estadio precanceroso es denominado neoplasia intraepitelial (CIN) que puede evolucionar a formas invasivas
(carcinomas). El cancer cervical tanto en su forma pre-cancerosa como en su forma invasiva es uno de los pocos
canceres que puede ser diagnosticado usando una técnica relativamente fiable y barata: el test de Papanicolaou.

Evidencias recogidas en los Ultimos afos, sugieren que algunos de los tipos de HPV estan asociados con el
desarrollo de cancer de cérvix, siendo algunos de estos tipos factores etiolégicos responsables del desarrollo de
cancer.

Se ha postulado que HPV actia como un iniciador de la carcinogénesis cervical y que la transformacién maligna
depende de la interaccion con otros factores. La naturaleza del HPV-16 en particular y de los papilomavirus en
general ha sido estudiada en los ultimos afios. HPV-16 contiene un genoma de doble cadena de ADN de 7904 pb
(Seedorf, K. et al., 1985, Virology 145:181-185). La capsida es de 50 nm de diametro y contiene 72 capsémeros
(Klug, A. J., 1965, Mol. Biol. 11:403-423). La patente US 4,777,239 ensefia una serie de 17 péptidos sintéticos
capaces de generar anticuerpos contra HPV-16 siendo por tanto Utiles para propositos diagnodsticos.
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EL HPV codifica dos proteinas, la E6 y la E7, que parece que estan implicadas en la patogénesis de la proliferacion
celular anormal inducida por HPV (véase Stoppler et al., 1994, Intervirology, 37:168-179). Las secuencias de
aminoacidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 fueron definidas por Seedorf et al., (Virology, 1985, 145: 181 -185).

Se ha observado que los genes que codifican las proteinas E6 y E7 aparecen invariablemente expresados en
células tumorales de cancer de cérvix asociados con infeccion de HPV.

Se cree que las proteinas E6 y E7 son una diana inmunoldgica efectiva para la regresiéon tumoral. No obstante, la
posibilidad de desarrollar vacunas basadas en ADN que codifica dichas proteinas puede resultar en la aparicién de
eventos de transformacion celular irreversibles en las células del paciente. EP0796273 describe una composicion
capaz de generar una respuesta inmunoldgica en el paciente sin generar una trasformacién celular indeseada,
usando proteinas de fusidon con segmentos mutados y no mutados de las proteinas E6 y E7.

Préville et al, (Cancer Res., 2005, 65:641-649) describe distintas proteinas de fusién que comprenden la adenilato
ciclasa (CyaA) de Bordetella pertussis y la proteina E7 completa o distintas regiones de la misma. La adenilato
ciclasa es capaz de unirse a células dendriticas CD11b+ por interaccion con la integrina amB2 (CD11b/CD18), por lo
que algunas de las proteinas de fusion son capaces de desencadenar una respuesta inmune especifica (T helper y
T citotdxica) frente a células tumorales que expresan HPV16 E7.

Berraondo P et al, (Cancer research, 2007, 67:8847:8855) han descrito composiciones formadas por una proteina
recombinante que comprende CyaA y una forma truncada de HPV16 que carece de los aminoacidos 30 a 42 (CyaA-
E7A30-42), CpG asociada a un lipido cationico y ciclofosfamida. Esta composicion es capaz de generar una
respuesta inmune frente a tumores que expresan E7.

Sin embargo, sigue habiendo una necesidad de composiciones inmunogénicas adicionales capaces de generar una
respuesta inmunoldgica en el paciente contra células tumorales que expresen proteinas de HPV sin generar una
trasformacion celular indeseada, asi como de composiciones que comprenden dichas proteinas y componentes
adicionales que actuen de forma sinérgica en la generacion de la respuesta inmune de forma que se puedan reducir
las dosis de dichas proteinas.

Resumen de la invencion
En un primer aspecto, la invencion se relaciona con un conjugado que comprende:

(1) la region EDA de fibronectina o una variante funcionalmente equivalente de la misma que muestra un grado
de identidad con respecto a la regién EDA de la fibronectina mayor de al menos 70% y

(ii) al menos un péptido antigénico derivado de HPV E7 segun las reivindicaciones,

en el que los componentes (i) e (ii) estan acoplados covalentemente y en el que el conjugado promueve una
respuesta citotdxica hacia el péptido o péptidos antigénicos.

En aspectos adicionales, la invencion se relaciona con un polinucleétido o construccion génica que codifica un
conjugado de la invencién, con un vector que comprende un polinucledtido de la invencion o una construccion
génica de la invencién y con una célula que contiene un polinucleétido de la invencién, una construccién génica de la
invencion o un vector de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una primera composicion que comprende, en conjunto o por
separado:

(1) un conjugado de la invencion, un polinucleétido o construccion génica de la invencion, un vector de la
invencion, una célula hospedadora segun la invencion y

(ii) un ligando de TLR.

En otro aspecto, la invencidon se relaciona con una segunda composicién que comprende, en conjunto o por
separado:

(i) un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, un polinucleétido o construcciéon génica
segun la reivindicacion 7, un vector segun la reivindicacion 8, una célula hospedadora segun la reivindicacion 9,

(i) un ligando de TLR y

(iii) un agente quimioterapéutico.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composiciéon farmacéutica o composicion farmacéutica de la
invencion que comprende un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la invencién, una construccion génica
de la invencion, un vector de la invencion, una célula de la invencién, una composicion primera o segunda de la
invencion y al menos un adyuvante farmacoldgicamente aceptado.
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En otro aspecto, la invencioén se relaciona con un conjugado de la invencion, un polinucledtido de la invencion, una
construccion génica de la invencion, un vector de la invencion, una célula de la invencidn, una composicion primera
o segunda de la invencion o una composicion farmacéutica de la invencién para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la
invencion, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencién, una célula de la invencién, una
composicion primera o segunda de la invencién o una composicion farmacéutica de la invencién para la fabricacion
de una vacuna.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la
invencion, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencién, una célula de la invencién, una
composicion primera o segunda de la invencidon o una composicion farmacéutica de la invencién para la fabricacion
de un medicamento para la prevencion y el tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano
y/o del cancer de cérvix asociado a infecciones por HPV.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro o método de la invencién, para obtener células
dendriticas maduras que presenten al menos un antigeno de HPV E7 que comprende:

(i) poner en contacto células dendriticas con un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la invencién, una
construccion génica de la invencion, un vector de la invencion, una célula de la invencién, una composicién primera
o segunda de la invencién, en condiciones adecuadas para que tenga lugar la maduracion de las células dendriticas

y

(i) recuperar las células dendriticas maduras.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con células que se obtienen por un método de la invencion, o segundas
células de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con unas segundas células de la invencién para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de unas segundas células de la invencion para la fabricacion
de un medicamento para la prevencion y el tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano
y/o del cancer de cérvix asociado a infecciones por HPV.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la proteina de fusién recombinante EDA-HPVE7. Los 29 primeros
aminoacidos de la proteina E7 se dispusieron en el extremo N de EDA, mientras que los aminoacidos 43-98 de E7
se insertaron en el extremo C de EDA. Se muestra la secuencia de la proteina de fusion usando el codigo de una
letra para aminoacidos. Se muestran en gris los aminoacidos de la proteina E7, mientras que los aminoacidos de
EDA se escriben en negro. Analisis PAGE-SDS de la proteina recombinante EDA-HPVE7Y. Se separaron 5 ug de las
proteinas purificadas en un gel de SDS-poliacrilamida al 15% y se tifieron con azul de Coomassie.

Figura 2: Activacion de la maduracion de células dendriticas derivadas de médula ésea por la proteina de fusion
EDA-HPVE?Y. Se incubaron células dendriticas derivadas de médula 6sea durante 48 horas con EDA-HPVE7 (500
nM), péptido E7(49-57) (500 nM), LPS (1 ug/ml) (control positivo) o medio de cultivo (control negativo). Se
recogieron entonces las células y se analizaron mediante citometria de flujo la expresion de la molécula H-2b o los
marcadores de maduracion CD54 y CD86 (URF: Unidades relativas de fluorescencia).

Figura 3: La proteina de fusion EDA-HPVEY induce la produccion de IL-2 por las células dendriticas derivadas de
médula dsea o la produccion de TNF-a por la linea celular monocitica humana THP-1. (A) Se incubaron células
dendriticas derivadas de médula ésea durante 48 horas con EDA-HPVE7 (500 nM), péptido E7(49-57) (500 nM),
LPS (1 ug/ml) (control positivo) o medio de cultivo (control negativo). 24 horas después, se recogio el sobrenadante
de cultivo y se midid la IL-12 liberada al sobrenadante mediante ELISA. (B) Se incubaron células THP-1 durante 15
horas con EDA-HPVE? (500 nM), péptido E7(49-57) (500 nM), LPS (1 pg/ml) o medio de cultivo (control negativo).
Después del cultivo, se recogieron los sobrenadantes y se midi6 el TNF-a liberado mediante ELISA.

Figura 4: Induccion in vivo de CTL mediante inmunizacion con proteina EDA-HPVE?Y o con el péptido DTc/E7(49-57)
en PBS. (A) Se inmunizaron ratones por via i.v. con 2 nmol de EDA-HPVE7 o con el péptido DTc/E7(49-57). Siete
dias después de la inmunizacion, se sacrificaron los ratones y se cultivaron las células de bazo en presencia o
ausencia de péptido DTc durante 5 dias. Se midi6 la actividad de CTL usando un ensayo de liberacion de cromo
convencional usando células EL4 radiomarcadas y pulsadas con péptido DTc como células diana en los cultivos de
esplenocitos obtenidos de los ratones inmunizados con la proteina EDA-HPV-E7 (circulos negros) o con el péptido
DTc/E7(49-57) (circulos blancos) (en la grafica se muestra el valor absoluto, calculado al descontar al valor de lisis
en presencia de péptido, el valor obtenido en ausencia de péptido). (B) Medida por ELISPOT de las células
productoras de IFN-y en respuesta al péptido E7(49-57) o a células TC1 o EL-4 irradiadas en los esplenocitos de
ratones inmunizados con EDA-HPVE7 o con péptido DTc/E7(49-57).
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Figura 5: Induccioén in vivo de CTL mediante inmunizaciéon con proteina EDA-HPVE7 o péptido DTc/E7(49-57)
mezclados con poli I:C (pl:C). Se inmunizaron los ratones por via i.v. con 2 nmol de EDA-HPV-E7 o con péptido
DTc/E7(49-57) en presencia de pl:C (50 [Ig/ratén). Siete dias después de la inmunizacion, se sacrificaron los
ratones y se cultivaron las células de bazo en presencia o ausencia de péptido DTc/E7(49-57) durante 5 dias. Se
midi6 la actividad de CTL mediante un ensayo de liberacion de cromo convencional usando células EL4
radiomarcadas y pulsadas con el péptido DTc como células diana (A) o células irradiadas TC-1 (B), en los cultivos
de esplenocitos obtenidos de los ratones inmunizados con la proteina EDA-HPV-E7+pl:C (circulos negros) o con el
péptido DTc/E7(49-57)+ pl:C (circulos blancos) (en la grafica se muestra el valor absoluto, calculado al descontar al
valor de lisis en presencia de péptido, el valor obtenido en ausencia de péptido). (C) Medida de las células
productoras de IFN-y en respuesta al péptido E7(49-57) o a células TC1 o EL-4 irradiadas, en esplenocitos de
ratones inmunizados con EDA-HPV-E7+pl:C o con DTc E7(49-57) + pl:C.

Fi%ura 6: Eficacia terapéutica de la proteina de fusion EDA-HPVE7 combinada con poli I:C (pl:C). Se inyectaron 5 x
10 células TC-1 a ratones y 25 dias después, cuando los diametros tumorales medios eran de aproximadamente 8
mm, se trataron por via intravenosa con diferentes combinaciones de vacuna basadas en EDA. (A) Se midi6 el
tamafio tumoral, presentado como la media de dos diametros perpendiculares (milimetros) a intervalos regulares. Se
indican el numero de ratones exentos de tumor el dia 100 respecto al nimero total de animales incluidos y el
porcentaje de supervivencia el dia 100 para cada conjunto de experimentos. Se indica el valor de p (*, p<0.05)
determinado mediante la prueba de relacion de probabilidad comparando el crecimiento tumoral en el grupo tratado
con EDA-E7/pl:C con el crecimiento tumoral en el grupo tratado con pl:C. Se sacrificaron los ratones cuando los
diametros tumorales alcanzaron los 20 mm o cuando era necesario debido al estado clinico de los animales. (B)
Curvas de supervivencia de los ratones inmunizados con los inmundégenos indicados (se indica el valor de p (¥,
p<0.05)). Se muestran los datos combinados de dos experimentos independientes.

Figura 7: Eficacia terapéutica de la proteina de fusion EDA-HPVE7 en un modelo de tumor grande. (A) Se inyectaron
a ratones C57B/L 5 x 10° células TC-1 y 35 dias después, cuando los diametros tumorales medios eran de
aproximadamente 12-15 mm, se dejaron los ratones sin tratar o recibieron 175 mg/kg de ciclofosfamida (CPA),
concretamente en una sola administracion. El dia 36, se inyecté PBS o 30 ug de CpG/DOTAP por via i.v a los
grupos de ratones de control. Los ratones vacunados recibieron 50 ug de EDA-E7 y 30 pg de CpG-B/DOTAP por via
i.v. El grupo de control tratado con CpG-B/DOTAP recibié una segunda dosis de ciclofosfamida el dia 50 y CpG-
B/DOTAP el dia 51. Los ratones tratados recibieron una segunda dosis de vacunacion, inyectandose ciclofosfamida
el dia 50 y EDA-HPVE7/CpG-B/DOTAP el dia 51. (B) Medidas del tamafio tumoral, representado como la media de
dos diametros perpendiculares (milimetros) a intervalos regulares. Se indica el nUmero de ratones exentos de
tumores el dia 150 respecto al numero total de animales incluidos y el porcentaje de supervivencia el dia 150 para
cada conjunto de experimentos. Se sacrificaron los ratones cuando los diametros tumorales alcanzaron los 22 mm o
cuando era necesario debido al estado clinico de los animales. (C) Curvas de supervivencia de los ratones
inmunizados con los inmundgenos indicados (se indica el valor de p (¥, p<0.05)). Se muestran los datos combinados
de dos experimentos independientes.

Descripcion detallada de la invencién
Conjugado de la invencion

Los autores de la presente invencion han observado que una proteina recombinante que comprende la region EDA
de la fibronectina y una region inmunogénica de la proteina E7 de HPV-E7 es capaz de inducir la maduracion de
células dendriticas in vitro asi como de generar una potente actividad antitumoral mediada por células T CD8+ frente
a tumores que expresan dicha proteina. Asi, segun se observa en el ejemplo 1 de la presente invencion, la puesta
en contacto de la proteina de fusién mencionada anteriormente con células dendriticas derivadas de médula ésea
resulta en la maduracién de dichas células seguin se deduce de la determinacion de los niveles de expresion de
distintos marcadores de maduracion de células dendriticas. Adicionalmente, segun se observa en el ejemplo 2 de la
presente invencion, la administracion de dicha proteina de fusion a modelos animales es capaz de generar una
respuesta inmune mediada por células T citotdxicas frente a células tumorales que expresan la proteina E7.

Asi, en un primer aspecto, la invencion se relaciona con un conjugado (en adelante, conjugado de la invencién) que
comprende:

(i) la region EDA de fibronectina o una variante funcionalmente equivalente de la mismay
(ii) al menos un péptido antigenico derivado de HPV E7 segun las reivindicaciones.

en el que los componentes (i) e (ii) estan acoplados covalentemente y en el que el conjugado promueve una
respuesta citotdxica hacia el péptido o péptidos antigénicos.

El primer elemento del conjugado es la regién EDA de fibronectina o una variante funcionalmente equivalente de la
misma que muestra un grado de identidad con respecto a la region EDA de la fibronectina mayor de al menos 70%.

Los términos “region EDA” o “tipo extra IllI” se usan aqui indistintamente y se refieren a una regién de la molécula de
fibronectina resultante de la transcripcion/traduccion de un exdn del gen de fibronectina y que muestra una afinidad
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especifica por los receptores de tipo toll 4 (TLR4). Este dominio fue descrito originalmente por Muro A. F. et al.; (J.
Cell. Biol., 2003, 162:149-160). La region EDA puede derivar de fibronectina obtenida a partir de distintas especies
tales como la fibronectina de ratén (Numero de acceso en GenBank AAD12250.1) o la fibronectina de rata (Namero
de acceso en GenBank AAB40865.1).

Por “fibronectina”, seguin se usa aqui, se entiende una glicoproteina multifuncional de alto peso molecular presente
en sangre y en la matriz extracelular de los tejidos. La fibronectina es un dimero formado por dos cadenas
polipeptidicas idénticas unidas por uniones disulfuro C-terminales. Cada mondmero tiene un peso molecular
aproximado de 230-250 kDa. Cada mondmero contiene tres tipos de médulos: tipo |, tipo Il y tipo Ill. Cada uno de
estos moédulos esta formado por dos hélices 8 antiparalelas.

Por “variante funcionalmente equivalente” se entiende todos aquellos péptidos derivados de la secuencia de EDA
mediante modificacién, insercion y/o delecidon de uno o mas aminoacidos, siempre y cuando se mantenga
sustancialmente la funcién de unién a los receptores TLR4 y de activacion de células dendriticas. Variantes
funcionalmente equivalentes son aquellas que muestran un grado de identidad con respecto al dominio EDA de
fibronectina mayor de al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%,
al menos 98% o al menos 99%. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse por
métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estandar de alineamiento de secuencias conocidos en el
estado de la técnica, tales como, por ejemplo BLAST (Altschul S.F. et al. Basic local alignment search tool. J Mol
Biol. 1990 Oct 5; 215(3):403-10). El experto en la materia entendera que las secuencias de aminoacidos a las que se
hace referencia en esta descripcion pueden estar modificadas quimicamente, por ejemplo, mediante modificaciones
quimicas que son fisiolégicamente relevantes, tales como, fosforilaciones, acetilaciones, etc. Asi, la expresion
“variante funcionalmente equivalente”, tal como aqui se utiliza, significa que el polipéptido o proteina en cuestion
mantiene, al menos, una de las funciones de la regién EDA de fibronectina, preferentemente, al menos, una funcion
relacionada con la respuesta inmune, en particular, que mantiene la capacidad de interaccionar con TLR4 y de
promover la maduracion de las células dendriticas. La capacidad de la variante funcionalmente equivalente de
interaccionar con TLR4 puede ser determinada mediante el empleo de métodos convencionales conocidos por los
expertos en la materia. Por ejemplo, a modo simplemente ilustrativo, la capacidad de unién de la variante de la
region EDA de fibronectina a TLR4 puede ser determinada usando experimentos de co-inmunoprecipitacion, en
donde la proteina de interés (e.g. variante de EDA) se aisla con un anticuerpo especifico y las moléculas que
interaccionan con la proteina (e.g. TLR4) se identifican posteriormente mediante un "western blot". También puede
ser utilizado un ensayo de doble hibrido en levadura, o ensayos de electroforesis en condiciones nativas. Esta ultima
metodologia se basa en la migracién de los complejos protéicos en geles de poliacriiamida en base a su peso
molecular. Dado que la migracion también esta definida por la carga, se utiliza como buffer catdédico una solucion
que contiene azul de Coomassie, el cual otorga carga negativa neta a las proteinas sin desnaturalizar ni romper sus
interacciones con otras proteinas. Una segunda dimension desnaturalizante en geles SDS-PAGE permite separar
las manchas (spots) e identificar posteriormente la identidad de las subunidades componentes del complejo
mediante espectrometria de masas. Ensayos para determinar la capacidad de las variantes funcionalmente
equivalente de EDA de promover la maduracion de las células dendriticas son conocidos por un experto en la
materia, como por ejemplo el ensayo que se describe en el ejemplo 1 de la presente solicitud basado en la
determinacion de los niveles de expresion de distintos marcadores de células dendriticas maduras tales como |Ab,
CD54, CD86 e IL-12.

