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DESCRIPCIÓN 

Composición para prevenir o tratar el cáncer de cuello uterino con un potenciador de la inmunidad contra el virus de 
papiloma humano 

Antecedentes 

1. Campo de la invención 5 

La presente invención se relaciona con una composición para prevenir o tratar el cáncer de cuello uterino que 
comprende un potenciador de la inmunidad contra el virus del papiloma humano (HPV) y, más particularmente, a una 
proteína de fusión que incluye un polipéptido de fusión recombinado para transformar una estructura tridimensional 
(3D) de E6 y E7, que son antígenos de los tipos 16 y 18 de HPV, un péptido señal para secretar el polipéptido de 
fusión fuera de las células y un péptido potenciador de la inmunidad presente en un individuo, donde la proteína de 10 
fusión puede tratar tumores desencadenados por HPV induciendo una respuesta inmune específica a los antígenos 
tipo 16 y 18 de HPV. 

2. Discusión de la técnica relacionada 

El cáncer de cuello uterino se conoce como una enfermedad que se desarrolla a partir de la infección de virus del 
papiloma humano (HPV) de gran preocupación como los tipos 16 y 18 (zur Hausen, H et al., Biochem Biophys Acta 15 
1996, 1288; F55-F78, Mark H et al. J Natl Cancer Inst 1993, 85; 958-964). Entre las proteínas del HPV, las proteínas 
E6 y E7 desempeñan un papel importante en la aparición del cáncer de cuello uterino y son sustancias diana 
importantes utilizadas para preparar una vacuna para tratar y prevenir el cáncer de cuello uterino, ya que se confirma 
que se expresan en el 99% de los tejidos tumorales de los pacientes con cáncer de cuello uterino (von Knebel 
Doeberitz et al. Int. J. Cancer 1992, 51; 831-834). En este caso, E6 se enlaza a p53 conocida como proteína supresora 20 
de tumores para facilitar la degradación de la p53, obstruyendo así un ciclo celular que conduce a la vía de apoptosis, 
y E7 se enlaza a una proteína de retinoblastoma, pRb, conocida como factor supresor tumoral para inactivar la proteína 
del retinoblastoma y facilitar la degradación de la proteína del retinoblastoma, permitiendo así que el ciclo celular entre 
en la etapa S (Cobrinik et al., Trends Biochem Sci 1992, 17:312-5). 

Sin embargo, en ensayos clínicos que usan una composición que incluye una secuencia de ácido nucleico en la que 25 
las proteínas E6 y E7 de HPV16 se expresan simultáneamente para tratar el cáncer de cuello uterino, la composición 
ha mostrado un efecto terapéutico deficiente (Garcia F et al. Obstet Gynecol 2004, 103; 317-326). Estos resultados 
indican que una respuesta inmune específica de antígeno suficiente para tratar o suprimir el cáncer de cuello uterino 
no se desencadena cuando solo se administra de manera simple un antígeno de HPV. 

Por lo tanto, es necesario mejorar la inmunogenicidad de las proteínas E6 y E7 para tratar el cáncer de cuello uterino 30 
y eliminar la capacidad de las proteínas para convertirse en cáncer. 

Sumario de la invención 

La presente invención está dirigida a proporcionar una nueva proteína de fusión para prevenir o tratar enfermedades 
desencadenadas por HPV, y un polinucleótido que codifica la proteína de fusión. Aquí, la proteína de fusión suprime 
la capacidad de las proteínas E6 y E7 del HPV de convertirse en cáncer y también muestra una inmunogenicidad 35 
mejorada. 

También, la presente invención está dirigida a proporcionar un vector recombinante que expresa la proteína de fusión, 
una célula huésped que incluye el vector recombinante, y un método para expresar la proteína de fusión que usa la 
célula huésped. 

Además, la presente invención está dirigida a proporcionar una composición para prevenir o tratar enfermedades 40 
desencadenadas por HPV usando la proteína de fusión. 

La presente invención se relaciona con una proteína de fusión que comprende la secuencia de aminoácidos codificada 
por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4. La presente invención además se relaciona con polinucleótidos que 
codifican la proteína de fusión, vectores recombinantes, células huésped, métodos para expresar la proteína de fusión, 
composiciones que comprenden la proteína de fusión y usos médicos de la proteína de fusión. 45 

Además, la presente invención está dirigida a usos médicos que implican proteínas de fusión, polinucleótidos, 
vectores, células huésped y composiciones de la invención. 

Un aspecto de la presente invención proporciona una proteína de fusión que incluye un polipéptido de fusión 
configurado para transformar una estructura tridimensional de E6 y E7 derivado de los tipos 16 y 18 de HPV y que 
tiene una secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 1, un péptido señal para secretar el polipéptido de 50 
fusión, y un péptido potenciador de la inmunidad. 

