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DESCRIPCION

Péptidos largos de 22-45 residuos de aminoacidos que inducen y/o mejoran las respuestas inmunoldgicas
especificas para antigenos

[0001] La presente invencion se refiere en general al campo de la medicina, y mas especificamente a la
induccion y/o mejora de una respuesta de las células T dirigida hacia un antigeno, usando péptidos que
comprenden epitopos especificos para dicho antigeno.

[0002] La invencion es ejemplificada usando inmunidad dirigida al VPH como modelo.

[0003] La Infeccion de VPH es altamente predominante entre individuos jovenes, masculinos y femeninos
sexualmente activos. Grandes estudios prospectivos mostraron que la adquisicion de VPH de compafieros
masculinos es comun, ocurriendo en el 40-60% de los sujetos durante un periodo de seguimiento de 3 afios
(Koutsky et al., 1997, Ho et al., 1998, Marrazzo et al., 2000). Por lo tanto, el VPH es probablemente la
enfermedad de transmisién sexual mas comun.

[0004] Los virus del papiloma de los tipos de alto riesgo (p. €j. VPH 16, 18, 31, 33 y 45) son responsables del
cancer cervical (Bosch et al., 1995, Zur Hausen, 1996). Después de la infeccion de las células epiteliales
basales, los genes tempranos inmediatos E1, E2, E5, E6 y E7 del VPH son expresados. Los genes E1 y E2
regulan la replicacion virica. Ademas, la proteina E2 controla la expresion de las oncoproteinas E6 y E7. La
proteina E6 de los tipos de alto riesgo del VPH se enlaza especificamente con la p53 y toma como objetivo su
rapida degradacion a través de la ruta de ubiquitina. La p53 esta implicada en la iniciacion de la apoptosis, y la
pérdida de esta proteina supone la prevencion de la apoptosis (Scheffner et al., 1990). La proteina E7 de los
tipos de alto riesgo se enlaza con la pRB, que normalmente impide a las células entrar en el ciclo celular
inactivando la E2F, una proteina necesaria para la entrada en el ciclo celular (Dyson et al. 1989). La expresion
de E7 da lugar a que las células infectadas no puedan retirarse del ciclo celular y diferenciarse.

[0005] La prolongada y elevada expresion de las oncoproteinas E6 y E7 estd estrechamente asociada a la
displasia inducida por el VPH y la transformacion en carcinoma cervical. El papel protector del sistema
inmunolégico en la defensa contra las enfermedades relacionadas con el VPH y el cancer inducido por el VPH en
seres humanos es sugerido por el hecho de que en comparacién con controles normales, pacientes de trasplante
renal inmunosuprimidos y pacientes infectados con VIH muestran una incidencia 17 veces superior de infeccion
genital de VPH (Ho et al., 1994, Matorras et al. 1991, Halpert et al. 1986). La capacidad disminuida de individuos
inmunosuprimidos para solucionar la infeccién del VPH apunta indirectamente hacia un papel protector del
sistema inmunolodgico en los primeros momentos de la infeccion. La evidencia de proteccion contra el VPH a
través de inmunidad contra los antigenos tempranos E2, E6 y E7 viene del modelo del virus del papiloma del
conejo de cola de algoddn que es el modelo animal principal para virus del papiloma asociados con el cancer. La
vacunacion con las proteinas no estructurales E1 y E2 induce la regresion de papilomas inducidos por virus
mientras que el crecimiento del tumor virico es suprimido.

[0006] Ademas, los conejos vacunados con la combinacion de los genes E1, E2, E6, y E7 fueron completamente
protegidos contra la provocacion virica (Han et al. 1999, Selvakumar et al. 1995). Estos datos indican que la
inmunidad contra E2, E6, y E7 puede ser eficaz como immunoprofilaxis de la infeccion del virus del papiloma asi
como terapéuticamente para lesiones y cancer inducidos por VPH.

[0007] Existe un interés considerable en la identificacion de epitopos implicados en la respuesta inmune al
VPH16, dada la posibilidad de incorporar éstos como subunidades en una vacuna o usar estos epitopos para
monitorizar la inmunidad inducida por vacuna in vivo. Ya que la mayoria de las células epiteliales expresan el
CMH clase | pero no clase I, la atenciéon se ha centrado hasta el momento en la inducciéon de linfocitos T
citotéxicos CD8+ tumoricidas, especificos de VPH (Melief et al., 2000; Ressing et al., 1995; Ressing et al., 2000;
Ressing et al., 1996). La reactividad de células T CD8+ especificas para VPH ha sido encontrada en la sangre
periférica de pacientes diagnosticadas con lesiones de neoplasia intraepitelial cervical de grado Il (NIC 1) o
carcinoma cervical (Nimako et al., 1997; Ressing et al., 1996) y en las poblaciones de células T infiltradas en
tumores aisladas de pacientes con cancer cervical (Evans et al., 1997).

La inmunidad auxiliar T ("Th") CD4+ especifica para el tumor es ahora también considerada crucial para la
erradicacion eficaz de tumores solidos, a pesar del hecho de que la mayor parte de estos tumores no expresan el
CMH clase Il (resefiado en Melief et al., 2000; Pardoll y Topalian, 1998; Toes et al., 1999). La evidencia reciente
indica que las células T CD4+ especificas de tumor son requeridas no solo para la induccién éptima de LTC
especificos de tumor CD8+ sino también para el éptimo ejercicio de la funcion celular de efector local mediante
estos LTC (Ossendorp et al., 1998, Toes et al., 1999). Para inducir inmunidad especifica de tumor restringida por
el CMH clase |, la presentacion cruzada de antigenos que han sido capturados por células profesionales
presentadoras de antigenos parece jugar un papel dominante. Para inducciéon apropiada de LTC especificos de
tumor mediante cebado cruzado se requiere ayuda de células T CD4+ especificas de tumor (Toes et al., 1999,
Schoenberger et al., 1998).
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[0008] Un papel positivo para la inmunidad Th especifica de VPH fue sugerido por el predominio de células T
CD4+ en las verrugas genitales en regresion (Coleman et al., 1994) asi como por la deteccion de respuestas de
hipersensibilidad de tipo retardado para E7 del VPH16 en la mayoria de sujetos con regresion espontanea de
lesiones de NIC (Hopfl et al., 2000). Ademas, se han detectado células T CD4+ especificas del VPH 16 en la
sangre de pacientes con infecciones persistentes de VPH, lesiones de NIC de alto grado o cancer cervical (de
Gruijl et al., 1998). Para los tipos oncogénicos menos predominantes VPH59 y VPHE8, se aislaron células Th
restringidas por HLA-DR4 fueron aisladas de las células T que se infiltraron en una lesién de cancer cervical
(Hohn et al., 1999). En cambio, a pesar de la presencia de VPH16 en la mayoria de lesiones de NIC progresivas
y canceres cervicales, no hay informacién en profundidad disponible en lo que se refiere a la restriccion por HLA
y especificidad de epitopo de respuestas de las auxiliares T especificas del VPH 16.

[0009] Para una estrategia clinicamente pertinente de inmunizaciéon de sujetos, por ejemplo, contra células
infectadas de forma (mico)bacteriana o virica, o células tumorales, y VPH en particular, se prefiere que tanto las
células T auxiliares especificas como los LTC sean inducidos. Hemos mostrado ya que la inmunizaciéon con
epitopos de LTC minimos produce proteccién contra los tumores en algunos modelos (Feltkamp et al. 1993, Kast
et al. 1991) mientras que en otros modelos, esto puede llevar a tolerancia o eliminacion funcional de virus y LTC
especificos de tumor que cuando se inducen de otra manera son protectores (Toes et al. 1996ab). La incidencia
de tolerancia o eliminacion funcional reduce los efectos de vacunacion significativamente. No obstante, hasta la
presente invencion no hubo ninguna solucion para este fendmeno. Los epitopos implicados en este efecto, por lo
tanto, no eran adecuados para fines de inmunizacion. El procesamiento de antigenos exdgenos para la
presentacion por moléculas del CMH clase | mediante cebado cruzado asi como por otros mecanismos, es ahora
una via secundaria ampliamente reconocida de procesamiento para la presentacién por CMH clase I, junto con la
bien conocida via endégena (Jondal et al. 1996, Reimann et al. 1997). El resultado normal del procesamiento de
antigeno a través de esta ruta es la tolerancia a LTC, a menos que tenga lugar la activacion de CPA por células
T CD4+ (Kurts et al., 1997).

[0010] Ademas, en diferentes estudios con infecciones de virus murino, se detectd una correlacion positiva entre
la frecuencia de precursores de LTC y la inmunidad protectora (Sedlik et al. 2000, Fu et al., 1999). Para una
induccion optima de LTC, la presentacion de epitopos de LTC tiene lugar preferiblemente en la superficie de
células presentadoras de antigeno profesionales (CPA) tales como las células dendriticas (Mellman et al. 1998,
Rodriguez et al. 1999). Mientras que los epitopos minimos de LTC y de Th pueden, sin la necesidad de
procesamiento mediante células presentadoras de antigeno profesionales, ser presentados a células T, las
proteinas necesitan ser absorbidas y procesadas para una presentacion éptima de LTC y pueden darse epitopos
de Th en el CMH clase | y CMH clase I, respectivamente (Manca et al. 1994).

[0011] La presente invencion se refiere a medios y métodos para mejorar las respuestas inmunolégicas
especificas para antigenos. Con este fin, se describe un método para inducir y/o mejorar una respuesta de las
células T especifica de antigeno que comprende proporcionar un sistema capaz de exhibir dicha respuesta con
un péptido que comprende un epitopo de células T especifico para dicho antigeno, comprendiendo dicho péptido
22-45 residuos de aminoacidos. Estos péptidos se pueden sintetizar eficazmente a la vez que también permiten
la absorcién eficaz por células capaces de procesar dicho péptido y presentan epitopos procesados en el
contexto del CMH-I o CMH-II. Preferiblemente, dicho péptido es procesado por una célula presentadora de
antigenos profesional.

[0012] La presente invencién contempla el uso de un péptido para la produccién de un medicamento, para
inducir o aumentar una respuesta de la célula T especifica de VPH en un animal o un humano, o un péptido para
inducir o aumentar una respuesta de célula T especifica de VPH en un animal o un humano, segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5. La presente invencién proporciona ademas un medicamento que comprende un
péptido y opcionalmente un adyuvante tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; dicho
péptido es referido en este documento como el péptido segun la invencion.

[0013] Las células presentadoras de antigeno y particularmente las células presentadoras de antigeno
profesionales, tales como las células dendriticas, son muy eficaces para procesar y presentar epitopos, mientras
que ademas comprenden funciones adicionales que permiten la comunicacion eficaz con células T que en Ultima
instancia conduce a la induccién mejorada y/o potenciacion de dicha respuesta de las células T especifica de
antigeno. Asi en una realizacion preferida se describe un método donde dicho péptido comprende una secuencia
capaz de activar una célula presentadora de antigeno. Por secuencia capaz de activar una célula presentadora
de antigeno se entiende una secuencia que es capaz de activar al menos parcialmente una célula presentadora
de antigeno, preferiblemente una célula presentadora de antigeno profesional. Dicha activacion lleva
preferiblemente a la presentacion de al menos un epitopo de dicho péptido en la superficie de dicha CPA. En una
realizacion particularmente preferida dicho péptido comprende al menos dos epitopos de células T para dicho
antigeno. La presencia de dos epitopos de células T para dicho antigeno permite una induccion y/o mejora
incluso mas eficaz de dicha respuesta de las células T especifica de antigeno.

[0014] Preferiblemente, al menos uno de dichos epitopos comprende un epitopo de células T auxiliares para
dicho antigeno o un epitopo de linfocitos T citotdxicos (LTC) para dicho antigeno. Tener al menos uno u otro
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epitopo presente en el péptido es favorable. Se consigue induccién y/o mejora eficaz cuando dicho péptido
comprende una secuencia activadora de auxiliares T.

[0015] Por una secuencia activadora de auxiliares T se entiende aqui una secuencia capaz de activar al menos
parcialmente una célula T auxiliar. Dicha activacion preferiblemente lleva a induccién mejorada y/o potenciacion
de dicha respuesta de las células T especifica de antigeno. En una realizacion, dicho péptido comprende al
menos un epitopo de células T auxiliares para dicho antigeno y al menos un epitopo de linfocitos T citotdxicos
(LTC) para dicho antigeno. Sorprendentemente, se ha observado que con tales péptidos el problema de
induccion de tolerancia (parcial) contra los epitopos en dicho péptido no ocurre, o lo hace en menor medida,
mientras que la induccién y/o mejora de una respuesta de las células T especifica para dicho antigeno es muy
eficaz. Asi en una realizacion descrita particularmente preferida, dicho péptido comprende al menos un epitopo
de células T auxiliares para dicho antigeno y al menos un epitopo de linfocitos T citotdxicos (LTC) para dicho
antigeno.

[0016] Un epitopo para un antigeno es capaz de interaccion con un receptor de células T especifico para dicho
antigeno, siendo dicho receptor de células T especifico para una molécula del CMH | o CMH Il que presenta un
péptido derivado o derivable de antigeno que comprende dicho epitopo. Aunque dicho receptor de células T
debe ser capaz de interaccion con un péptido derivado o derivable de dicho antigeno, dicho epitopo puede estar
presente en una amplia variedad de diferentes compuestos. Generalmente un epitopo para antigeno esta
presente en una parte inmunogénica de dicho antigeno, siendo dicha parte de al menos 9 aminoéacidos de
longitud y capaz de ser presentada por una molécula del CMH-I o CMH-II. Con la tecnologia actual, no obstante,
es posible proporcionar epitopos que se generan en una via completamente diferente o que comprenden
material diferente. Por ejemplo, una vez que se sabe que un fragmento de dicho antigeno comprende un epitopo,
se pueden generar péptidos que son diferentes en una o mas posiciones de aminoacidos. Posteriormente la
presencia o ausencia de dicho epitopo puede faciimente verificarse mediante, por ejemplo, un ensayo ELISPOT
que utiliza una célula T especifica para dicho epitopo. Los epitopos para un antigeno pueden estar presentes en
una variedad de diferentes moléculas tales como, pero no limitadas a, péptidos, péptidos modificados,
peptidomiméticos.

[0017] Un péptido descrito puede comprender un epitopo para cualquier antigeno particular.

No obstante, preferiblemente dicho antigeno comprende una proteina (mico)bacteriana y/o virica o una parte
inmunogénica, derivada y/o andloga de la misma. En un aspecto descrito, dicho antigeno comprende una
proteina de Mycobacterium o una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de la misma. En una realizacion
preferida dicho antigeno comprende hsp65 369-412 (Ottenhof et al., 1991; Charo et al., 2001). Hsp65 369-412
comprende un epitopo de HLA-A*0201 en la posicion 369-377, reconocido por células T citotdxicas, y un epitopo
DR5 en la posicién 390-412, reconocido por células T auxiliares. En otra realizacion preferida, dicho antigeno
comprende una proteina del virus del papiloma humano (VPH) o una parte inmunogénica, derivada y/o analoga
de la misma. Una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de una proteina comprende la misma capacidad
inmunogénica en tipo, no necesariamente en cantidad, que la propia proteina. Un derivado de tal proteina puede
ser obtenido mediante sustitucion de aminoacidos preferiblemente conservadora.

[0018] Mas preferiblemente, dicha proteina comprende E2, E6 y/o E7. Se identificaron regiones en la secuencia
E2, E6 y E7 que fueron mayoritariamente inmunogénicas. Ademas, una variedad de epitopos de Th
naturalmente procesados fueron identificados mapeando esta regién. Los métodos incluian cultivos de PBMC a
corto y a largo plazo respectivamente, derivados de donantes de sangre sanos. Los cultivos de PBMC fueron
estimulados con péptidos de 22-35 residuos de aminoacidos de longitud. En paralelo, la inmunidad especifica de
E2, E6 y E7 inducida in vivo, segun se detecta mediante ensayos IFNy ELISPOT, fue analizada en sujetos sanos
asi como en sujetos diagnosticados con lesiones de VPH16+.

[0019] Se encontré que la inmunidad auxiliar T especifica de patdgeno y de tumor juega un papel central en la
defensa inmunoldégica natural y la inducida por vacuna contra las infecciones viricas y tumores. La respuesta de
las Th contra las proteinas E2, E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH 16) fue investigada en
detalle. Por medio de cultivos de PBMC a corto y largo plazo de donantes sanos tipificados por su HLA,
identificamos tres regiones separadas en la proteina E2 (E2 31-120; E2 151-105; E2 271-365), la parte C- terminal de E6
del VPH16 (E6 g1-158) y la parte central de E7 del VPH16 (E7 31-77) como la mayor region inmunogénica entre
estos antigenos. Ademas, mapeamos diez epitopos de Th distintos entre estas proteinas (DR1/E2 351.365,
DR2/E2 316.330, DR2/E2 346.355, DR4/E2 51.70, E2 61.76, DQ6/E2 311325, DR15/E7 50.62, DR3/E7 43.77, DQ2/E7 35.50,
DR1/E6 127.142).

[0020] Empleando el analisis IFNy ELISPOT, detectamos inmunidad Th en el subconjunto de células T de
memoria CD45RO+ contra el E2 del VPH16 y el E6 del VPH16 en individuos sanos, sugiriendo inmunidad
protectora dirigida a E2 y E6 contra una infeccion de VPH previa.

[0021] Ademas, se detecté inmunidad Th hacia E7 del VPH16 en sujetos con lesiones VPH16+. Varias de estas
respuestas coincidieron con los tres epitopos de Th derivados de E7 definidos en este estudio. Varios sujetos
VPH16+ no mostraron ninguna inmunidad de células T productora de citoquina tipo 1 especifica de E7, lo que
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indica fallo de la respuesta inmune.

[0022] Hemos demostrado que péptidos largos que contienen epitopos tanto de LTC como de Th no sélo
inducen células Th especificas de antigeno sino que pueden inducir también LTC especificos de antigeno. Tales
péptidos pueden mejorar también las respuestas de los LTC especificas de antigeno. En contraste con la
inmunizacién de ratones C57/B16 con el epitopo de LTC minimo derivado de E1A (SGPSNTPPEI) que da lugar
al crecimiento aumentado del tumor, la inmunizacién con la HPLC purificé péptidos de 32 aminoacidos de
longitud que contenian este epitopo LTC minimo de proteina E1A de adenovirus
(RECNSSTDSCDSGPSNTPPEIVPHVRLCPIIKP) dio lugar a proteccion contra una provocacion con células
tumorales transformadas de adenovirus E1A +RAS.