El experto en la materia entiende que las mutaciones en la secuencia de nucleétidos que codifica las secuencias del
dominio EDA que dan lugar a sustituciones conservativas de aminoacidos en posiciones no criticas para la
funcionalidad de la proteina, son mutaciones evolutivamente neutras que no afectan su estructura global o su
funcionalidad.

En una realizacion preferida, la region EDA de fibronectina del conjugado de la invencion corresponde a los
aminoacidos 1.631 a 1.721 de la fibronectina humana segun aparece en la base de datos UniProt con niumero de
acceso FINC_HUMAN y que corresponde al polipéptido de secuencia SEQ ID NO:1.

El componente (ii) de los conjugados de la invencién es uno o mas péptidos antigénicos derivados de la proteina E7
de HPV segun las reivindicaciones. La proteina E7 puede provenir de distintos serotipos de HPV. Asi, proteinas E7
que pueden ser usadas en el contexto de la presente invencion incluyen, sin limitacién, la proteina E7 del serotipo
HPV humano 80 (GenBank: CAA75471.1), E7 del serotipo HPV humano 68 (GenBank: ACL12352.1), E7 del
serotipo HPV humano 11 (GenBank: ACL12343), E7 del serotipo HPV humano 59 (GenBank: ACL12335), E7 del
serotipo HPV humano 33 (GenBank: ACL12327), E7 del serotipo HPV humano 72 (GenBank: CAA63874), E7 del
serotipo HPV humano 16 (GenBank: ACL12311), E7 del serotipo HPV humano 13 (GenBank: ABC79058), E7 del
serotipo HPV humano 73 (GenBank: CAA63883), E7 del serotipo HPV humano 96 (GenBank: AAQ88290), variante
transformante de la proteina E7 del serotipo HPV humano 31 (GenBank: AAR13015), E7 del serotipo HPV humano
25 (GenBank: BAA09117), E7 del serotipo HPV humano 21 (GenBank: BAA09116), E7 del serotipo HPV humano 20
(GenBank: BAA09115), E7 del serotipo HPV humano 14 (GenBank: BAA09114), E7 del serotipo HPV humano 12
(GenBank: BAA09113), E7 del serotipo HPV humano 27b (GenBank: BAE16264), E7 del serotipo HPV humano 77
(GenBank: CAA75457), E7 del serotipo HPV humano 76 (GenBank: CAA75457), E7 del serotipo HPV humano 75
(GenBank: CAA75450), E7 del serotipo HPV humano 2 (GenBank: NP_077117), E7 oncogénica del serotipo HPV
humano 38 (GenBank: CAQ16115, CAQ16114, CAQ16113, CAQ16112, CAQ16111, CAQ16110, CAQ16109,
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CAQ16108, CAQ16107, CAQ16106, CAQ16105, CAQ16104, CAQ16103, CAQ16102, CAQ16101, CAQ16100 ), E7
del serotipo HPV humano 94 (GenBank: CAF05710), E7 del serotipo HPV humano 95 (GenBank: CAF05703), E7 del
serotipo HPV humano 43 (GenBank: CAF05784), E7 del serotipo HPV humano 5b (GenBank: BAA42818), E7 del
serotipo HPV humano 103 (GenBank: YP_656493), E7 del serotipo HPV humano 101 (GenBank: AAZ39507), E7 del
serotipo HPV humano 103 (GenBank: AAZ39485).

La expresion “péptido antigénico”, tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de
naturaleza peptidica que comprende uno o mas epitopos capaces de estimular el sistema inmune de un organismo
para generar una respuesta humoral o celular especifica del antigeno. Como resultado de la puesta en contacto del
péptido antigénico con las células apropiadas en un sujeto, el antigeno genera un estado de sensibilidad o
capacidad de respuesta inmune en dicho sujeto de forma que tanto anticuerpos como células inmunes obtenidas a
partir de dicho sujeto son capaces de reaccionar de forma especifica con el antigeno.

La expresion “péptido antigénico derivado de la proteina E7 de HPV”, tal como se utiliza en el presente documento,
se entiende como un fragmento de la proteina E7 de HPV que es capaz de estimular el sistema inmunitario de un
mamifero de forma que se genere una respuesta inmune frente a dicha proteina capaz de inhibir el crecimiento de
tumores ocasionados por la expresion de E7 o de inhibir la proliferacién de HPV.

Se apreciara que el antigeno o los antigenos puede(n) ser la proteina E7 completa, asi como dominios aislados de
dicha proteina, fragmentos peptidicos de la proteina E7 o proteinas de fusidon poliepitdpicas que comprenden
multiples epitopos (por ejemplo desde 5 hasta 100 epitopos diferentes). El polipéptido puede incluir opcionalmente
segmentos adicionales, por ejemplo, puede incluir al menos 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 75, 90 o incluso 100
0 mas segmentos, siendo cada uno una parte de la proteina E7 que se produce de manera natural de un agente
patégeno y/o de un antigeno tumoral que se produce de manera natural que puede ser el mismo o diferente de la(s)
proteina(s) de las que se deriva(n) los otros segmentos. Cada uno de estos segmentos puede tener al menos 8
aminoacidos de longitud, y cada uno contiene al menos un epitopo (preferiblemente dos o mas) diferente de los
epitopos de los otros segmentos. Al menos uno (preferiblemente al menos dos o tres) de los segmentos en el
polipéptido hibrido puede contener, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7 o incluso 10 o mas epitopos, particularmente epitopos
de union a MHC de clase | o de clase Il. Dos, tres o mas de los segmentos pueden ser contiguos en el polipéptido
hibrido, es decir, pueden estar unidos extremo con extremo, sin espaciador entre ellos. Alternativamente, dos
segmentos adyacentes cualesquiera pueden estar unidos por un aminoacido espaciador o un péptido espaciador.

Ejemplos de péptidos antigénicos derivados de E7 HPV se encuentran en la tabla I.

Tabla |
Secuencia SEQID NO Secuencia SEQID NO
HEYMLDLQPETTDLY 2 KDYILDLQPETTDLH 27
TLRLCVQSTHVDIRT 3 LRTLQQMLLGTLQVV 28
IRTLEDLLMGTLGIV 4 LQQMLLGTLQVVCPG 29
LEDLLMGTLGIVCPI 5 QMLLGTLQVVCPGCA 30
DLLMGTLGIVCPICS 6 VPTLQDVVLELTPQT 31
KATLQDIVLHLEPQN 7 LQDVVLELTPQTEID 32
IDGVNHQHLPARRAE 8 QDVVLELTPQTEIDL 33
LRAFQQLFLNTLSFV 9 CKFVVQLDIQSTKED 34
FQQLFLNTLSFVCPW 10 VVQLDIQSTKEDLRV 35
QDYVLDLQPEATDLH 11 TLHEYMLDL 36
DIRILQELLMGSFGI 12 YMLDLQPET 37
IRILQELLMGSFGIV 13 MLDLQPETT 38
ELLMGSFGIVCPNCS 14 QAEPDRAHYNI 39
KEYVLDLYPEPTDLY 15 QAEPDRAHYNIVTFCCKCD 40
LRTIQQLLMGTVNIV 16 QAEPDRAHYNIVTF 41
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IQQLLMGTVNIVCPT 17 QAEPDRAHYNIVT 42
QLLMGTVNIVCPTCA 18 QAEPDRAHYNIVTFCCK 43
AETLQEIVLHLEPQN 19 MLDLQPETTDLYCYEQ 44
LRTLQQLFLSTLSFV 20 MLDLQPETTDLY 45
LQQLFLSTLSFVCPW 21 MLDLQPET 46
DLRVVQQLLMGALTV 22 REYILDLHPEPTDLF 47
LRVVQQLLMGALTVT 23 TCCYTCGTTVRLCIN 48
VQQLLMGALTVTCPL 24 VRTLQQLLMGTCTIV 49
QQLLMGALTVTCPLC 25 LQQLLMGTCTIVCPS 50
QLLMGALTVTCPLCA 26

Diversos métodos son conocidos por el experto en la materia para determinar si un péptido de HPV E7 es
antigénico. Por ejemplo, el método utilizado en el ejemplo 2 (ELISPOT) o los métodos descritos en la patente
EP1334177-B1 en donde se describe un procedimiento in vitro para detectar la actividad mediada por linfocitos T de
un péptido antigénico diana.

En una forma preferida de realizacion, el péptido o péptidos antigénico/s que forman parte del conjugado de la
invencion deriva/n de la proteina E7 de HPV16.

En una realizacion particular del conjugado de la invencién, éste comprende un péptido antigénico derivado de la
proteina E7 de HPV que corresponde a o que contiene los aminoacidos 1 a 29 de E7 (SEQ ID NO: 51), un péptido
antigénico que corresponde a o contiene los aminoacidos 43 a 98 de E7 (SEQ ID NO: 52) o ambos.

En una realizacion particular del conjugado de la invencion, la region EDA se encuentra flanqueada por dos péptidos
antigénicos de HPV E7. En una realizacién aun mas preferida, la secuencia de la proteina de fusién es SEQ ID NO:
53 0 SEQ ID NO:72.

En una realizacion particular el componente ii) forma una unica cadena polipeptidica o proteina de fusion con el
componente i).

Con el fin de facilitar el aislamiento y purificacion de la proteina de fusion de la invencion, dicha proteina de fusion
puede contener, si se desea, un péptido adicional susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento o purificacion
de la proteina de fusion, tal como un péptido etiqueta (“tag”). Dicho péptido etiqueta puede estar situado en cualquier
posicion de la proteina de fusiéon que no altere la funcionalidad de ninguno de los polipéptidos (i) y (ii). A modo
ilustrativo, dicho péptido etiqueta puede estar situado en posicién N-terminal del conjugado de la invencion de forma
que el extremo C-terminal del péptido etiqueta se encuentre unido al extremo N-terminal del conjugado de la
invencion. Alternativamente, el péptido etiqueta puede estar situado en posicion C-terminal del conjugado de la
invencion de forma que el extremo N-terminal del péptido etiqueta se encuentre unido al extremo C-terminal del
conjugado de la invencién. Practicamente cualquier péptido o secuencia peptidica que permita el aislamiento o
purificacion de la proteina de fusion puede ser utilizado, por ejemplo, secuencias de polihistidina, secuencias
peptidicas susceptibles de ser reconocidas por anticuerpos que pueden servir para purificar la proteina de fusién
resultante por cromatografia de inmunoafinidad, tales como péptidos etiqueta, por ejemplo, epitopos derivados de la
hemaglutinina (HA) del virus de la gripe (Field et al., 1988, Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165), C-myc y los anticuerpos
8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 contra él (Evan et al., 1985, Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616); la
proteina de Herpes Simplex virus D (gD) tag y sus anticuerpos (Paborsky et al., 1990, Protein Engineering, 3:547-
553). Otros péptidos etiqueta incluyen el péptido Flag (Hopp et al., 1988, BioTechnologv, 6:1204-1210) y el epitopo
KT3 (Martin et al., 1993, Science, 255: 192-194). El péptido etiqueta esta generalmente dispuesto en el extreme
amino- o carboxiloterminal.

Una persona experta en el estado de la técnica apreciara que los diferentes elementos del conjugado de la invencion
pueden estar colocados en cualquier orden de manera siempre que la region EDA de fibronectina mantenga sus
propiedades activadoras de células dendriticas y que la o las regiones del péptido antigénico derivado de HPV E7
mantengan las propiedades antigénicas.

Asi, ejemplos de disposicion de los elementos del conjugado de la invencion son, entre otros, refiriéndose siempre a
la colocacion de elementos en sentido N-terminal a C-terminal:
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- péptido antigénico derivado de HPV E7- EDA de fibronectina,

- EDA de fibronectina- péptido antigénico derivado de HPV E7,

- EDA de fibronectina- péptido antigénico derivado de HPV E7- EDA de fibronectina,

- péptido antigénico derivado de HPV E7- EDA de fibronectina- péptido antigénico derivado de HPV E7,
- repeticiones de las dos ultimas.

El experto en la materia apreciara que los elementos que forman los conjugados de la invencion, es decir, el péptido
EDA y al menos un péptido antigénico derivado de HPV E7 pueden estar conjugados directamente o,
alternativamente, pueden contener una secuencia de aminoacidos adicional que actia como enlazador entre dichos
componentes. Segun la invencion, dicha secuencia de aminoacidos intermedia actia como una region bisagra entre
dichos dominios, permitiendo que se muevan de forma independiente el uno del otro mientras mantienen la forma
tridimensional de los dominios individuales. En ese sentido, una secuencia de aminoacidos intermedia preferida
segun la invencion seria una region bisagra caracterizada por una ductilidad estructural que permite este
movimiento. En una forma de realizacién particular, dicha secuencia de aminoacidos intermedia es un enlazador
flexible. En una forma de realizacion preferida, dicho enlazador flexible es un péptido enlazador flexible con una
longitud de 20 aminoacidos o menos.

El efecto de la region enlazadora es proporcionar espacio entre el péptido EDA y el componente (ii). De este modo
se asegura que la estructura secundaria del péptido EDA no esta afectada por la presencia del componente (ii) y
viceversa. Preferiblemente, el espaciador es de naturaleza polipeptidica. El péptido enlazador preferiblemente
comprende al menos dos aminoacidos, al menos tres aminoacidos, al menos cinco aminoacidos, al menos diez
aminoacidos, al menos 15 aminoacidos, al menos 20 aminoacidos, al menos 30 aminoacidos, al menos 40
aminoacidos, al menos 50 aminoacidos, al menos 60 aminoacidos, al menos 70 aminoacidos, al menos 80
aminoacidos, al menos 90 aminoacidos o aproximadamente 100 aminoacidos.

En una forma de realizacion mas preferida, el péptido enlazador comprende 2 aminoacidos o mas seleccionados del
grupo que consiste en glicina, serina, alanina y treonina. En una forma de realizacion preferida de la invencion, dicho
enlazador flexible es un enlazador de poliglicina. Los ejemplos posibles de secuencias de enlazador/espaciador
incluyen SGGTSGSTSGTGST (SEQ ID NO: 54), AGSSTGSSTGPGSTT (SEQ ID NO: 55) o GGSGGAP (SEQ ID
NO: 56). Estas secuencias se han usado para la union de hélices enrolladas disefiadas a otros dominios de
proteinas (Muller, K.M., Arndt, K.M. y Alber, T., Meth. Enzimology, 2000, 328: 261-281). Preferiblemente, dicho
enlazador comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos GGGVEGGG (SEQ ID NO: 57).

El enlazador puede estar unido a los componentes que flanquean los dos componentes de los conjugados de la
invencion por medio de enlaces covalentes y preferiblemente el espaciador es esencialmente no inmunogénico, y/o
no es propenso al corte proteolitico, y/o no comprende ningun residuo de cisteina. De forma similar, la estructura
tridimensional del espaciador es preferiblemente lineal o sustancialmente lineal.

Los ejemplos preferidos de péptidos espaciadores o enlazadores incluyen aquellos que se han usado para unir
proteinas sin deteriorar sustancialmente la funcién de las proteinas unidas o al menos sin deteriorar sustancialmente
la funcién de una de las proteinas unidas. Mas preferiblemente los espaciadores o enlazadores se han usado para
unir proteinas que comprenden estructuras con hélices enrolladas.

El enlazador puede incluir los residuos 53-56 de la tetranectina, que en la tetranectina forma una lamina B, y los
residuos 57-59 que forman un giro en la tetranectina (Nielsen, B.B. et al., FEBS Lett. 412: 388-396, 1997). La
secuencia del segmento es GTKVHMK (SEQ ID NO: 58). Este enlazador tiene la ventaja de que cuando esta
presente en la tetranectina nativa, esta uniendo el dominio de trimerizacion con el dominio CRD, y por lo tanto es
adecuado para conectar el dominio de trimerizacion a otro dominio en general. Ademas no se espera que la
construccion resultante sea mas inmunogénica que la construccion sin un enlazador.

De forma alternativa, un péptido enlazador adecuado puede estar basado en la secuencia de 10 residuos de
aminoacidos de la region bisagra superior de la IgG3 murina. Este péptido (PKPSTPPGSS, SEQ ID NO: 59) se ha
usado para la produccion de anticuerpos dimerizados mediante una hélice enrollada (Pack P. y Pluckthun, A., 1992,
Biochemistry 31:1579-1584) y puede ser util como un péptido espaciador segun la presente invencion. Incluso mas
preferible puede ser una secuencia correspondiente de la regidn bisagra superior de la IgG3 humana. No se espera
que las secuencias de la IgG3 humana sean inmunogénicas en seres humanos. Péptidos enlazadores adicionales
que pueden ser usados en el conjugado de la invencion incluyen el péptido de secuencia APAETKAEPMT (SEQ ID
NO: 60) y el péptido de secuencia GAP.

Alternativamente, los dos componentes de los conjugados de la invencion pueden estar conectados por un péptido
cuya secuencia contiene una diana de corte para una proteasa, permitiendo de esta manera la separacion del
péptido EDA del componente (ii). Los sitios de corte de proteasas adecuados para su incorporacion en los
polipéptidos de la invencion incluyen sitio diana de enteroquinasa (secuencia DDDDK SEQ ID NO: 61), sitio diana de
factor Xa (sitio de corte IEDGR, SEQ ID NO: 62), sitio diana de trombina (sitio de corte LVPRGS, SEQ ID NO: 63),
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sitio diana de la proteasa TEV (sitio de corte ENLYFQG, SEQ ID NO: 64), sitio diana de la proteasa PreScission
(sitio de corte LEVLFQGP, SEQ ID NO: 65) y sitio diana de la inteinas y similares.