Otro aspecto de la presente invención proporciona un polinucleótido que codifica la proteína de fusión de acuerdo con 
una realización de ejemplo de la presente invención. 
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Aún otro aspecto de la presente invención proporciona un vector recombinante que incluye el polinucleótido de acuerdo 
con una realización ejemplar de la presente invención. 

Aún otro aspecto de la presente invención proporciona una célula huésped transformada con el vector recombinante 
de acuerdo con una realización ejemplar de la presente invención. 

Aún otro aspecto de la presente invención proporciona un método para expresar la proteína de fusión de la presente 5 
invención incubando la célula huésped transformada con el vector recombinante de acuerdo con una realización de 
ejemplo de la presente invención. 

Aún otro aspecto de la presente invención proporciona una composición para uso en la prevención o el tratamiento de 
una enfermedad desencadenada por HPV en un individuo que lo necesite. Aquí, la composición incluye al menos uno 
seleccionado del grupo que consiste en la proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente 10 
invención, la célula huésped transformada con el vector recombinante que expresa la proteína de fusión, y un 
homogeneizado de la célula huésped como un ingrediente efectivo. 

Todavía otro aspecto de la presente invención proporciona las proteínas de fusión, polinucleótidos, vectores, células 
hospedadoras y composiciones para usar en la inducción de una respuesta inmune de células T específica para E6 y 
E7 de tipo 16 y 18 de HPV. 15 

Breve descripción de los dibujos 

Los anteriores y otros objetos, características y ventajas de la presente invención serán más evidentes para las 
personas con experiencia ordinaria en la técnica describiendo en detalle realizaciones de ejemplo de la misma con 
referencia a los dibujos adjuntos, en los que: 

La figura 1 es un gráfico que muestra las respuestas celulares CD8+ T específicas de E6 de HPV16 que se inducen 20 
por tratamiento con GX-188E de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención después de que 
una línea celular tumoral, TC-1, se inyecta por vía subcutánea en ratas C57BL/6 en un modelo de tratamiento contra 
el cáncer. 

La figura 2 es un gráfico que muestra las respuestas celulares CD8+ T específicas de E7 de HPV16 que se inducen 
mediante tratamiento con GX-188E de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención después de 25 
que una línea celular tumoral, TC-1, se inyecta por vía subcutánea en ratas C57BL/6 en el modelo de tratamiento 
contra el cáncer. 

La figura 3 es un gráfico que muestra las respuestas celulares CD8+ T específicas de E6 de HPV18 que se inducen 
por tratamiento con GX-188E de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención después de que 
una línea celular tumoral, TC-1, se inyecta por vía subcutánea en ratas C57BL/6 en el modelo de tratamiento contra 30 
el cáncer. 

La figura 4 es un gráfico que muestra la respuesta celular CD8+ T específica de E7 de HPV18 que se induce por 
tratamiento con GX-188E de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención después de que una 
línea celular tumoral, TC-1, se inyecta por vía subcutánea en ratas C57BL/6 en el modelo de tratamiento contra el 
cáncer. 35 

La figura 5 es un gráfico que muestra los efectos contra el cáncer que son causados por el tratamiento con GX-188E 
de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención después de que una línea celular tumoral, TC-1, 
se inyecta por vía subcutánea en ratas C57BL/6 en el modelo de tratamiento contra el cáncer. 

Descripción detallada de las realizaciones de ejemplo 

De aquí en adelante, las realizaciones de ejemplo de la presente invención se describirán en detalle. Sin embargo, la 40 
presente invención no se limita a las realizaciones divulgadas a continuación, sino que se puede implementar de 
diversas formas. Las siguientes realizaciones se describen con el fin de permitir la realización y la práctica de la 
presente invención a las personas con experiencia ordinaria en la técnica. 

Aunque los términos primero, segundo, etc. se pueden usar para describir diversos elementos, estos elementos no 
están limitados por estos términos. Estos términos solo se usan para distinguir un elemento de otro. Por ejemplo, un 45 
primer elemento podría denominarse como un segundo elemento y, de manera similar, un segundo elemento podría 
denominarse primer elemento, sin apartarse del alcance de las realizaciones de ejemplo. El término "y/o" incluye 
cualquiera y todas las combinaciones de uno o más de los elementos enumerados asociados. 

Se entenderá que cuando se hace referencia a un elemento como "conectado" o "acoplado" a otro elemento, puede 
estar directamente conectado o acoplado al otro elemento o pueden estar presentes elementos intermedios. Por el 50 
contrario, cuando se hace referencia a un elemento como "directamente conectado" o "directamente acoplado" a otro 
elemento, no hay elementos intermedios presentes. 
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La terminología utilizada aquí tiene el propósito de describir realizaciones particulares solamente y no pretende limitar 
las realizaciones de ejemplo. Las formas singulares "un", "una" y "el/la" pretenden incluir también las formas plurales, 
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Se entenderá además que los términos "comprende", 
"comprendiendo", "incluye" y/o "incluyendo", cuando se usan aquí, especifican la presencia de características, 
números enteros, etapas, operaciones, elementos, componentes y/o grupos indicados de los mismos, pero no 5 
excluyen la presencia o adición de una o más características, números enteros, etapas, operaciones, elementos, 
componentes y/o grupos de los mismos. 