[0023] Ademas, se indujeron LTC restringidos por H-2Db especificos del VPH16 tras inmunizacion con péptidos
de 35 residuos de aminoacidos de longitud, que contenian el epitopo LTC minimo de 9 aminoacidos de longitud
RAHYNIVTF, como se muestra mediante la presencia de células T CD8+ positivo de tetramero H-2Db-
RAHYNIVTF en un andlisis FACS de células de bazo. Particularmente, en una comparacion directa, las
respuestas de los LTC inducidas por el péptido 35-mer fueron mucho mas fuertes que las respuestas de los LTC
inducidas por el epitopo de LTC minimo y esta diferencia fue incluso mas pronunciada después de la activacion
especifica de células presentadoras de antigeno profesionales que pueden absorber, procesar y presentar
epitopos en el péptido largo de manera éptima. Ademas, la presente invencidon muestra que la estimulacién de
LTC por el péptido segun la invencion, en presencia de agentes activadores de células presentadoras de
antigeno, produce la erradicacion completa de nédulos tumorales pequefios. En cambio, dicho epitopo de LTC
minimo no es capaz de inducir la erradicacién completa de tumores en todos ratones.

[0024] Asi, la vacunacién con el péptido largo de la invencion evita la induccién de tolerancia que puede ocurrir
cuando se usan péptidos del epitopo de LTC minimo. El péptido largo de la invencién conduce a una cantidad
mas alta de LTC, generalmente asociada a una mejor proteccion. Sin estar obligado por la teoria, al menos uno
de dos mecanismos independientes es responsable de esto. Un mecanismo es la union fisica de epitopos de
auxiliares T y epitopos de LTC en un péptido. Otro mecanismo es la presentacion preferencial de al menos un
epitopo de LTC y/o de auxiliares T presente en el péptido largo de la invencién mediante células presentadoras
de antigeno profesionales. Debido a su tamafio, que excluye la unién directa del péptido de la invencién al CMH
clase I, dicho péptido necesita ser absorbido por CPA profesionales (por ejemplo, células dendriticas) que son
capaces de procesar antigenos exdégenamente derivados y presentar péptidos en el CMH clase |. Otras células
son mucho menos capaces de procesar y, en consecuencia, presentar epitopos. Asi se evita, al menos en parte,
la presentacion de base por las CPA no profesionales. El efecto de seleccion de diana preferencial del péptido de
la invencion hacia las CPA aumenta cuando el péptido largo de la invencion se usa junto con un agente activador
de célula dendritica, lo cual es una realizacién preferida.

[0025] En otra realizacion descrita dicho antigeno comprende un auto-antigeno, preferiblemente un auto-
antigeno especifico de célula tumoral o una parte funcional, derivado y/o analogo del mismo.

[0026] El término "auto-antigeno” se refiere a un antigeno que es codificado por la especie animal a la que las
células T pertenecen. También se refiere a un antigeno que surge o es expresado como resultado de las
aberrantes expresion, modificacion, plegado de proteinas de dicho animal y/o mutacién de secuencias en el ADN
o ARN de una célula que codifica una proteina de dicho animal. En una realizacion descrita dicho auto-antigeno
comprende un antigeno MAGE, CTA o PSA.

[0027] En una realizacion descrita particularmente dicho péptido comprende un epitopo de células T especifico
de antigeno que induce tolerancia y/o eliminacion funcional de LTC y/o células T auxiliares especificos de
antigeno en dicho sistema.

[0028] Es bien conocido en la técnica que las respuestas inmunoldégicas especificas de antigeno se pueden
reforzar proporcionando un adyuvante a sistemas capaces de exhibir dichas respuestas. Los adyuvantes son
también utiles en la presente invencidon. En una realizacion preferida dicho adyuvante comprende un exosoma,
una célula dendritica, MPL (monofosforil lipido A), poli I: C, Ampligen (poli I: poli C'?U) y/o acido nucleico CpG.

[0029] Segun la presente invencion, la ventaja del enlace de epitopos esta en el incremento de la probabilidad de
presentacion simultanea de los epitopos restringidos tanto por el CMH clase | como clase Il en la superficie de
una unica CPA, facilitando asi la entrega de ayuda cognada de célula T al cebado de LTC. Se prefiere la
presentacion mediante células presentadoras de antigeno profesionales, porque dichas células pueden absorber
antigenos mas eficazmente en comparacion con células presentadoras de antigeno no profesionales. Por otra
parte, solo las células presentadoras de antigeno profesionales son capaces, en respuesta a la absorciéon de
antigenos, de activar células T auxiliares.

[0030] Dicha activacion es importante para una respuesta inmune 6ptima.
[0031] EI nivel de la respuesta de los LTC depende de la activacion de células dendriticas como se muestra en
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esta invencion. Uno de los mecanismos que dan lugar a la alta eficacia de nuestra vacuna contra E7 del VPH16
de péptido largo, es el hecho de que la secuencia natural E7 del VPH16 contiene un epitopo de auxiliares T y de
LTC que estan fisicamente enlazados entre si. Para obtener péptidos largos que contienen epitopos de Th y
epitopos de LTC que son preferiblemente presentados por células presentadoras de antigeno profesionales, se
puede unir dos o mas epitopos de auxiliares T y de LTC que no son secuencias de origen natural pero que dan
lugar a un péptido de tamafio considerable. Estos epitopos de auxiliares T y de LTC pueden ser derivados de
dos antigenos diferentes, son preferiblemente de la misma célula tumoral o el mismo patégeno pero pueden no
estar relacionados. Segun la divulgacion, una respuesta de las células T dirigida hacia un antigeno especifico
puede también ser inducida o mejorada con un péptido largo que comprende un epitopo de Th que no tiene
relacion con dicho antigeno. Las CPA pueden generalmente ser activados por dicho epitopo de Th no
relacionado. No obstante, dicho epitopo de Th se refiere preferiblemente a dicho antigeno.

[0032] Hay muchos sistemas disponibles donde las respuestas inmunoldgicas especificas de antigeno se
pueden inducir y/o mejorar proporcionando a dicho sistema un péptido que incluye un epitopo especifico para
dicho antigeno. Por ejemplo, cultivos in vitro de células mononucleares sanguineas periféricas. Muchos otros
sistemas estan disponibles. No obstante, en una realizacion preferida de la invencion dicho sistema comprende
un animal. Mas preferiblemente, dicho animal es un humano.

[0033] Un método de la invencién es muy adecuado para proporcionar a un animal inmunidad contra dicho
antigeno y/o para mejorar dicha inmunidad. Los métodos de la invencion son adecuados para cualquier fin para
el que se usen ofras estrategias de inmunizacion. Las antiguas inmunizaciones se usan para fines de
vacunacion, es decir para la prevencion de la enfermedad. No obstante, los métodos de la invencién no son soélo
adecuados para evitar enfermedad. Los métodos también pueden usarse para tratar la enfermedad existente,
por supuesto con las limitaciones por las que la enfermedad es tratable, induciendo y/o mejorando la inmunidad
de células T especifica de antigeno. Esta caracteristica puede utilizarse para tratar, por ejemplo, enfermedades
asociadas a infecciones viricas, tales como algunos canceres. En principio, cualquier enfermedad curable de una
manera relacionada con la inmunologia puede beneficiarse de métodos descritos en este documento. En una
realizacion preferida dicho animal sufre o tiene riesgo de sufrir una enfermedad que es al menos en parte tratable
o prevenible, induciendo y/o mejorar dicha respuesta inmune. Preferiblemente dicha enfermedad comprende una
enfermedad virica y/o cancer. En otra realizacion preferida dicha enfermedad comprende una infeccion
(mico)bacteriana.

[0034] En otro aspecto, se describe un péptido que comprende 22-45 residuos de aminoacidos, que comprende
un epitopo de células T especifico para un antigeno. Preferiblemente, dicho péptido comprende al menos dos
epitopos de células T especificos para dicho antigeno. Preferiblemente dicho péptido comprende un epitopo de
LTC para dicho antigeno o un epitopo de células T auxiliares para dicho antigeno. En una realizacion
particularmente preferida dicho péptido comprende un epitopo de LTC para dicho antigeno y un epitopo de
células T auxiliares para dicho antigeno. Preferiblemente dicho epitopo de LTC y/o de auxiliares T para dicho
antigeno conduce a tolerancia o eliminacion funcional de LTC y/o células T auxiliares, respectivamente,
especificas para dicho epitopo, cuando estan presentes en un péptido que comprende 21 residuos de
aminoacidos o menos. En una realizacion preferida dicho péptido comprende entre 22 y 35 residuos de
aminoacidos. Mas preferiblemente, dicho péptido comprende entre 32 y 35 aminoacidos.

[0035] Ademas se describe el uso del péptido de la invencion para inducir y/o mejorar una respuesta inmune
especifica para dicho antigeno. Se describe también el uso del péptido para la preparacion de una vacuna.
Preferiblemente, para la preparacion de una vacuna para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad
relacionada con el VPH y/o cancer. Ademas se describe un uso para la preparacion de un medicamento.
Preferiblemente para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un individuo que sufre o tiene
riesgo de sufrir una enfermedad virica y/o cancer. En otra realizaciéon preferida dicho individuo sufre o esta en
riesgo de sufrir una enfermedad (mico)bacteriana.

[0036] En aun otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de la invencién que comprende ademas
obtener una célula T especifica de antigeno de dicho sistema. Asi también se proporciona una célula T aislada
obtenible por un método descrito. Dicha célula T puede, por supuesto, ser también usada para preparar un
medicamento. Se proporciona también una vacuna que comprende el péptido de la invencién. Se proporciona
también un medicamento que comprende el péptido de la invencion.

[0037] El péptido de la invenciéon también puede usarse para determinar si una coleccién de células comprende
una célula T especifica de antigeno, incluyendo dicho péptido un epitopo para dicho antigeno.

[0038] Por ejemplo, para determinar si un individuo comprende inmunidad para dicho antigeno. La presencia de
dicha célula T es, preferiblemente, determinada mediante ELISA, ELISPOT, respuesta de hipersensibilidad de
tipo retardado, tincion de citoquina intracelular y/o tincién de citoquina extracelular.

[0039] En otro aspecto, se describe un péptido que comprende un epitopo inmunogénico seleccionado de una
region inmunogénica de las proteinas E2, E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16. Preferiblemente,
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dichas regiones inmunogénicas comprenden tres regiones separadas en la proteina E2 (E231.120; E2151-195; E2271-
3e5) abarcando los aminoacidos 31-120, 151-195 y 271-365 de la proteina E2 del virus del papiloma humano 16;
la region C-terminal de E6 del VPH16 (E6s1-158) abarcando la region de aminoacidos 81-158 en la proteina E6 del
VPH 16; y la parte central de E7 del VPH16 (E731.77) abarcando la region de aminoacidos de 31-77 de una
proteina E7 del virus del papiloma humano 16.

[0040] Mas preferiblemente, dichas regiones inmunogénicas comprenden en dicha proteina E2 una region que
abarca los aminoacidos 46-75, una region que abarca los aminoacidos 51-70, una region que abarca los
aminoacidos 61-76, una region que abarca los aminoacidos 316-330, una regiéon que abarca los aminoacidos
311-325, una regidon que abarca los aminoacidos 346-355 y una regiéon que abarca los aminoacidos 351-365.
Ademas, dichas regiones inmunogénicas comprenden en dicha proteina E6 una region que abarca los
aminoacidos 81-158. Mas preferiblemente dichas regiones inmunogénicas comprenden en dicha proteina E6 una
regién que abarca los aminoacidos 121-142 y una regién que abarca los aminoacidos 127-140.

[0041] Ademas dichas regiones inmunogénicas comprenden en dicha proteina E7 una regién que abarca los
aminoacidos 35-50, una regidon que abarca los aminoacidos 50-62 y/o una regidon que abarca los aminoacidos
43-77. Una respuesta de las células T auxiliares puede muy bien ser suscitada y/o mejorada, usando cualquiera
de las regiones inmunogénicas mencionadas antes. Particularmente, estas regiones inmunogénicas son capaces
de suscitar/mejorar respuestas de las auxiliares T restringidas por diferentes moléculas del HLA clase .

[0042] En otro aspecto, se describe un método para inducir y/o mejorar una respuesta de las células T dirigida
hacia un antigeno, que comprende poner en contacto una célula T con un péptido, que tiene un tamafio de
aproximadamente 22-45 residuos de aminoacidos, que comprende un epitopo de células T minimo de dicho
antigeno. Preferiblemente, dicho péptido tiene un tamario de aproximadamente 22-40 residuos de aminoacidos.
Dicho epitopo de células T minimo es preferiblemente presentado en forma de un péptido con un tamafio de
aproximadamente 22-40 residuos de aminoacidos, ya que encontramos que el problema de tolerancia o
eliminacion funcional de LTC por inmunizacién con epitopos minimos se puede evitar mediante el uso de
péptidos largos (22-45; preferiblemente 22-40 residuos de aminoacidos) que son capaces de cebar células LTC
y/o auxiliares T. Dichos péptidos largos, que comprenden al menos un epitopo de células T minimo, son capaces
de inducir y/o mejorar una respuesta de las células T.

La inmunizacién con dicho péptido largo, que comprende un epitopo de células T minimo, produce proteccion
incluso cuando dicho epitopo minimo conduce a tolerancia o eliminacién funcional de LTC especificos de virus y
de tumor cuando se administra en una forma desnuda a dichos LTC. Dicho epitopo de células T minimo se
puede derivar de una regiéon inmunogénica descrita en este documento. Asi, en un aspecto, se describe un
método donde dicho epitopo minimo conduce a tolerancia o eliminacién funcional de LTC especificos de virus y
de tumor cuando se administran en una forma desnuda a dichos LTC.

[0043] En otro aspecto, se describe un método para inducir y/o mejorar una respuesta de célula T dirigida hacia
un antigeno, que comprende poner en contacto dicha célula T con un péptido, que tiene un tamafio de
aproximadamente 22-45 residuos de aminoacidos, que comprende un epitopo de células T minimo de dicho
antigeno. Dicho epitopo de células T minimo se presenta en forma de un péptido con un tamafio de
aproximadamente 22-45, preferiblemente de aproximadamente 22-40, residuos de aminoacidos porque
encontramos que la induccién de LTC (especificos de virus y de tumor) es mas eficaz con dichos péptidos largos
y produce nimeros mas altos de LTC especificos de antigeno. El uso de dichos péptidos largos produce una
presentacion mas eficaz de los epitopos de LTC y/o de Th comprendidos. Sin estar obligado por la teoria se
piensa que los péptidos largos necesitan ser procesados y presentados por células presentadoras de antigeno
profesionales. La evidencia que apoya esta teoria viene de una inducciéon mas eficaz de inmunidad LTC después
de la vacunacion con dichos péptidos largos y agentes activadores de células presentadoras de antigeno
profesionales.

[0044] Poner en contacto una célula T con un péptido, en términos de la invencién, se realiza preferiblemente por
medio de una molécula del CMH clase | o del CMH clase Il. Dicha molécula del CMH puede presentar dicho
péptido, después de procesar el péptido, a dicha célula T. Un antigeno de la invenciéon puede ser un antigeno
derivado de un virus, una bacteria o asociado a células tumorales.

[0045] Preferiblemente un antigeno comprende una proteina del virus del papiloma humano (VPH). Mas
preferiblemente, dicho VPH comprende VPH 16. En un aspecto mayoritariamente preferido, dicha proteina
comprende E2, E6 y/o E7 del VPH 16. Dichos péptidos largos son capaces de cebar LTC y/o células T auxiliares.

[0046] Por inducir una respuesta de las células T se entiende en este documento que se suscita una respuesta
de las células T dirigida hacia un antigeno determinado. Antes de dicha induccién, dicha respuesta de las células
T no estaba presente, o estaba por debajo de niveles detectables o era no funcional. Por mejorar una respuesta
de las células T se entiende en este documento que la accion total de las células T dirigida hacia un antigeno
determinado se vuelve mayor y/o mas eficaz en comparacion con la accién total de dichas células T antes de
dicha mejora. Por ejemplo, después de dicha mejora se pueden generar mas células T dirigidas hacia dicho
antigeno. Como resultado, la accion de las células T adicionalmente generadas incrementa la accion total contra
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dicho antigeno. Alternativamente, dicha mejora puede comprender el incremento de la accién de células T
dirigidas hacia dicho antigeno. Dichas células T pueden, por ejemplo, reaccionar mas fuerte y/o mas
rapidamente con dicho antigeno. Por supuesto, el resultado de dicha mejora puede ser la generacién de células
T adicionales junto con el incremento de la acciéon de dichas células T. Alternativamente, dicha mejora puede
comprender sélo la generacion de células T adicionales, o sélo el incremento de la accién de las células T.

[0047] Un epitopo de células T minimo se define en este documento como un péptido derivado de un antigeno,
capaz de inducir una respuesta de las células T contra dicho antigeno. Dicho epitopo de células T minimo es
adecuado para ser enlazado por una molécula de mayor histocompatibilidad clase | o Il. Tipicamente, un epitopo
de LTC minimo consiste en 8-11 aminoacidos. Un epitopo de células T minimo que va a ser enlazado por una
molécula CMH clase Il consiste preferiblemente en al menos 11 aminoacidos.

[0048] En términos de la invencion, administrar un epitopo minimo en una forma desnuda significa que dicho
epitopo se administra como un péptido que tiene el tamafio de dicho epitopo o como un péptido que comprende
dicho epitopo flanqueado en uno o ambos lados con secuencias adicionales, siendo el tamafio de dicho péptido
menor de 22 residuos de aminoacidos. Por ejemplo, dicho epitopo puede estar flanqueado por sitios de
procesamiento.

[0049] Con las ensefianzas de la presente invencion es posible inducir y/o mejorar una respuesta de las células
T dirigida hacia un antigeno que usa el péptido de la invencién. Por supuesto, ejemplos de dicho péptido se
proporcionan también en este documento. Asi, una realizacién descrita proporciona un péptido, que tiene un
tamafio de aproximadamente 22-45, preferiblemente de aproximadamente 22-40 residuos de aminoacidos, que
comprende al menos un epitopo de células T minimo. Dicho péptido comprende un epitopo de LTC minimo y/o
un epitopo de células T auxiliares minimo. Preferiblemente dicho péptido comprende un epitopo inmunogénico
de la invencion.

[0050] EIl péptido de la invencién es mas adecuado para ser usado con fines de vacunaciéon que un epitopo
minimo en una forma desnuda, si la inmunizacién con dicho epitopo minimo conduce a tolerancia o eliminacion
funcional de LTC. Asi, en un aspecto, la invenciéon proporciona el péptido segun la invencién, donde dicho
epitopo de LTC minimo conduce a tolerancia o eliminaciéon funcional de LTC especificos de virus y de tumor
cuando se administra en una forma desnuda a dichos LTC. Un péptido descrito tiene preferiblemente un tamano
de aproximadamente 22-45 residuos de aminoacidos. Preferiblemente, un péptido descrito tiene un tamarfio de
22-35 residuos de aminoacidos. Mas preferiblemente, un péptido descrito comprende 32 residuos de
aminoacidos.

[0051] En otro aspecto un péptido descrito comprende un tamaio de 35 residuos de aminoacidos.