Métodos de obtencion de los conjugados de la invencién

Los conjugados de la invencion pueden obtenerse usando cualquier método conocido para un experto en la materia.
Asi, es posible obtener el péptido EDA o la variante de dicha proteina por cualquier método estandar. Por ejemplo, el
péptido EDA se puede obtener a partir del cDNA mediante expresién en un organismo heterélogo como, por
ejemplo, Escherichia coli, Sacharomyces cerevisiae, Pichia pastoris.

Una vez que se disponga de cantidad suficiente del péptido EDA purificado, ésta debe conjugarse a el/los péptidos
antigénicos derivados de HPV E7. La conjugacion del componente (ii) a la molécula de EDA puede ser llevado a
cabo de distintas formas. Una posibilidad es la conjugacion directa de un grupo funcional al componente
terapéuticamente activo en una posicién que no interfiera con la actividad de dicho componente. Grupos funcionales,
segun se entiende en la presente invencion, se refiere a un grupo de atomos especificos en una molécula que son
responsables de una reaccidon quimica caracteristica de dicha molécula. Ejemplos de grupos funcionales incluyen,
sin limitacion, hidroxi, aldehido, alquilo, alquenilo, alquinilo, amida, carboxamida, aminas primarias, secundarias,
terciarias y cuaternarias, aminoxi, azida, azo (diimida), bencilo, carbonato, ester, ether, glioxili, haloalquil, haloformil,
imina, imida, cetona, maleimida, isocianida, isocianato, carbonilo, nitrato, nitrito, nitro, nitroso, peréxido, fenilo,
fosfino, fosfato, fosfono, piridilo, sulfuro, sulfonilo, sulfinilo, tioester, tiol y grupos 3,4-dihidroxi fenilalanina (DOPA)
oxidados. Ejemplos de dichos grupos son grupos maleimida o glioxilil que reaccionan de forma especifica con
grupos tioles en la molécula de Apo A y grupos 3,4-dihidroxi-fenilalanina (DOPA) oxidados que reaccionan con
grupos aminos primarios en la molécula de EDA y del componente (ii).

Otra posibilidad es conjugar el componente (ii) a la molécula de EDA mediante el uso de grupos homo- o
heterobifuncionales. El grupo bifuncional puede ser conjugado en primer lugar al compuesto terapéuticamente activo
y, a continuacion, conjugado al péptido EDA o, alternativamente, es posible conjugar el grupo bifuncional al péptido
EDA vy, a continuacion, conjugar este al componente (ii). Ejemplos ilustrativos de este tipo de conjugados incluyen
los conjugados conocidos como cetona-oxima (descrito en US20050255042) en los que el primer componente del
conjugado comprende un grupo aminoxi que se une a un grupo cetona presente en un grupo heterobifuncional que,
a su vez, se une a un grupo amino en el segundo componente del conjugado.

En otra forma de realizacion, el agente que se usa para conjugar los componentes (i) y (ii) de los conjugados de la
invencion puede ser procesado fotoliticamente, quimicamente, térmicamente o enzimaticamente. En particular,
resulta de interés el uso de agentes enlazantes que pueden ser hidrolizados por enzimas que se encuentran en la
célula diana, de forma que el compuesto terapéuticamente activo se libera Unicamente en el interior celular.
Ejemplos de tipos agentes enlazantes que pueden ser procesados intracelularmente han sido descritos en
WO004054622, WO06107617, WO07046893 y WO07112193.

En una forma preferida de realizacion, puesto que el componente (ii) del conjugado de la invencion es un compuesto
de naturaleza peptidica, incluyendo tanto oligopéptidos como péptidos, se pueden utilizar métodos para modificar
quimicamente una cadena polipeptidica que son ampliamente conocidos para el experto en la materia e incluyen
métodos basados en la conjugacion a través de los grupos tioles presentes en los restos de cisteina, métodos
basados en la conjugacion a través de los grupos amino primario presentes en los restos de lisina (US6809186),
métodos basados en la conjugacion a través de los restos N- y C-terminales. Reactivos adecuados para la
modificacion de polipéptidos para permitir su acoplamiento a otros compuestos incluyen: glutaraldehido (permite unir
compuestos al extremo N-terminal de polipéptidos), carbodiimida (permite unir el compuesto al extremo C-terminal
de un polipéptido), ésteres de succinimida (por ejemplo MBS, SMCC) que permite activar el extremo N-terminal y
restos de cisteina, bencidina (BDB), que permite activar restos de tirosina, peryodato, que permite activar restos
carbohidratados en aquellas proteinas que se encuentran glicosiladas.

Polinucledtidos, construcciones génicas, vectores y células hospedadoras de la invencion

En el caso particular de que el componente EDA y el o los péptidos antigénicos derivados de HPV E7 formen una
Unica cadena peptidica, es posible la expresion del conjugado en un Unico paso utilizando un polinucleétido que
codifica dicho conjugado. Asi, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un polinucleédtido que codifica el
conjugado de la invencion. El experto en la materia apreciara que los polinucleétidos de la invencion codificaran
Unicamente aquellos conjugados en los que el componente (ii) y el polipéptido EDA o su variante funcionalmente
equivalente formen una Unica cadena peptidica, independientemente de la orientacion relativa e independientemente
de que ambos componentes se encuentren directamente conectados o separados por una region espaciadora.

El término “polinucledtido”, segln se usa en la presente invencion, se refiere a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud y formada por ribonucleoétidos y/o deoxiribonucleétidos. El término incluye tanto polinucleétidos
de cadena sencilla como de cadena doble, asi como polinucleétidos modificados (metilados, protegidos y similares).

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una construccién génica, en adelante construccion génica de la
invencion, que comprende un polinucleétido de la invencion. Preferiblemente, la construccidon comprende el
polinucleétido de la invencién operativamente unido a secuencias reguladoras de la expresion del polinucledtido de
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la invencién. En principio, cualquier promotor puede ser utilizado para las construcciones génicas de la presente
invencion siempre que dicho promotor sea compatible con las células en las que se desea expresar el polinucledtido.
Asi, promotores adecuados para la realizacion de la presente invencion incluyen, sin estar necesariamente limitados,
promotores constitutivos tales como los derivados de los genomas de virus eucariotas tales como el virus del
polioma, adenovirus, SV40, CMV, virus del sarcoma aviar, virus de la hepatitis B, el promotor del gen de la
metalotioneina, el promotor del gen de la timidina kinasa del virus del herpes simplex, regiones LTR de los retrovirus,
el promotor del gen de la inmunoglobuina, el promotor del gen de la actina, el promotor del gen EF-1alpha asi como
promotores inducibles en los que la expresion de la proteina depende de la adicién de una molécula o de una seial
exogena, tales como el sistema tetraciclina, el sistema NFkB/luz UV, el sistema Cre/Lox y el promotor de los genes
de choque térmico, los promotores regulables de la ARN polimerasa Il descritos en W0O/2006/135436 asi como
promotores especificos de tejido.

Otros ejemplos de promotores que son especificos de tejido incluyen el promotor del gen de la albumina (Miyatake
et al., 1997, J. Virol, 71:5124-32), el promotor central del virus de la hepatitis (Sandig et al, 1996, Gene Ther.,
3:1002-9); el promotor del gen de la fetoproteina alfa (Arbuthnot et al., 1996, Hum.GeneTher., 7:1503-14), y el
promotor del gen de la proteina de unién a la globulina que une tiroxina (Wang, L., et al., 1997,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 94:11563-11566). Preferiblemente, las construcciones de la invencion contienen promotores
especificos de células dendritocas tales como el promotor CD11¢ (Masood, R., et al. 2001. Int J Mol Med 8:335-343;
Somia, N.V., et al. 1995. Proc Acad Sci USA 92:7570-7574), el promotor de fascina (Sudowe, S., et al., 2006. J
Allergy Clin Immunol. 117:196-203), el promotor del gen CD83, el promotor del gen CD36 o el promotor de Dectina-2
(Gene Ther., 2001, 8:1729-1737).

Las polinucleétidos de la invencion o las construcciones génicas que las constituyen pueden estar formando parte de
un vector. Asi, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un vector que comprende un polinucleétido o una
construccion génica de la invencion. El experto en la materia apreciara que no existe limitacion en cuanto al tipo de
vector que puede ser utilizado ya que dicho vector puede ser un vector de clonaje adecuado para la propagacion y
para obtener los polinucleétidos o construcciones génicas adecuadas o vectores de expresion en distintos
organismos heterologos adecuados para la purificacion de los conjugados. Asi, vectores adecuados de acuerdo a la
presente invencion incluyen vectores de expresion en procariotas tales como pUC18, pUC19, Bluescript y sus
derivados, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColEl, pCRI, RP4, fagos y vectores “shuttle” tales como pSA3 and pAT28,
vectores de expresion en levaduras tales como vectores del tipo de plasmidos de 2 micras, plasmidos de
integracion, vectores YEP, plasmidos centroméricos y similares, vectores de expresion en células de insectos tales
como los vectores de la serie pAC y de la serie pVL, vectores de expresion en plantas tales como vectores de la
serie plIBI, pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE vy similares y vectores de expresion en
células eucariotas superiores bien basados en vectores virales (adenovirus, virus asociados a los adenovirus asi
como retrovirus y lentivirus) asi como vectores no virales tales como pSilencer 4.1-CMV (Ambion), pcDNA3,
pcDNA3.1/hyg pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFI/His, pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV, pUB6/V5-
His, pVAXI, pZeoSV2, pCl, pSVL and pKSV-10, pBPV-1, pML2d y pTDTI.

El vector de la invencion puede ser utilizado para transformar, transfectar o infectar células susceptibles de ser
transformadas, transfectadas o infectadas por dicho vector. Dichas células pueden ser procariotas o eucariotas. A
modo de ejemplo, el vector donde se introduce dicha secuencia de ADN puede ser un plasmido o un vector que,
cuando se introduce en una célula hospedadora, se integra en el genoma de dicha célula y se replica junto con el
cromosoma (o cromosomas) en el que (o en los que) se ha integrado. La obtencién de dicho vector puede realizarse
por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 2001, “Molecular cloning, a
Laboratory Manual”, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. Vol 1-3 a).

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una célula que comprende un polinucleétidos, una
construccion génica o un vector de la invencion, para lo cual dicha célula ha podido ser transformada, transfectada o
infectada con una construcciéon o vector proporcionado por esta invencion. Células transformadas, transfectadas o
infectadas pueden ser obtenidas por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia (Sambrok et
al., 2001, citado supra). En una realizacion particular, dicha célula hospedadora es una célula animal transfectada o
infectada con un vector apropiado.

Células hospedadoras adecuadas para la expresion de los conjugados de la invencion incluyen, células de
mamiferos, plantas, insectos, de hongos y de bacterias. Células bacterianas incluyen, células de bacterias Gram
positivas tales como especies del género Bacillus, Streptomyces y Staphylococcus y células de bacterias Gram
negativas tales como células del género Escherichia y Pseudomonas. Células de hongos incluyen, preferiblemente,
células de levaduras tales como Saccharomyces, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha. Células de insectos
incluyen, sin limitacion, células de Drosophila y células Sf9. Células de plantas incluyen, entre otros, células de
plantas de cultivos tales como cereales, plantas medicinales, ornamentales o de bulbos. Células de mamiferos
adecuadas para en la presente invencion incluyen lineas celulares epiteliales (porcinas, etc.), lineas celulares de
osteosarcoma (humanas, etc.), lineas celulares de neuroblastoma (humanas, etc.), carcinomas epiteliales (humanos,
etc.), células gliales (murinas, etc.), lineas celulares hepaticas (de mono, etc.). células CHO (Chinese Hamster
Ovary), células COS, células BHK, células HelLa, 911, AT1080, A549, 293 o PER.C6, celulas ECCs humana
NTERA-2, células D3 de la linea de mESCs, células troncales embrionarias humanas tales como HS293 y BGV01,
SHEF1, SHEF2 y HS181, células NIH3T3, 293T, REH y MCF-7 y células hMSCs.
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Composiciones inmunogénicas de la invencion

Los inventores han observado que la combinacion del conjugado de la invencion y de un agonista de receptores de
tipo toll (TLR) permitia generar una respuesta inmune superior a la obtenida cuando cada uno de dichos
componentes se administraba por separado. Asi, seguin se observa en el ejemplo 3, las composiciones formadas por
la proteina de fusion EDA-HPVE7 y polil:C son capaces de erradicar tumores que no son tratables cuando se
administra Unicamente la proteina de fusion.

Asi, en otro aspecto la invencidon se relaciona con una composicion (en adelante composicion primera de la
invencion o primera composicion de la invencién) que comprende, en conjunto o por separado:

(1) un conjugado de la invencién, un polinucleétido o construccion génica de la invencién, un vector de
la invencion, una célula hospedadora segun la invencién y

(ii) un ligando de TLR.

Las concentraciones molares de los componentes que forman parte de la primera composicién de la invencion,
pueden variar, pero preferentemente incluyen ratios de los dos componentes entre 50:1 y 1:50, mas preferiblemente
entre 20:1y 1:20, entre 1:10 y 10:1, entre 5:1 y 1:5.

El primer componente i) de la composicion ha sido descrito en detalle en el contexto del péptido de la invencion. En
una realizacion particular preferida, dicho primer componente comprende la regiéon EDA de fibronectina de origen
humano. En otra forma de realizacion, el primer componente de la composicién de la invencion comprende los
aminoacidos 1 a 29 de la proteina E7 y/o los aminoacidos 43 a 98 de la proteina E7. En una realizacion aun mas
preferida, el primer componente del conjugado que forma parte de la composicion de la invencién comprende la
region EDA flanqueada por dos péptidos antigénicos de HPV E7, tal y como se describe en SEQ ID NO: 53 (que
comprende adicionalmente una cola de 6 histidinas) o en SEQ ID NO: 72.

En la presente invencion se entiende por “ligando del receptor TLR” a una molécula que se une especificamente a al
menos uno de los receptores TLR (receptor toll like) y que al unirse es capaz de estimular algunas de las sefiales de
co-estimulacion caracteristicas de la unién de dicho receptor con su ligando natural u otras sefiales que resultan de
la unién de dicho receptor con un agonista de TLR.

Los receptores tipo Toll (o Toll-like receptor, TLRs) son una familia de proteinas transmembrana de tipo | que forman
parte del sistema inmunitario innato. En los vertebrados también posibilitan la adaptacion del sistema inmune. Los
TLR junto con los receptores de interleuquina forman una superfamilia conocida como Interleukina-1/toll-like
receptor. Todos los miembros de esta familia tienen en comun el dominio llamado Toll-IL-1 receptor (TIL).

Se ha estimado que la mayoria de los mamiferos poseen entre 10 y 15 tipos de TLRs. En humanos y ratones se han
identificado hasta el momento 13 tipos de TLRs (Du X, et al. 2000, Eur.Cytokine Netw. 11: 362-71; Chuang TH. et
al, 2000. Eur. Cytokine Netw. 11: 372-378; Tabeta K, et al; 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:3516-3521).

Los ligandos de TLR inducen diversas respuestas inmunes dependiendo de la células donde el TLR esté expresada
asi como dependiendo del origen del ligando del TLR. Por ejemplo, en el caso de ligandos de origen microbiano, las
células inmunes pueden producir citoquinas que van a provocar inflamacién. En el caso de un factor viral, las células
pueden sufrir apoptosis.

En una realizacion particular, los ligandos son ligandos agonistas. Los ligandos agonistas de los receptores TLR son
(i) los ligandos naturales del propio receptor TLR, o una variante funcionalmente equivalente del mismo que
conserve la capacidad de unirse al receptor TLR e inducir sefiales de coestimulo sobre él, o (ii) un anticuerpo
agonista frente al receptor TLR, o una variante funcionalmente equivalente del mismo capaz de unirse
especificamente al receptor TLR y, mas particularmente, al dominio extracelular de dicho receptor, e inducir algunas
de las sefiales inmunes controladas por este receptor y proteinas asociadas. La especificidad de unién puede ser
para el receptor TLR humano o para un receptor TLR homdlogo al humano de una especie diferente.

Ejemplos de ligandos de los distintos TLR se encuentran esquematizados en la Tabla 2.

TLR (N°) Ligando
TLR 1 Multiples Lipopéptidos de triacilo.
TLR 2 Multiple glicopéptidos, lipopéptidos y lipoproteinas. Acido lipotechoic, HSP70, zymosano de las

células anfitrionas.

TLR 3 ARN de doble cadena, poli I:C (acido polinosinico-policitidilico o acido de la sal de sodio de
polinosinico-policitidilico)

TLR 4 Lipopolisacaridos (bacterias gram negativas), diferentes proteinas heat shock(bacterias y células
anfitrionas), fibrinogeno de las células anfitrionas, fragmentos de heparan sulfato de las células
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anfitrionas, fragmentos de acido hialurénico de las células anfitrionas, muchos otros.

TLR 5 Flagelina
TLR 6 multiples diacil lipopeptidos (micoplasmas)
TLR7 Imidazoquinolina, loxoribina (analogo de guanosina), compuestos sintéticos pequefios de

bropirimina y ARN de cadena unica.

TLR 8 Compuestos sintéticos pequerios, ARN de cadena Unica.
TLR9 AND CpG no metilado (bacterias)
TLR 11 Profilina (Toxoplasma gondii)

Como el experto en la materia entiende, existen una amplia variedad de ensayos inmunoldgicos disponibles para
detectar la actividad de ligandos agonistas y ligandos en general del receptor TLR, tales como la co-estimulacion in
vitro de células dendriticas. Brevemente, dicho ensayo consiste en poner en contacto un cultivo de células
dendriticas con un ligando agonista de TLR y medir la activacion de dichas células. Dicha activacion puede ser
determinada mediante la deteccion de cualquier marcado , por ejemplo poli(l:C) en el caso de que el receptor sea
TLR3,. Las células dendriticas activadas expresan diferentes proteinas tales como CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) y
CD40. Asi es posible detectar la actividad agonistica de un ligando agonista TLR mediante la deteccién de cambios
en los niveles de expresion de dichas proteinas en las células dendriticas tras ser expuestas a dicho ligando, tal y
como describen por ejemplo Chen X.Z. et al. (Arch Dermatol Res. 2009 Jul 4 Epub ahead of print).