Con referencia a los dibujos adjuntos, las realizaciones de ejemplo de la presente invención se describirán en detalle 
a continuación. Para ayudar a comprender la presente invención, los números similares se refieren a elementos 
similares en toda la descripción de las figuras, y la descripción de los mismos elementos no se reiterará. 10 

De aquí en adelante, las configuraciones de la presente invención se describirán con más detalle. 

La presente invención está dirigida a proporcionar una nueva proteína de fusión que incluye un polipéptido de fusión 
configurado para transformar una estructura tridimensional de E6 y E7 derivado de los tipos 16 y 18 de HPV y que 
tiene una secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 1, un péptido señal para secretar el polipéptido de 
fusión, y un péptido potenciador de la inmunidad. 15 

La proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede incluir un polipéptido 
de fusión recombinado para transformar una estructura tridimensional del E6 y E7 derivados de los tipos de HPV 16 y 
18. Más particularmente, el polipéptido de fusión es un polipéptido de fusión en el que el 1o al 85o aminoácidos de la 
proteína E6 derivada del HPV tipo 16, 1o a 65o aminoácidos de la proteína E7, 70o al 158o aminoácidos de la proteína 
E6, y 50o a 98o aminoácidos de la proteína E7, 1o a 85o aminoácidos de la proteína E6 derivada del HPV tipo 18, 1o a 20 
65o aminoácidos de la proteína E7, 70o al 158o aminoácidos de la proteína E6, y 50o a 105o aminoácidos de la proteína 
E7 se enlazan en secuencia. 

Más particularmente, el polipéptido de fusión tiene la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 1. 

Además, el péptido señal se refiere a un péptido que incluye aproximadamente 20 a 30 aminoácidos, que sirve para 
secretar una proteína expresada en células, particularmente, una proteína que incluye un polipéptido de fusión de E6 25 
y E7 fuera de las células. Además, una secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido señal se denomina 
"secuencia de la señal secretora". El polipéptido de fusión de E6 y E7 de acuerdo con una realización de ejemplo de 
la presente invención es una proteína (es decir, una proteína del núcleo) expresada en los núcleos de las células 
infectadas con virus, y por lo tanto muestra una inmunidad débil. Por eso, el péptido señal expresado a partir de la 
secuencia de la señal secretora induce la secreción de antígenos E6 y E7 cuya estructura tridimensional se transforma 30 
fuera de las células, lo que conduce a un aumento de las respuestas inmunitarias humorales y celulares específicas 
de antígeno. 

Se puede usar un péptido señal usado en células eucariotas superiores como el péptido señal. Por ejemplo, se puede 
usar una secuencia de la señal secretora del activador del plasminógeno tisular (tPa), HSV gDs o una hormona de 
crecimiento. Más preferiblemente, se puede usar un tPa. Lo más preferible, el péptido señal tiene una secuencia de 35 
aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 2. 

Además, el péptido potenciador de la inmunidad se refiere a un péptido que sirve para potenciar una respuesta inmune 
activando células asociadas con la respuesta inmune (por ejemplo, células dendríticas, etc.). 

Puede usarse un ligando de CD40, un ligando de tirosina quinasa-3 (Flt3) tipo aleta, flagelina u OX40 como el péptido 
potenciador de la inmunidad. Más preferiblemente, el ligando de Flt3 se puede usar aquí. El ligando Flt3 es un factor 40 
para inducir la proliferación y la maduración de las células dendríticas (DCs), que pueden potenciar una respuesta 
inmune contra un antígeno y mostrar un excelente efecto para aliviar un tumor cuando se fusiona con un antígeno 
tumoral. Más preferiblemente, el ligando de Flt3 puede tener una secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID 
NO: 3. 

Además, la presente invención se dirige a proporcionar un polinucleótido que codifica la proteína de fusión de acuerdo 45 
con una realización de ejemplo de la presente invención. 

El polinucleótido codifica la proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención. 
Aquí, el polipéptido de fusión de E6 y E7 puede codificarse a partir de una secuencia de bases establecida en la SEQ 
ID NO: 4, pero la presente invención no está limitada a eso. Además, el péptido señal puede estar codificado a partir 
de una secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 5, pero la presente invención no está limitada a eso. El 50 
péptido potenciador de la inmunidad puede estar codificado a partir de una secuencia de bases establecida en la SEQ 
ID NO: 6, pero la presente invención no está limitada a eso. 