[0052] EIl péptido de la invencion es mas adecuado para ser usado con fines de vacunaciéon que un epitopo
minimo en una forma desnuda, si la inmunizacién con el péptido de la invencion conduce a niumeros mas altos
de LTC. Esto se puede conseguir asegurando que la presentacion predominantemente tiene lugar mediante
células presentadoras de antigeno profesionales. Asi, en un aspecto, la invencién proporciona el péptido segin
la invencion donde dicho péptido conduce a niumeros mas altos de LTC especificos de virus y/o de tumor que
cuando se administran epitopos de LTC minimos. En otro aspecto el péptido de la invencién conduce a una
fuerte respuesta de los LTC capaz de erradicar (pequefios) nddulos tumorales.

[0053] La técnica conoce actualmente muchas maneras de generar un péptido. Los péptidos descritos no estan
limitados a ninguna forma de péptido generado siempre y cuando el péptido generado comprenda un epitopo de
células T minimo. A modo de ejemplo, el péptido de la invenciéon puede ser obtenido de la proteina E7,
sintetizado in vitro o por una célula, por ejemplo, a través de un acido nucleico codificante. Un péptido puede
estar presente como un Unico péptido o incorporado en una proteina de fusion. En una realizacion, dicho péptido
esta flanqueado por sitios de procesamiento permitiendo el procesamiento de dicho péptido dentro de una célula
de tal manera que permita el transporte y/o incorporacion a una molécula CMH en la superficie de dicha célula.
En una realizacion preferida, el péptido de la invencién es capaz, después del procesado, de complejaciéon con
una molécula CMH clase Il. La inmunidad de las células T restringida por el CMH clase Il es actualmente
considerada importante en la erradicacion de, por ejemplo células tumorales, aunque dichas células tumorales
frecuentemente no expresan moléculas CMH de clase Il. El péptido de la invencion es particularmente adecuado
para suscitar, inducir y/o estimular células T dependientes tanto del CMH clase | como del CMH clase Il. Asi, en
un aspecto, la invencion proporciona un uso del péptido de la invencién para inducir y/o mejorar una respuesta
de las células T dirigida hacia un antigeno. Un método para suscitar y/o mejorar una respuesta inmune en un
individuo, que comprende administrar a dicho individuo el péptido de la invencion, se proporciona también en
este documento. En otro aspecto, la invencién proporciona un uso del péptido de la invencion para la
preparacion de una vacuna; dicha vacuna comprende una vacuna para, al menos en parte, profilaxis de una
enfermedad relacionada con el VPH.

[0054] Por ejemplo, se han encontrado células T reactivas con proteinas E2 y E6 del VPH en individuos sanos
indicando que las regiones inmunogénicas identificadas en las proteinas E2 y E6 del VPH16 comprenden
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epitopos relevantes para tratamientos profilacticos anti cancer basados en estrategias de vacunacion y/o de
inmunoterapia adoptiva. Adicionalmente, se han encontrado células T reactivas a proteinas E7 y E6 del VPH en
sujetos que comprenden lesiones de NIC Il y en sujetos con cancer cervical. Esto indica que las regiones
inmunogénicas identificadas de las proteinas E7 y E6 del VPH 16 comprenden epitopos relevantes para
tratamientos anti cancer basados en estrategias de vacunacion y/o de inmunoterapia adoptiva.

[0055] El péptido de la invencion es adecuado para la generacién y/o induccion de células T especificas del VPH.
En un aspecto se ha descrito un método para generar una célula T especifica del virus del papiloma humano 16
que comprende poner en contacto una coleccién de células T naive con el péptido de la invencion y cultivar al
menos parte de dicha coleccion de células T. En otro aspecto se ha descrito un método para inducir produccién
de citoquina (como, por ejemplo, IL-2 o IFNy) especifica de antigeno mediante una célula T de memoria
especifica del virus del papiloma humano 16, que comprende poner en contacto una coleccion de células T de
un sujeto infectado con el virus del papiloma humano 16 con el péptido de la invencion y cultivar al menos parte
de dicha coleccion de células T. En una realizacion preferida de estos aspectos, dicha célula T especifica del
virus del papiloma humano 16 es aislada.

[0056] En aun otro aspecto, un método descrito comprende ademas obtener una célula T dirigida hacia un
antigeno, que comprende inducir y/o mejorar una célula T con un método descrito y recolectar células T
formadas dirigidas hacia dicho antigeno. Por supuesto, una célula T aislada obtenible por un método descrito
también se proporciona en este documento. Dicha célula T se puede usar de muchas maneras, por ejemplo,
para la deteccién de un epitopo de la invencién, por ejemplo, en un ensayo de diagndstico. No obstante,
preferiblemente dicha célula T se usa en estrategias de inmunoterapia. Tales estrategias incorporan, pero no
estan limitadas a, estrategias donde tales células T se infunden en un sujeto que sufre un cancer o una lesion
cervical inducidos por el VPH-16. Asi, en un aspecto se ha descrito un uso de una célula T tal y como se define
en este documento para el tratamiento, al menos en parte, de una enfermedad relacionada con el VPH. En tales
estrategias se prefiere que dicha célula T y dicho sujeto sean histocompatibles. Aunque esto puede no ser
siempre cierto. En algunos casos las los errores de coincidencia para histocompatibilidad incluso mejoran la
funcionalidad de dicha célula T en dicho sujeto. El riesgo de desarrollar una enfermedad de injerto contra
huésped puede frecuentemente limitarse asegurando que las células T no restringidas a un epitopo de la
invencion no estan presentes en un injerto dado a dicho sujeto. Por supuesto, puede haber respuestas de injerto
contra huésped dando como resultado la eliminacion de células T infundidas tal y como se define en este
documento. Para limitar tales respuestas se prefiere histocompatibilidad. No obstante, en el caso en el que la
erradicacion de células tumorales sea muy rapida, la eliminacién de células injertadas mediada por el huésped
puede ser una ventaja como elemento de seguridad adicional de inmunoterapia.

[0057] Se describe, por lo tanto, un método para suscitar y/o mejorar una respuesta inmune especifica de la
proteina E7 del VPH 16 en un individuo, que comprende administrar a dicho individuo el péptido de la invencién
o una célula T tal y como se define en este documento. El péptido de la invencion es particularmente adecuado
para suscitar respuestas inmunoldgicas especificas del VPH 16 en un individuo. Estas respuestas inmunolégicas
pueden ser suficientemente altas como para proporcionar protecciéon a un sujeto contra la infeccién por VPH-16.
No obstante, el péptido de la invenciéon o una célula T descrita también pueden usarse para ayudar a combatir
una infeccién ya presente en un sujeto. Asi, otra realizacion de la invencion proporciona un uso del péptido de la
invencion para la preparacion de un medicamento; dicho medicamento comprende un medicamento para una
enfermedad relacionada con el VPH. Por supuesto, una vacuna y/o un medicamento que comprenden el péptido
de la invencion son también proporcionados con éste. Dicha vacuna es especialmente adecuada para profilaxis
de una enfermedad relacionada con el VPH. Por lo tanto la invencién también proporciona un método para la
profilaxis, al menos en parte, de una enfermedad relacionada con el VPH, que comprende administrar a un
individuo una vacuna de la invencién. Un medicamento de la invencion es, por supuesto, especialmente
adecuado para el tratamiento de una enfermedad relacionada con el VPH.

[0058] Asi, un método para el tratamiento, al menos en parte, de una enfermedad relacionada con el VPH, que
comprende administrar a un individuo un medicamento de la invencién es también proporcionado con éste.

[0059] En otro aspecto se ha descrito un método para determinar si una coleccion de células T comprende una
célula T de memoria especifica para un epitopo, que comprende proporcionar a dicha coleccion de células T el
péptido de la invenciéon que comprende dicho epitopo, cultivar dicha coleccién de células T en presencia de un
anticuerpo especificamente dirigido hacia una citoquina especifica de antigeno (como, por ejemplo, IL-2 o IFNy)
y detectar cualquier citoquina especifica del antigeno enlazada. En una realizacion, dicho anticuerpo se enlaza a
una fase solida, preferiblemente una superficie soélida. Dicho método es muy util para determinar si un individuo
tiene una respuesta de las células T dirigida hacia un antigeno determinado, por ejemplo hacia una proteina del
VPH. Dicho método se puede usar para el diagndstico de una infeccion del VPH.

[0060] Alternativamente, dicho método es adecuado para determinar si una respuesta de las células T es
suscitada después de la vacunacion de un individuo. Preferiblemente, a dicho individuo se le proporciona una
vacuna de la invencion. Asi, una realizacion descrita proporciona un uso del péptido de la invencién para
determinar la presencia de una célula T dirigida hacia un antigeno. En una realizacién, dicha presencia de dicha
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célula T se determina en una muestra. Por ejemplo, se puede obtener una muestra de sangre de un individuo.
Después de eso, se puede determinar la presencia de una célula T dirigida hacia un antigeno especifico
utilizando el péptido de la invencidon, en un ensayo inmunolégico. Por ejemplo, se puede usar el método
anteriormente mencionado. En este método, la deteccién de citoquina especifica del antigeno enlazada (como,
por ejemplo, IL-2 o IFNy) indica la presencia de dicha célula T. Por supuesto, un experto en la técnica puede
concebir muchas mas técnicas para la deteccion de una célula T dirigida hacia un antigeno determinado usando
el péptido de la invencién. Por ejemplo, ELISA, ELISPOT, respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado
(HTR), tincién de citoquina intracelular y tincion de citoquina extracelular o el uso de moléculas tetraméricas del
CMH clase Il que comprenden dichos péptidos son técnicas importantes, conocidas por los expertos.

[0061] Aspectos preferidos y realizaciones descritas
Aspecto 1

(1) El aspecto 1 se refiere a un método para inducir y/o mejorar una respuesta de las células T especifica de
antigeno que comprende proporcionar a un sistema capaz de exhibir dicha respuesta un péptido que
comprende un epitopo de células T especifico para dicho antigeno, comprendiendo dicho péptido 22-45
residuos de aminoacido.

(2) En una realizacién preferida del método (1) dicho péptido comprende 22-40 residuos de aminoacido.

(3) En una realizacién preferida del método (1) o (2), dicho péptido comprende una secuencia capaz de
activar una célula presentadora de antigeno.

(4) En una realizacion preferida del método (1), (2) o (3), dicho péptido comprende una secuencia activadora
de auxiliares T.

(5) En una realizacioén preferida del método (1), (2), (3) o (4), tras proporcionar dicho péptido, dicho péptido
es rocesado por una célula presentadora de antigeno.

(6) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4) o (5), dicho péptido comprende al menos dos
epitopos de células T para dicho antigeno.

(7) En una realizacién preferida del método (1), (2), (3), (4), (5) o (6), al menos uno de dichos epitopos
comprende un epitopo de células T auxiliares para dicho antigeno o un epitopo de linfocitos T citotdxicos
(LTC) para dicho antigeno.

(8) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6) o (7), donde dicho péptido comprende al
menos un epitopo de células T auxiliares para dicho antigeno y al menos un epitopo de linfocitos T
citotéxicos (LTC) para dicho antigeno.

(9) En una realizaciéon preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) o (8), donde dicho antigeno
comprende una proteina virica o una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de la misma.

(10) En una realizacion preferida del método (9), dicho antigeno comprende una proteina del virus del
papiloma humano (VPH) o una parte inmunogénica, derivada y/o analoga de la misma.

(11) En una realizacion preferida del método (9) o (10), dicha proteina comprende E2, E6 y/o E7.

(12) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) o (8), donde dicho antigeno
comprende un auto-antigeno, preferiblemente un auto-antigeno especifico de célula tumoral o una parte
funcional, derivada y/o analoga de la mismo.

(13) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) o (8), dicho antigeno comprende un
antigeno virico o (mico)bacteriano.

(14) En una realizacion preferida del método (13), dicho antigeno comprende Mycobacterium tuberculosis y
Mycobacterium leprae hsp65 369-412.

(15) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13) o (14),
dicho método comprende inmunizacién con un péptido que comprende 21 aminoacidos o menos induce
tolerancia y/o eliminacion funcional de LTC especificos de antigeno en dicho sistema.

(16) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (14) o
(15), dicho método comprende ademas proporcionar un adyuvante a dicho sistema.

(17) En una realizacion preferida del método (16), dicho adyuvante comprende un exosoma, una célula
dendritica, monofosforil lipido A y/o acido nucleico CpG.

(18) En una realizacion preferida del método (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (14),
(15), (16) o (17), dicho sistema comprende un animal.

(19) En una realizacion preferida del método (18), dicho sistema comprende un humano.

(20) En una realizacion preferida del método (18) o (19), dicho animal sufre o esta en riesgo de sufrir una
enfermedad que es al menos en parte tratable o prevenible induciendo y/o mejorando dicha respuesta
inmune.

(21) En una realizacion preferida del método (20), dicha enfermedad comprende una enfermedad
(mico)bacteriana, una enfermedad virica y/o cancer.

Aspecto 2
(22) El aspecto 2 proporciona un péptido que comprende 22-45 residuos de aminoacidos, que comprenden
un epitopo de células T especifico para un antigeno.

(23) En una realizacion preferida, el péptido (22) comprende 22-40 residuos de aminoacidos.
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(24) En una realizacion preferida, el péptido (22) o (23) comprende al menos dos epitopos de células T
especificos para dicho antigeno.

(25) En una realizacion preferida, el péptido (22), (23) o (24) comprende un epitopo de LTC.

(26) En una realizacién preferida, el péptido (22), (23), (24) o (26) comprende un epitopo de células T
auxiliares.

(27) En una realizacion preferida, el péptido (26) es tal que dicho epitopo de LTC conduce a tolerancia o
eliminacion funcional de LTC especificos para dicho epitopo, cuando esta presente en un péptido que
comprende menos de 22 residuos de aminoacidos.

(28) En una realizacion preferida, el péptido (22), (23), (24), (25), (26) o (27) comprende entre 22 y 35
residuos de aminoacidos.

(29) En una realizacion preferida, el péptido (28) comprende 32, 33, 34 6 35 residuos de aminoacidos.

Aspecto 3

(30) El aspecto 3 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29) para inducir y/o
mejorar una respuesta inmune especifica para dicho antigeno.

Aspecto 4

El aspecto 4 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29), para la preparacion
de una vacuna.

Aspecto 5
(32) El aspecto 5 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29), para la
preparacion de una vacuna para el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad relacionada con el
VPH.

Aspecto 6

(33) El aspecto 6 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29), para la
preparacion de un medicamento.

Aspecto 7
(34) El aspecto 7 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29), para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un individuo que sufre o esta en riesgo de sufrir una
enfermedad (mico)bacteriana, una enfermedad virica y/o cancer.

Aspecto 8
(35) El aspecto 8 proporciona un método para obtener una célula T especifica de antigeno, que comprende
inducir y/o mejorar una respuesta de las células T especifica para dicho antigeno con el método (1), (2), (3),
(4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (14), (15), (16), (17), (18), (19), (20) o (21), y recolectar dicha
célula T especifica de antigeno de dicho sistema.

Aspecto 9
(36) El aspecto 9 proporciona una célula T aislada obtenible por el método (35).

Aspecto 10
(37) El aspecto 10 proporciona un uso de la célula T (36), para preparar un medicamento.

Aspecto 11

(38) El aspecto 11 proporciona una vacuna que comprende el péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o
(29).

Aspecto 12

(39) El aspecto 12 proporciona un medicamento que comprende el péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27),
(28) 0 (29) y/o la célula T (36).

Aspecto 13
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(40) EI aspecto 13 proporciona un uso del péptido (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28) o (29), para
determinar si una coleccion de células comprende una célula T especifica de antigeno, comprendiendo dicho
péptido un epitopo para dicho antigeno.

(41) En una realizacion preferida, el uso (40) es para determinar si un individuo comprende inmunidad para
dicho antigeno.

(42) En una realizacion preferida, el uso (40) o (41), es tal que la presencia de dicha célula T se determina
mediante ELISA, ELISPOT, respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado, tincion de citoquina intracelular
y/o tincién de citoquina extracelular.

Aspecto 14

(43) El aspecto 14 proporciona un epitopo inmunogénico seleccionado de la parte central de una proteina E7
del virus del papiloma humano 16.

(44) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (43), es aquel en el que dicha parte central
comprende una region que abarca los aminoacidos 35-77 de una proteina E7 del virus del papiloma humano
16.

(45) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (43), es aquel en el que dicha parte central
comprende una regién que abarca los aminoacidos 35-50 en dicha proteina E7.

(46) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (43), es aquel en el que dicha parte central
comprende una regién que abarca los aminoacidos 50-62 en dicha proteina E7.

(47) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (43), es aquel en el que dicha parte central
comprende una regién que abarca los aminoacidos 43-77 en dicha proteina E7.

Aspecto 15

(48) El aspecto 15 proporciona un epitopo inmunogénico seleccionado de la parte del C- terminal de una
proteina E6 del virus del papiloma humano 16.

(49) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (48), es aquel en el que dicha parte C-terminal
comprende una regién que abarca los aminoacidos 81-158 de una proteina E6 del virus del papiloma
humano 16.

(50) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (48), es aquel en el que dicha parte C-terminal
comprende una region que abarca los aminoacidos 127-140 de una proteina E6 del virus del papiloma
humano 16.

(51) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (48), es aquel en el que dicha parte C-terminal
comprende una region que abarca los aminoacidos 121-142 de una proteina E6 del virus del papiloma
humano 16.

Aspecto 16

(52) El aspecto 16 proporciona un epitopo inmunogénico seleccionado de una region que abarca los
aminoacidos 31-120, 151-195 6 271-365 de una proteina E2 del virus del papiloma humano 16.

(53) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 46- 75 en dicha proteina E2.

(54) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 51- 70 en dicha proteina E2.

(55) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 61- 76 en dicha proteina E2.

(56) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 311- 325 en dicha proteina E2.

(57) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 316- 330 en dicha proteina E2.

(58) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regidon abarca los
aminoacidos 346- 355 en dicha proteina E2.

(59) En una realizacion preferida, el epitopo inmunogénico (52), es aquel en el que dicha regiéon abarca los
aminoacidos 351- 365 en dicha proteina E2.

Aspecto 17

(60) El aspecto 17 proporciona un péptido que comprende el epitopo inmunogénico (43), (44), (45), (46),
(47), (48), (49), (50), (51), (52), (53), (54), (55), (56), (57), (58) 0 (59).

(61) En una realizacion preferida, el péptido (60) es capaz de complejaciéon con una molécula del CMH clase
II.

(62) En una realizacion preferida, el péptido (60) es ensayado por su capacidad de suscitar la produccion de
IFNy mediante PBMC derivadas de un individuo diagnosticado con NIC Il y/o carcinoma cervical.

Aspecto 18
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(63) El aspecto 18 proporciona un método para generar una célula T especifica del virus del papiloma
humano 16 que comprende poner en contacto una coleccion de células T naive con el péptido (60), (61) o
(62)

y cultivar al menos parte de dicha coleccion de células T.

Aspecto 19
(64) El aspecto 19 proporciona un método para inducir la produccién de IFNy mediante una célula T de
memoria especifica de virus del papiloma humano 16 que comprende poner en contacto una coleccion de
células T de un sujeto infectado con el virus del papiloma humano 16 con el péptido (60), (61) o (62) y
cultivar al menos parte de dicha coleccion de células T.
(65) En una realizacion preferida, el método (63) o (64) comprende ademas aislar dicha célula T especifica
del virus del papiloma humano 16.