En otra realizacion particular preferida, el ligando TLR se selecciona del grupo de un ligando de TLR3, un ligando de
TLR9 y una combinacion de ambos. De manera mas preferida, el ligando de TLR3 es poli(l:C) (acido polinosinico-
policitidilico o acido de la sal de sodio de polinosinico-policitidilico).

En otra realizacion preferida, el ligando de TLR9 es un oligonucleétido que comprende al menos un motivo CpG mas
preferidamente, el CpG-fosforotiato de tipo B (CpG 1826: 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3' SEQ ID NO: 66)

Los autores de la presente invencion han observado que los conjugados de la invencion son capaces de mejorar la
respuesta antitumoral obtenida mediante el uso de un ligando TLR y de un agente quimioterapéutico. En concreto, la
figura 7 de la invencion demuestra como la administracion de una composicion que comprende la proteina de fusion
EDA-HPVE?7, el ligando de TLR9 CpG y ciclofosfamida resulta en una mayor reduccién del tamafio de tumores que
la administracion de ciclofosfamida y el ligando TLRO.

Asi, en otro aspecto la invencion se relaciona con una composicion de la invencién (en adelante, composicion
segunda de la invencién o segunda composicion de la invencion) que comprende:

(i) un conjugado de la invencion, un polinucledtido o construccion génica de la invencién, un vector de la
invencion, una célula hospedadora segun la invencion,

(i) un ligando de TLR y
(iii) un agente quimioterapéutico.

Los componentes (i) (el conjugado de la invencion) y (ii) (el ligando de TLR) de la segunda composicion de la
invencion han sido descritos en detalle en apartados anteriores.

Por “agente quimioterapéutico”, se entiende cualquier substancia que es capaz de inhibir la proliferacion celular sin
matar a la célula necesariamente o que es capaz de inducir la muerte celular. Los agentes capaces de inhibir la
proliferacion celular sin provocar muerte celular se denominan de forma genérica agentes citostaticos, mientras que
aquellos que son capaces de inducir la muerte celular normalmente mediante la activacién de la apoptosis se
denominan de forma genérica agentes citotoxicos. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos adecuados para su uso
en las composiciones de la invencién incluyen (i) agentes estabilizantes de microtubulos tales como taxanos,
paclitaxel, docetaxel, epotilonas y laulimalides, (ii) inhibidores de quinasas tales como Iressa(R), Gleevec,
Tarceva™, (Erlotinib HCI), BAY-43-9006, (iii) anticuerpos especificos para receptors con actividad quinasa
incluyendo, Trastuzumab (Herceptin(R)), Cetuximab (Erbitux(R)), Bevacizumab (Avastin™), Rituximab (ritusan(R)),
Pertuzumab (Omnitarg™); (iv) inhibidores de la ruta mTOR tales como rapamicina y CCI-778; (v) Apo2L/Trail, (vi)
agentes anti-angiogenicos tales como endostatina, combrestatina, angiostatina, trombospondina y el inhibidor del
crecimiento endothelial vascular (VEGI); (vii) vacunas antineoplasicas incluyendo células T activadas, agentes
inmunopotenciadores inespecificos (por ejemplo interferones, interleuquinas); (viii) agentes citotoxicos antibioticos
tales doxorubicina, bleomcina, dactinomicina, daunorubicina, epirubicina, mitomicina y mitozantrona; (ix) agentes
alquilantes tales como Melphalan, Carmustina, Lomustina, ciclofosfamida, ifosfamide, Clorambucilo, Fotemustine,
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Busulfano, Temozolomida y thiotepa; (x) agentes hormonales antineoplasticos tales como Nilutamida, acetato de
ciproterona, anastrozol, Exemestano, Tamoxifeno, Raloxifeno, Bicalutamida, Aminoglutetimida, acetato de
leuprorelina, citrato de Toremifeno, Letrozol, Flutamida, acetato de Megestrol y acetato de goserelina; (xi) hormonas
gonadales tales como acetato de ciproterona y acetato de medoxiprogesterone; (xii) antimetabolitos tales como
Citarabina, Fluorouracilo, Gemcitabina, Topotecano, Hidroxyurea, Tioguanina, Metotrexato, Colaspasa, Raltitrexedo
y capicitabina; (xiii) agentes anabdlicos tales como nandrolone; (xiv) hormonas adrenales esteroideas tales como
acetato de metilprednisolona, dexametasone, hidrocortisona, prednisolona y prednisona; (xv) agentes
antineoplasicos tales como Carboplatino, Cisplatino, Oxaliplatino, Etoposido and Dacarbazina e (xvi) inhibidores de
topoisomerasa tales como topotecana e irinotecano.

Sin querer estar vinculado por ninguna teoria, se piensa que los agentes quimioterapéuticos, cuando se administran
en dosis adecuadas, pueden actuar como agentes inmunopotenciadores de forma indirecta mediante la inactivacion
de células T reguladoras.

En una forma preferida de realizacion, el agente quimioterapéutico es un agente citostatico, mas preferentemente es
ciclofosfamida o un analogo de ciclofosfamida. Los analogos de ciclofosfamida son bien conocidos en la bibliografia
(Cyclophosphamide, Merck Index, 112 Edicion, paginas 429-430; documento US5190929).

En adelante, citaremos en ocasiones el término “composiciéon de la invencion” para referirnos tanto a la primera
composicion de la invencién como a la segunda composicion de la invencion. Como un experto en la materia
entiende, las composiciones de la invencién pueden ser formuladas como un Unico componente o alternativamente
presentadas como formulaciones separadas que pueden ser combinadas para su administracién posterior. Las
composiciones de la invencién pueden ser también presentadas como partes de un kit, en donde cada uno de los
componentes es formulado separadamente, pero empaquetado en un Unico contenedor.

Usos médicos de los conjugados y composiciones de la invencion

Los investigadores han observado que los conjugados de la invenciéon son capaces de inducir la maduracion de
células dendriticas, inducir la activacion de la respuesta inmune antitumoral in vivo frente al péptido y de erradicar
tumores grandes y bien establecidos que expresan la proteina HPVE7 (véanse ejemplos 1 a 3 de la invencion).

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la
invencion, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencién o una composicion de la invencion
para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion farmacéutica, o composicién farmacéutica de la
invencién, que comprende una proteina de fusion de la invencién, un polinucleétido de la invencién, un vector de la
invencion, una célula de la invencion, una composicién de la invencién y al menos un adyuvante o vehiculo
farmacoldgicamente aceptable.

Por “adyuvante” se entiende cualquier substancia que intensifica la efectividad de la composicién farmacéutica de la
invencion.

Los ejemplos de adyuvantes incluyen, sin limitacién, adyuvantes formados por sales de aluminio (alum), tales como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc, formulaciones de emulsiones de aceite en agua o
de agua en aceite como la Adyuvante completo de Freunds (CFA) asi como el Adyuvante incompleto de Freunds
(IFA); geles minerales; copolimeros en bloque, Avridine™, SEAM62, adyuvantes formados por componentes de la
pared celular de bacterias como adyuvantes que incluyan liposacaridos (P.ej. lipido A o Lipido A monofosforil (MLA),
trealosa dimicolato (TDM), y componentes de el esqueleto de la pared celular (CWS), proteinas heat shock o sus
derivados, adyuvantes derivados de toxinas bacterianas ADP-ribosilatinadas, que incluyen toxina de difteria (DT),
toxina pertusis (PT), toxina del célera (CT), las toxinas de E.coli labiles al calor (LT1 y LT2), Edotoxina A y exotoxina
de Pseudomonas, exoenzima B de B.cereus, toxina de B. sphaericus, toxinas C2 y C3 de C. botulinum , exoenzima
de C. limosum asi como las toxinas de C. perfringens, C. spiriforma and C. difficile, S. aureus, EDIM y mutantes de
toxina mutantes como la CRM-197, toxina mutante no téxica de la difteria; saponinas como las ISCOMs (complejos
inmunoestimuladores), quemocinas quimioquinas y citoquinas como la interleuquinas (IL-I IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL- 12, etc), interferones (como el interferon gama) factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF),
Factor de necrosis tumoral (TNF), defensinas 10 2, RANTES, MIPI -.alfa,y MEP-2, péptidos muramil como los N-
acetil-muranil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP), N-acetil- normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-
acetilmuramil-L- alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-( 1 '-2'-dipalmitoil-s-n-glicero-3 hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-
PE) etc; adyuvantes derivados de la familia de moléculas CpG, CpG dinucleétidos y oligonucledtidos sintéticos que
comprendan motivos CpG, lisosum exoenzima de C. Limosum y adyuvantes sintéticos como PCPP, la toxina del
célera, toxina de Salmonella, alumbre y similares, hidroxido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina
(thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina, MTP-PE y RIBI, que contiene tres componentes extraidos
de bacterias, monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de la pared celular (MPL+TDM+CWS) en una
emulsién de escualeno al 2%/Tween 80. Otros ejemplos de adyuvantes incluyen DDA (bromuro de
dimetildioctadecilamonio), adyuvantes completo e incompleto de Freund y QuilA.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente o excipiente con el que se administra el principio activo. Tales
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vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen del
petroleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. Se emplean preferiblemente como vehiculos agua o disoluciones acuosas de solucién salina y
disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol, particularmente para las disoluciones inyectables. Vehiculos
farmacéuticos adecuados se describen en “Remington's Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin, 1995.
Preferiblemente, los vehiculos de la invencién estan aprobados por la agencia reguladora de un gobierno de estado
o el federal o estan enumerados en la Farmacopea Estadounidense u otra farmacopea reconocida en general para
Su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

Los vehiculos y las sustancias auxiliares necesarios para fabricar la forma farmacéutica deseada de administracion
de la composicion farmacéutica de la invenciéon dependeran, entre otros factores, de la forma farmacéutica de
administracion elegida. Dichas formas farmacéuticas de administracion de la composicion farmacéutica se fabricaran
seguin métodos convencionales conocidos por el experto en la técnica. Una revision de diferentes métodos de
administracion de principios activos, excipientes que van a usarse y procedimientos para producirlos pueden
encontrarse en “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli y Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 1993. Ejemplos de
composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicion sélida (comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, etc.)
o liquida (disoluciones, suspensiones o emulsiones) para la administracion oral, topica o parenteral. Ademas, la
composicion farmacéutica puede contener segin sea necesario estabilizadores, suspensiones, conservantes,
tensioactivos y similares.

Para uso en medicina, los conjugados de la invencidon pueden encontrarse en forma de prodroga, sal, solvato o
clatrato, bien de forma aislada o bien en combinacion con agentes activos adicionales. Las combinaciones de
compuestos de acuerdo con la presente invencion pueden ser formuladas conjuntamente con un excipiente que sea
aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Excipientes preferidos para su uso en la presente invencion incluyen
azucares, almidones, celulosas, gomas y proteinas. En una realizacion particular, la composicion farmacéutica de la
invencion se formulara en una forma farmacéutica de administracion solida (por ejemplo comprimidos, capsulas,
grageas, granulos, supositorios, solidos estériles cristalinos o amorfos que pueden reconstituirse para proporcionar
formas liquidas etc.), liquida (por ejemplo soluciones, suspensiones, emulsiones, elixires, lociones, unglentos etc.) o
semisolida (geles, pomadas, cremas y similares). Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden ser
administradas por cualquier ruta, incluyendo oral, intravenosa, intramuscular, intrarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, entérica, tépica, sublingual o rectal. Una
revision de las distintas formas de administracion de principios activos, de los excipientes a utilizar y de sus
procedimientos de fabricacién puede encontrarse en el Tratado de Farmacia Galénica, C. Fauli y Trillo, Luzan 5,
S.A. de Ediciones, 1993 y en Remington’s Pharmaceutical Sciences (A.R. Gennaro, Ed.), 20? edicion, Williams &
Wilkins PA, USA (2000). Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables son conocidos en el estado de la
técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones
aceite/agua, diferentes tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden
dichos vehiculos se pueden formular por procedimientos convencionales conocidos en el estado de la técnica.

En el caso de que se administren acidos nucleicos (los polinucléotidos de la invencion, los vectores o las
construcciones génicas), la invencion contempla composiciones farmacéuticas especialmente preparadas para la
administracién de dichos acidos nucleicos. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender dichos acidos
nucleicos en forma desnuda, es decir, en ausencia de compuestos que protejan a los acidos nucleicos de su
degradacion por las nucleasas del organismo, lo que conlleva la ventaja de que se elimina la toxicidad asociada a
los reactivos usados para la transfeccion. Rutas de administracion adecuadas para los compuestos desnudos
incluyen intravascular, intratumoral, intracraneal, intraperitoneal, intraesplénica, intramuscular, subretinal,
subcutanea, mucosa, topica y oral (Templeton, 2002, DNA Cell Biol., 21:857-867). Alternativamente, los acidos
nucleicos pueden administrarse formando parte de liposomas, conjugados a colesterol o conjugados a compuestos
capaces de promover la translocacién a través de membranas celulares tales como el péptido Tat derivado de la
proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del homeodominio de la proteina Antennapedia de D. melanogaster, la
proteina VP22 del virus del herpes simplex, oligdmeros de arginina y péptidos tales como los descritos en
WOO07069090 (Lindgren, A. et al., 2000, Trends Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al. , 2000, Trends
Pharmacol. Sci., 21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol Therapy 8:143-150 y Snyder, E.L. y Dowdy, S.F., 2004,
Pharm. Res. 21:389-393). Alternativamente, el polinucléotido puede administrarse formando parte de un vector
plasmidico o de un vector viral, preferiblemente vectores basados en adenovirus, en virus adenoasociados o en
retrovirus, tales como virus basados en el virus de la leucemia murina (MLV) o en lentivirus (HIV, FIV, EIAV).

Las composiciones de la invencion pueden ser administradas en dosis de menos de 10 mg por kilogramo de peso
corporal, preferiblemente menos de 5, 2, 1, 0.5, 0.1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001, 0,00005 6 0,00001 mg
por cada kg de peso corporal. La dosis unitaria se puede administrar por inyeccién, por inhalacion o por
administracion tépica.

La dosis depende de la severidad y respuesta de la condiciéon a tratar y puede variar entre varios dias y varios
meses 0 hasta que se observe que la condicién remite. La dosificacion éptima se puede determinar realizando
mediciones perioddicas de las concentraciones de agente en el organismo del paciente. La dosis 6ptima se puede
determinar a partir de los valores de EC50 obtenidos mediante ensayos previos in vitro o in vivo en modelos
animales. La dosis unitaria se puede administrar una vez al dia o menos de una vez al dia, preferiblemente, menos
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de una vez cada 2, 4, 8 o 30 dias. Alternativamente, es posible administrar una dosis inicial seguida de una o varias
dosis de mantenimiento, generalmente de menos cantidad que la dosis inicial. El régimen de mantenimiento puede
implicar tratar al paciente con dosis que oscilan entre 0,01 ug y 1,4 mg/kg de peso corporal por dia, por ejemplo 10,
1, 0,1, 0,01, 0,001, o 0,00001 mg por kg de peso corporal por dia. Las dosis de mantenimiento se administran,
preferiblemente, como mucho una vez cada 5, 10 6 30 dias. El tratamiento se debe continuar durante un tiempo que
variara segun el tipo de alteracion que sufra el paciente, su severidad y el estado del paciente. Tras el tratamiento,
se debe monitorizar la evolucién del paciente para determinar si se debe incrementar la dosis en caso de que la
enfermedad no responda al tratamiento o se disminuye la dosis si se observa una mejora de la enfermedad o si se
observan efectos secundarios indeseados.

En una realizacién particular, los componentes de las composiciones de la invencién pueden ser administrados de
forma simultanea, secuencial o separada. En una forma preferida de realizacion, se administra el agente
quimioterapéutico (preferiblemente la ciclofosfamida) en primer lugar y posteriormente tras un periodo de tiempo
variable, se administran el resto de componentes de las composiciones de la invencién, es decir, conjugado,
polinucledtido, construccion génica, vector o célula hospedadora segun la invencion y el ligando de TLR. La
administracion del conjugado, polinucledtido, construccion génica, vector o célula hospedadora y del TLR puede
llevarse a cabo de forma simultanea, separada o secuencial. En una forma preferida de realizacion, el ligando de
TLR (preferiblemente pl:C o CpG-B/DOTAP) y el conjugado, polinucleétido, construccién génica, vector o célula
hospedadora de la invencion (preferiblemente la proteina de fusion) se administran simultaneamente. En el caso de
las composiciones de la invencion que comprenden un agente quimioterapeutico y, en concreto, ciclofosfamida
(CPA), en una forma preferida de realizacion, la CPA se utiliza a una concentracion subéptima, denominada "dosis
metronémica", que es capaz de matar selectivamente a las células Treg (Ghiringhelli et al., Cancer Immunol.
Immunother.2007, 56:641-8).

Las composiciones de la invencion pueden administrarse en forma de una Unica dosis, o alternativamente, como una
primera dosis y una o mas dosis de recuerdo. Asi, en una forma preferida de realizacién, las composiciones de la
invencion se administran en una primera dosis y en una segunda dosis de recuerdo. En el caso de que las
composiciones de la invencion se administren de forma separada en el tiempo, se entiende que se administra, a lo
largo del tiempo, una primera dosis del primer componente de la invencion, una segunda dosis del segundo
componente de la invencién, una dosis de recuerdo del primer componente de la invencién, una dosis de recuerdo
del segundo componente de la invencién y asi sucesivamente. En una forma de realizacién aun mas preferida, la
terapia incluye una primera administracion en donde se administra el agente quimioterapéutico (preferiblemente la
ciclofosfamida), una segunda administracion en donde se administra, conjuntamente, el conjugado, polinucledétido,
construccion génica, vector o célula hospedadora segun la invencion y el ligando de TLR; una tercera administracion
que incluye el agente quimioterapéutico (preferiblemente la ciclofosfamida) y una cuarta administracién en donde se
administra de nuevo el conjugado, polinucleétido, construccidon génica, vector o célula hospedadora conjuntamente
con el ligando de TLR (preferiblemente pl:C o CpG-B/DOTAP). En la segunda y cuarta administracion, el ligando de
TLR (preferiblemente pl:C o CpG-B/DOTAP) y el conjugado, polinucleétido, construccién génica, vector o célula
hospedadora de la invencion (preferiblemente la proteina de fusion) se administran de forma simultanea, separada o
secuencial.

En una forma preferida de realizacion, el ligando de TLR (preferiblemente pl:C o CpG-B/DOTAP) y el conjugado,
polinucledtido, construccion génica, vector o célula hospedadora de la invencion (preferiblemente la proteina de
fusién) se administran simultaneamente.