Además, el polinucleótido de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención se puede preparar 
usando síntesis química o una técnica de ingeniería genética. La síntesis química es conocida en la técnica 
relacionada, y cualquier método puede usarse aquí. Además, el polinucleótido se puede sintetizar usando síntesis de 55 
ácido nucleico comercialmente disponible y se puede comprar a un proveedor de ácido nucleico. Cuando el 
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polinucleótido se prepara usando la técnica de ingeniería genética, el polinucleótido puede prepararse, por ejemplo, 
construyendo por separado fragmentos de ácido nucleico que codifican un polipéptido de fusión de E6 y E7, un péptido 
señal y un péptido potenciador de la inmunidad como se conoce en la técnica anterior y enlazar estos fragmentos de 
acuerdo con un marco del mismo. Un método para preparar el fragmento de ácido nucleico es ampliamente conocido 
en la técnica relacionada. Por lo tanto, una persona con experiencia ordinaria en la técnica puede enlazar fácilmente 5 
los fragmentos de ácido nucleico usando una enzima de restricción apropiada. De acuerdo con una realización 
específica de la presente invención, se divulga un método para preparar un polinucleótido usando la síntesis química. 

Adicionalmente, la presente invención está dirigida a proporcionar un vector recombinante que incluye el polinucleótido 
de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención. 

En la presente invención, el término "vector" se refiere a una construcción génica que incluye un fragmento de ADN 10 
exógeno que se inserta en el genoma para codificar un polipéptido. Un vector asociado con la presente invención es 
un vector en el que una secuencia de señal secretora, una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido de 
fusión de E6 y E7 cuya estructura de HPV tridimensional se transforma, y una secuencia de ácido nucleico que codifica 
el péptido potenciador de inmunidad se insertan en el genoma. Los ejemplos del vector pueden incluir un vector de 
plásmido, un vector de cósmido, un vector de bacteriófago, un vector de levadura, o un vector viral tal como un vector 15 
adenoviral, un vector retroviral o un vector viral adeno asociado. 

La secuencia de la señal secretora es una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido que puede secretar un 
antígeno tumoral expresado en las células fuera de las células para reconocer inmunocitos. Por ejemplo, la secuencia 
señal secretora puede incluir una secuencia señal secretora de tPa, HSV gDs, o una hormona del crecimiento. 
Preferiblemente, una secuencia de la señal secretora usada en células eucariotas superiores que incluyen un 20 
mamífero, y, más preferiblemente, el tPa se puede usar aquí. Más preferiblemente, la secuencia de la señal secretora 
puede tener una secuencia de bases expuesta en la SEQ ID NO: 5. Además, la secuencia de la señal secretora de 
acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede ser sustituida con un codón que tiene una alta 
frecuencia de expresión, y usarse en una célula huésped. 

Además, la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido potenciador de la inmunidad se refiere a una secuencia 25 
de ácido nucleico que codifica un péptido que potencia una respuesta inmune activando células asociadas con la 
respuesta inmune (por ejemplo, células dendríticas, etc.). Se puede usar un ligando de CD40, un ligando de Flt3, 
flagelina u OX40 como el péptido potenciador de la inmunidad. Más preferiblemente, el ligando de Flt3 puede usarse 
como el péptido potenciador de la inmunidad. Además, la secuencia de ácido nucleico que codifica el péptido 
potenciador de la inmunidad de acuerdo con una realización ejemplar de la presente invención se puede sustituir con 30 
un codón que tiene una alta frecuencia de expresión, y se usa en una célula huésped. 

Adicionalmente, el polinucleótido incluido en el vector recombinante de acuerdo con una realización de ejemplo de la 
presente invención puede estar sustituido con un codón que tiene una alta frecuencia de expresión en la célula 
huésped. Entre los codones que controlan los aminoácidos cuando el ADN se transcribe y se traduce en una proteína 
en una célula huésped, hay codones que tienen una alta preferencia, dependiendo del huésped. Como se usa en la 35 
presente invención, el término "estar sustituido con un codón que tiene una alta frecuencia de expresión en una célula 
huésped" u "optimizado por codón" se refiere a un estado en el que un polinucleótido es sustituido con estos codones 
que tienen una alta preferencia para aumentar la eficacia de expresión de aminoácidos o una proteína codificada por 
ácidos nucleicos del polinucleótido. 

Aquí, la "célula huésped" incluye una célula procariota o eucariota. En este caso, la célula eucariota incluye una célula 40 
eucariota inferior que incluye las de hongos o levaduras, así como una célula eucariota superior que incluye las de 
mamíferos. 

El vector recombinante de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede incluir una 
secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de fusión en una forma adecuada para expresar la secuencia de 
ácido nucleico que codifica la proteína de fusión de la presente invención en una célula huésped. Es decir, el vector 45 
recombinante de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención incluye una o más secuencias 
reguladoras seleccionadas con base en una célula huésped que puede usarse para la expresión. Aquí, las secuencias 
reguladoras pueden estar acopladas operativamente a una secuencia de ácido nucleico que va a ser expresada. 