Aspecto
(66) El aspecto 20 proporciona una célula T aislada obtenible por el método (65).

Aspecto 21
(67) El aspecto 21 proporciona un método para suscitar y/o mejorar una respuesta inmune especifica de la
proteina E7 del VPH16, y/o especifica de la proteina E6 del VPH16, y/o especifica de la proteina E2 del
VPH16 en un individuo, que comprende administrar a dicho individuo el péptido (60), (61) o (62) y/o la célula
T (66).

Aspecto 22

(68) El aspecto 22 proporciona una vacuna que comprende el péptido (60), (61) o (62) y un portador
adecuado.

Aspecto 23
(69) El aspecto 23 proporciona un uso de la célula T (66) para inmunoterapia.
Aspecto 24

(70) El aspecto 24 proporciona un uso de la vacuna (68) o T (66) para el tratamiento de un sujeto que
comprende una lesion de VPH16.

Aspecto 25

(71) El aspecto 25 proporciona un método para determinar si una coleccion de células T comprende una
célula T de memoria especifica para un epitopo, que comprende - proporcionar a dicha coleccion de células
T un péptido que comprende dicho epitopo - cultivar dicha coleccién de células T en presencia de un
anticuerpo IFNy y detectar cualquier IFNy enlazado.

[0062] La invencién es adicionalmente explicada mediante el uso de los siguientes ejemplos ilustrativos.
Ejemplos

Ejemplo 1

Material y métodos

Sujetos y controles.

[0063] Muestras de células mononucleares de sangre de cordon umbilical (CBC) fueron usadas como controles
inmunolégicamente naive para respuestas especificas de matriz de gripe. PBMC tipificadas por su HLA de
donantes de banco de sangre sanos anonimos (D) obtenida después del consentimiento informado, sirvieron
como control PBMC para E7 del VPH16 y respuestas especificas de matriz de gripe.Ya que estos donantes son
anonimos, no hay datos adicionales disponibles. No obstante, los donantes con una historia reciente conocida de
infecciones, incluyendo prueba de Papanicolau anormal, fueron, como parte de las regulaciones normales,
disuadidos de donar sangre. El estudio de sujetos (S; tabla 1) con NIC o carcinoma cervical en este articulo fue
incluido en el "estudio CIRCLE' que investiga la inmunidad celular contra lesiones cervicales infectadas por el
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VPH16. Las mujeres que presentaban NIC Ill o carcinoma cervical histolégicamente probado en el departamento
de ginecologia del Leiden University Medical Center (LUMC) fueron, después del consentimiento informado,
inscritas en este estudio. El disefio del estudio fue aprobado por el comité de ética del LUMC. La sangre fue
extraida el dia del tratamiento. Sujetos con NIC Ill fueron tratados por LEEP o conizacion con bisturi. En caso de
estadio IB-IIA se realiz6 una histerectomia radical. Todos los individuos para quienes habia suficiente PBMC
disponibles fueron tipificados por su HLA del CMH clase Il (Naipal et al., 1984). Los sujetos fueron tipificados por
su VPH 16 usando cebadores especificos del VPH16 en ADN aislado de secciones embebidas en parafina de
biopsias 0 muestras de reseccion quirirgica (Claas et al., 1989). Ya que se esperaba encontrar la respuesta de
las auxiliares T especificas del VPH en sujetos con enfermedad progresiva (de Gruijl et al., 1998), elegimos
analizar tres sujetos que presentaban NIC I, 4 sujetos con cancer cervical en estadio IB y 4 sujetos con cancer
cervical recurrente.

Antigenos

[0064] Los péptidos usados que abarcan la proteina E7 consistian en nueve péptidos 22-mer superpuestos y
estan indicados por su primer y Ultimo aminoacido en la proteina (1-22,11-32, 21-42, 31-52, 41-62, 51-72, 61-82,
71-92 y 77-98) o 4 péptidos largos definidos por los aminoacidos 1-35, 22-56, 43-77 y 64-98. Los péptidos que
abarcan la proteina de la matriz 1 de la gripe A/PR/8/43 que fueron usados como péptidos de control en el
ensayo de ELISPOT consistian en dieciséis péptidos 30-mer superpuestos en 15 aminoacidos. Los péptidos
fueron sintetizados y disueltos como se ha descrito previamente (van der Burg et al., 1999). Proteina E7 del
VPH16, proteina E6 del VPH16 y proteina RT del VIH-1 recombinantes (las ultimas dos proteinas sirvieron como
proteinas de control en los ensayos de proliferacion) fueron producidas en E. coli recombinante, transformadas
con transcriptasa inversa (RT) de Pet-19b de E7 del VPH16, Pet-19b de E6 del VPH16 (De Bruijn et al., 1998) o
Pet-19b del HIV-1 y purificadas como se ha descrito previamente (van der Burg et al., 1999).

[0065] Mezcla de respuesta de memoria (MRM): una mezcla de toxoide tetanico (1 LF/ml; National Institute of
Public Health and the Environment, Bilthoven, Paises Bajos) y sonicado de Mycobacterium tuberculosis (2,5
pg/ml; generosamente donado por el Dr. P. Klatser, Royal Tropical Institute, Paises Bajos) fue usada para
controlar la capacidad de las PBMC para proliferar en respuesta a antigenos de recuerdo tipicos.

Ensayo de enlace HLA-DR-péptido.
[0066] El enlace de péptidos fue medido como se ha referido previamente (van der Burg et al., 1999).

[0067] Resumiendo, como fuente de moléculas de HLA-DR se usaron lineas celulares linfoblasticas-b
homocigoéticas para HLA-DR: LG2.1 (DRB*0101; DR1), IWB (DRB1*0201; DR2), HAR (DRB*0301; DR3), BSM
(DRB*0401; DR4) y Pitout (DRB1*0701; DR7). Las moléculas DR fueron purificadas mediante cromatografia de
afinidad y la pureza confirmada mediante SDS-PAGE. El analisis de enlace del péptido con moléculas de HLA-
DR purificadas fue realizado utilizando péptidos estandar marcados N-terminalmente por fluorescencia. Como
péptidos fluorescentes estandar en los ensayos de enlace se usaron HA 308-319 (PKYVKQNTLKLAT, DR1 y
DR2), hsp65 3-13 (KTIAYDEEARR; DR3), HA 308-319 Y — F (PKFVKQNTLKLAT; DR4) o li 80-103
(LPKPPKPVSKMRMATPLLMQA LPM, DR7).

Ensayo de inmunogenicidad.

[0068] El péptido derivado de E7 del VPH16 indujo proliferacion de PBMC aislado de la sangre obtenida de
donantes sanos fue medido como se ha descrito previamente (van der Burg et al., 1999).

[0069] Resumiendo, se sembraron PBMC con una densidad de 1,5x10° células/pocillo en una placa de 96
pocillos de fondo en U (Costar, Cambridge, MA) en 200 pl de medio ISCOVE (Gibco) enriquecido con un 10% de
suero autélogo, en presencia o ausencia de 10 pug/ml del péptido E7 22-mer indicado. Como control positivo, se
cultivaron PBMC en presencia de una mezcla de respuesta de memoria. La proliferaciéon especifica de péptido
fue medida el dia 6 mediante incorporacion de tritiotimidina. Los péptidos fueron marcados como inmunogénicos,
es decir, capaces de estimular células T, cuando la proliferacion de > 25% de los 8 pocillos de prueba excedia la
proliferacion media + 2 veces la desviacion tipica de los pocillos de control del medio.

Ensayos de proliferacion

[0070] Los cultivos fueron pulsados con 0,5uCi de [3H] timidina (5Ci/mM, Amersham, UK) por pocillo durante 18
horas. Las placas fueron cosechadas con un Micro cell Harvester (Skatron, Noruega).

[0071] Los filtros fueron envasados en bolsas de plastico que contenian 10 ml de fluido de centelleo y
posteriormente contados en un contador 1205 Betaplate (Wallac, Turku, Finlandia).

[0072] Se efectuaron experimentos de bloqueo del CMH clase Il como se ha descrito anteriormente usando
anticuerpos monoclonales murinos contra el HLA-DQ (SPV.L3), contra el HLA-DR (B8.11.2) y contra el HLA-DP
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(B7/21) (van der Burg et al., 1999). Se agregaron anticuerpos a las CPA 1 hora antes de la incubacién proteina-
CPA.

Aislamiento y expansion de células T auxiliares especificas de E7 del VPH16.

[0073] Los cultivos en masa de células T especificas de péptido fueron generados como se ha descrito
previamente (van der Burg et al., 1999) usando los péptidos de E7 22-mer o de E7 35-mer.

La proliferacion especifica fue medida incubando 50.000 respondedores con una misma cantidad de CPA
(PBMC autdlogas a menos que se indique otra cosa) y péptido o proteina irradiados (30Gy) como se indica. Se
clonaron células T en masa especificas de péptido y proteina E7 mediante dilucién limitante como se ha descrito
previamente (van der Burg et al., 1999).

Ensayos de citoquina

[0074] Para determinar la excrecion especifica de citoquinas, los clones de células T fueron estimulados
mediante la incubacién de 50.000 células T con una cantidad igual de CPA (30Gy) junto con 10 pg/ml de péptido,
péptido de control, proteina E7 o proteina de control como se indica. Después de 24 horas de incubacion, el
sobrenadante fue cosechado y los pocillos replicados fueron agrupados. La produccion de citoquina se midié
mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) como se ha descrito previamente (van der Burg et
al., 1999).

Analisis de células T especificas de antigeno mediante ELISPOT

[0075] Se sembraron PBMC o globulos rojos de cordon umbilical (CBC) con una densidad de 2 x 10°
células/pocillo en una placa de 24 pocillos (Costar, Cambridge, MA) en 1ml de medio ISCOVE (Gibco)
enriguecido con un 10% de FCS, en presencia o ausencia de 5 pg/ml del péptido 22-mer derivado de E7
indicado. Como control positivo se cultivaron PBMC en presencia de conjuntos indicados de péptidos derivados
de la proteina M1 de la gripe A/PR/8/34 que consistian en 4 péptidos de 30 aminoacidos de longitud
superpuestos en cada conjunto. Basandonos en nuestras observaciones, usamos una estimulacién de 4 dias
antes de que las PBMC fueran transferidas a las placas de ELISPOT. Esto dio lugar a una produccion
pronunciada de IFNy hacia péptidos derivados de gripe M1 en el subconjunto CD45RO+ (memoria) de las
células T pero no en células T naive obtenidas de PBMC adultas (observaciones no publicadas).

[0076] Después de 4 dias de incubacién a 37°C, las PBMC fueron cosechadas, lavadas y sembradas en seis
pocillos replicados con una densidad de 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos Multiscreen (Millipore,
Etten-Leur, Paises Bajos) recubierta con un anticuerpo atrapador de IFNy (Mabtech, aB Nacha, Suecia). El
ELISPOT fue ademas realizado segun las instrucciones del fabricante (Mabtech). EI nimero de puntos fue
analizado con un sistema de analisis de imagenes de video asistido por ordenador completamente automatizado
(Carl Zeiss Vision).

[0077] Los puntos especificos fueron calculados sustrayendo el numero medio de puntos + 2xDT del control de
s6lo medio al nimero medio de puntos de los pocillos experimentales. Se consideré que las frecuencias de
células T especificas de antigeno se incrementaron en comparaciéon con las no respondedoras cuando las
frecuencias de células T eran > 1/10.000 PBMC.

Resultados
Identificacién de las secuencias inmunogénicas dentro del E7 del VPH16.

[0078] Nos propusimos identificar las secuencias en la proteina E7 del VPH16 que funcionan como
determinantes inmunogénicos principales en el contexto del CMH clase Il. Un conjunto de péptidos superpuestos
derivados de E7 del VPH16 fue examinado para enlace con HLA-DR 1, 2, 3, 4 y 7 en un ensayo de enlace
péptido/CMH cuantitativo (Geluk et al., 1995). Juntas, estas moléculas de HLA-DR cubren al menos el 50-60%
de las poblaciones caucasicas orientales y negroides (Baur et al., 1984). Cuatro péptidos, E71.22, E741.62, E751:72 y
E777.98, enlazados a tres o mas moléculas diferentes de HLA-DR (tabla Il): el péptido E71.22 enlazado a HLA DR2,
3,4y7, el péptido E74162 enlazado a DR1, 2, 3 y 4 mientras que el péptido E751.72 enlazado a DR1, 3y 7 y el
péptido E777.9s enlazado a DR1, 2 y DRY. Esto esta de acuerdo con el hecho de que se encontré que las
restricciones de enlace del péptido para moléculas del CMH clase Il eran menos estrictas que aquellas para
CMH clase | (Rammensee et al., 1995). Como nota, estos péptidos no pudieron enlazarse a una o dos de las
otras moléculas DR examinadas indicando que su enlace, aunque de caracter bastante ubicuo, era especifico.

[0079] Nuestros experimentos posteriores se han centrado en los cuatro péptidos que se enlazan con multiples
moléculas de HLA-DR, ya que estos son los que mas probablemente comprenden epitopos de auxiliares-T (Th)
presentados naturalmente (Geluk et al., 1998). Analizamos si los péptidos podian estimular células T para
proliferar, afiadiendo estos a PBMC de 13 donantes de sangre sanos tipificados por su HLA. Este ensayo no
discrimina entre la reactividad de células T de memoria y células T naive cebadas in vitro, pero puede ser
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facilmente empleado para identificar péptidos inmunogénicos (van der Burg et al., 1999). Los cuatro péptidos
fueron capaces de estimular respuestas proliferativas en PBMC de donantes multiples (tabla Il). La mayoria de
cultivos de PBMC reaccionaron a los péptidos E741.62 Y E751.72 indicando que la region central de la proteina E7
alberga las secuencias mas inmunogénicas y es probable que sea elegida como blanco por el sistema

ES 2724 121 T3

inmunolégico en los individuos infectados con el VPH 16.

Tabla | caracteristicas del sujeto

Numero de Edad Tipo de Tipo de CMH clase Il Estadio de la Enfermedad
Paciente VPH

1 38 16 HLA DR4, 11(5); DQ3 NIC Il

2 41 16 HLA DR15(2), 3; DQ6(1), 2 NIC Il

3 32 16 HLA DR15(2), 4; DQ3,6 NIC Il

4 67 16 HLA DR15(2), 4; DQ6(1), 8(3) FIGO IB

5 59 16 HLA DR11(5); DQ3 FIGO IB

6 36 16 No disponible FIGO IB

7 28 16 HLA DR1, 7; DQ5(1), 2 FIGO IB

8 48 16 HLA DR15(2), 7; DQ6(1) Carcinoma cervical recurrente
9 46 16 HLA DR15(2), 7; DQ6(1), 2 Carcinoma cervical recurrente
10 47 16 HLA DR6, 7; DQ1, 2 Carcinoma cervical recurrente
11 46 16 HLA DR3, DQ2 Carcinoma cervical recurrente
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Mapeo de epitopos de auxiliares T en E7 del VPH16 procesados naturalmente.

[0080] Como siguiente paso en la identificacion de epitopos de Th en E7 del VPH16, se generaron cultivos en
masa de células T especificos de péptido a partir de PBMC de donantes de sangre sanos tipificados por su HLA
mediante estimulacion repetida con varios péptidos largos que cubrian la regién central de E7. Las células T que
respondieron fueron posteriormente ensayadas para el reconocimiento de células presentadoras de antigeno
(CPA) pulsadas tanto con péptido como con proteina E7 completa. En este ultimo caso, la presentacion de los
péptido epitopos pertinentes requiere la absorcién y el procesado de antigeno.

[0081] Aproximadamente el 30% de los cultivos de células Th generados respondieron especificamente a los
péptidos contra los cuales fueron cultivados. De estos, tres cultivos mostraron también actividad modesta pero
especifica contra CPA pulsadas por proteina E7, indicando la presencia de células Th con capacidad para
responder contra el antigeno procesado naturalmente (figuras 1a, 2a y 3a).

[0082] La FIG. 1b muestra la reactividad de un clon Th que fue aislado a partir de PBMC positivas de HLA-DR15,
4 y DQ6, 7 cultivadas contra el péptido E741.62. Estas células Th responden especificamente a CPA pulsadas con
el péptido E741.62, péptido E743.77 0 proteina E7. La especificidad de la respuesta de este clon Th excedid la del
cultivo policlonal del cual este clon Th fue aislado (comparar con FIG. la), ilustrandolo mediante dilucién limitante
hemos tenido éxito en el aislamiento de las células T de interés. Estudios adicionales que usan anticuerpos de
bloqueo del CMH clase |l contra HLA-DR,-DQ o -DP (FIG. Ib) y CPA parcialmente emparejadas CMH clase I
revelaron que el clon Th fue restringido por HLA-DR15 (FIG. 1e). El mapeo preciso del epitopo mostré que la
secuencia central reconocida era E750.62.

[0083] Ademas, este clon Th produjo la citoquina Th tipo 1 IFNy (FIG. Id). De forma similar un clon Th especifico
de E7 del VPH16 se obtuvo a partir de PBMC positivas de HLA-DR3, DQ2 estimuladas con el péptido E72.56
(FIG. 2a). También este clon Th segregd IFNy tras la activacion mediante el péptido E72,56 y las CPA pulsadas
por proteina E7 (FIG. 2bc). Andlisis adicionales mostraron que este clon Th reconocié la secuencia central E73s.
50, como indica el hecho de que ambos péptidos E739.50 y E735.55 reconocieron, de una forma restringida por HLA-
DQ2 (FIG. 2c). Un tercer clon Th productor de citoquina tipo 1 con distinta especificidad fue derivado de un
cultivo de PBMC positivo de HLA-DR1, 3 y DQ2 estimulado con el péptido E743.77 (FIG. 3ab). Este clon fue
restringido por HLA-DR3 (FIG. 3cd) y produjo IFNy tras el reconocimiento de CPA pulsadas tanto por péptido
como por proteina (FIG. 3e). Mientras que el péptido E743.77 fue reconocido, el péptido menor E741.62 no lo fue,
indicando que la parte C-terminal del péptido E743.77 alberga el epitopo central. En conclusion, usando clones Th
establecidos mapeamos tres epitopos procesados naturalmente en E7 del VPH16. Es concebible que los
individuos VPH16+ que expresan las moléculas del CMH clase Il relevantes muestren inmunidad Th inducida in
vivo contra estos péptidos.

Respuestas auxiliares T de memoria en sujetos con lesiones de NIC Il de VPH16+ o carcinoma cervical.