La dosis diaria se puede administrar en una Unica dosis o en dos 0 mas dosis segun las circunstancias particulares.
Si se desea una administracion repetida o administraciones frecuentes, es aconsejable la implantacion de un
dispositivo de administracion tal como una bomba, un catéter semipermanente (intravenoso, intraperitoneal,
intracisternal o intracapsular) o un reservorio.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la
invencion, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencién, una célula de la invencién, una
composicion de la invencién o una composicion farmacéutica de la invencién para la fabricacion de una vacuna.
Dicho de otro modo, la invencién se relaciona con un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la invencion,
una construccion génica de la invencion, un vector de la invencion, una célula de la invencion, una composicion de la
invencion o composicién farmacéutica de la invencién para su uso como vacuna.

Por “vacuna” se entiende un preparado de antigenos que una vez dentro del organismo provoca una respuesta de
ataque, denominada anticuerpo. Esta respuesta genera memoria inmunoldgica produciendo, en la mayoria de los
casos, inmunidad permanente.

La vacuna se administra de manera sistémica o local. La administracién de la vacuna puede realizarse mediante
administracion unica, o con refuerzo mediante multiples administraciones tal y como se ha descrito anteriormente
para la administracion de las composiciones de la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la
invencion, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencién, una célula de la invencién, una
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composicién de la invencién o una composicion farmacéutica de la invencion para la fabricacion de un medicamento
para la prevencion y el tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano y/o del cancer de
cérvix asociado a infecciones por HPV. Alternativamente, la invencion se relaciona con un conjugado de la
invencion, un polinucledtido de la invencidn, una construccion génica de la invencion, un vector de la invencion, una
célula de la invencién, una composicién de la invencién o una composicion farmacéutica de la invencién para su uso
en la prevencion y el tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano y/o del cancer de cérvix
asociado a infecciones por HPV.

Infecciones y enfermedades causadas por el virus del papiloma humano incluyen verrugas (como verrugas del pie),
verrugas genitales, papilomatosis respiratoria recurrente (como palipomas laringeos) y canceres asociados con
infecciones de papilomas. Canceres que han sido asociados con el virus del papiloma incluyen canceres ano-
genitales (e.g. cancer cervical, perianal, vulvar, vaginal, de pene, etc), canceres de cabeza y cuello (e.g. cancer de la
cavidad oral-faringea, esofago, etc) y canceres de piel (e.g., carcinoma de células basales, carcinoma de células
escamosas).

Métodos de vacunacién con células dendriticas de la invencion

Otro enfoque de la terapia del cancer es aprovechar el papel normal de la célula dendritica como un educador
inmune. Como se ha comentado con anterioridad, las células dendriticas atrapan a antigenos de virus entre otros y
los presentan a las células T para reclutar su ayuda en una respuesta inmune de célula T inicial. Esto funciona bien
en contra de células extrafias que entran al cuerpo, pero las células cancerosas frecuentemente evaden al sistema
de deteccion de "lo propio"/"lo extrafio". Los investigadores, modificando las células dendriticas, son capaces de
activar una respuesta autoinmune de tipo especial que incluye un ataque de células T contra las células cancerosas.
Debido a que un antigeno tumoral por si solo no es suficiente para generar una respuesta inmune, es posible el
poner en contacto una célula dendritica inmadura con un conjugado de la invencion, un polinucledtido de la
invencion, una célula de la invencion, una composicion de la invencién o una composicion farmacéutica de la
invencion, lo que resulta en la activacion de las células dendriticas, la captacion del o de los antigenos derivado de
HPV E7 y su presentacion en la superficie asociado al antigeno mayor de histocompatibilidad. Estas células asi
activadas pueden ser administradas al paciente, de forma que se produzca la presentacion de los antigenos de
tumor al sistema inmunoldégico del paciente, lo que eventualmente resulta en la generacion de una respuesta inmune
mediada por células T sobre las células cancerosas del paciente.

Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para obtener células dendriticas maduras que
presenten al menos un antigeno de HPV E7 que comprende:

(i) poner en contacto células dendriticas con un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la invencion,
una construccion génica de la invencion, un vector de la invencion, una célula de la invencién, una composicion de la
invencion o un composicion farmacéutica de la invencidon en condiciones adecuadas para que tenga lugar la
maduracion de las células dendriticas y

(ii) recuperar las células dendriticas maduras.

Las células dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigeno (APC) mas potentes y tienen una capacidad
Unica para interaccionar con los linfocitos T no activados (linfocitos T naive) e iniciar la respuesta inmunitaria
primaria, activando a los linfocitos T cooperadores CD4+ (helper) y a los linfocitos T citotoxicos CD8+.

En ausencia de inflamacion y de respuesta inmunitaria, las células dendriticas patrullan a través de la sangre, tejidos
periféricos, linfa y érganos linfoides secundarios. En los tejidos periféricos, las células dendriticas capturan antigenos
propios y ajenos. Los antigenos capturados son procesados dando lugar a fragmentos de los mismos que pasan a
las moléculas MHC de clase | y Il (para la activacion de linfocitos T CD8+ o CD4+, respectivamente). Este proceso
de captura de antigeno, degradacion y carga se denomina presentacion antigénica. Sin embargo, en ausencia de
estimulacion, las células dendriticas periféricas presentan los antigenos de modo ineficiente. La(s) sefal(es)
exogena(s) provenientes de los patdgenos o la(s) sefial(es) endégena(s) induce(n) a las células dendriticas para que
inicien un proceso de desarrollo denominado maduracion, que transforma a las células dendriticas en APC y en
activadores de linfocitos T.

Existen diferentes tipos de células dendriticas que pueden ser usadas en la invencién. Por un lado existen las
células dendriticas mieloides (mDC) que son similares a los monocitos y que a su vez se dividen en dos subtipos: las
mDC-1, que son las mas comunes y que son las estimuladoras principales de las células T y las mDC-2, mas raras y
que principalmente tienen la funcién de luchar contra infecciones de heridas.

Por otro lado, se encuentran las células dendriticas plasmociticas (pDC), que se asemejan a células plasmaticas
pero que presentan ciertas caracteristicas propias de las células dendriticas mieloides.

Las células dendriticas inmaduras, se derivan de células progenitoras hematopoyéticas de la médula ésea. Estas
células progenitoras se diferencian en células inmaduras que poseen una alta capacidad endocitica y baja
capacidad de activar células T. Estas células presentan en su membrana diferentes receptores de membrana como
los TLR.
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Los productos bacterianos y virales, asi como las citoquinas inflamatorias y otras moléculas propias, inducen la
maduracién de las células dendriticas mediante interaccion directa con los receptores de superficie de las células
dendriticas innatas. Los linfocitos T, a través de vias dependientes e independientes de CD40, y las células
endoteliales, contribuyen a la maduracion final de las células dendriticas mediante contacto directo célula a célula y
mediante secrecion de citoquinas. Poco tiempo después de que surja una sefial de peligro, se modifican la eficiencia
de la captura de antigenos, el transporte intracelular y la degradacion, y el trafico intracelular de moléculas MHC. Se
incrementa la carga de péptidos, asi como la vida media y el traslado a la superficie celular de las moléculas MHC.
También aumenta la expresion en superficie de las moléculas co-estimuladoras de células T. De este modo, las
células dendriticas se convierten en las APC mas potentes, y las Unicas capaces de activar a los linfocitos T no
activados e iniciar la respuesta inmunoldgica. Junto a la modificacion de sus capacidades en la presentacion de
antigenos, la maduracién induce también la migracion masiva de células dendriticas fuera de los tejidos periféricos.
Las modificaciones en la expresion de receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion, asi como los
importantes cambios en la organizacion del citoesqueleto, contribuyen a la migracion de las células dendriticas a
través de la linfa hasta los érganos linfaticos secundarios.

Las células dendriticas responden a dos tipos de sefales: al reconocimiento directo de patdgenos (mediante
receptores con patron de reconocimiento especifico) y al reconocimiento indirecto de la infeccion (mediante
citoquinas inflamatorias, compuestos celulares internos y respuestas inmunitarias especificas). En respuesta a estas
sefales, las células dendriticas se activan e inician su proceso de maduracién, que las transforma en estimuladores
eficientes de células T. Una de las sefiales mas eficientes para la maduracién de las DC esta mediada por las
interacciones de los receptores tipo peaje (“toll-like receptors”), TLR, (TLR1-9) con sus respectivos ligandos
(revisado por Kaisho y Akira, Biochimica et Biophysica Acta, 2002, 1589: 1-13).

Las células dendriticas inmaduras utilizadas en la presente invencién pueden ser células de cultivos primarios. Asi,
las células dendriticas utilizadas en el método de la invencion pueden ser de origen autolégo o heterdlogo.

El término “autélogo” tal como se usa en el presente documento significa que las células provienen del mismo
individuo.

El término “heterdlogo” tal como se usa en el presente documento significa que las células provienen de un individuo
diferente.

Las células dendriticas pueden ser generadas in vitro a partir de células mononucleares de la sangre periférica
(PBMCs) usando un protocolo que basicamente consistiria en sembrar las células PBMCs en una botella de cultivo
de manera que se permita la adhesién de dichas células. Tras ello las células serian tratadas con interleuquina 4
(IL4) y factor estimulador de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) que lleva consigo la diferenciacion de las células a
células inmaduras dendriticas (iDCs) en aproximadamente una semana. Opcionalmente, las células pueden ser
maduradas tratandolas con factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).

Las células dendriticas se pueden obtener usando métodos estandar a partir de las fuentes adecuadas. Estos tejidos
adecuados para el aislamiento de células dendriticas incluyen la sangre periférica, la médula espinal, células que
infiltran tumores, células que infiltran tejidos peritumorales, biopsias de nédulos linfaticos, timo, bazo, piel, sangre del
corddén umbilical, monocitos obtenidos de la sangre periférica, células positivas para CD34 o CD14 obtenidas de la
sangre periférica, asi como cualquier otro tejido o fluido adecuado.

Opcionalmente, se pueden utilizar cultivos celulares estables. En el documento WO9630030 se describen métodos
para conseguir hibridomas de células de tipo dendritico/célula tumoral y pluralidades de hibridos de célula de tipo
dendritico/célula tumoral. Estos hibridos e hibridomas son generados por la fusion de células tumorales con células
de tipo dendritico. Por ejemplo, se pueden fusionar células tumorales inmortales de una linea celular tumoral
autdloga con células de tipo dendritico alogénicas emparejadas con HLA autdlogas. Las lineas de células tumorales
autdlogas se pueden obtener de tumores primarios y de sus metastasis. Alternativamente, se pueden fusionar
células de tipo dendritico inmortales de una linea celular de tipo dendritico emparejada con HLA alogénica o
autdloga con células tumorales autélogas. En el documento W0O/2002/048167 también se describen métodos para
generar lineas estables de células dendriticas. Ofra linea celular que se puede utilizar es la CB1 (Paglia P. et al
1993. Journal of Experimental Medicine, Vol 178, 1893-1901).

Una primera etapa del método de la invencion consiste en poner en contacto células dendriticas con un conjugado
de la invencion, un polinucleétido de la invencion, un vector de la invencion, una construccion génica de la invencion,
una célula de la invencién, una composicién de la invencién o una composicién farmacéutica de la invencién en
condiciones adecuadas para que tenga lugar la maduracion de las células dendriticas.

La invencion contempla cualquier posible forma de poner en contacto las células dendriticas con un conjugado de la
invencion, un polinucledtido de la invencion, un vector de la invencion, una construccion génica de la invencion, una
célula de la invenciéon, una composicion de la invencién o una composicion farmacéutica de la invencion. El experto
en la materia apreciara que, dependiendo del tipo de compuesto, la puesta en contacto se lleva a cabo de forma
distinta. Asi, en el caso de que se trate del conjugado de la invencion o un péptido de la invencion, estos pueden ser
directamente afiadidos al medio de cultivo en el que se encuentren las células o pueden ser unidos a una superficie
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de plastico, cristal etc que va ser expuesta a las células dendriticas. Formas de unién de los componentes del
conjugado de la invencion, asi como del péptido de la invencion a superficies sdélidas son conocidas por un experto
en la materia.

En el caso de que se trate de una construccién génica de la invencién o de un vector de la invencién, las técnicas
utilizadas para introducir dichos componentes a una célula (célula de la invencion) han sido descritas anteriormente
en el apartado de construcciones génicas de la invencion. En una realizacion particular, las células de la invencion
presentan en su membrana los componentes del conjugado de la invencion de manera que sean accesibles a las
células dendriticas.

Por “condiciones adecuadas para que tenga lugar la maduracion”, se entienden todas aquellas condiciones del
cultivo (oxigeno, temperatura, humedad, nutrientes etc) que permiten que las células dendriticas, tras haber estado
en contacto con un conjugado de la invencion, un polinucleétido de la invencién, un vector de la invencién, una
célula de la invencion, una composiciéon de la invencién o un composicion farmacéutica de la invencién, de manera
que al menos un antigeno derivado de HPV E7 haya sido presentado, se activen. Esta activacion ocurre cuando las
células dendriticas inmaduras han fagocitado alguno de los antigenos presentados y han degradado dichos
antigenos en pequefias piezas presentando dichas piezas en su superficie usando moléculas de sistema de
histocompatibilidad (MCH). De manera simultanea, las células dendriticas maduras regulan al alza receptores de
membrana que actdan como co-receptores en la activacion de las células T, tales como CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), y
CD40, de manera que se aumente asi su capacidad de activas a dichas células T. Las células dendriticas maduras,
también regulan al alza la expresion de CCR7, un receptor que induce que las células dendriticas viajen por todo el
torrente sanguineo hasta el bazo y de alli pasen al sistema linfatico. Las células dendriticas maduras son capaces
de activar células ayudantes T, células T killer y linfocitos B presentado los antigenos que han procesado.

Asi, por célula dendritica madura que presente al menos un antigeno de HPV E7 se entiende aquella célula
dendritica que, tras capturar un antigeno de HPV E7, es capaz de presentar dicho antigeno en la superficie de sus
membranas unidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tras haberlo procesado. Adicionalmente, las
células dendriticas maduras pueden presentar expresados al alza los receptores de membrana arriba indicados.

En otro paso, las células son mantenidas bajo condiciones adecuadas para la internalizaciéon, procesamiento y
presentacion de uno o mas péptidos de derivados del conjugado de la invencién. Las condiciones apropiadas para la
internalizacion, procesamiento y presentacion de el al menos un péptido antigénico derivado del conjugado de la
invencion puede ser determinado usando ensayos estandar para determinar la activacion de las células dendriticas.

La maduracion de las DC se puede seguir usando un numero de marcadores moleculares y de alteraciones
fenotipicas de la superficie celular. Estos cambios pueden ser analizados por ejemplo usando técnicas de citometria
de flujo. De manera tipica, los marcadores de maduracion se marcan usando anticuerpos especificos y las DCs que
expresan un marcador o un grupo de marcadores puede ser separado del total de DCs usando por ejemplo sorteo
celular FACS. Los marcadores de la maduraciéon de DCs incluyen genes que aparecen expresados a altos niveles
en células DCs maduras comparadas con células DCs inmaduras. Estos marcadores incluyen, MHC clase Il de la
superficie celular (en particular HLA-DR), moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD86, CD83, moléculas de
trafico celular como la CD45, CD11c y CD18, etc. Ademas, la maduracién de la DCs puede ser determinada
midiendo la expresion de ciertos ligandos Notch como el ligando Delta-like (DLL4), Jagged1 y Jagged2 que estan
asociados con la induccion de la respuesta de Th1. Por otro lado, las células dendriticas maduras pueden ser
identificadas usando su habilidad para estimular la proliferacion de células T alogénicas en una reacciéon de
leucocitos mista (MLR). Ademas, se ha visto que, en general, mientras que las DC inmaduras son muy eficientes en
la internalizacion de antigenos pero presentan una baja presentacion de antigenos, las células DC maduras
presentan una baja internalizacién de antigenos pero son muy eficientes presentando antigenos.

La funcion presentadora de las células dendriticas puede ser medida usando ensayos de activacion de células T con
MHC-limitada, antigeno dependientes asi como otros ensayos bien conocidos por los expertos en la materia como la
capacidad de estimulacion in vitro en linfocitos de sangre periférica, por ejemplo, determinando la cantidad de IFN-y
producido por linfocitos CD8+ en la presencia de DCs. Esta determinacién puede ser llevada a cabo usando la
técnica llamada ELISPOT. La activacion de células T puede ser adicionalmente determinada midiendo por ejemplo
la induccién de produccion de citocinas por las células dendriticas estimuladas. La estimulacion de la produccién de
citocinas puede ser determinada usando una gran variedad de técnicas estandar, como ELISA, que son bien
conocidas por un experto en la materia.

Otros ensayos de citotoxicidad como la union de células diana con timidina tritiada (3H-TdR) pueden ser usadas. 3H-
TdR es incorporada en el nicleo de las células. La liberacion de-H-TdR es una medida de la muerte celular por
fragmentacion del ADN.

En un segundo paso del método de la invencién se procede a recuperar las células dendriticas maduras obtenidas
en el paso (a).

Para la recuperacion de las células maduras obtenidas en el paso a) del método de la invencion, se pueden usar
diferentes estrategias. Por ejemplo, se puede hacer uso de los marcadores de membrana que las células maduras
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expresan y que han sido descritos anteriormente, como por ejemplo el CD80.

La expresion de marcadores de superficie celular puede determinarse, por ejemplo, por medio de citometria de flujo
usando métodos y aparatos convencionales. Por ejemplo, se puede utilizar el sistema de FACS (separador de
células activado por fluorescencia) Calibur de Becton Dickinson usado anticuerpos disponibles comercialmente y
protocolos habituales conocidos en la técnica. Asi, se pueden seleccionar las células que presenten una sefial para
un marcador de superficie celular especifico en la citometria de flujo por encima de la sefial de fondo. La sefial de
fondo se define como la intensidad de sefial dada por un anticuerpo no especifico del mismo isotipo que el
anticuerpo especifico usado para detectar cada marcador de superficie en el andlisis de FACS convencional. Para
que un marcador se considere positivo, la sefial especifica observada tiene que ser mas intensa del 20%,
preferiblemente, el 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 500%, 1000%, 5000%, 10000% o superior, que la
intensidad de sefial de fondo usando métodos y aparatos convencionales (por ejemplo, un sistema de FACS Calibur
de Becton Dickinson usado con anticuerpos disponibles comercialmente y protocolos habituales conocidos en la
técnica).