El término "estar operativamente acoplado" se refiere a un estado en el que una secuencia de nucleótidos deseada 
(por ejemplo, en un sistema de transcripción/traducción in vitro o una célula huésped) está acoplada a la secuencia 50 
reguladora de una manera adecuada para expresar la secuencia de nucleótidos deseada. 

El término "secuencia reguladora" se refiere a una secuencia que incluye un promotor, un potenciador y otro elemento 
regulador (por ejemplo, una señal de poliadenilación). La secuencia reguladora incluye una secuencia que ordena la 
expresión constitutiva de una secuencia de ácido nucleico deseada en muchas células huésped, y una secuencia que 
ordena la expresión de una secuencia de ácido nucleico deseada solo en una cierta célula huésped (por ejemplo, una 55 
secuencia reguladora específica de tejido). Una persona con experiencia ordinaria en la técnica puede comprender 
que el diseño de un vector de expresión puede variar de acuerdo con factores tales como la selección de una célula 
huésped para ser transformada, y un nivel de expresión de una proteína deseada. El vector de expresión de acuerdo 
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con una realización de ejemplo de la presente invención se puede introducir en una célula huésped para expresar la 
proteína de fusión. 

Además, el vector de expresión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede prepararse, 
por ejemplo, usando la tecnología de ADN recombinante estándar. Por ejemplo, la tecnología de ADN recombinante 
estándar incluye ligamiento de terminales romos y cohesivos, tratamiento con una enzima de restricción para 5 
proporcionar un terminal apropiado, eliminación de un grupo fosfato mediante tratamiento con fosfatasa alcalina para 
evitar el enlace inapropiado y enlace enzimático usando ADN ligasa de T4. El vector de expresión de acuerdo con una 
realización de ejemplo de la presente invención se puede preparar recombinando ADN que codifica un péptido señal 
obtenido por síntesis química o tecnología de recombinación genética, ADN que codifica un polipéptido de fusión de 
E6 y E7 de HPV, y ADN que codifica un péptido potenciador de la inmunidad con un vector que incluye una secuencia 10 
reguladora adecuada. El vector que incluye la secuencia reguladora se puede comprar o preparar de una manera 
comercialmente disponible. En la presente invención, se preparó para su uso un vector para preparar una vacuna de 
ADN, es decir, pGX27. 

De acuerdo con una realización de ejemplo, el vector recombinante de la presente invención puede usarse para 
preparar una línea celular para producir la proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente 15 
invención, o puede usarse como un vector para transferir un gen en terapia génica, o un ingrediente farmacéuticamente 
activo que se administra a un individuo. 

Además, la presente invención está dirigida a proporcionar una célula huésped transformada con el vector 
recombinante de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención. 

El tipo de la célula huésped es como se enumera arriba. 20 

La transformación puede realizarse usando un método conocido para introducir una secuencia de ácido nucleico en 
un organismo, una célula, un tejido o un órgano. En este caso, un método que puede usarse puede seleccionarse de 
modo que pueda ser adecuado para que una célula huésped dentro del alcance de la presente invención, sea 
comprendida a un nivel de una persona con experiencia ordinaria en la técnica. Por ejemplo, dicho método incluye 
electroporación, fusión de protoplastos, precipitación con fosfato de calcio (CaPO4), precipitación con cloruro de calcio 25 
(CaCl2), agitación usando una fibra de carburo de silicio, transformación mediada por agrobacterias, PEG, sulfato de 
dextrano y lifofectamina, pero la presente invención no está limitada a eso. 

Además, la presente invención está dirigida a proporcionar un método para expresar una proteína de fusión de acuerdo 
con una realización de ejemplo de la presente invención incubando la célula huésped transformada de acuerdo con 
una realización de ejemplo de la presente invención. 30 

La proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede expresarse fácilmente 
y producirse en masa incubando la célula huésped transformada en un medio apropiado, o introduciendo la célula 
huésped transformada en cualquier animal e incubando la célula huésped transformada in vivo. 

Además, la presente invención está dirigida a proporcionar una composición para usar en la prevención o el tratamiento 
de una enfermedad desencadenada por HPV en un individuo que lo necesite. Aquí, la composición incluye al menos 35 
uno seleccionado del grupo que consiste en la proteína de fusión de acuerdo con una realización de ejemplo de la 
presente invención, una célula huésped transformada con un vector recombinante que expresa la proteína de fusión 
y un homogeneizado de la proteína de fusión como un ingrediente efectivo. 

En la presente invención, el término "individuo" incluye un mamífero tal como un ser humano, un mono, una rata, un 
cerdo, un bovino y un conejo, pero la presente invención no está limitada a esos. 40 

Además, la enfermedad desencadenada por el HPV puede incluir cáncer de cuello uterino, verrugas anogenitales, 
verrugas, etc. 