[0084] En una estrategia paralela al mapeo de los epitopos de Th usando cultivos PBMC de individuos sanos, se
analizo la respuesta contra el E7 del VPH16 en sujetos con lesiones VPH16+ (ver Tabla | para las caracteristicas
de los sujetos). La estimulacion principal, in vitro, de células T naive de recién nacidos o adultos puede dar lugar
a la produccion de IL-2 y la proliferacién de células T. No obstante, en este estadio tales células T no pudieron
segregar IFNy. La produccién de IFNy se da cuando el antigeno se encuentra de nuevo (Early y Reen, 1999;
Pittet et al., 1999; Sallusto et al., 1999). Este detalle nos permitié discriminar entre respuestas de células T
cebadas in vitro y de memoria mediante ELISPOT. Las respuestas Th contra la proteina de la matriz (M1) de
gripe A, que son facilmente detectables en PBMC de la mayoria de donantes de diversos tipos de HLA (tabla Ill y
nuestras observaciones no publicadas), fueron medidas en paralelo como control positivo para la deteccion de la
inmunidad de células T de memoria en el ensayo. La estimulacién con péptidos M1 de células T CD45RA+
(naive) y células T CD45RO+ (memoria) separadas por MACS ha dado lugar a la produccion de IFNy soélo en el
subconjunto CD45R0O+, confirmando que nuestro montaje de ELISPOT detecta especificamente respuestas de
memoria (FIG. 4). Ademas, las células de sangre de cordon umbilical (CBC), segun su fenotipo naive, no
reaccionaron secretando IFNy cuando fueron estimuladas in vitro con péptidos derivados de gripe M1. Ademas
de las PBMC de todos donantes sanos, 9/11 de los sujetos VPH 16+ reaccionaron a uno o mas conjuntos de
péptidos M1 (tabla IlI).

[0085] El analisis de inmunidad contra E7 del VPH16 reveld respuestas contra uno o mas péptidos en 2/3 de los
sujetos diagnosticados con NIC Il y en 3/8 de los sujetos con carcinoma cervical. Ademas, uno de los siete
donantes examinados mostré inmunidad contra un péptido. La region central de E7 del VPH16 que esta cubierta
por los péptidos E731.52, E741.62 Y E751.72 fue escogida como blanco por el sistema inmunolégico de los cinco
individuos VPH16+ (tabla 1llI), no solo confirmando que esta regiéon es altamente inmunogénica (tabla Il) sino
también demostrando que esta regiéon alberga epitopos que son escogidos como blanco por respuestas
inmunolégicas naturales contra el VPH16. Resulta interesante que la especificidad de las respuestas de IFNy
detectadas en tres sujetos VPH16+, en combinacién con su tipo HLA coincidi6 con la de los clones Th
establecidos para los que examinamos la especificidad y la restriccion por HLA en detalle (figuras 1-3).
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[0086] En particular (tabla 1, frecuencias subrayadas), el sujeto 2 exhibié inmunidad significativamente
incrementada que se correspondia con la especificidad de los dos clones restringidos por HLA-DR asi como
inmunidad débil que se correspondia con el clon HLA- DQ2/E73s.50. El sujeto 8 mostré una respuesta que se
correspondia con el clon DR15/E750.62, mientras que el sujeto 11 mostré reactividad que se correspondia el clon
HLA-DQ2/E735.50. Debe notarse que en otros sujetos que expresan las moléculas del CMH clase Il relevantes
tales respuestas no pudieron ser detectadas (sujetos 3, 4, 7 'y 10).

Ejemplo 2
Materiales y métodos
Linfocitos

[0087] Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y suero de donantes de sangre sanos anénimos
tipificados por su HLA fueron obtenidas tras el consentimiento informado. Debido a que estos donantes son
anonimos, ninguno de los datos en la historia médica estan disponibles. Es importante destacar que los donantes
con una historia reciente conocida de infecciones, incluyendo prueba de Papanicolau anormal, fueron, como
parte de las regulaciones normales, disuadidos de donar sangre.

Antigenos

[0088] Se us6 un conjunto de péptidos que abarcan la proteina E2 completa del VPH16 que consiste en 23
péptidos superpuestos, 22 de los cuales tienen una longitud de 30 aminoacidos y uno de los cuales (E2331-365)
tiene una longitud de 35 aminoacidos. Estos péptidos comparten un solapamiento de 15 aminoacidos.

[0089] Para el mapeo preciso del epitopo y la determinacién de la reactividad cruzada de los clones Th
especificos de E2 del VPH16, se usaron péptidos con una longitud de 15 y 20 aminoacidos. Los péptidos que
abarcan la proteina de la matriz 1 de la gripe A/PR/8/34, que fueron usados como péptidos de control en los
ensayos de ELISPOT, consistieron en 16 péptidos 30-mer solapados en 15 aminoacidos. Los péptidos fueron
sintetizados mediante la técnica de fase sdlida en un sintetizador de péptidos multiple automatizado (Abimed
AMS 422, Langenfeld, Alemania), y analizado por HPLC en fase inversa. Los péptidos liofilizados fueron
disueltos en 50 yl de DMSO, diluidos en PBS con una concentracion final de 2,5 mg/ml. La proteina C-terminal
E2 (E2280385) del VPH16 y la proteina E7 del VPH16 fueron producidas segun procedimientos previamente
descritos (Franken et al., 2000). Una mezcla de respuesta de memoria (MRM), que consistia en una mezcla de
toxoide tetanico (concentracion final 0,75 LF/ml; National Institute of Public Health and Environment, Bilthoven,
Paises Bajos), sonicado de Mycobacterium tuberculosis (2,5 pg/ml; generosamente donado por el Dr. P. Klatser,
Royal Tropical Institute, Amsterdam, Paises Bajos) y Candida albicans (0,005%, HAL Allergenen Lab, Haarlem,
Paises Bajos), fue usada para confirmar la capacidad de las PBMC para proliferar en respuesta a antigenos de
recuerdo tipicos.

Ensayo de enlace HLA-DR-péptido

[0090] El enlace de péptidos a HLA-DR fue medido tal y como se ha referido previamente (van der Burg et al.,
1999). Resumiendo, como fuente de moléculas DR se usé B-LCL homocigética para DR: LG2.1 (DRB*0101;
DR1), IWB (DRB1*0201; DR2), HAR (DRB*0301; DR3) y BSM (DRB*0401, DR4). Las moléculas DR fueron
purificadas mediante cromatografia de afinidad y la pureza confirmada mediante SDS-PAGE. El analisis de
enlace del péptido con moléculas DR purificadas fue realizado utilizando péptidos estandar marcados N-
terminalmente por fluorescencia. Como péptido estandar en los ensayos de enlace se usd HAsps319
(PKYVKQNTLKLAT, DR1y DR2), hsp65 3-13 (KTIAYDEEARR; DR3) o0 HA308-319 Y—F (PKFVKQNTLKLAT).

Ensayo de proliferacion de célula T a corto plazo

[0091] La inmunogenicidad de los péptidos E2 del VPH16 individuales fue determinada mediante ensayos de
proliferacion a corto plazo de donantes sanos de PBMC con péptidos E2 del VPH16, segun procedimientos
previamente descritos (van der Burg et al. 1999). Resumiendo, se sembraron PBMC recientemente aisladas con
una densidad de 1,5 x 10% células/pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo en U (Costar, Cambridge, MA) en
200 pl de IMDM (medio de Dulbecco modificado por Iscove, Bio Whittaker, Verviers, Bélgica) suplementado con
un 10% de suero autologo (10% de FCS fue usado para cultivos de CBC). Se afiadieron péptidos E2 del VPH16
con una concentracion de 10 pg/ml.

[0092] El medio solo fue tomado como control negativo; fitohemaglutinina (PHA,

[0093] 0,5 pg/ml) sirvid6 como control positivo. Por cada péptido se iniciaron 8 micro-cultivos paralelos; cada
donante fue ensayado dos veces. La proliferacion especifica de péptido fue medida el dia 6 mediante
incorporacion de 3H-timidina. Los péptidos fueron marcados positivo, cuando - en ambos ensayos - la
proliferacién de > 50% de los pocillos de test excedio la proliferacién media + 3 x DT de los pocillos de control, y
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el indice de estimulacion (IE) de todos los pocillos de test sobre los pocillos de control de medio era superior a 3.
Generacion y analisis de cultivos Th especificos de E2 del VPH16 a largo plazo

[0094] Se establecieron cultivos de células T y clones Th especificos de E2 del VPH16 a largo plazo segun
procedimientos previamente descritos (van der Burg et al. 1999). Resumiendo, las PBMC de donantes tipificados
de HLA sanos fueron estimuladas in vitro con los siguientes péptidos E2 del VPH16 (E2271-300 +E2286-315; E2301-330
+E2316.345, E2331-365). 15 x 108 PBMC fueron sembradas en matraces de cultivo de 25cm? (Nalge Nunc, EE.UU)
en 6 ml de IMDM suplementado con un 10% de suero autélogo. Los péptidos fueron afiadidos con una
concentracion de 5 ug/ml. El dia 7, se afiadieron 15 x 10 PBMC, junto con medio y péptidos frescos. El dia 14 y
21 células T viables fueron cosechadas de los cultivos, contadas y estimuladas de nuevo con una cantidad igual
de PBMC irradiadas autélogas y péptido (5 ug/ml). El factor de crecimiento de las células T (Biotest, Dreieich,
Alemania) fue afadido 2 dias después de la segunda estimulacién con una concentracién final del 10%. Los
cultivos de células T fueron ensayados para reconocimiento de péptidos mediante ensayo de proliferacion el dia
28. Los cultivos de células T especificos de péptido fueron clonados por dilucion limitante y los clones de las
células T fueron posteriormente ensayados para el reconocimiento de péptido E2 y CPA pulsadas por proteinas
E2.

[0095] La especificidad de los clones Th fue analizada como se ha descrito previamente (van der Burg et al.
1999). Particularmente, en los ensayos de proliferacion donde los clones Th fueron ensayados para
reconocimiento de proteinas, se usaron monocitos autélogos como CPA. Para medir la proliferacion, los cultivos
fueron pulsados con 0,5 Ci de [3H] timidina (5 uCi/mM, Amersham, UK) por pocillo durante 18 horas. Las placas
fueron cosechadas con un Micro cell Harvester (Skatron, Noruega). Los filtros fueron empaquetados en fundas
de plastico que contenian 10 ml de fluido de centelleo y posteriormente contados en un contador 1205 Betaplate
(Wallac, Turku, Finlandia). Los experimentos de bloqueo de HLA clase Il fueron realizados utilizando anticuerpos
monoclonales murinos: anti-DQ SPV. L3, Anti-DR B8.11.2, y anti-DP B7/21. Los sobrenadantes de los ensayos
de proliferacion fueron cosechados 24 horas después de la incubacion y analizados para presencia de IFNy
mediante ELISA (van der Burg et al., 1999).

Deteccion de células Th de memoria por ELISPOT

[0096] Las células de memoria (CD45R0O+) fueron aisladas frescas de capas leucocitarias mediante MACS tras
la incubacion con microesferas CD45RO0 (cat. n° 460-01, Miltenyi Biotec, Alemania). La pureza de la fraccion de
CD45R0O" obtenida fue > 95% tal y como se determina mediante citometria de flujo después de la tincion
superficial para CD45RO y CD45RA (CD45RA-FITC, cat. n°® 347723, CD45RO- PE, cat. n°® 347967, Becton
Dickinson Biosciences, EE.UU). Las células CD45RO+ fueron sembradas con una densidad de 10°
células/pocillo en una placa de 24 pocillos (Costar) en 1ml de IMDM suplementado con un 10% de FCS. Se
afiadieron 10° células autodlogas irradiadas a cada pocillo como CPA. Las células respondedoras fueron
incubadas con medio solo, conjuntos de péptidos E2 del VPH16 a 5 pg/ml/péptido, MRM diluciéon 1:50 o
conjuntos de péptidos de matriz de gripe (controles positivos) y cultivadas durante 11 dias para mejorar la
deteccion de células especificas de antigeno (Mc Cutcheon et al. 1997). Las células fueron luego cosechadas,
lavadas y sembradas en 4 pocillos replicados con una densidad de 5 x 10* células/pocillo en una placa
Multiscreen de 96 pocillos (Millipore, Etten-Leur, Paises Bajos) recubierta con un anticuerpo atrapador de IFNy.

[0097] Se afiadieron 10° PBMC autélogas irradiadas como CPA por pocillo junto con 5 ug/ml de péptido. El
analisis de ELISPOT se realizé ademas segun las instrucciones del fabricante (Mabtech AB, Natcha, Suecia). El
analisis del numero de puntos se hizo con un sistema de analisis de imagenes de video asistido por ordenador
completamente automatizado (Carl Zeiss Vision).

Tincion de citoquina intracelular (ICS) de células T de memoria

[0098] Se aislaron monocitos autélogos a partir de PBMC mediante adherencia a una placa de 48 pocillos de
fondo plano durante 2 horas en medio X-vivo 15 (Bio Whittaker, Verviers, Bélgica) a 37°C, y luego se usaron
como CPA. Las células CD45RO+ fueron estimuladas durante 11 dias con péptido, luego cosechadas, lavadas y
suspendidas en IMDM + 0,1 % de BSA con una concentracion de 1,5 x 108 células/ml. 200 1 de suspension
celular fue afiadida a los Monocitos + 200 yl de 10 pyg/ml de péptido E2 del VPH16 (estimulado) o 200 pl de
medio (control no estimulado). Después de 1 hora de incubacion a 37°C, se afiadieron 800ul de IMDM + 10% de
FCS + 12,5 ug/ml de Brefeldin A (Sigma) y las células fueron incubadas durante otras 5 horas. Las células fueron
luego cosechadas, transferidas a una placa de 96 pocillos de fondo en V, lavadas dos veces con PBS enfriado
en hielo y fijadas con 50g de paraformaldehido del 4% durante 4 minutos en hielo. Después de la fijacion, las
células fueron lavadas una vez con PBS fria y una vez con PBS/NaAz 0,2%/BSA 0,5%/Saponina 0,1%.

[0099] Esto fue seguido de una incubacion en 50ul PBS/NaAz 0,2%/BSA 0,5%/Saponina 0,1%/FCS 10% durante
10 minutos en hielo. Las células fueron lavadas dos veces con PBS/NaAz 0,2%/BSA 0,5%/Saponina 0,1% vy el
sobrenadante fue retirado antes de afiadir 25 pyl de PBS/NaAz 0,2%/BSA 0,5%/Saponina 0,1% que contenian 1pl
de IFNy antihumano de raton marcado con FITC (0,5 g/ml, BD Pharmingen, cat. n° 554551), 2ul de anti-CD4
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marcado con PE (BD Bioscience, cat. n° 345769) y 2ul de anti-CD8 marcado con PerCP (BD Bioscience, cat. n°
347314). Después de 30 minutos de incubacion a 4°C, las células fueron lavadas, suspendidas en 100 ul de
paraformaldehido y analizadas por citometria de flujo.

Busqueda de homologia en la base de datos de proteinas

[0100] La busqueda de homologia de secuencias de los péptidos E2 del VPH 16 superpuestos en una base de
datos de proteinas (SWISSPROT) se realizd utlizando Basic Local Alignment Tool (BLAST:
www.ncbi.nim.gov/blast/blastcgi) estandar. El umbral de significacion estadistica (EXPECT) fue 10 (Altschul et
al., 1997). Se incluyeron las coincidencias referidas con homologia > 60% de los aminoacidos con los péptidos
de E2 del VPH16.

Resultados
Reactividad alta de PBMC de donante sano contra los péptidos derivados de E2 del VPH16.

[0101] Examinamos las respuestas proliferativas de PBMC de donante sano contra la proteina E2 del VPH16
usando una coleccién de péptidos 30-mer superpuestos cubriendo toda la secuencia E2. La incubacién de
PBMC recientemente aisladas de 8 donantes tipificados por su HLA con cada uno de los 23 péptidos 30-mer
derivados de E2 mostré que 4 de los 8 donantes reaccionaron a 2 o mas de los péptidos. Las respuestas
proliferativas especificas del péptido E2 observadas fueron notablemente fuertes (tabla 1V). En todos los casos
mas del 75% de los microcultivos paralelos reaccionaron contra el péptido estimulador. Por ejemplo, en dos
experimentos independientes encontramos que la proliferacion especifica de péptido del donante # 8 contra los
péptidOS E231.60, E246.75, E291.120, E2151.1so, E2271.3oo y E2286.315 excedia la proliferacién de base en el 75-94% de
los ocho micro cultivos paralelos ensayados. Esto apunta a la presencia de una frecuencia muy alta de células T
especificas de E2 en los aislados de PBMC. En particular, las PBMC de los donantes # 3, 5 y 8 mostraron
fuertes respuestas con una amplia especificidad. Nétese que los péptidos 30-mer tienen un solapamiento de 15
aminoacidos con sus péptidos vecinos. Por consiguiente, las respuestas contra los péptidos adyacentes (p. Ej.
donante # 3; E23160 Y E246.75) muy probablemente impliquen al mismo epitopo, mientras que las respuestas
contra los péptidos no adyacentes estan dirigidas contra epitopos distintos.

[0102] No solo la frecuencia de cultivos que responden sino también la magnitud de las respuestas proliferativas
fue notablemente alta. La proliferacion especifica de péptido de diferentes cultivos de los donantes # 3, 5y 8
excedio la base con indices de estimulacién medios que varian de 9,2 a 16,5 y, como tales, son comparables a
respuestas encontradas contra el antigeno de toxoide tetanico en varios de los donantes (# 3, 4, 5y 7; IE que
varia de 13,3 a 25; ver tabla V). Estos indices de estimulacion claramente exceden el umbral (IE = 3) que se usa
comunmente para la deteccion de respuestas de células T de memoria (Bermas et al., 1997).

[00103] Nétese que las respuestas contra el toxoide tetanico son considerablemente superiores en alguno de los
otros donantes (IE = 100 en los donantes # 3 y 6), pero que estos fuertes valores muy probablemente
representan respuestas muy amplias contra los multiples epitopos comprendidos por un antigeno entero, antes
que contra un unico péptido E2 30-mer. Reunidos, nuestros datos indican que el repertorio de células T de
donantes sanos puede contener frecuencias particularmente altas de células T especificas para el antigeno de
E2 del VPH16 dando como resultado fuertes respuestas proliferativas, y sugieren que estas respuestas pueden
reflejar células T de memoria.

Tabla IV inmunogenicidad de péptidos derivados de E2 del VPH 16. EMI32.1

[00104]
Tabla IV inmunogenicidad de péptidos derivados de E2 del VPH 16.
D11 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

E21.30°

E216-45

E231-60 81% (8,8)3 88%
(8,6)

E246-75 88% (5,5) 81% (6,8) 94%
(6,5)

E261-90

E276-105

E291-120 94%(4,8) 75%
(4,0)

E2106-135
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E2136-165

E2151-180

81% (6,4)

81%
(4.1)

E2166-195

94% (16,5)

81% (10,6)

E2181.210

E2196-225

E2211-240

E2906-255

E2241-270

E2)56.285

E2271-300

88%
(4.8)

E2586-315

88% (16,2)

94%
(9.2)

E2301-330

E2316-345

94% (4,7)

E2331.365

100% (11,4)

75% (4,1)

TT

100% (29,1)

100% (56,5)

100% (25)

100% (16,4)

100%

100%

100% (13,3)

100%

(23,5)
1D: Donante, Ocho diferentes donantes de sangre sanos fueron ensayados.