Las células dendriticas obtenidas mediante el método de acuerdo a la invenciéon han demostrado ser de utilidad para
el tratamiento de enfermedades que respondan a la generacion de una respuesta inmune frente a antigenos de E7.
Usando dicho método se obtienen células maduras y que presentan al menos un antigeno proveniente del
conjugando de la invencion. Asi en otro aspecto, la invencion se relaciona con células dendriticas presentadoras de
antigeno y que presentan al menos un antigeno proveniente del conjugando de la invencién y que son positivas para
CD40 obtenidas por medio del método de la invencién o células dendriticas de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con células dendriticas de la invencion, para su uso en medicina. Dichas
células dendriticas de la invencién pueden ser usadas para provocar una respuesta inmune en un paciente usando
éstas como una vacunacion de DC, es decir por medio de la administracién a dicho paciente de dichas células. Asi
en otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula dendritica de la invencion para la generacion de una
respuesta inmune en un paciente. En otras palabras, la invenciéon se relaciona con un método para provocar una
reaccion inmune en un sujeto que comprende la administracion a un sujeto de la célula presentadora de antigeno.

La vacunacion con DC se lleva a cabo administrando la DC presentadora de antigeno a un sujeto (ejemplo un
paciente humano) en donde se induce una respuesta inmune. Tipicamente, la respuesta inmune incluye una
respuesta CTL contra células dianas que estdn marcadas con los péptidos antigénicos (por ejemplo los
componentes del conjugado de la invencion). Estas células diana son tipicamente células cancerigenas. Cuando las
DCs modificadas son para ser administradas a un paciente, estas células son preferiblemente aisladas de células
precursoras del mismo paciente (es decir, que células DCs son administradas a un paciente autélogo). Sin embargo,
las células pueden ser administradas a pacientes alogénicos que son compatibles respecto al HLA o a pacientes
alogénicos donde no hay coincidencia. En este ultimo caso deben ser administradas drogas inmunosupresoras al
paciente que reciba las células.

Las células pueden ser administradas en cualquier forma adecuada, preferentemente con un transportador (por
ejemplo solucién salina). Normalmente, la administracion sera intravenosa, pero administraciones intra-articulares,
intramusculares, intradermales, intraperitoneales o subcutaneas son también aceptables. La administracion o
inmunizacién puede ser repetida a diferentes intervalos de tiempo.

La inyeccion de DC puede ser combinada con la administracion de citocinas que actuan de manera que se
mantenga el nimero de DCs y su actividad como GM_CSF, IL-12.

La dosis administrada a un paciente debe ser eficiente para inducir una respuesta inmune que pueda ser detectada
usando ensayos que midan la proliferacion de las células T, la citotoxicidad de linfocitos T y/o el efecto terapéutico
beneficioso de respuesta de los pacientes a lo largo del tiempo. Tipicamente 10°® a 10° células DCs son inyectadas
siempre que se dispone de éstas. Las vacunas pueden ser administradas una o mas veces a un paciente para
conseguir resultados beneficiosos. El tiempo entre la primera y la o las dosis sucesivas de la vacuna dependen de
una variedad de factores, que incluyen la salud del paciente, la edad, el peso, etc. La vacuna puede ser
administrada a cualquier intervalo de tiempo apropiado, por ejemplo incluyendo pero sin estar limitado a, una vez por
semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez al mes. En una realizacién particular, la
vacuna puede ser administrada de manera indefinida. En otra realizacién particular, la vacuna es administrada tres
veces en intervalos de dos semanas. Las dosis de la vacuna también dependen de una variedad de factores, que
incluyen pero no se limitan a la salud del paciente, estabilidad, la edad, el peso, etc. Una vez que se ha conseguido
un nivel de inmunidad suficiente que lleve consigo un beneficio clinico, dosis de refuerzo pueden ser utilizadas, que
son generalmente administradas con una frecuencia menor (por ejemplo mensuales o semi-anuales).

Las DCs usadas en el método para provocar una respuesta inmune, son preferentemente formuladas de manera
que puedan ser usadas como un farmaco “off-the-shelf’ o listo para su uso en caso de que exista histocompatibilidad
entre las células de la preparacion y las del paciente tratado. La falta de compatibilidad entre el sujeto objeto de la
terapia y las células dendriticas puede resultar en una disminucion del efecto de la vacuna, bien porque se produce
una eliminacion prematura de las células (especialmente tras multiples administraciones) o bien por la generacion de
una fuerte respuesta anti-alotipica que distraiga el sistema inmune de la diana prevista. En este contexto, es
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ventajoso el uso de vacunas en donde al menos algunos de los alelos de HLA Clase | en la células dendriticas de la
invencion (especialmente en el locus A y mas particularmente en el alelo A2) sean compartidos con el paciente. De
esta manera al menos algunos de los antigenos tumorales seran presentados en moléculas de clase | autélogas,
con lo que la respuesta antitumoral se vera aumentada y la respuesta anti-alotipica disminuida.

Una coincidencia parcial puede ser obtenida usando una vacuna con DCs hecha con células que posean dos o mas
de los alotipos HLA-A mas comunes (HLA-A2, A1, A19, A3, A9, and A24). Una coincidencia total para la mayoria de
los pacientes puede ser conseguida proporcionando al médico una bateria de DCs diferentes de donde se puede
seleccionar diferentes posibilidades que posean solo un alotipo en el locus HLA-A. El tratamiento llevara consigo la
identificacion de uno o mas alotipo(s) HLA en el paciente usando métodos estandar de “tissue—taping”, y el
tratamiento de los pacientes con las DCs que tengan el o los alotipos HLA que coincidan con los del paciente. Por
ejemplo un paciente que sea HLA-A2 y HLA-A19 puede ser tratado o con células homocigoticas para HLA-A2 o para
HLA-A19 o con una mezcla de ambas.

Efectos negativos potenciales de la falta de coincidencia de HLA puede también ser tratado generando
inmunotolerancia contra los alotipos extrafios. Durante la preparacién de la vacuna las células DCs se dividen en
dos grupos: una para generar células inmaduras toleragénicas y otras para general DCs maduras para la
presentacion del antigeno. Las células toleragénicas estan disefiadas de manera que generen una aceptacion de las
células maduras. Las células toleragénicas van a ser administradas una o mas veces al paciente de manera que se
genere un grado suficiente de ausencia de respuesta inmune (medida por ejemplo en una reaccién de linfocitos
mixta). Una vez que el paciente es tolerante (tras una semana o un mes) se administra al sujeto las células maduras
presentadoras de antigeno en la cantidad y en la frecuencia que sea necesaria para una respuesta inmune contra el
antigeno diana tumoral.

En una realizacion particular, las células dendriticas presentadoras de antigeno de la invencién son autélogas al
sujeto a ser tratado. La composicion de la vacuna puede incluir un adyuvante. El adyuvante puede ser cualquier
adyuvante disponible o una combinacion de estos. Ejemplos de adyuvantes se han citado en el apartado de usos
médicos de los conjugados y composiciones de la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de células dendriticas de la invencién para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion y el tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano y/o del
cancer de cérvix asociado a infecciones por HPV. Alternativamente, la invencion se refiere a células dendriticas de la
invencion para su uso en la prevencion y el tratamiento de una infeccién causada por el virus del papiloma humano
y/o del cancer de cérvix asociado a infecciones por HPV. Por ultimo, la invencion se relaciona con un método de
tratamiento de una infeccion causada por el virus del papiloma humano y/o del cancer de cérvix asociado a
infecciones por HPV en un sujeto que comprende la administracién a dicho sujeto de células dendriticas de acuerdo
a la invencion.

La invencion se describe a continuacion mediante los siguientes ejemplos que deben ser considerados como
meramente ilustrativos.

Ejemplos
Materiales y procedimientos
Ratones y lineas celulares

Se adquirieron ratones C57BL/6 hembra de 5 semanas de edad exentos de patégenos especificos en Harlan
Laboratories (Barcelona, Espafia) y se mantuvieron en las instalaciones para animales del CIMA en condiciones
exentas de patdégenos con agua y alimento a voluntad. Se realizaron los experimentos que implican animales segun
las directrices internacionales para cuidado animal.

Se usaron células THP1 (American Type Culture Collection ATCC, Manassas, VA) para ensayos in vitro de
activacion monocitica por proteinas de fusién derivadas de EDA. Las TC-1, células tumorales que expresan
proteinas HPV16-E6 y HPV16-E7 derivadas de células epiteliales pulmonares primarias de raton, se obtuvieron en la
American Type Culture Collection (LGC Promochem, Molsheim, Francia). Se mantuvieron las células en RPMI 1640
con GlutaMAX suplementado con suero fetal de ternera termoinactivado al 10%, 100 unidades/ml de penicilina,
estreptomicina 100 pg/ml, geneticina 0,4 mg/ml y 2-mercaptoetanol 5 x 10° mol/l (Life Technologies, Cergy-
Pontoise, Francia). Se inyectaron 5 x 10° células TC-1 en el lomo afectado (lado izquierdo) de ratones C57BL/6 en
200 ul de PBS. Se midié el tamafio tumoral, presentado como la media de dos diametros perpendiculares
(milimetros) a intervalos regulares. Las células tumorales EL-4 (timoma de ratén) se obtuvieron en la American Type
Culture Collection (LGC Promochem, Molsheim, Francia) y se utilizaron como células diana en ensayos de
citotoxicidad (incubadas con o sin péptidos DTc) y como control tumoral negativo ya que no expresan ninguna
proteina del HPV.

Reactivos

Se adquirié el péptido sintético E749.57 [RAHYNIVTF (SEQ ID NO: 67) codigo de una letra para aminoacidos]
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correspondiente al epitopo restringido por H2-D° de HPV16-E7 en Proimmune (Oxford, R.U.). Se adquirio el acido
poliinosinico-policitidilico (PIC polil:C, pIC 6 pl:C) en Invivogen (San Diego, CA) y se diluyé en PBS antes de la
inyeccion. Se sintetizaron oligodesoxinucledtidos de CpG-fosforotiato de tipo B [CpG 1826: 5-
TCCATGACGTTCCTGACGTT-3" (SEQ ID NO: 66)] por Proligo (Paris, Francia). Se diluyeron 30 pg de
oligodesoxinucleotidos CpG en 50 ul de medio Optimen (Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.) y se mezclaron con 60
pg de DOTAP (Roche, Mannheim, Alemania) diluidos en 100 pl de Optimen. Se diluy6 la ciclofosfamida (CPA)
(Sigma, Steinheim, Alemania) en PBS antes de la inyeccion y se administré 24 horas antes de la vacunacion. Se
inyectaron simultdneamente las diversas formulaciones antigénicas y coadyuvantes. Se efectu6 la administracion
intravenosa mediante inyeccion retroorbital en un volumen de 200 .

Preparacion de la proteina de fusion EDA-HPVE7 recombinante

Se preparé el plasmido pET20b-EDA, que expresa el dominio extra A de fibronectina como se describe
anteriormente (Lasarte, Casares y col., 2007) y se us6 para la construccion del plasmido de expresion pET20b-EDA-
HPVEY para expresar una proteina de fusiéon que contenia los primeros 1-29 aminoacidos de la proteina HPV-E7
ligados al extremo N de la proteina EDA y los aminoacidos 43-98 de HPV-E7 con el extremo C de EDA. Se
construy6 este plasmido de expresion en dos etapas como se describe a continuacion. Se aislé ARN de células TC-
1 a partir de 1 x 107 células segun los procedimientos de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987)
usando Ultraspec (Biotecx, Houston, TX, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. Se transcribié de forma
inversa el ARN total y se amplificé el gen que codifica la proteina HPV-E7 mediante PCR como se describe
anteriormente  (Lasarte, Casares y col, 2007) wusando el cebador cadena arriba UP-1
CATATGCATGGAGATACACCTAC [SEQ ID NO: 68] (que contiene el sitio de restriccion Ndel, subrayado) y el
cebador cadena abajo DW-1 GCGGCCGCTGGTTTCTGAGAACAGAT [SEQ ID NO: 69] (que contiene el sitio de
restriccion Notl). Se clonaron los productos de PCR resultantes en pCR2.1-TOPO usando el kit de clonacion TOPO
TA (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), conduciendo al plasmido pCR2.1-TOPO-HPV-E7. Para la primera etapa de
la construccion del plasmido de expresion pET20b-EDA-HPVE?, la reaccion PCR usé los cebadores UP-1 (SEQ ID
NO: 68) y DW-2 (CATATGATTTAATTGCTCATAACA, SEQ ID NO: 70) y el plasmido pCR2.1-TOPO-HPV-E7 como
molde. Se subcloné el fragmento resultante en pCR2.1-TOPO, conduciendo al plasmido pCR2.1-TOPO-(1-29)E7. Se
digirio este plasmido con la enzima de restriccion Ndel y se subclond el fragmento resultante en el plasmido pET20b-
EDA digerido con Ndel, conduciendo al plasmido pET20b-EDA-(1-29)E7. En una segunda etapa, se llevé a cabo una
reaccion PCR que usaba los plasmidos UP-2 (GCGGCCGCAGGACAAGCAGAACCGGA, SEQ ID NO: 71) y DW-1
(SEQ ID NO: 69) y el plasmido pCR2.1-TOPO-HPV-E7 como molde. Se subcloné el producto de PCR resultante en
pCR2.1-TOPO, conduciendo al plasmido pCR2.1-TOPO-(43-98)E7, que se digiri6 con Notl para purificar el
fragmento que codifica esta parte de la proteina E7. Se subcloné este producto en el plasmido pET20b-EDA-(1-
29)E7 anteriormente digerido con Notl. Después de este proceso, se obtuvo el plasmido pET20b-EDA-HPVE?, que
se secuencio para confirmar la correcta expresion de la proteina de fusion (1-29)E7-EDA-(43-98)E7 que porta 6
residuos de histidina (marcajes 6xHis) en el extremo carboxilo. Se transfectd este plasmido en células BL21(DE3)
para la expresion de la proteina recombinante, que se purificé a partir de la fraccién soluble de extractos celulares
mediante cromatografia de afinidad (Histrap, Pharmacia) usando una plataforma FPLC (AKTA, Pharmacia). Se
desalo la proteina eluida usando columnas de desalado Hitrap (Pharmacia) y se concentré usando un dispositivo de
filtrado centrifugo Amicon Ultra 4-5000 MWCO (Millipore Carrighwahill, Irlanda). Se purificé la proteina recombinante
de endotoxinas usando columnas Endotrap (Profos Ag, Regensburg, Alemania) hasta que los niveles de endotoxina
estuvieron por debajo de 0,2 UE/ug, ensayado mediante el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus cromogénico
cuantitativo (Cambrex, Walkersville, MD, EE.UU.). Se separ6 la proteina recombinante purificada mediante SDS-
PAGE vy se tifid con azul de Coomasie usando el reactivo Bio-Safe Coomasie (Bio-Rad, Hercules, CA) segun las
instrucciones del fabricante (Figura 1).

Caracterizacion de proteina mediante transferencia Western y espectrometria de masas

Andlisis de transferencia Western: Se cargaron proteinas purificadas en geles de PAGE-SDS al 10% mediante
transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa. Se detectaron las proteinas marcadas con histidina
usando anticuerpos anti-His (Qiagen) y anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano
picante (Amersham Pharmacia). Se detectaron bandas de proteina mediante quimioluminiscencia potenciada
(Amersham Pharmacia Biotech, Friburgo, Alemania). Se obtuvieron las huellas peptidicas (PMF) a partir de
digestiones tripticas usando un espectrometro de masas GL-REF MALDI-TOF de Waters. Brevemente, se mezclaron
1,2 pl de la digestion triptica con un volumen igual de acido a-ciano-4-hidroxi-trans-cinamico en 0,1% de TFA en
50% de acetonitrilo y se sembré sobre una placa diana de MALDI-TOF. Se efectud el procesamiento de datos con
Masslynx 4.0 (Waters) usando ACTH como patron de referencia interno de masas.

Se efectud una CL en fase inversa microcapilar con un sistema capilar CapLC (Waters). Se efectud la separacion en
fase inversa de digestiones tripticas con una columna capilar de silice de pirdlisis Atlantis, C18, 3 um, 75 pm x 10 cm
Nano Ease (Waters) equilibrada con 5% de acetonitrilo y 0,2% de acido férmico. Después de la inyeccion de 6 pl de
muestra, se lavo la columna durante 5 min con el mismo tampén y se eluyeron los péptidos usando un gradiente
lineal de 5-50% de acetonitrilo en 30 min a un caudal constante de 0,2 pl/min. Se acoplé la columna en linea con un
Q-TOF Micro (Waters) usando una fuente de ionizacion por nanopulverizacion PicoTip (Waters). La temperatura
capilar calentada era de 80°C y el voltaje de pulverizacion era de 1,8-2,2 kV. Se recogieron los datos de EM/EM en
un modo automatizado dependiente de los datos. Se fragmentaron secuencialmente los tres iones mas intensos en
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cada barrido de analisis mediante disociacion inducida por colisiéon (CID) usando una amplitud de aislamiento de 2,5
y una energia de colision relativa de 35%. Se efectué el procesamiento de datos con Masslynx 4.0. Las
identificaciones de proteina basadas en PMF se aceptaron sélo cuando la puntuacién Masslynx era al menos 7 y los
péptidos coincidentes representan al menos un 30% de la secuencia proteica propuesta. Las identificaciones de
proteina a partir de datos de EM/EM se consideraron sélo para valores de puntuacion por encima de 7 y cuando
estaban basados en la secuencia de al menos 3 péptidos independientes.

Analisis in vitro de la activacion monocitica. THP-1

Se sembraron células THP-1 a 1 x 10° células/pocillo y se cultivaron durante una noche a 37°C y 5% de CO; en
medio completo para la estabilizacion del cultivo. Se afadieron a los cultivos diferentes concentraciones de los
antigenos indicados y, después de 15 horas de incubacion, se recogieron los sobrenadantes de cultivo. Se cuantificd
la concentracion de TNF-a humano liberado al medio por la linea celular THP-1 usando un ensayo ELISA comercial
(BD-Pharmingen), segun las instrucciones del fabricante.