Adicionalmente, la composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención puede incluir 
además un portador farmacéuticamente aceptable. Aquí, los portadores farmacéuticamente permitidos incluyen 
lactosa, glucosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidón, goma arábiga, alginato, gelatina, fosfato de calcio, silicato de 45 
calcio, celulosa, metil celulosa, celulosa microcristalina, polivinil pirrolidona, agua, hidroxibenzoato de metilo, 
hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral. Además, la composición puede incluir 
además un lubricante, un agente humectante, un agente aromatizante, un agente emulsionante y un conservante. 

Por ejemplo, la composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención se puede administrar 
directamente a un individuo usando una vía de administración tal como administración intravenosa, intramuscular, oral, 50 
transdérmica, intramucosa, intranasal, intratraqueal o subcutánea, pero la presente invención no está limitada a eso. 
La composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención se puede administrar 
indirectamente a un individuo administrando la composición en células incubadas in vitro y administrando las células 
incubadas al individuo. En este caso, la composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente 
invención se puede administrar sistémica o localmente. 55 

E10855938
19-04-2018ES 2 666 720 T3

 



7 

La composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención se puede formular en una 
preparación oral tal como un gránulo, un polvo, una solución, una tableta, una cápsula o un jarabe seco, o una 
formulación parenteral tal como una solución inyectable, pero la presente invención no está limitada a eso. 
Preferiblemente, la composición de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención se puede 
preparar en forma de una solución o una solución inyectable. 5 

Como el ingrediente activo, la proteína de fusión o el vector de expresión recombinante de acuerdo con una realización 
de ejemplo de la presente invención se pueden administrar a una cantidad efectiva de aproximadamente 0,05 a 500 
mg/kg, preferiblemente de 0,5 a 50 mg/kg. En este caso, la administración se puede realizar considerando una sola 
dosis o dosis divididas. Sin embargo, una cantidad del ingrediente activo para ser administrada puede determinarse 
teniendo en cuenta diversos factores tales como las afecciones a tratar, la edad y el peso corporal de un paciente, y 10 
la gravedad de las afecciones, pero la presente invención no está limitada a eso. 

Además, la presente invención está dirigida a las proteínas de fusión, polinucleótidos, vectores, células huésped y 
composiciones de la presente invención para usar en la inducción de una respuesta inmune de células T específica 
para E6 y E7 de HPV tipo 16 y 18 en un sujeto. 

Una composición farmacéutica de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención, el uso de la 15 
misma, un método de administración de la misma y una dosis de la composición farmacéutica son como se describió 
anteriormente. 

En el uso médico de acuerdo con una realización de ejemplo de la presente invención, el individuo incluye un mamífero 
tal como un ser humano, un mono, una rata, un cerdo, un bovino y un conejo, pero la presente invención no está 
limitada a eso. 20 

Además, la enfermedad desencadenada por el HPV puede incluir cáncer de cuello uterino, verrugas anogenitales, 
verrugas, etc. 

De aquí en adelante, la presente invención se describirá con más detalle con referencia a los Ejemplos de acuerdo 
con la presente invención y a los ejemplos comparativos que no entran dentro del alcance de la presente invención. 
Sin embargo, debe entenderse que los ejemplos no pretenden limitar el alcance de la presente invención. 25 

<Ejemplo 1> Construcción del ADN GX-188E 

Las abreviaturas usadas en los ejemplos de la presente invención se definen de la siguiente manera. Una secuencia 
de ácido nucleico optimizada, "tPa" o "t" se refiere a una secuencia de señal secretora de un activador de plasminógeno 
tisular, y "F" o "Flt3L" se refiere a un ligando de tirosina quinasa-3 tipo aleta. 

Se sintetizaron químicamente una secuencia de señal secretora tPa optimizada por codón que tiene una secuencia 30 
de ácido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 5 y una Flt3L optimizada por codón que tiene una secuencia de ácido 
nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 6 mientras que las secuencias de la señal secretora tPa y Flt3L optimizadas por 
codón se acoplaron entre sí. Se proporcionó un terminal de la secuencia señal sintetizada con los sitios de restricción 
KpnI (5') y NheI (3') para facilitar la inserción en un vector. Un vector para preparar una vacuna de ADN, es decir, 
pGX10 (Publicación de Patente Coreana No. 2003-0047667) fue digerido con enzimas de restricción KpnI y NheI, y 35 
luego ligado con la secuencia señal tPa-Flt3L sintetizada usando ligasa para preparar un vector pGX10/tF. 