2 0s péptidos E2 de HIV16 son indicados por el primer y ultimo aminoacido. TT es el antigeno de recuerdo tipico
de toxoide tetanico.

3 Los péptidos fueron marcados positivo, cuando - en ambos ensayos - la proliferacion de > 50% de los pocillos de
prueba excedié la proliferacion media +3 * DT de los pocillos de control, y el indice de estimulacion (IE) de los
pocillos de prueba positivos sobre los pocillos de control de medio fue superior a 3. Sdlo las puntuaciones positivas
se representan como el porcentaje medio de pocillos que exceden el medio de control + 3 * DT de los porcentajes|
encontrados en ambos ensayos. Entre paréntesis el indice de estimulacion medio de todos pocillos de prueba de|
ambos ensayos.

(139) (59)

Cultivos Th especificos de E2 de VPH16 reconocen epitopos procesados naturalmente

[0105] Los datos de proliferacion apuntaron la existencia de multiples epitopos de Th inmunogénicos dentro de
E2 del VPH16. Realizamos un analisis mas detallado de la naturaleza y especificidad de tales respuestas,
centrandonos de este modo en las regiones N-terminal y C-terminal que nuestros datos (tabla 1V) revelaron que
comprendian diferentes péptidos altamente inmunogénicos. Los péptidos solapados comprendidos en esta
region C-terminal (E2271-300; E2286-315; E2 301-330; E2316- 345; E2331-385) fueron ensayados para su capacidad de
enlazarse a moléculas de HLA-DR. Cada uno de los cinco péptidos mostré enlace de intermedio a fuerte con dos
0 mas de las moléculas de HLA-DR comunes evaluadas (tabla V), lo que respalda la nocién de que estos
péptidos pueden, de hecho, representar epitopos de Th restringidos por el CMH clase Il.

Tabla V. afinidad de enlace de péptidos derivados de E2 de VPH16 para diferentes tipos de HLA-DR

Secuencia de aminoécidos VPH16-E2 DR1 DR2 DR3 DR4
FNSSHKGRINCNSNTTPIVHLKGDANTLKC 271-300 22 65 37 >70
TPIVHLKGDANTLKCLRYRFKKHLTCYTAV 286-315 8 68 20 >70
LRYRFKKHLTCYTAVSSTWHWTGHNVKHKS 301-330 6 8 >70 10
SSTWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQ 316-345 6 55 30 >70
AIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVSTGFMSI 331-365 8 20 10 15

La afinidad de enlace de cada péptido se expresa como el valor ICsp: esta es la concentracion de
péptido (uM) a la cual el enlace del péptido marcado por fluorescencia estandar se reduce al 50% de
su valor maximo. >70 representa enlace no detectable

[0106] Posteriormente, cultivos Th a largo plazo especificos de E2 fueron generados a través de la estimulacién
de PBMC de donantes de sangre sanos tipificados por su HLA, a intervalos semanales, o bien con los péptidos
E2571.300 Y E2286-315, 0 bien con los péptidos E2301-330 ¥ E2316.345, 0 bien con el péptido E2331.365 0 con el péptido
E246.75. Las PBMC de 2 donantes mostraron fuertes respuestas proliferativas especificas de péptido contra uno o
mas de los péptidos estimuladores (datos no mostrados). A través de clonacion via dilucion limitante de estos
cultivos, tuvimos éxito en el aislamiento de clones de célula T estable, que mostraban uniformemente un fenotipo
CD4* CD8, contra seis péptido epitopos diferentes. Dos de estos clones Th fueron establecidos de HLA-DR15
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(2)-,-DQ6 (1)-PBMC estimulados con EZ2301.330 Yy E2316.345. Aunque ambos clones Th reconocieron E23p1.g30, €l
analisis en profundidad de la especificidad de estos clones Th reveld que reconocian secuencias distintas,
aunque superpuestas, restringidas por diferentes moléculas del HLA clase Il. Uno de los clones reconocio el
péptido E2316.330 en el contexto de HLA-DR15 (2), mientras que el otro clon era especifico para el péptido E2311-
325 en el contexto de HLA-DQ6 (1) (figuras 5,6). Los otros dos clones Th estaban relacionados de forma similar,
en cuanto a que uno reconocio el péptido E2346.355 en el contexto de DR15 (2), mientras que el otro reaccioné
contra E23s51.355 de manera restringida por DR1 (figuras 7,8). Particularmente, estos datos estan en
correspondencia con los datos de enlace de péptidos de la tabla V, en cuanto a que se encontré de hecho que
variantes mas largas de estos epitopos restringidos por DR15(2) y DR1 se enlazaban con las moléculas
restrictivas del HLA (ensayo de enlace no disponible para HLA-DQ6). Ademas, se encontré que dos clones
reaccionaban al péptido E246.75, uno reaccion6 contra el péptido E251.70 de manera restringida por HLA-DR4 y el
otro clon reaccion6 contra el péptido E2s1.75 (figura 15). Evidencia adicional de que los cuatro péptidos E2
identificados representan epitopos de Th fisiolégicamente relevantes es proporcionada por el hecho de que los
clones Th especificos de E2 no solo respondieron contra las CPA cargadas con péptidos, sino que también
respondieron especificamente contra las CPA que fueron pulsadas con la proteina E2 (figuras 5-8). Ya que en
este ultimo caso la presentacion de los péptido epitopos depende de la absorcion y procesado del antigeno E2, y
no meramente de la carga exdégena de moléculas de clase Il en la superficie celular de las CPA, estos datos
proporcionan la prueba definitiva de que los cuatro péptidos E2 reconocidos por nuestros clones Th
corresponden a epitopos procesados naturalmente. Finalmente, los cuatro clones Th produjeron IFNy tras
estimulacion antigénica, que es indicativo de un perfil de citoquina de Th tipo 1. Reunidos, nuestros datos
muestran que el repertorio de células T de individuos sanos alberga células Th CD4* especificas de E2
secretoras de IFNy (figuras 5-8).

Deteccion de células Th de memoria especificas de E2 del VPH16 en individuos sanos

[0107] La sorprendentemente frecuente deteccion de inmunidad Th especifica contra E2 del VPH16 en
individuos sanos, como se describe en el primer parrafo, nos incitd6 a analizar si el repertorio de células T
subyacente representaria memoria inmunolégica como resultado de un encuentro previo con antigenos, o si
consistiria principalmente en precursores de células T naive particularmente abundantes especificas para este
antigeno. En vista de la alta incidencia de infecciones de VPH genitales, generalmente transitorias, en individuos
jovenes sexualmente activos (Karlsson et al., 1995; Koutsky et al., 1997; Ho et al., 1998), asi como la expresion
prominente de E2 durante la infeccién de VPH, parece concebible que la memoria de células T contra E2 sea
encontrada en sujetos sanos. Examinamos la naturaleza de la inmunidad especifica contra E2 del VPH 16 que
detectamos a través del analisis de la reactividad especifica de E2 de la fraccion CD45RO* de PBMC de donante
sano, que contiene células T experimentadas de antigeno pero estd desprovista de sus equivalentes naive
(Young et al., 1997). Debido a que encontramos que el repertorio de células T de donantes sanos contenia
células Th que producen IFNy (figuras 5-8), medimos las respuestas de las células T especificas de antigeno a
través de IFNy ELISPOT. Primero analizamos la reactividad de las células T CD45RO* de dos donantes sanos
mientras centramos nuestra atencién en una seleccion de péptidos E2 que, basandonos en nuestros
experimentos precedentes (tabla 1V), parecen estar localizados en las regiones mas inmunogénicas de E2 del
VPH16.

[0108] Resulto interesante encontrar que estas PBMC CD45RO" respondian contra multiples péptidos E2 (figura
9a, b), respaldando la nocién de que los sujetos sanos pueden mostrar memoria de célula T especifica de E2 del
VPH16. Confirmamos que las células respondedoras que producen IFNy pertenecian al subconjunto de células
Th CD4* empleando tincién de citoquina intracelular de IFNy en vez de ELISPOT como lectura (no mostrado).
Una inspeccion mas amplia de la reactividad especifica de E2 contra la coleccion completa de péptidos, usando
PBMC CD45R0O" de 8 donantes sanos adicionales, revel6 que 4 de estos aislados de PBMC respondieron contra
uno o mas de los péptidos E2 del VPH16 (figura 9c-f y no mostrado). Reunidos, nuestros datos revelan la
presencia de células Th secretoras de IFNy de tipo memoria CD45RO+ reactivas contra los péptidos E2 del
VPH16 en aproximadamente la mitad de los donantes sanos ensayados. Particularmente, la incidencia por la
que estas respuestas son detectadas es muy similar a la del subconjunto mas fuerte de respuestas proliferativas
encontrado en las PBMC totales (tabla V), implicando que también estas respuestas probablemente representan
reactividad por células T de memoria antes que por células T naive cebadas in vitro.

Reactividad cruzada de clones Th especificos de E2 del VPH16 con secuencias peptidicas de otros tipos de VPH

[0109] Debido a la naturaleza comun de las infecciones del VPH, es probable que una mayoria de la poblacion
humana se encuentre con muiltiples tipos de VPH (Thomas et al. 2000; Koutsky et al. 1997). Ademas, las
secuencias proteinicas de los productos genéticos viricos son conservadas en un grado considerable entre tipos
de VPH. Es, por lo tanto, posible que al menos una fraccion del repertorio de células T inducida por un encuentro
previo con un tipo dado de VPH pudiera reaccionar en forma cruzada, y por lo tanto proteger en forma cruzada,
durante la infeccion posterior con otros tipos de VPH. El alineamiento de la secuencia de la proteina E2 del
VPH16 con la de varios otros tipos de VPH reveld que es mas prominentemente conservada con las de otros
tipos de alto riesgo. Aunque esta conservacion es algo menos conspicua cuando la secuencia E2 del VPH es
comparada con la de tipos de bajo riesgo o comunes, es evidente que en todos los casos la conservacion
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maxima esta confinada a ciertas regiones en la secuencia E2. En particular, tres areas de E2 del VPH16
comparten homologia con E2 de otros tipos de VPH: las porciones E231.120 y E2151.195 del N-terminal asi como la
porcién E2571.365 del C-terminal. Estas regiones estan co-localizadas con los dominios funcionales principales de
E2, en cuanto a que el dominio N-terminal alberga las funciones de activacion transcripcional de esta proteina
mientras que la porcion del C-terminal media en sus propiedades de enlace de ADN especificas de secuencia.
Las secuencias participantes que varian de los residuos 210 a 270 constituyen la llamada regién bisagra que
conecta dos dominios funcionales clave, que estan pobremente conservados entre tipos de VPH. Es importante
notar que nuestros analisis de respuestas especificas de E2 en los ensayos de proliferaciéon a corto plazo han
revelado que los péptidos mas inmunogénicos se acumulan en los dos dominios conservados de la secuencia E2
del VPH16 (ver tabla IV). En vista de estas consideraciones, evaluamos si nuestros clones Th establecidos,
cultivados contra epitopos derivados de la parte del C-terminal de la secuencia E2 del VPH16 (figura 5-8), serian
capaz de reaccionar de manera cruzada con péptidos E2 de varios otros tipos de VPH que compartian
homologia maxima con el VPH16 con respecto a esta secuencia E2 particular. De hecho, el clon Th especifico
de E2311.325 restringido por DQ6 mostré un firme reconocimiento de los péptidos correspondientes de los tipos 26,
31, 35 y 45 (no mostrado) del VPH. La homologia de aminoacidos dentro de este epitopo varia del 73 al 87%
(idénticos o aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares). Nuestros otros clones Th no revelaron
reactividad cruzada considerable para péptidos E2 altamente homdlogos de otros tipos de VPH (no mostrado).

[0110] Estos datos indican que parte de la memoria Th reactiva con E2 del VPH16 detectada en nuestros
ensayos puede tener relacion con encontrar tipos de VPH diferentes del VPH16, pero también sugiere que la
mayoria de este repertorio inmunolégico fue muy probablemente establecida a través del encuentro con el propio
VPH16.

Ejemplo 3
Material y métodos
Sujetos y controles

[0111] Se obtuvieron PBMC de donantes de banco de sangre sanos anénimos (D). Debido a que estos donantes
son anonimos, no hay datos adicionales disponibles. No obstante, los donantes con una historia reciente
conocida de infecciones, incluyendo prueba de Papanicolau anormal, fueron, como parte de las regulaciones
normales, disuadidos de donar sangre.

[0112] El estudio de sujetos (S; tabla Il) con NIC o carcinoma cervical en este articulo fue incluido en el "estudio
CIRCLE" que investiga la inmunidad celular contra lesiones cervicales infectadas por el VPH16. Las mujeres que
presentaban NIC Il o carcinoma cervical histoldgicamente probado en el departamento de ginecologia del
Leiden University Medical Center (LUMC) fueron, después del consentimiento informado, inscritas en este
estudio. El disefio del estudio fue aprobado por el comité de ética del LUMC. La sangre fue extraida el dia del
tratamiento. Sujetos con NIC Il fueron tratados por LEEP o conizacién con bisturi. En caso de estadio IB-IIA se
realizé una histerectomia radical. Los sujetos fueron tipificados por VPH 16 usando cebadores especificos del
VPH16 en ADN aislado de secciones embebidas en parafina de biopsias o muestras de resecciéon quirlrgica
(Claas et al., 1989). Ya que se esperaba encontrar la respuesta auxiliar T especifica del VPH en sujetos con
enfermedad progresiva (de Gruijl et al., 1998), elegimos analizar tres sujetos que presentaban NIC lll, 4 sujetos
con cancer cervical en estadio IB y 4 sujetos con céncer cervical recurrente.

Antigenos.

[0113] Los péptidos usados que abarcan la proteina E6 consistian en 15 péptidos 22-mer superpuestos y estan
indicados por su primer y ultimo aminoacido en la proteina (1-22, 11-32, 21-42, 31-52, 41-62, 51-72, 61-82, 71-92
y asi sucesivamente, el ultimo péptido consiste en el aminoacido 137-158). Los péptidos fueron sintetizados y
disueltos como se ha descrito previamente (van der Burg et al., 1999).

[0114] Mezcla de respuesta de memoria (MRM): una mezcla de toxoide tetanico (1 LF/ml; National Institute of
Public Health and the Environment, Bilthoven, Paises Bajos) y sonicado de Mycobacterium tuberculosis (2,5
pg/ml; generosamente donado por el Dr. P. Klatser, Royal Tropical Institute, Paises Bajos) fue usada para
controlar la capacidad de las PBMC para proliferar en respuesta a antigenos de recuerdo tipicos.

Analisis de células T especificas de antigeno mediante ELISPOT.

[0115] Las PBMC fueron sembradas con una densidad de 2 x 10® células/pocillo en una placa de 24 pocillos
(Costar, Cambridge, MA) en 1ml de medio de ISCOVE (Gibco) enriquecido con un 10% de FCS, en presencia o
ausencia de 5 pg/ml del péptido 22-mer derivado de E6 de indicado. Como control positivo las PBMC fueron
cultivadas en presencia de conjuntos indicados de péptidos derivados de proteina M1 de la gripe A/PR/8/34, que
consistian en 4 péptidos superpuestos de 30 aminoacidos de longitud en cada grupo.
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[0116] En el caso en que se usaron células CD45RO+, las células CD45RO+ fueron sembradas con una
densidad de 10° células/pocillo en una placa de 24 pocillos (Costar) en 1 ml de IMDM suplementado con un 10%
de FCS junto con un péptido o conjunto de péptidos indicados con una concentracion de 10ug/ml/péptido.

[0117] Después de 4 dias de incubacion a 37°C, las PBMC fueron cosechadas, lavadas y sembradas en 4-6
pocillos replicados con una densidad de 10° células/pocillo en una placa Multiscreen de 96 pocillos (Millipore,
Etten-Leur, Paises Bajos) recubiertos con un anticuerpo atrapador de IFNy (Mabtech, aB Nacha, Suecia). El
ELISPOT fue ademas realizado segun las instrucciones del fabricante (Mabtech). EI nimero de puntos fue
analizado con un sistema de analisis de imagenes de video asistido por ordenador completamente automatizado
(Carl Zeiss Vision).

[0118] Los puntos especificos fueron calculados sustrayendo el nimero medio de puntos + 2xDT del control de
s6lo medio al nimero medio de puntos de los pocillos experimentales. Se consideré que las frecuencias de
células T especificas de antigeno se incrementaron en comparacion con las no respondedoras cuando las
frecuencias de células T eran = 1/10.000 PBMC.

Aislamiento de la fraccion de memoria CD45RO+ de las PBMC

[0119] Las células de memoria (CD45R0O+) fueron aisladas frescas de capas leucocitarias mediante MACS tras
la incubacion con microesferas CD45RO (cat. n° 460-01, Miltenyi Biotec, Alemania). La pureza de la fraccion de
CD45R0O" obtenida fue > 95% tal y como se determina mediante citometria de flujo después de la tincion
superficial para CD45RO y CD45RA (CD45RA-FITC, cat. n°® 347723, CD45RO- PE, cat. n°® 347967, Becton
Dickinson Biosciences, EE.UU).

Resultados

[0120] En vista de la alta incidencia de infecciones de VPH genitales, generalmente transitorias, en individuos
jovenes sexualmente activos (Karlsson et al., 1995; Koutsky et al., 1997; Ho et al., 1998), asi como la expresion
prominente de la inmunidad especifica contra E2 del VPH16 (véase ejemplo 2) en aproximadamente la mitad de
los sujetos sanos ensayados, estudiamos la respuesta natural especifica de E6 del VPH16 inducida in vivo, en la
poblacién humana por medio del ensayo IFNy ELISPOT de 4 dias. Este ensayo detecta solo células T auxiliares
de memoria, que tras estimulacion segregaran IFNy mientras que sus equivalentes naive no lo haran (véase
ejemplo 1y 2, y referencias en ellos). Una inspeccion de la reactividad especifica de E6 contra la coleccion
completa de péptidos presente en PBMC de 18 donantes de sangre sanos, revelé que 11 de estos 18 (> 60%)
aislados de PBMC respondié contra uno o mas de los péptidos E6 del VPH 16 (tabla Via).

[0121] La mayoria de las respuestas se encontraron en el extremo C-terminal de E6 (E6g1-158). Ademas, todos los
donantes sanos reaccionaron contra la proteina de la matriz 1 de la gripe del antigeno de recuerdo tipico. Las
frecuencias tanto de la gripe M1 como de las células T auxiliares especificas de E6 del VPH 16 eran de magnitud
comparable. Resulta interesante que, un estudio similar en pacientes VPH16+ reveld que solo 3/12 (25%)
reaccionaron contra los péptidos E6 del VPH16 indicando que la respuesta E6 encontrada en sujetos sanos es
protectora contra la enfermedad.
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[0122] Para confirmar nuestra observacion de que las células T de memoria especificas del VPH 16 estaban
presentes en una gran fraccion de la poblaciéon humana, aislamos la fraccion de memoria especifica CD45RO+
de las PBMC antes de que fueran sometidas a estimulacion con péptidos E6 del VPH16. Después de una
estimulacion de 4 dias se pudo detectar una respuesta para E6 del VPH16. Reunidos, nuestros datos revelan la
presencia de células T auxiliares secretoras de IFNy tipo memoria CD45R0O", reactivas contra ambos péptidos
E6 del VPH16 en aproximadamente la mitad de los donantes sanos ensayados.