Analisis in vitro de la maduracién de CD

Se generaron células dendriticas derivadas de médula ésea (BM) a partir de cultivos de células de médula de fémur
de raton. Después de lisar eritrocitos con tampoén de lisis ACK, se lavaron las células de médula 6sea y se
eliminaron posteriormente linfocitos y granulocitos mediante incubacion con una mezcla de anticuerpos contra CD4
(GK1, ATCC, Manassas, VA), CD8 (53.6.72; ATCC), Ly-6G/Gr1 (BD-Pharmingen; San Diego, CA) y CD45R/B220
(BD-Pharmingen), seguido de complemento de conejo. Se cultivaron las células restantes a 10° células/ml en placas
de 12 pocillos en CM (RPMI 1640 suplementado con FCS al 10%, glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina,
estreptomicina 100 pg/ml y 2-mercaptoetanol 5 x 10° M) suplementado con mGM-CSG 20 ng/ml y mIL-4 20 ng/ml
(ambos de Peprotech; Londres, RU). Cada dos dias, se reemplazaron dos tercios del medio por medio reciente que
contenia citoquinas. Se recogieron células dendriticas no adherentes el dia 7 y se cultivaron en presencia o
ausencia de diferentes estimulos a 37°C y 5% de CO.. Después de 24 h de cultivo, se recogieron los sobrenadantes
y se midieron IL-12 (p70) y TNF-a mediante ELISA (BD-Pharmingen) segun las instrucciones del fabricante. Se
midi6 la expresion de la maduraciéon de los marcadores de maduracion de CD mediante citometria de flujo. Se
preincubaron las células con un mAb de rata anti-CD16/32 (clon 2.4G2, BD Pharmingen) durante 15 min, para
bloquear la unién no especifica de anticuerpos primarios. Después de esta incubacion inicial, se tifieron las células
con los anticuerpos primarios a 4°C durante 15 min, se lavaron y se adquirieron en un citdmetro FACScan (BD
Biosciences, San Diego, CA) y se analizaron usando software Cell Quest (BD Biosciences). Los anticuerpos usados
fueron: anti-IABb (clon 25-9-17), anti-H-2Kb (clon AF6-88.5), anti-CD40 (clon 3/23), anti-CD54 (clon 3E2), anti-CD80
(clon 16-10A1), anti-CD86 (clon GL1), anti-CD11c (clon HL-3), todos de BD Pharmingen.

Analisis estadistico

Se us6 software Monolix (http://www.monolix.org/) para el analisis de los datos de crecimiento tumoral con modelos
de efecto mixto no lineales. Se ajustaron los diametros medios de tumores con el tiempo usando el modelo descrito
en la ecuacion 1.1 y se compararon los tratamientos usando la prueba de relacion de probabilidad.

-t

—k, J
yy:y0+kc-ty—ka-e

en la que y; es el diametro tumoral en el ratén i en el momento tj, yo, ke, ka y ke son los coeficientes del modelo que
expresan, respectivamente, el diametro tumoral inicial, la velocidad de crecimiento tumoral, la actividad destructiva
intrinseca de las células efectoras y la velocidad de eliminacion de las células efectoras.

Se usaron graficas de Kaplan-Meier para analizar la supervivencia. Se us6 software Prism (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, EE.UU.) para determinar la significacion de las diferencias en las curvas de supervivencia con una
prueba del orden logaritmico. Se analizaron los resultados del analisis de destruccion in vivo mediante ANOVA
seguido de la prueba de comparacion multiple de Dunnett. Se consideré que los valores de p menores de 0,05 eran
estadisticamente significativos.

Ejemplo 1

La proteina de fusion EDA-HPVE7 es capaz de inducir la maduracién de células dendriticas derivadas de médula
6sea in vitro

El documento WO06134190 describe que la proteina recombinante que comprende el dominio extra A de
fibronectina (EDA), un ligando enddgeno para el receptor similar a Toll 4 (TLR4), es capaz de unirse a y activar la
ruta de sefalizacion de TLR4, segun se ha descrito. La EDA estimulaba también la produccién por CD de citoquinas
proinflamatorias tales como IL-12 o TNF-alfa, e inducia su maduracién in vitro e in vivo. Por tanto, se ensayo si la
proteina recombinante EDA-HPV-E7 era también capaz de inducir la maduracién de BMDC in vitro. Se encontré que
la incubacion de BMDC con EDA-HPV-E7 500 nM era capaz de regular positivamente la expresion de los
marcadores de maduracién de moléculas I1Ab, CD54 y, en menor medida, CD86 (Figura 2). Ademas, la EDA-HPV-E7
era capaz de estimular fuertemente la produccién de citoquina IL-12 por BMDC (Figura 3A). De forma similar, la
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proteina de fusion recombinante EDA-HPVE7 era capaz de inducir la produccion de citoquina TNF-a por la linea
celular de monocitos humanos THP-1 (Figura 3B), que expresa también la molécula TLR4. Estos resultados indican
que la proteina de fusién entre EDA y la proteina HPVE7 mantiene las propiedades proinflamatorias de EDA.

Ejemplo 2
La proteina de fusion EDA-HPVEY induce CTL especificos de HPVE? in vivo en ausencia de coadyuvantes

Se ensayo si los ratones inmunizados con la proteina de fusion EDA-HPVE7 desarrollaban respuestas de linfocitos T
especificas de HPVE7. Se comparé la capacidad de la proteina de fusion frente al péptido sintético E7(49-57) que
comprende el determinante de linfocito T citotdxico reconocido por ratones C57BL6. Se inmunizaron ratones por via
i.v. con 2 nmol de EDA-HPVE7 o con péptido DTc/E7(49-57) en PBS. Siete dias después de la inmunizacion, se
sacrificaron los ratones y se cultivaron las células de bazo en presencia o ausencia de péptido DTc durante 5 dias.
Se midi6é la actividad de CTL usando un ensayo de liberacion de cromo convencional usando células EL4
radiomarcadas y pulsadas con el péptido DTc o sin péptido como células diana (Figura 4A) (en la grafica se muestra
el valor absoluto, calculado al descontar al valor de lisis en presencia de péptido, el valor obtenido en ausencia de
péptido). Se muestra que los ratones inmunizados con proteina EDA-HPVE?Y tenian niveles mayores de actividad de
CTL frente a células diana sometidas a pulsos con el epitopo de linfocito T citotoxico E7. Se midié también mediante
ELISPOT el numero de células productoras de IFN-y cultivadas en presencia o ausencia del péptido E7(49-57) o en
respuesta a células tumorales TC1 irradiadas (que expresan proteina HPVE7) 6 a células tumorales EL-4 (control
negativo) en esplenocitos de ratones inmunizados con EDA-HPVE7 o con péptido E7(49-57) (Figura 4B). Se
encontré que aquellos ratones inmunizados con EDA-HPVE7Y tenian un ndimero mayor de puntos productores de
IFN-y especificos para E7(49-57) o células TC1, confirmando la mayor inmunogenicidad de esta proteina en
comparacion con el determinante de linfocito T citotdxico solo.

Ejemplo 3
La proteina de fusion EDA-HPVEY induce CTL especificos de HPVE? in vivo en presencia de coadyuvantes

Se ensayo si los ratones inmunizados con la proteina de fusion EDA-HPVE7 mejoraban las respuestas de linfocitos
T especificas de HPVE7 en presencia del ligando de TLR3 polil:C (pl:C). Se inmunizaron ratones por via i.v. con 2
nmol de EDA-HPVE7 o péptido DTc/E7(49-57) en presencia de pl:C (50 [lg/ratén). Siete dias después de la
inmunizacion, se sacrificaron los ratones y se cultivaron las células de bazo en presencia de péptido DTc/E7(49-57).
Tras cinco dias de cultivo se midio la actividad de CTL usando un ensayo de liberacion de cromo convencional
usando células EL4 radiomarcadas y pulsadas con el péptido DTc o sin péptido como células diana (Figura 5A) o
células irradiadas TC-1 (Figura 5B) (en las graficas se muestra el valor absoluto, calculado al descontar al valor de
lisis en presencia de péptido, el valor obtenido en ausencia de péptido. De forma paralela, los esplenocitos de los
ratones inmunizados con EDA-HPVE7Y o péptido DTc/E7(49-57) fueron incubados durante 24 horas en presencia o
ausencia del péptido E7(49-57) o de células TC1 o EL-4 irradiadas, para medir la produccion de IFN-[1 por ELISPOT
(Figura 5C).

Ejemplo 4
Eficacia terapéutica de la proteina de fusion EDA-HPVE7 combinada con poli I:C y ciclofosfamida.

Para evaluar mejor la potencia de EDA-HPVE7 como sistema de suministro de antigeno y como vacuna, se comparé
la eficacia terapéutica de esta proteina de fusién con la del péptido E7(49-57), ambos suplementados con el ligando
de TLR pl:C. Asi, se inyectaron 5 x 10° células TC-1 a ratones C57BL/6 por via s.c. y se trataron terapéuticamente
25 dias después, cuando los diametros tumorales medios eran de aproximadamente 8 mm. Por tanto, se trataron los
ratones por via i.v. con las siguientes combinaciones de vacunas de EDA: (i) 2 nmol de EDA-HPVE7 mas 50 ug de
pl:C; (ii) 2 nmol de péptido E7(49-57) mas 50 ug de pl:C; (iii) 2 nmol de péptido E7(49-57) mas 2 nmol de EDA mas
50 pg de pl:C; (iv) 2 nmol de EDA mas 50 ug de pl:C; (v) 50 ug de pl:C solo; (vi) 2 nmol de EDA-HPVE? sola o (vii)
con PBS.

En los ratones inyectados con PBS (grupo de control), los tumores crecieron progresivamente y los ratones tuvieron
que sacrificarse entre los dias 30 y 40 (Figura 6A). La mayoria de los tumores tratados con coadyuvantes sin
antigeno, concretamente ratones tratados con pl:C y EDA+pl:C, seguian la misma cinética de crecimiento tumoral,
aunque en algunos ratones se observd un retardo del crecimiento tumoral. Este retardo condujo a una ligera
prolongacién de la supervivencia que no alcanzé significacion estadistica (Figura 6B). La adicion de péptido E7
(E7(49-57)) al coctel de inmunizacion mejoré ligeramente la detencion del crecimiento tumoral inducida por los
coadyuvantes (Figura 6A). Algunos tumores mostraron una remisiéon del tamafo tumoral durante varios dias, e
incluso en un ratén, el tumor desaparecid completamente, sin embargo, los tumores siguieron creciendo y los
ratones se sacrificaron finalmente. La proteina de fusion EDA-HPVE7 sola era incapaz de erradicar los tumores,
aunque se observo un retardo en el crecimiento tumoral. Sin embargo, la combinaciéon de EDA-HPVEY con pl:C, un
coadyuvante suave que se une a TLR3, era capaz de conseguir la erradicacion de estos tumores establecidos
grandes en un 60% de los ratones (Figura 6A). Tanto el crecimiento tumoral (Fig 6A) como la supervivencia (Fig 6B)
diferian significativamente de los ratones tratados con pl:C (p=0.0004 determinado con la prueba de la razon de
verosimilitudes (likelihood ratio test) entre los ratones tratados con E7(49-57) + pl:C vs. EDA-HPVE7Y + pl:C (Figura
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6A), y p<0.05 determinado por el test del rango logaritmico (log-rank test) para la comparacion de las curvas de
supervivencia) (Figura 6B)). Por tanto, es necesaria la unién covalente de antigeno y EDA y la coadministracion de
coadyuvante para erradicar tumores grandes en ratones.

Se ensay6 también la eficacia terapéutica de la vacunacion basada en EDA-HPV en una situacion mas dificil. Asi, se
inyectaron 5 x 10° células TC-1 a ratones C57BL/6 por via s.c. y se trataron terapéuticamente 35 dias después,
cuando los diametros tumorales medios eran de aproximadamente 12-15 mm. En este modelo, se combindé EDA-
HPVE?Y con el tratamiento de los ratones con una dosis baja del agente quimioterapéutico ciclofosfamida (CPA, 175
mg/kg). Veinticuatro horas después, se inmunizaron los ratones con EDA-HPVE7 (2 nmol/ratén) y CpG-B/DOTAP
(30 pg/ratén). Se usaron como controles ratones inmunizados con PBS solo o con los coadyuvantes y tratamiento
con CPA sola (figura 7B). Todos los animales recibieron una segunda dosis de su correspondiente tratamiento al dia
50 del estudio como se indica en el esquema de la figura 7A.

Se encontré que el tratamiento de ratones con dos inmunizaciones de la combinacién de EDA-HPVE7 mas
CpG/DOTAP y CPA era capaz de rechazar estos tumores muy grandes en un 50% de los ratones, mientras que sélo
un 12% de los ratones se curaban después del tratamiento con los coadyuvantes y la administracion de CPA
(p=0.0064, determinada con la prueba de la razén de verosimilitudes (likelihood ratio test) entre los ratones tratados
con CPA+CpG/DOTAP vs. CPA+CpG/DOTAP+EDA-HPVEY (Figura 7A), y p<0.05 determinado por el test del rango
logaritmico (log-rank test) para la comparacion de las curvas de supervivencia) (Figura 7C).

En resumen, se ha probado que la proteina de fusién recombinante EDA-HPV7 es capaz de inducir la maduracion
de células dendriticas, inducir la activacion de la respuesta inmune antitumoral in vivo y es capaz de erradicar
tumores grandes y bien establecidos que expresan la proteina HPVE7. Estos datos sugieren que la proteina EDA-
HPVE7Y puede ser considerada para el desarrollo de una terapia alternativa contra carcinoma de cuello del uUtero
humano.
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LISTA D= SECUENCIAS
<110>» PROYECTO DE BICMELDICIMNA CIMA, 3.L.

<120> COM20SICIONES TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE ZNFERMEDADES
CAJJSADAS POR EPV

<130> P4869PCO0

<150> P2003201847
<151> 2003 09 1°

<160> 72

<170> PatentlIn version 3.5
<210> 1

<211» 91

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asn Ile Asp Arg Pro Lys Gly Leu Ala Phe Thr Asp Val Asp Val Asp

Ser Ile Lys Ile Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gln Val Ser Arg Tyr
20 25 30

Arg Val I'hr Tyr Ser Ser Pro Glu Asp Gly lle kis Glu Leu Pae Pro
35 40 45

Ala Pro Asp Gly Glu Glu &sp Thr 2la Glu Leu Gln Gly Leu Arg Pro

Gly Ser Glu Tyr Thr Val Ser Val Val Ala Leu Fis Asp Asp Met Glu
65 7C 75 80

Ser Gln Pro Leu Zle Gly Thr Gln Ser Thr Ala
85 90

<210> 2
<211> 15
<212> PRT
<213

Secuencia Artificial

<223> Péntido antigénico derivado de E7 HPV
<400> 2

His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Tkr Asp Leu Tyr
1 5 10 15
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<210» 3
<211> 15
<212» PRT
<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido antigéniceo derivado de E7 EPV

<400> 3

Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr

1 3] 10 15
<210> 4

«<211»> 15

«<212» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223>»> Péptido antigénico derivado de E7 EPV

<400> 4

I_e Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val

1 5 10 15
<210> o

<211»> 15

<212> PRT

<213»

Secuencia Artificial

<220>
<223» Péptido antigénicc derivado de E7 EPV

<400> 3

Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Lesu Gly Ile Val Cys FPro Ile

1 5 10 15
<Z210> &

<211» 15

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido antigénice derivado de E7 EDPV

<400> &
Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys Ser
1 5 10 15

210> 7
<211> 15
<212>» PRT
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<213> Secuencia Artificial

<223>» Péptido antigénico derivado de E7 HEV
<400> 7

Lys Ala Thr Lecu Gln RAsp Tle Val Lecu His Leu Glu Pro Sln Asn

1 s 10 15
<210> 8

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220

223> Péptido antigénico derivado de E7 HBEV

<400> 8

Ile Agp Gly Val Asn Hisg Gln His Leu Pro Ala Arg Arg Ala Glu
1 S 10 15

<210> 9
<211> 15
<212> PRT
<213 . D e s
Secuencia Artificial
<220
<223> Péptido antigénico derivado de E/ HEV
<400> 9
Leu Arg Ala Phe Gln Gln Leu Prhe Leu Asn Thr Ieu Ser Phe Val
1 5 10 15
<210> 10
<211> 15
<212>» PRT
<213>

Secuencia Artificial

<220

<223> Péptido antigénico derivado de E7 HPV
<400> 10

Phe Gln Gla Leu Phe Z_eu Asn Thr Leu Ser Phe Val Cys FPro Tip

1 g 10 15
<210> 11

<211> 15

<212>» PRT

<213>  gecuencia Artificial

220>

<223»  Péplido dantigén’_co derivado de E7 HPV

28



ES 2 655 687 T3

Gln Asp Tyr Val Leu Asp Leu Gln Pro Glu Ala Thr Asp Leu His

1 5 10 15
<210» 12

<Z11> 15

<212> PRT

<213

Secuencia Artificial

<2?73»> Péptido antigénico derivado de F7 HPV
<400> 12

Asp Ile Arg Ile Leu Gln Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly Ile

1 5 10 15
<210> 13

<211> 15

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<L2Z20>

<2723> Péptido antigénico derivado de E/ HPV
<400> 13

Ile Arg Ile Leu Gln Glu Leu Leu Met Gly Ser Pae Gly Ile Vval

1 ] 10 15
<210> 14

<Z211> 15

<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

<220

<223> Péptido antigénico derivade de E7 HPV

<40Q0> 14

Glu Leu Leu Met Gly Ser Phe Gly Ile Val Cys Pro Asn Cys Ser

1 5 10 15
<210> 15

<z1l> 15

<212> PRT

<Z13>»

Secuencia Artificial

<223> Péptido antigénico derivadec de E7 HPY
<400> 15

Tys Glu Tyr Val T.eu Asp Teu Tyr Pro Glu Pro Thr Asp Teu Tyr
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210> 186
<211> 195
<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

N

22
22

0
3

TASA

A

Péotideo antigénico derivado de E7 HPY
<400> 16

Leu &rg Thr Ile Gln Gln Leu Zeu Met Gly Thr Val Asn Ile Val

1 B} 10 _5
<210> 17
<211> 15

<212>» PRT
<213> gecuencia Artificial

<220
<223»> Péotido antigénico derivado de E7 HPV

<400> 17

Ile Gln Gln Leu Leu Met Gly Thr Val Asn Ile Val Cyz Pro Thr

1 B} 10 5
<210> 18
<211> 15
<212> PRT

213> gecuencia Artificial

<220>
<223> Péotideo antigénico derivado de E7 HPV

<400» 18

Gln L=u Leu Met Gly Thr Val Asn Ile Val Cys Pro Thr Cvs Ala

1 5 10 5
<210> 18

<211> 15

<212» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220
<223> Pépntido antigénico derivade de W7 HPV