Una secuencia de ácidos nucleicos optimizada por codón que codifica para el 1o a 85o aminoácidos del E6 de HPV16, 
una secuencia de ácidos nucleicos optimizada por codón que codifica para los aminoácidos 1o a 65o de E7 de HPV16, 
una secuencia de ácidos nucleicos optimizada por codón que codifica para los aminoácidos 70o a 158o del E6 de 
HPV16, una secuencia de ácido nucleico optimizada por codón que codifica los aminoácidos 50o a 98o del E7 de 40 
HPV16, una secuencia de ácidos nucleicos optimizada por codón que codifica para los aminoácidos 1o a 85o del E6 
de HPV18, un ácido nucleico optimizado por codón que codifica para los aminoácidos 1o a 65o de E7 de HPV18, una 
secuencia de ácido nucleico optimizada por codón que codifica para los aminoácidos 70o a 158o de E6 de HPV18, y 
una secuencia de ácido nucleico optimizada por codón que codifica para los aminoácidos 50o a 105o de E7 de HPV18 
se sintetizaron químicamente mientras que las secuencias de ácidos nucleicos optimizadas por codón se acoplaron 45 
entre sí (en lo sucesivo denominadas 16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C: SEQ ID NO: 4). Se 
proporcionó un terminal de la secuencia de señal sintetizada con sitios de restricción NheI (5') y XbaI (3') para facilitar 
la inserción en un vector. El vector pGX10/tF se digirió con enzimas de restricción NheI y XbaI, y luego se ligó con la 
secuencia de señal sintetizada, 16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C, utilizando ligasa para 
construir un vector pGX10/tF16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C. A continuación, el vector 50 
pGX10/tF16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C se digirió con enzimas de restricción KpnI y XbaI 
para separar tF16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C, y pGX10 se digirió con enzimas de restricción 
KpnI y XbaI, y luego se ligó con tF16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7NI8E6C18E7C usando ligasa para construir 
un vector pGX27/tF16E6N16E7N16E6C16E7C18E6N18E7N18E6C18E7C (de aquí en adelante denominado "GX-
188E"). 55 

<Ejemplo 2> Confirmación del efecto terapéutico de GX-188E en el cáncer de cuello uterino 
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Para confirmar un efecto terapéutico de GX-188E en el cáncer de cuello uterino, las células tumorales TC-1 se 
inyectaron por vía subcutánea en ratas C57BL/6 a una concentración de 5x105 células, y se inyectó GX-188E por vía 
intramuscular a dosis de 50 μg y 100 μg en los días 3 y 8, seguido de electroporación. Se observó un cambio en el 
volumen de las células tumorales desde el día de la inyección hasta el día 27, y los bazos de las ratas se extrajeron 
el día 36. Luego, se colocaron 1x106 células en una placa recubierta con 50 μl de un 5 μg/ml de anticuerpo IFN-g anti 5 
ratón (BD Pharmigen, San Diego, CA) junto con IL-2 y un epítopo de células T CD8 de E6 de HPV16 (E648-57; 
EVYDFAFRDL, Peptron, Corea), un epítopo de células T CD8 de E7 de HPV18 ( E749-57; RAHYNIVTF, Peptron, 
Corea), un grupo de péptidos de E6 de HPV18, o un grupo de péptidos de E7 de HPV18, y se incubaron a 37 ºC 
durante 24 horas en una incubadora de CO2 al 5% (Froma, Minnesota, EE. UU.). La placa se lavó con PBST, y 2 μg/ml 
de un anticuerpo de detección de IFN-g conjugado con biotina (BD Pharmigen, San Diego, CA) se puso en la placa a 10 
una dosis de 50 μl, y se incubó a temperatura ambiente durante aproximadamente 3 horas. Posteriormente, la placa 
se lavó con PBST y se colocó en la placa estreptavidina-fosfato alcalino (AKP) diluido a 1:2.000 a una dosis de 50 μl, 
y se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, la placa se lavó con PBST y se añadieron 66 μl de NBT 
(Promega, Madison, WI) y 33 μl de BCIP (Promega, Madison, WI) en base a 10 ml de un regulador de fosfato alcalino. 
A continuación, se añadieron y se hicieron reaccionar 50 μl de la solución resultante. La placa se colocó en una 15 
incubadora a 37 °C y se mantuvo durante aproximadamente 30 minutos para facilitar una reacción de color. Luego, la 
placa se lavó con agua destilada (D.W.) y se contaron las manchas de color usando un lector. 

Las respuestas inmunes de células T específicas para E6 y E7 de HPV16 y E6 y E7 de HPV18 se midieron en el 
epítopo de célula T CD8 de E6 de HPV16, el epítopo de célula T CD8 de E7 de HPV16, el grupo de péptidos de E6 
de HPV18 y el grupo de péptidos de E7 de HPV18 usando un ensayo de punto de inmunosorbente ligado a enzima 20 
(ELISPOT). Como resultado, se confirmó que el GX-188E indujo una fuerte respuesta inmune específica de antígeno, 
y simultáneamente indujo una respuesta inmune específica para el E6 y E7 del HPV16 y HPV18 (véanse las Figuras 
1, 2, 3 y 4). 