[0123] Ademas, PBMC de dos donantes de sangre diferentes positivos de HLA-DRI fueron estimuladas con un
conjunto de dos péptidos 35-mer largos que cubrian juntos E61¢e.158. Las PBMC de estos donantes proliferaron
especificamente contra el péptido E6121.142 ¥ el péptido E6127.158 asi como contra la proteina E6. Un clon auxiliar
T CD4+ derivado de una de estas masas fue adicionalmente analizado, proliferé especificamente y produjo IFNy
cuando se estimulé con péptido E6 del VPH 16 y proteina E6 del VPH 16 en una manera restringida por HLA-
DRI (figura 16).

Conclusiones

[0124] A través del analisis de las respuestas IFNy en cultivos de PBMC de sujetos sanos contra el antigeno E6
del VPH 16 hemos demostrado que esta proteina contiene secuencias peptidicas altamente inmunogénicas para
las que se detecta fuerte reactividad de células T en aproximadamente la mitad de estos donantes. Examenes
posteriores de la fraccion de memoria CD45R0O* de PBMC de donante sano revelaron que estas células T CD4*
secretoras de IFNy especificas de E6 del VPH16 estaban presentes en la fraccion de memoria de las células T
de las PBMC y de este modo han sido cebadas in vivo tras el encuentro con el VPH. Un estudio similar demostré
que las células T secretoras de IFNy especificas de E6 del VPH 16 estaban casi ausentes en los pacientes del
VPH 16+. Reunidos, nuestros datos demuestran que el repertorio de células T de una mayoria de los sujetos
sanos contiene frecuencias particularmente altas de células auxiliares T productoras de citoquina tipo 1 de
memoria reactivas contra el antigeno E6 del VPH 16 e indica que son protectoras contra la enfermedad.

[0125] Es importante notar que no hemos encontrado ningun informe precedente que concierna a la presencia de
respuestas de células T de memoria contra E2 y E6 o cualquiera de las otras proteinas no estructurales del VPH
16 en individuos sanos. De hecho, individuos sanos han servido en muchos casos como control negativo para
las condiciones de cultivo usadas. Hemos mostrado ahora, en dos estudios independientes (ejemplo 2 y ejemplo
3), que las PBMC derivadas de donante sano contienen células T auxiliares especificas del VPH 16. La mayoria
de las respuestas auxiliares T se dirigen contra las regiones especificas en E2 y E6. La presencia de esta células
T auxiliares de tipo memoria muestra que estos individuos han encontrado una infeccién de VPH16, respondido
a ésta a través de las células T del brazo celular del sistema inmunoldgico y eliminando la infeccion. Este implica
que la respuesta de las células T a estos antigenos es una parte de la respuesta de proteccion para la infeccion
del VPH.

[0126] La induccidon o estimulacion de este tipo de respuestas puede por lo tanto ser una herramienta potente en
la proteccion contra las enfermedades inducidas por VPH.

Ejemplo 4
Material & métodos

[0127] Se vacuné a ratones C57/B16 macho (n=8 por grupo) con, o bien 10 ug del epitopo de LTC derivado de
E1A exacto (SGPSNTPPEI), o bien con 30 pg del péptido purificado con HPLC de 32 aminoacidos de largo
RECNSSTDSCDSGPSNTPPEMPVVRLCPIYP que contiene este epitopo de LTC. Los péptidos fueron disueltos
en PBS y mezclados en una proporcion 1:1 con IFA. Los ratones fueron vacunados subcutaneamente con
péptido en un volumen de 200 l el dia 1. Catorce dias mas tarde los ratones fueron provocados con 0,5x10°
células tumorales AR5 (células de embrion de raton transformadas E1A + Ras). La supervivencia de los ratones
fue monitorizada durante un periodo de seguimiento de 100 dias.

Resultados

[0128] La vacunacion con péptidos sintéticos que representan epitopos de linfocitos T citotoxicos (LTC) puede
conducir a una inmunidad protectora mediada por LTC contra tumores o virus. Las células tumorales B6
transformadas por la regiéon 1 temprana de adenovirus humano (Ad5E1) presentan al sistema inmunoldgico un
epitopo de LTC codificado por AASE1A y Ad5E1B. Los clones de LTC dirigidos contra cualquiera de estos
epitopos son capaces de erradicar tumores establecidos inducidos por AdA5E1, mostrando que estos epitopos de
LTC son las dianas de LTC que pueden mediar la regresiéon tumoral. La inmunidad protectora contra células
tumorales que expresan Ad5E1 se puede establecer mediante inmunizacién con células transformadas por
Ad5E1 y con un vector de adenovirus que contiene la regién Ad5E1. La inmunidad protectora, en ambos casos,
esta asociada con memoria de LTC especifica. No obstante, cuando los ratones fueron vacunados, o bien con la
secuencia de péptido-epitopo minima del epitopo de LTC derivado de E1A, o bien con la secuencia de péptido-
epitopo minima del epitopo de LTC derivado de E1B, la proteccion contra tumores que expresan Ad5A1 se

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2724 121 T3

perdié.

[0129] La vacunaciéon con un epitopo de LTC derivado de la region E1A del adenovirus humano tipo 5
(Ad5E1A234-243), aumenta en vez de inhibir el crecimiento de los tumores que expresan Ad5E1A. A diferencia
de la vacunacion con péptido, la inmunizacién con adenovirus, que expresa Ad5E1A, indujo inmunidad
especifica contra AASE1A y evito el brote de tumores que expresan Ad5E1A. Estos resultados muestran que la
inmunizacion con péptidos sintéticos puede conducir a la eliminacion de respuestas antitumorales de los LTC
(Toes et al., 1996a). Ademas, los ratones vacunados s.c. con una dosis baja del péptido AdSE1B también
mostraron esta reaccion adversa. El péptido AdJSE1B fue elegido porque la respuesta de los LTC contra el
epitopo de LTC codificado por AdSE1B contribuye mayoritariamente a la respuesta antitumoral en ratones B6
después de la vacunacién con células transformadas con Ad5E1. Los ratones vacunados con péptido AA5E1B
no fueron protegidos contra el brote de células tumorales que expresan Ad5E1, en su lugar ya no fueron capaces
de rechazar un inéculo tumoral que fue rechazado por ratones no vacunados.

[0130] Ademas, la proteccion inducida por vacunacién de célula tumoral contra tumores que expresan AdSE1B
desaparecié cuando el epitopo de LTC codificado por Ad5E1B fue inyectado unos dias antes de la provocacion
del tumor. Esto esta asociado a la tolerancia inducida por péptido de la actividad de LTC especifica de Ad5E1B
(Toes et al. 1996b).

[0131] En conclusion, la inmunizacion con péptidos sintéticos de la longitud exacta del epitopo de LTC, puede
también conducir a tolerancia de LTC asociada a la incapacidad para rechazar tumores. La cuestion de la
tolerancia o la eliminacién funcional de LTC mediante inmunizacidon con epitopos minimos se evita mediante el
uso de péptidos largos (22-35 residuos de aminoacidos). Para probar esta afirmacion vacunamos a ratones
C57/B16 con un péptido derivado de E1A de 32 aminoacidos de longitud que contiene el epitopo de LTC
derivado de E1A de 10 aminoéacidos de longitud, el cual, cuando es dado como el péptido-epitopo exacto, esta
implicado en la pérdida de proteccion contra el tumor. Como se muestra en FIG. 10, los ratones de control (n=8)
que han sido vacunados con el péptido-epitopo exacto SGPSNTPPEI, mueren todos 50 dias después de la
provocacion del tumor. En cambio, el grupo de ratones vacunado con el péptido de 32 aminoéacidos de longitud
estaban todos vivos a los 50 dias y solo un ratén se perdi6 durante el periodo de seguimiento de 100 dias.

Conclusién

[0132] Para un método clinicamente relevante de inmunizar sujetos contra células infectadas de forma virica o
células tumorales, se deberian inducir tanto células T auxiliares especificas como LTC. Hemos mostrado ya que
la inmunizacion con epitopos de LTC minimos produce proteccion contra los tumores en algunos modelos (Kast
et al. 1991, Feltkamp et al. 1993), mientras que puede también conducir a tolerancia o eliminacién funcional de
LTC especificos de virus y de tumor, que cuando se inducen de otra manera son protectores (Toes et al.
1996ab). El procesado de antigenos exdgenos para presentacion por moléculas del CMH clase | mediante
cebado cruzado asi como por otros mecanismos es ahora una segunda via ampliamente reconocida de
procesado para la presentacion por CMH clase |, junto a la bien conocida via endégena (Jondal et al., 1996,
Reimann et al. 1997). Hemos mostrado ahora que en contraste con la vacunacion de ratones con el péptido-
epitopo exacto, la vacunaciéon con secuencias peptidicas largas que contienen epitopos de LTC no supone la
pérdida de LTC que estén implicados en la proteccion de ratones contra los tumores, sino que en cambio supone
una respuesta inmune mediada por LTC que protege a los ratones contra una provocacion de tumor posterior.

Ejemplo 5

[0133] Ratones y lineas celulares. Se obtuvieron ratones C57BL/6 (B6; H-2° ) de IFFA Credo (Paris, Francia). Se
compraron ratones B6 del CMH Clase I~ en Taconic (EE.UU) y se obtuvieron ratones B6 de CD40”- de The
Jackson Laboratory (Maine, EE.UU). La linea celular tumoral TC-1 fue generada mediante transfeccion de
células embrionarias de ratén (MEC) de origen C57BL/6 por E6/E7 del VPH 16 y oncogenes c-H-ras. La linea
celular tumoral 13.2 fue derivada de MEC (B6) transformada con proteina E1 derivada de adenovirus tipo 5, en la
cual el epitopo E1A de H-2Db fue sustituido con el epitopo de LTC de E7.9.57 del VPH 16. Las células D1 son
células dendriticas (DC) esplénicas inmaduras dependientes del factor de crecimiento a largo plazo derivadas de
ratones C57BL/6.

[0134] Péptidos. Los péptidos E749.57: RAHYNIVTF y E74377: GQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQSTVDIR
derivados de E7 del VPH16 fueron sintetizados mediante estrategias de fase sdélida en un sintetizador de
péptidos multiple automatizado (Abimed AMS 422, Langenfeld, Alemania). Los péptidos fueron analizados por
HPLC en fase inversa para contaminantes y almacenados a -20 °C.

[0135] Tetrameros y anticuerpos. Tetrameros que contenian E79.57 (RAHYNIVTF) epitopo H-2DP marcados por
PE fueron construidos y usados para el analisis de inmunidad LTC especifica de péptido. Anti-CD8b.2 Ab (Ly-
3.2) (clon 53- 5.8) marcado por FITC, anti CD4 Ab (L3T4) (clon RM4-5) marcado por CPA y Ab anti- IFNy
marcado por PE (clon XMG1.2) (BD PharMingen, San Diego, EE.UU) fueron usados en los diferentes
procedimientos FACS.
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[0136] Adyuvancia. Se obtuvo IFA (adyuvante incompleto de Freund) de Difco Laboratories (Michigan, USA). Se
compré Montanide ISA 51 a Seppic (Paris, Francia). Los oligodesoxinucleotidos CpG (ODN) 1826 fueron
amablemente proporcionados por el Dr. G. B. Lipford, Universidad Técnica de Munich (Munich, Alemania). Se
obtuvo GM-CSF de Peprotech (Rocky Hill, EE.UU). Las células de hibridoma FGK-45 que producen anti-CD40
Ab estimulador fueron proporcionadas por A. Rolink. EI MPL fue gentilmente proporcionado por el Dr. M.
Johnson, Ribi Immunochem.Research (Hamilton, EE.UU).

[0137] Estrategias de inmunizacion. Se inyectd subcutaneamente a ratones C57BL/6, o bien con 50 ug de
péptido E74%%7, o bien con 150 pg de E74377 35-mer disueltos en PBS para conseguir niveles molares similares
del epitopo de LTC E749.57 en ambos casos. Se evaluaron combinaciones con varias adyuvancias. En el caso del
IFA y el Montanide, los péptidos disueltos fueron emulsionados en el 50% de estas respectivas sustancias. Se
disolvieron ODN-CpG (50 ug/ratén), MPL (10 ug /raton) y GM-CSF (4 ug /ratén) en PBS y se mezclaron con los
péptidos antes de la vacunacion subcutanea. El volumen total inyectado fue de 200 pl/ratén.

[0138] El Anti-CD40 Ab fue disuelto en PBS e inyectado por separado de los péptidos por via intravenosa los
dias 0, 1y 2 en una cantidad de 100 ug por inyeccion (volumen total 200 pl/ratén). Los bazos fueron cosechados
después de 10 dias, o bien, cuando era indicado, los ratones fueron estimulados con vacunas idénticas 50 dias
después del cebado y los bazos fueron cosechados 10 dias después de la inmunizacion estimuladora. En el
caso del E74377 35-mer, la Gltima estrategia puede permitir la formacion de células auxiliares T y LTC de
memoria después de la primera vacunacion y activacion de DC mediante células auxiliares T especificas de E74%
77 del VPH16 cuando se dio la inmunizacion estimuladora. En los experimentos antitumorales terapéuticos, los
ratones con tumores fueron vacunados dos veces: en el momento en el que los tumores fueron palpables en
todos los ratones y 14 dias mas tarde.

[0139] Cultivos de células T. Las células T fueron obtenidas de ratones inmunizados, cultivando células de bazo
(5x108 células/pocillo en una placa de 24 pocillos) en el medio completo en presencia de 0,5x108 células que
expresan E74%57 (linea celular tumoral 13.2) o, cuando era indicado, en presencia de células D1.

[0140] Antes del uso, las células D1 fueron incubadas durante 16 horas con el E74377 35-mer y posteriormente
activadas afiadiendo LPS (10 pg/ml) durante 6 horas y luego lavadas concienzudamente. El medio completo
consiste en medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; BioWhittaker, Walkersville, MD, EE.UU)
suplementado con 8% de FCS, 100 IU/ml de penicilina, 2mM de glutamina (ICN, Aurora, Ohio, EE.UU) y 30 uM
de 2-ME (Merck, Darmstadt, Alemania). Los cultivos se mantuvieron a 37° C en aire humedecido que contenia
un 5% de C02. No se afiadio IL-2 exdgeno. El dia seis, las células muertas fueron retiradas del cultivo mediante
centrifugado sobre un gradiente de densidad de Ficoll y las células restantes fueron sembradas en placas de 24
pocillos a 1x10° células/pocillo. En el dia siete se realizo la tincion de tetrameros o la tincién de la citoquina
intracelular.

[0141] Tincién de tetrameros. Cultivos de bazo, estimulados con la linea celular tumoral 13.2 durante siete dias,
fueron transferidos en una cantidad de 40x10* por pocillo a una placa de microtitulacion de 96 pocillos de fondo
en V y lavados dos veces con PBS/BSA del 0,5%. Posteriormente, se afiadié tetrameros marcados con PE que
contenian E749.57. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, las células fueron lavadas dos
veces con PBS/BSA del 0,5% e incubadas con anti CD8b Ab marcado con FITC durante 30 minutos.
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces en PBS/BSA del 0,5%, suspendidas en PBS/BSA del 0,5%
que contenia yoduro de propidio (Pl) (0,5)ug/ml) y transferidas a tubos. Las muestras celulares fueron analizadas
en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, EE.UU) usando software CellQuest. Se
analiz6 un total de 20x10* eventos para intensidad de fluorescencia. Los residuos fueron suprimidos utilizando la
tincion de Pl y posteriormente la fraccion de CD8* fue encerrada. La tincién media de base de los tetrameros de
células cultivadas y tefiidas de manera similar de ratones de control no inmunizados resulté estar por debajo del
1 por ciento de las células CD8* (0,94%, desviacion tipica 0,36%). Se uso el clon 9.5 de LTC especifico de E7
del VPH16 como control positivo.

[0142] Tincién de citoquina intracelular. Los cultivos de bazo fueron estimulados con células D1 pulsadas con
E743.77 35-mer durante siete dias. Posteriormente, el porcentaje de células T CD8* y CD4* que producen IFNy
fue medido como se ha descrito anteriormente (van der Burg et al., 2001). Particularmente, se usaron células D1
no pulsadas activadas por LPS o células D1 pulsadas con E74%% o E74%77 35- mer (5 pg/ml) como células
estimuladoras.

Resultados

Las vacunaciones de estimulo primario con el péptido que contiene epitopos de auxiliares Ty de LTC de E7 del
VPH16 de 35 aminoacidos de largo E74377 dan lugar a una fuerte respuesta de LTC.

[0143] Se vacunaron ratones (B6) una vez con el epitopo de LTC minimo E74%-%7 del VPH16 o el péptido E74377
del VPH16 de 35 residuos de longitud, mezclados con IFA. Diez dias después de la vacunacion los bazos fueron
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cosechados y estimulados in vitro durante 1 semana. Posteriormente, el porcentaje de LTC especificos de
péptido de E74%57 fue determinado mediante tincion del tetramero E74%-57 (RAHYNIVTF) de H2-D (van der Burg
et al., 2001). En ambos grupos 3 de cada 9 ratones respondieron a la vacuna mientras que generalmente el 5
por ciento de las células T CD8* se tifieron con tetrameros (figura 11A-B), sugiriendo que las vacunas actiuan
igualmente bien cuando se inyectan una vez.

[0144] Para obtener una respuesta fuerte de los LTC especifica de E74%%7, ambas vacunas fueron usadas en un
régimen de estimulo primario, que permitia a las células T cebadas formar células T de memoria antes de que la
respuesta fuese estimulada por una segunda vacunaciéon 50 dias mas tarde. Los ratones que recibieron dos
veces el epitopo minimo de LTC, mostraron respuestas de célula T CD8* que eran comparables a la de después
de una vacunacion (figura 11 C). En cambio, los ratones cebados y estimulados con el péptido largo mostraron
una fuerte respuesta de los LTC especifica de E74%57 en 9/11 de los ratones, con altos nimeros de células T
CD8* especificas de E74-5 (media 19%, rango 5-40%) (Figura 11D). Estos experimentos demuestran que la
vacunacion con el péptido largo en un régimen de estimulo primario homdlogo es superior a la vacunacién con el
epitopo minimo de LTC y esto indica que la formacion de células auxiliares T, por el epitopo intrinseco auxiliar T
presente en el péptido largo, contribuye considerablemente al nivel de las respuestas de los LTC.

La fuerte respuesta de los LTC especifica de E7*%% es dependiente de las células auxiliares restringidas por
CMH clase Il y las interacciones CD40-CD40L.