<400> 19

Ala Glu Thr Leu Gln Glu Ile val Leu His Leu Glu Pro Gln Asn
1 3 10 5

<210> 20

30



ES 2 655 687 T3

<21l>» 15
<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

220>
<?23> Pértido antigénico derivado de F7 HPV

<400> 20

Leu Arg Thr Leu Gln Gln Leu Phe Leun S=r Thr Zeu Ser Phe Val

1 5 10 15
<210> 21

211> 15

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<223» Péptico antigénico derivado de E7 HFEV
<400> 21
Leu 31n Gln Leu Phe Leu Sesr Thr Leu Szr Phe Val Cys Pro Trp

1 5 10 13

<210 22

<211> 15

<212» PRT

<213> Secuencia Artificial

<223» Péptico antigénico derivado de E7 HFV

<400> 22

Asp Leu Arg Val Val Gln Gln Leu Leu M=t Gly Ala Leu Thr Val

1 5 10 13
<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Péptido antigénico derivado de E7 HFEV

<400> 23

Leu Arg Val Val Cln Cln Leu Leu Met Gly Ala Zeu Thr Val Thr

1 5 10 15
<210> 24

<211> 15

<212>» PRT

<213> gecuencia Artificial
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20>
<223» Déptido antigénico derivado de E7 HDV

<4Cco0>» 24

Val Glo Gln Leu Leu Met Gly Ala Leu Thr vVal Thr Cys Pro Leu

1 5 10 15
<210> 25

«<211> 15

<212> PRT

<213»

Secuencia Artificial

<223» Péplido anlligénico derivado de E7 HPV
<4C0» 25

Gln Gln Leu Leu Met Gly Ala Leu Thr val Thr Cys Pro Leu Cys

1 5 10 15
<210> 26

<211> 15

<212>» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220

<223> Péptido antigénico derivado de E7 HPV
<4C0> 26
Gln Leu Leu Met 1y Ala Leu Thr Val Thr Cys Pro Leu Cys Ala

1 5 10 15

<210> 27

<211> 15
<212> PRT
<213>»

Secuencia Artificial

L2202
<223» Péptido antigénico derivado de E7 HPV

<4C0» 27

Lys Asp Tyr Ile Leu Asp Leu Gln Zro Glu Thr Thr Asp Leu His

1 5 10 15
<210> 28

<211> 15

<212> PRT

“213>  gecuencia Artificial

<220

<223» Péptido antigénico derivado de E7 HEV

<4ACO> 28
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Leu Arg Thr Leu Gln Gln Met Leu Leu Gly Thr Leu Gln Val Val

1 5 10 15
<210> 29
<211> 15

<21Z2> PRT
<213> gecuencia Artificial

<220>
<223>» Péptide antigénico derivado de E7 HPV

<400> 29

Leu Gln Gln Met Leu Leu Gly Thr Leu Gln Val Val Cys Pro Gly

1 5 10 15
<Z210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223» Péptido antigénico derivado de E7 HPV

<4Q0> 30

Gln Met Leu Leu Gly Thr Leu Gl Val Val Cys Pro Gly Cys Ala

1 5 10 15
<210> 31

<211> 15

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223» Péptido antigénico derivadoc de E7 HPV

<400> 31

Val Pro Thr Leu Gln Asp Val Val Leu Glu Leu Thry Pro Gln Thr

1 5 10 15
<210> 32

<211> 15

<21Z2> PRT

<213>

Secuencia Artificial

220>
<223» Péptido antigénico derivado de E7 HPV

<400> 32

Leu Gln Asp Val val Leu Glu Lev Thr Pro Gln Thr Glu Ile Asp
1 5 10 15
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<210> 33
<211= 15
<212>» PRT
<213»

Secuencia Artificial

<220>
<223»> Péptido artigénico derivado ce E7 HPV

<400> 33

Gln Azp Val Val Leu Glu Leu Thr Pro Gln Thr Glu Ile Azp Leu

1 5 10 15
<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

220>

<223» Péptido artigénico deriwvado ce E7 HPV

<400> 34

Cys Lys Phe Val Val Gln Leu Asp Ile Gln Ser Thr Lys Glu Asp

1 5 10 15
<210z 35
<211> 15

<212> PRT
<213*> gecuencia Artificial

<220>
<223» Péptido artigénico derivado ce E7 HPV
<400 35

Val Val Gln Leu Asp Ile Gln Ser Thr Lys Glu Asp Leu Arg Val

1 5 10 15
<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<Z220>
<223> Péptido artigénico derivado ce E7 HPV

<400> 36

Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu

1 5
<210> 237
<211» 9

«<212>» PRT
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<2?13» Secuencia Artificial

<220
<223» FPéptido antigénico derivade ce E7 HPY
<400> 37

Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr

1 5
<210> 38

<211> 9

<212>» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220
<223» Feéptide antigenico derivado de E7 HPY

<400> 38

Mat Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr

1 5

<210> 39

<z211> 11

<212> ERT

<213> gsecuencia Artificial
<220>

<223» Péptide antigénico derivads ce E7 HFY
<400> 39

Gln Ala Glu Pro Asp Arg Rla His Tyr 2Zsn Ile

1 5 10
<210> 40

<211> 19

<212> FRT

<Z13>

Secuencia Artificial

> Péptido antigénico derivado de E7 HPY
<400> 40
Gln Ala Glu Pro Asg Arg Ala His Tyr Asn Iles Val Thr Phe Cys Cys

1 5 10 15

Lys Cys Asp

<210> 41
<211> 14
<212> ERT
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<213» Secuencia Artificial

<220%

<223> Péptido antigénico derivado ds E7 HFV
<400> 41

Gln Ala Glu Pro Asp Arg Rla His Tyr Asn Tle Val Thr Phe

1 5 10

<210> 42

<211> 13

<212> PRT

<z13> gecuencia Artificial

220>

<223> Péptido antigénico derivado de E7 HPV
<400> 42

Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr

1 5 10
<210> 43

«211» 17

<212> FERT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223> Ppéptido antigénico derivado de K7 HPV

<400> 4

a

Gln Ala Glu Pro Asp Arg Bla His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys

1 5 10 15
Lys

<210> 44

<211> 16

<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> Péptido antigénico derivado ds E7 HPEV

<400> 44

Met Leu Asp Zeu Gln Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tvr Glu Gln

1 5 10 15
<210> 45
<211> 12

<2l2>» PRT
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«213> Secuencia Artificial

>  Péptide antigénico derivado ce BT HPV
<400> 15

Met Leu Asp Leu Gln Fro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr

1 5 10
<210> 4é&

<21.» 8

<212> PFRT

<213>

Secuencia Artificial

<220
<223> Péptido antigénico derivado ¢e E7 HPV

<400> 46

Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr

1 5
<210> 47

<Z21.» 15

<212>» PERT

<213»

Secuencia Artificial

220>
<223> Péptido antigéniceo derivado de E7 HPY

<430» 47

Arg 53lu Tyr Ile Leu Asp Leu His Pro Glu Pro Tho Asp Leu Phe

1 5 10 15
<210> 48

<212> 15

<Z212>  PBRT

<213>

Secuencia Artificial

<??23» Féptido antigénico derivado de R7 HPV
<400> 48

Thr Tys Cys Tyr Thr Cys Gly Thr Thr Val Arg Leu Cvs Ile Asn

1 5 10 15
<210> 49

<21°.> 15

<212» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<223> Péptido antigénico derivado cde E7 HPV
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49

Val Arg Thr Leu Gln Gln Leu Leu Met Gly Thr Cys Thr Ile Val

1

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>»

Z 10 15

50
13
PRT

Secuencia Artificial

Péptido antigeéniceo derivado de E7 HPV

50

Leu Gln Gln Leu Leu Met Gly Thr Cys Thr Ile Val Cys Pro Ser

1

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<400>

g 10 15

51
30
PRT

Secuencia Artificial

péptido antigénico derivade de HPV E7 que contiene los
aminodcidos 1 a 29 de E7

51

Met His Gly Asp Thr Prc Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln

1

= 10 15

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn His

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223

<400>

20 25 30

52
56
PRT

Secuencia Artificial

Péptido antigénico derivade de HPV E7 que contiene los
aminoacidos 43 a 98 de E7

52

Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tvr Asn Ile Val Thr Phe Cys

1

Z 10 15

Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Aryg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val

20 25 30

Asp Ile Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val
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Cys Pro Ile Cys Ser Gln Lyvs Pro
50 55

<21C> 53
<211> 191
<212>» PRT

<213> gecuencia Artificial

<22C>
<223> Proteina de Zusidn que comprende la regidén EDA flanqusada por
dos

poptidos antigénicos cc HPV E7

<40C> 53

Met His Gly Aszsp Thr Pro Thr Leu Kis Glu Tvr Met Leu Asp Leu Gln

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tvr Glu Gln Leu Asn His Met Asn
20 z5 30

Il=s Asp Arg Pro Lys Gly Leu 2la Phe Thr Asp val Asp Val Asp Ser
35 40 45

1le Lys 1lle Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gln val Ser Arg lyr Arg
50 55 &0

Val Thr Tyr Ssr Ser Proc 3lu 2&sp Gly Ile Arg Glu Leu Phe Pro Ala
65 70 75 80

Pro Asp Gly Gluv Asp Asp Thr 2Ala Glu Leu Gln Gly Leu Arg Pro Gly

Sar Glu Tyr Thr Val 3er Vel val 2la Leu His Asp Asp Met Glu Ser
100 105 110

Gl Pro Leu Ile Gly Ile 31n Ser Thr Ala Ala 2la Gly Glon Ala Glu
115 120 125

Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp
130 135 240

Ser Thr Leu Arcg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr
145 150 155 160

Leu Glu fsp Zouw Leu Mct 3ly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cy

o
&1
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Ser Gln Lye Pro Ala Ala Ala Leu Glu His His Eis His His His
180 185 190

<210> 54

<21.> 14

<212> 2RT

€213> gecuencia Artificial
<220

<223>» Péptido enlazador/espaciador
<400> 54

Ser Gly Gly Thr Ser Gly Ser Thr Ser Gly Thr &ly Ser Thr
1 s 1c

<210> 55

<21_> 15

<212>» 2RT

<213*> gecuencia Artificial

<223> 2éptido enlazador/espaciador

Ala Gly Ser Ser Thr Gly Ser Ser Thr Gly Pro Gly Ser Thr Thr
1 ) 1C 15

<210> 56

<212» 7
<212» 2RT
<213>

Secuencia Artificial

<220
<223> 2éptido enlazador/espaciador

<4030> 56
Cly CGly Ssr Cly Uly Ala Pro
1 5

<210> 57

<217

<212> 2RT

<213 gecuencia Artificial
<220

<223> 72éptido enlazader/espaciader
<430> 57

Gly Gly Gly Val Glu Gly Gly Gly
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1 5
<210> 5B

<211> 7

<212»  PRT

<213»

Secuencia Artificial

220>
<223> Péptido enlazador/espacilador

<AQ0> 58

5ly Thr Lys Val His Met Lve
1 5

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> gecuencia Artificial

<223» Peptido cnlazador/cspaciador
<400> 59

Prao Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser

1 5 10
<210> €0

<211> 11

<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<223» Péptido enlazador/espaciador
<400> &0

&2la Pro Ala Glu Thr Lys Ala Glu Fro Met Thr

1 5 10
<210> 6l

<211> 5

«212>» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<273> Secuencia diana/sitic de corte ce la enteroquirasa

<400> 61

41



ES 2 655 687 T3

<211» 5

<212> PRT

213> Secuencia Artificial

<223>» Secuencla diana/sitioc de corte de factor Xa

<400> 62

Ile Glu Asp Gly Aryg

1 5
<210> B3

<211l» &

<Z212» PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220
<223> Secuencia diana/sitio de corte de la trombina

<400> 63

Leu Val Pro Arg Gly Ser

1 5
<210> &4

<211l» 7

«<212> PRT

<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223» Secuencia diana/sitic de corte de la proteasa TEV

<400> 64

Glu Asn Leu Tyr Fhe Gln Gly

1 5
<210> 65

<211» 8

«<212>» PRT

<213>

Secuencia Artificial

220>
<223> Secuencia diana/sitic de corte de la proteasa PreScissilon

<400> 65

Leu Glu Val Leu Fhe Gln Gly Pro
1 5

<210> 66

<21l>» 20

<212> DHNA

<213>

Secuencia Artificial
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220>

«223> Metivo CpG-fosforotiato de tipo B
<400> 66

tccatcacgt tecectgacgtt

20

<210> 67

<211> &

<212> PRT
<213* gecuencia Artificial

220>
<223> Péptido sintético E7(49-57)
<400> &7

Arg &la His Tyr Asn Ile V¥al Thr Phe
1 5

<210> &8
<211» 223
<217> DNR

<213* gecuencia Artificial
<2720>

<223» (Cebador UP-1

<400> 68

catatccatg gagatacacc tac

Z23

<210> 69

<211> 2a

<z1z»> DKNA

<213>

Secuencia Artificial

<220>

<Z223» (Cebador DW-1

<400>» ¢S

gecgcccgetg gtttctgaga acagat
26

<210> TG

<211» 24
<21Z>» DKA

<213> Secuencia Artificial
<220

<225> C(ehador DW-2

<400> 7C

catatcattt aattgctecat aaca

24
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<210> 71

<21.> 26

<212> DNA
<213>

Secuencia Artificial

<220>
<223» Cabacor UP-2

<Z400> 71

coggcecgeayg gacaagcaga accgga

26

<210> 72

<21.> 185

<212> PRT

<213*> gecuencia Artificial

<220

<223>» Proteina de fusidn sin cola de histidinas
<£Q0> 72

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Zeu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln
1 5 10 15

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gla Leu Asn His Met Asn
20 25 37

Ile Asp Arg Pro lys Gly Leu Ala Phe Thr Asp Val Asp Val Asp Ser
35 40 45

Ile Lys Ile Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gla Val Ser Arg Tyr Arg
50 55 &0

Val Thr Tyr Ser Ser Pro Glu Asp Gly Ile Arg Glu Leu Pas Pro Lla
65 70 75 80

Fro Asp Gly Glu Asp Asp Thr Ala Glu Leu Gla Gly Leu Arg Pro Gly
85 20 95

Ser Glu Tyr Thr Val Ssr Val Val Ala Leu His Asp Asp Met Glu Ser
100 105 110

Gln Pro Leu Ile Gly Ile Gln Ser Thr Ala Ala Ala Gly Gln Ala Glu
115 120 125

Pro Asp Arg Ala His 'I'vr Asn lle val Thr Phe Cys Cys Lys Cvs AsSp
130 135 14C

Ser Thr Teu Arg Teu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Tls Avrg Thr

145 150 155 160

Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys
165 170 175

Ser Gln Lys Pro Rla 2la Ala Leu Glu
180 185
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado que comprende:

i) la region EDA de fibronectina o una variante funcionalmente equivalente de la misma que muestra un grado de
identidad con respecto a la region EDA de la fibronectina mayor de al menos 70% y

ii) al menos un péptido antigénico derivado de HPV E7, en el que el al menos un péptido antigénico derivado de HPV
E7 es un fragmento de la proteina HPV E7 que es capaz de estimular el sistema inmune de un mamifero de tal
manera que se genere una respuesta inmune contra dicha proteina capaz de inhibir el crecimiento de tumores
causados por la expresion de E7 o de inhibir la proliferacion de HPV,

en el que los componentes (i) e (ii) estan acoplados covalentemente y en el que el conjugado promueve una
respuesta citotoxica hacia el péptido o péptidos antigénicos.

2. El conjugado segun la reivindicacion 1, en donde el componente (ii) comprende un péptido antigénico que
contiene los aminoacidos 1 a 29 de SEQ ID NO: 51, un péptido antigénico que contiene los aminoacidos 43 a 98 de
SEQ ID NO: 52 o0 ambos.

3. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el componente (ii) forma una Unica cadena
polipeptidica con el componente (i).

4. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la regién EDA se encuentra flanqueada por
dos péptidos antigénicos de HPV E7.

5. El conjugado segun la reivindicacion 4, que comprende la secuencia SEQ ID NO: 53 o la secuencia SEQ ID NO:

6. Un polinucleoétido o construccion génica que codifica un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5.
7. Una célula que contiene un polinucleétido o una construccion génica segun la reivindicacion 6.
8. Una composicién que comprende, en conjunto o por separado:

(i) un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un polinucleétido o construccidon génica segun la
reivindicacion 6, o una célula hospedadora segun la reivindicacion 7 y

(i) un ligando de TLR
9. Una composicién que comprende, en conjunto o por separado:

(i) un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un polinucleétido o construccidon génica segun la
reivindicacion 6, o una célula hospedadora segun la reivindicacion 7,

(i) un ligando de TLR y
(iii) un agente quimioterapéutico.

10. La composicion segun las reivindicaciones 8 6 9 en donde el ligando TLR se selecciona del grupo que consiste
en un ligando de TLR3, un ligando de TLR9 y una combinacién de ambos.

11. La composicion segun la reivindicacion 10 en donde el ligando de TLR3 es poli(l:C), en donde el ligando TLR9
es un oligonucleétido que comprende al menos un motivo CpG o en donde el agente quimioterapéutico (iii) es
ciclofosfamida.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un
polinucledtido o construccion génica segun la reivindicacién 6, una célula segun la reivindicacion 7 o una
composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, y al menos un adyuvante o vehiculo
farmacoldgicamente aceptable.

13. Un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un polinucleétido o construccion génica segun la
reivindicacion 6, una célula segun la reivindicacion 7 o una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a
11, para su uso en medicina.

14. Uso de un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un polinucleétido o construccién génica
segun la reivindicacion 6, una célula segun la reivindicacion 7 o una composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 11, para la fabricaciéon de una vacuna.

15. Un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un polinucleétido o construccion génica segun la
reivindicacion 6, una célula segun la reivindicacion 7 o una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a
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11, para uso en la prevencion o el tratamiento de una infeccién causada por el virus del papiloma humano y/o del
cancer de cérvix asociado a infecciones por HPV.

16. Un método in vitro para obtener células dendriticas maduras que presenten al menos un antigeno de HPV E7,
que comprende:

i) poner en contacto células dendriticas con un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, un
polinucledtido o construccion génica segun la reivindicacion 6, una célula segun la reivindicacion 7 o una
composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en condiciones adecuadas para que tenga lugar la
maduracion de las células dendriticas y

ii) recuperar las células dendriticas maduras.
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EDA HPVE7 43-98 | His |
B CE® -
L
MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLNHMNIDR e
PKGLAFTDVDVDSIKIAWESPQGQVSRYRVTYSSPE w22 kd

DGIRELFPAPDGEDDTAELQGLRPGSEYTVSVVAL
HDDMESQPLIGIQSTAAAGQAEPDRAHYNIVTFCCK
CDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQK

PAAALEHHHHHH

FIGURA 1
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Dia 0 Dias 35y 36 Dias 50 y 51
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FIGURA 7B
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