Además, se confirmó que un volumen de tumor se redujo significativamente en las ratas cuyas células tumorales TC-
1 se trataron inmunológicamente con el GX-188E, en comparación con las ratas a las que se inyectó con el pGX27 25 
(control) (véase la Figura 5). 

Aplicabilidad industrial 

La proteína de fusión de acuerdo con la presente invención se puede usar como un agente terapéutico para tratar 
tumores desencadenados por HPV. 

La proteína de fusión de acuerdo con la presente invención, que se prepara para incluir un polipéptido de fusión 30 
recombinado para transformar una estructura tridimensional de las proteínas E6 y E7 derivadas de los tipos 16 y 18 
de HPV, un péptido señal para secretar el polipéptido de fusión fuera de las células, y un péptido potenciador de la 
inmunidad presente en un individuo, puede tratar los tumores desencadenados por el HPV al inducir una fuerte 
respuesta inmune específica a los antígenos contra los tipos 16 y 18 del HPV. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una proteína de fusión que comprende: 

la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4. 

2. Un polinucleótido que codifica la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1. 

3. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2, que comprende además una secuencia de nucleótidos que 5 
codifica un péptido potenciador de la inmunidad. 

4. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2 o 3, que comprende además una secuencia de nucleótidos que 
codifica un péptido señal. 

5. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 4, en el que el péptido señal comprende al menos un péptido 
seleccionado del grupo que consiste en un péptido de la señal secretora de tPa, HSV gDs y hormonas de crecimiento. 10 

6. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 4, en el que el péptido señal comprende la secuencia de 
aminoácidos codificada por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 5. 

7. El polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en el que el péptido potenciador de 
la inmunidad comprende al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en un ligando CD40, un ligando 
tirosina quinasa-3 (Flt3) tipo fms, flagelina y OX40. 15 

8. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 3 a 7, en el que el péptido potenciador de la inmunidad comprende 
la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 6. 

9. El polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que comprende la secuencia expuesta 
en la SEQ ID NO: 4. 

10. Un vector recombinante que comprende el polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 20 
a 9. 

11. Una célula huésped que comprende el polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9 
o el vector recombinante de acuerdo con la reivindicación 10. 

12. Un método para expresar la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1 o producir el polinucleótido de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, que comprende: 25 

incubar la célula huésped de acuerdo con la reivindicación 11. 

13. Una composición que comprende la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, el polinucleótido de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, el vector de acuerdo con la reivindicación 10, o la célula 
huésped de acuerdo con la reivindicación 11 y un portador farmacéuticamente aceptable. 

14. Una proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, un polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las 30 
reivindicaciones 2 a 9, un vector de acuerdo con la reivindicación 10, una célula huésped de acuerdo con la 
reivindicación 11, o una composición de acuerdo con la reivindicación 13 para uso en la inducción de una respuesta 
inmune de células T específica para E6 y E7 de HPV tipo 16 y E6 y E7 de HPV tipo 18 en un sujeto que lo necesita. 

15. Una proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, un polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 2 a 9, un vector de acuerdo con la reivindicación 10, una célula huésped de acuerdo con la 35 
reivindicación 11, o una composición de acuerdo con la reivindicación 13 para uso en prevención o tratamiento de un 
tumor desencadenado por HPV. 

16. La proteína de fusión, polinucleótido, vector, célula huésped o composición para el uso de la reivindicación 15, en 
la que el tumor desencadenado por HPV es un cáncer de cuello uterino. 

17. Una proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, un polinucleótido de acuerdo con una cualquiera de las 40 
reivindicaciones 2 a 9, un vector de acuerdo con la reivindicación 10, una célula huésped de acuerdo con la 
reivindicación 11, o una composición de acuerdo con la reivindicación 13 para uso en la reducción del volumen de un 
tumor desencadenado por el HPV. 

18. Uso de la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, el polinucleótido de acuerdo con una cualquiera 
de las reivindicaciones 2 a 9, el vector de acuerdo con la reivindicación 10, la célula huésped de acuerdo con la 45 
reivindicación 11, o la composición de acuerdo con la reivindicación 14 para la fabricación de un medicamento para 
prevenir o tratar un tumor desencadenado por HPV en un sujeto que lo necesita. 

19. Uso de la proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, el polinucleótido de acuerdo con una cualquiera 
de las reivindicaciones 2 a 9, el vector de acuerdo con la reivindicación 10, la célula huésped de acuerdo con la 
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reivindicación 11, o la composición de acuerdo con la reivindicación 14 para la fabricación de un medicamento para 
reducir el volumen de un tumor desencadenado por HPV en un sujeto que lo necesite o inducir una respuesta inmune 
de células T específica para E6 y E7 de HPV tipo 16 y E6 y E7 de HPV tipo 18 en un sujeto que lo necesite. 
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