[0145] Para demostrar que las impresionantes respuestas de los LTC, detectadas después de las vacunaciones
de estimulo primario con el péptido largo E74377, fueron de hecho mejoradas por células auxiliares T especificas
de E7 restringidas por el CMH clase Il, los ratones CMH clase I~ sufrieron un estimulo primario con la vacuna de
péptido largo. El niumero de LTC especificos de E74%%7 detectadas en ratones CMH clase I~ fue muy inferior al
encontrado en ratones B6 después dos vacunaciones, y comparable al encontrado después una vacunacion
(figura 11E). Para confirmar que las células auxiliares T CD4* son inducidas ya después del cebado, los ratones
fueron vacunados una vez con el péptido largo en IFA.

[0146] Posteriormente el porcentaje de células T CD4* que producen IFNy especificas de E74377 fue medido por
tincion de citoquina intracelular. Mientras que no se observé ninguna respuesta sobre el fondo en ratones naive
(datos no mostrados), el 5 por ciento o mas de las células T CD4" de ratones vacunados respondieron
especificamente tras estimulacion con el péptido largo E74377 (figura 12A). Estos datos no solo indican que las
respuestas auxiliares T tipo 1 CD4" restringidas por el CMH clase Il son inducidas después una vacunacion sino
también que estas células T auxiliares especificas de péptido E74377 son requeridas para inducir respuestas
fuertes de LTC. CPA profesionales, que procesan y presentan el péptido largo tras la inmunizacion estimuladora,
se activan a través de interacciones CD40-CD40L mediante células auxiliares T especificas de péptido E74377.
Esto posteriormente conducira a la activacion mejorada de LTC.

Las vacunaciones Unicas con el péptido E74%77 y agentes activadores de DC suponen fuertes respuestas de
auxiliares Ty de LTC hacia E7 del VPH16.

[0147] Si la activacion de CPA profesionales mediada por auxiliares T es importante para la fuerte respuesta de
los LTC observada, la activacion directa de DC deberia evitar una falta de ayuda de células T y una Unica
vacunacion deberia ser suficiente para incrementar las respuestas adecuadas de los LTC. Para abordar esta
cuestion, los ratones B6 fueron vacunados una vez con el péptido largo o el péptido minimo E74%57 en
combinacién con varios agentes activadores de DC. Se usaron IFA y Montanide —un IFA de calidad equivalente a
los inyectables en humanos- como controles. Como con IFA (figura 11A-B) no se observaron respuestas cuando
el adyuvante Montanide fue administrado (datos no mostrados).

[0148] Ademas, los ratones vacunados tanto con el epitopo minimo de LTC como con el péptido largo
combinado con el anticuerpo anti-CD40 o con GM-CSF no mostraron respuesta o mostraron una respuesta
minima de LTC (figura 13A-B). No obstante, una combinacién de GM-CSF e IFA dio lugar a respuestas de los
LTC moderadas especificas de E74%5” cuando se administré el péptido largo (figura 13C).

[0149] Los ratones que recibieron el péptido minimo mezclado con MPL o ODN-CpG mostraron respuestas de
los LTC bien perfiladas en diferentes ratones (figura 13D-E) aunque el numero de respondedores no habia
aumentado (4/9 y 4/12 ratones respectivamente) en comparacion con los ratones vacunados con IFA (figura
11A). En cambio, la vacunacion con el péptido largo dio lugar a respuestas de los LTC especificas de E74%%7 en
todos los ratones. Por otra parte, el nivel de la respuesta de los LTC detectado fue alto (hasta un 40% de células
T CD8*) en la mayoria de animales. Ademas, una Unica vacunacion con el péptido largo y ODN-CpG dio lugar a
numeros incluso mas altos de células T CD4* que producen IFNy especificas de E74377 (15 a 20% de las células
T CD4*) cuando se compara con el uso de IFA como adyuvante (figura 12B). Para demostrar que las respuestas
inducidas fueron de hecho independientes de las células T auxiliares, se vacuno a ratones CMH clase II’- con el
péptido largo y ODN-CpG. Como se muestra en la figura 13F, se detectaron respuestas robustas de LTC
después de una vacunacién. La observacion de que en una situacion independiente de auxiliares T, la
vacunacion con el péptido largo y agentes activadores de DC es superior a una vacunacion con el epitopo
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minimo de LTC, muestra que, en comparacion con el epitopo minimo de LTC que puede enlazar con moléculas
del CMH clase | presentes en todas las células nucleadas, el péptido largo es preferentemente procesado y
presentado por células presentadoras de antigeno profesionales (CPA).

La vacunacion con el 35-mer y el adyuvante activador de DC ODN-CpG puede erradicar eficazmente tumores
que expresan el VPH16.

[0150] Para probar la eficacia de la vacuna de péptido largo, los ratones que sufren tumores fueron inmunizados
con el péptido E74%-%7 o el péptido largo E74377 mezclado con ODN-CpG.

[0151] Particularmente, la vacunacion se dio en el momento en que los tumores eran palpables (dia 10-14) en
todos los ratones. Una segunda vacunacion fue administrada 14 dias mas tarde para mantener la inmunidad
auxiliar T y LTC especifica contra E7. Los ratones tratados s6lo con ODN-CpG no mostraron actividad
antitumoral (figura 14A). La mayoria de los animales tuvieron que ser sacrificados debido al extenso crecimiento
del tumor a los 14 dias después del tratamiento. En ambos grupos tratados con péptido y ODN-CpG se vio
inhibicion del crecimiento del tumor 8-12 dias después del tratamiento.

[0152] Aungue se observé erradicacion completa en 3 de los 9 ratones tratados con el péptido E74%-%7 y ODN-
CpG (30% de los animales), otros solo fueron capaces de estabilizar el crecimiento del tumor temporalmente y
luego murieron de su tumor. En cambio, 8 de los 10 ratones tratados con el péptido largo y ODN-CpG
erradicaron sus tumores, alguno de ellos midiendo de 200 a 500 mm?,

Conclusién

[0153] Mostramos que la respuesta de los LTC especifica de E7 del VPH 16 es mucho mas fuerte después de la
vacunacion con un péptido de 35 residuos de longitud derivado de E7 del VPH16 que después de la vacunacion
con el epitopo minimo de LTC. Nuestros datos demuestran que al menos uno de dos mecanismos
independientes causa esto. En primer lugar, el péptido de 35 residuos de longitud usado en este ejemplo
contiene tanto un epitopo de LTC como un epitopo de auxiliares T. La vacunacion de ratones CMH clase 117
demostré que la interaccion entre CPA y células T auxiliares especificas de E7 contribuia considerablemente al
nivel de la respuesta de los LTC. Ademas, la administracion de dicho péptido largo mezclado con potentes
agentes activadores de DC fue capaz de sortear el requisito para la ayuda de células T. En segundo lugar, una
comparacion directa de la respuesta de los LTC inducida por el epitopo minimo de LTC (9 residuos) de este
ejemplo o dicha vacuna de péptido largo combinada con agentes activadores de DC en ratones tanto de tipo
salvaje como del CMH clase II”- mostr6 que la vacunacion con el péptido largo daba lugar a una respuesta de los
LTC mucho mayor, mostrando que en contraste con el epitopo minimo de LTC, el péptido largo es
preferiblemente presentado por CPA profesionales. Por otra parte, mostramos que la vacunacién con el péptido
largo y potentes agentes activadores de DC dan lugar a la erradicacién completa de tumores establecidos. Estos
datos proporcionan una base cientifica para el uso de péptidos largos superpuestos, solos o en combinacion con
potentes agentes activadores de DC en futuros ensayos humanos.

[0154] La alta eficacia de nuestra vacuna de péptido largo es, entre otras, cosas debida al hecho de que los
epitopos de auxiliares T y de LTC estan fisicamente enlazados entre si. La ventaja potencial del enlace de
epitopos esta en la mayor probabilidad de presentacion simultanea de los epitopos restringidos tanto por el CMH
clase | como clase Il en la superficie de una unica CPA, facilitando asi la entrega de ayuda cognada de célula T
al cebado de LTC. Una comparacion directa de vacunas que usaban una mezcla de epitopos de LTC y Th con
vacunas que usaban epitopos de LTC y Th fisicamente enlazados, pero idénticos, demostré que estos Ultimos
dieron lugar a respuestas de los LTC mas fuertes (Shirai, 1994; Hiranuma, 1999; Bristol, 2000).

[0155] Nuestras vacunaciones de ratones B6 normales y CMH clase II7- confirman que el uso de un epitopo de
auxiliares T fisicamente enlazado es ventajoso para el desarrollo de una fuerte respuesta de los LTC. Ademas,
estos experimentos demostraron que la interaccion entre células Th y CPA especificas de E7 es la responsable
de este estimulo de la respuesta de los LTC.

[0156] La comparacion de la respuesta de los LTC inducida por el epitopo minimo de LTC y el péptido largo en
ratones normales y CMH clase 1I7- reveld otra propiedad interesante de nuestra vacuna de péptido largo. En
estos experimentos la contribucion de las células Th especificas de E7 fue eliminada y probablemente sélo las
diferencias en propiedades fisicas o cinética de los péptidos jueguen un papel. Debido a su tamafio, que excluia
enlace directo del péptido con el CMH clase |, dicho péptido largo necesité ser absorbido por CPA profesionales
que son capaces de procesar antigenos derivados exdgenamente y presentar péptidos en el CMH clase I.
Demostramos que la activacion de DC afect6é sélo marginalmente a los resultados de la respuesta de los LTC
especifica de E7 cuando el péptido minimo fue usado, mientras que la activaciéon DC fue un prerrequisito para
inducir una respuesta superior de los LTC especifica de E7 mediante la vacuna de péptido largo. Juntos, estos
datos muestran que los epitopos de LTC y Th presentes en dicho péptido largo son preferiblemente presentados
en la superficie de CPA profesionales.
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[0157] La vacunacion con el epitopo minimo de LTC derivado del VPH16 produce una respuesta de los LTC
detectable que no mejora cuando los agentes activadores de DC son co-inyectados. Esto indica que dicho
péptido no es solo presentado en la superficie de las CPA profesionales activadas sino también en las moléculas
del CMH clase | de otras células nucleadas. Esto no es sorprendente porque dicho péptido puede enlazar
directamente con el CMH clase | en la superficie celular (Feltkamp et al., 1993).

[0158] La presentacion de dicho péptido de LTC por células que no pueden producir coestimulacion (p. ej.
células no inmunes) produce una amortiguacion de las respuestas de los LTC y la presentacion de dicho epitopo
de LTC de E7 por estas CPA no profesionales es, por lo tanto, nociva para la induccién de LTC especificos de
E7. Particularmente, hemos mostrado previamente que la vacunacion con el epitopo minimo de LTC derivado de
E1A dio lugar a la tolerancia de los LTC especificos de E1A que, de otro modo, eran protectores contra tumores
inducidos por E1A (Toes 1996). Aunque, la posible presentacion del epitopo de LTC derivado de E7 del VPH 16
en la superficie de CPA no profesionales no obstaculiza la induccion de LTC especificos de E7 como se ha visto
en el modelo de tumor de adenovirus, la eficacia antitumoral de estas respuestas es dificultada.

[0159] El tratamiento de tumores establecidos mediante vacunacioén terapéutica con el epitopo minimo de LTC y
el agente activador de DC CpG es mucho menos eficaz cuando se compara con la vacuna de péptido largo
mezclada con agentes activadores de DC.

[0160] Estos resultados proporcionan una base cientifica para la evaluaciéon de esta vacuna en ensayos
humanos tanto para intervencion terapéutica como profilactica contra enfermedades inducidas por el VPH16.

Breve descripcion de las figuras
[0161]

FIG. 1 representa la respuesta de las células T inducida por el péptido E7.1.62 que reconoce el antigeno
procesado naturalmente (Ag). PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR15,4 y DQ6,7 fueron
estimuladas cuatro veces con péptido E741.62. Las células T que respondian fueron evaluadas en un ensayo
de proliferacion de 3 dias (a, b, c) o estimuladas durante 1 dia para medir la produccién de IFNy mediante
ELISA (d). Las células respondedoras (R) y células presentadoras de antigeno emparejadas CMH clase Il o
autologas (A) fueron incubadas con los Ags indicados: proteina E6 del VPH16 recombinante (E6), proteina
E7 del VPH16 recombinante (E7), proteina RT del VIH recombinante (RT) o péptidos derivados de E6 (por
ejemplo, E6g1-102, péptido E6g1-102) 0 derivados de E7. Proliferacion del cultivo en masa de células T (a),
proliferacion del clon auxiliar T, derivado del cultivo en masa de células T y el bloqueo de la respuesta
especifica de la proteina E7 afiadiendo un anticuerpo contra el HLA-DR (b), la proliferacion del clon auxiliar T
cuando se estimula con células presentadoras de antigeno parcialmente emparejadas CMH clase Il (c), y
mapeo preciso del epitopo minimo por el clon auxiliar T midiendo la produccion de IFNy por cada 24 h (d).

FIG. 2 representa una respuesta de las células T inducida por el péptido E7:..56 que reconoce Ag
procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR3 y DQ2 fueron
estimuladas cuatro veces con el péptido E7.:.56. Proliferacion del cultivo en masa de células T (a),
proliferacion especifica del clon auxiliar T, derivado del cultivo en masa de células T, cuando se estimulan
con E722.56, E731.52 ¥ proteina E7 (b), y mapeo preciso del epitopo minimo midiendo la produccion de IFNy
por cada 24 h mediante el clon auxiliar T (c). (ver también FIG. 1 y descripcion asociada).

FIG. 3 representa una respuesta de las células T inducida por el péptido E743.77 que reconoce Ag
procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR1,3 y DQ2 fueron
estimuladas cuatro veces con el péptido E743.77. Proliferacion del cultivo en masa de células T (a),
proliferacion especifica del clon auxiliar T, derivado del cultivo en masa de células T, cuando se estimulan
con E722.56, E731.52 y proteina E7 (b), reconocimiento de células presentadoras de antigeno ("CPA") pulsadas
por péptidos parcialmente emparejadas (DR3; DQ2) (c) el anticuerpo anti HLA-DR bloquea la proliferacion
especifica de E7 del clon de célula T auxiliar revelando a HLA-DR3 como elemento de restriccion (d), y
produccion especifica de IFNy mediante el clon de célula T auxiliar cuando se estimula con péptido E743.77 0
proteina E7 (e). (ver también FIG. 1 y descripcidon asociada).

FIG. 4 representa la estimulacion con los péptidos-(M1) de la matriz 1 de la gripe de células T (izquierda)
CD45RA+ (naive) y células T (derecha) CD45R0O+ (memoria) separadas por MACS da lugar a la produccién
de IFNy solo en el subconjunto CD45RO+. La proteina M1 fue dividida en 16 péptidos superpuestos. Cada
conjunto consiste en cuatro péptidos de 30 aminoacidos de longitud que se solapan en 15 aminoacidos.

Tet. tox.: toxoide tetanico.

FIG. 5 representa una respuesta de las células T inducida por los péptidos E2301-330 Y E2316.345 que reconoce
Ag procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR2 fueron estimuladas
cuatro veces con los péptidos E2301.330 Y E2316-345. Proliferacion especifica del clon de célula T auxiliar contra
el péptido E2301-330 Y E2316-345 Y E2 proteina (a), produccion especifica de IFNy por el clon de célula T auxiliar
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cuando se estimula con los péptidos E2301.330 Y E2316.345 (b), mapeo preciso del epitopo minimo E2316.330 (C) ¥
el anticuerpo anti HLA-DR bloquea la produccién de IFNy especifica de E2 del clon de célula T auxiliar
revelando a HLA-DR2 como elemento de restriccion (d), (ver también, FIG. 1 y descripcion asociada).

FIG. 6 representa una respuesta de las células T inducida por los péptidos E2301-330 Y E2316.345 que reconoce
Ag procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR2, DQ6 (1) fueron
estimuladas cuatro veces con los péptidos E2301-330 Y E2316.345. Proliferacion especifica del clon de célula T
auxiliar contra el péptido E2301.330 y la proteina E2 (a), produccion especifica de IFNy mediante el clon de
célula T auxiliar cuando se estimula con E2301.330 (b), mapeo preciso del epitopo minimo E2311.325 (C), y €l
anticuerpo anti HLA-DQ bloquea la produccién de IFNy especifica de E2 del clon de célula T auxiliar
revelando a HLA-DQG6 (1) como elemento de restriccion (d), (ver también, FIG. 1 y descripcidn asociada).

FIG. 7 representa una respuesta de las células T inducida por el péptido E2331.3s5 que reconoce Ag
procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR2 fueron estimuladas
cuatro veces con el péptido E2331.365. Proliferacion especifica del clon de célula T auxiliar contra el péptido
E2331365 ¥ la proteina E2 (a), produccion especifica de IFNy mediante el clon de célula T auxiliar cuando se
estimula con el péptido E2331.365 (b), mapeo preciso del epitopo minimo E2346-355 (C) y el anticuerpo anti HLA-
DR bloquea la produccion de IFNy especifica de E2 del clon de célula T auxiliar revelando a HLA-DR2 como
elemento de restriccion (d), (ver también FIG. 1 y descripcion asociada).

FIG. 8 representa una respuesta de las células T inducida por el péptido E2331.3s5 que reconoce Ag
procesados naturalmente. PBMC de un donante sano de sangre positivo de HLA-DR1 fueron estimuladas
cuatro veces con el péptido E2331.365. Proliferacion especifica del clon de célula T auxiliar contra el péptido
E2331365 y la proteina E2 (a), mapeo preciso del epitopo minimo E2351.365 (b), y el anticuerpo anti HLA-DR
bloquea la produccién de IFNy especifica de E2 del clon de célula T auxiliar revelando a HLA-DR1 como
elemento de restriccion (c), (ver también FIG. 1 y descripcion asociada).

FIG. 9 representa produccion de IFNy especifica del péptido E2 de células T presentes en la fraccion
CD45RO* (memoria) de las PBMC. La fraccion de memoria CD45RO+ de las PBMC fue aislada utilizando
tecnologia MACS. Después de la separacion, estas células T de memoria fueron estimuladas con los
péptidos indicados. Después de 10 dias de incubacion las células fueron cosechadas, lavadas y luego
estimuladas con los péptidos indicados en una placa de 96 pocillos de ELISPOT a 50.000 PBMC por pocillo.
El nimero de células T productoras de IFNy por cada 50.000 PBMC se indica en el eje Y de cada una de las
FIG 9, A B, C, D, E, F. PBMC CD45RO+ derivadas de donante de sangre sano contienen células T de
memoria especificas de E2 del VPH16 como se muestra por la reaccién a varios conjuntos de: dos péptidos
E2 de 30 aminoacidos de longitud (el primer aminoacido del primer péptido y el ultimo aminoacido del
segundo péptido se indican en el eje X) que fueron seleccionados basandose en la inmunogenicidad de
estos péptidos, la cual fue establecida en ensayos previos (a-b), o cuatro péptidos E2 de 30 aminoacidos de
longitud (se indica la posicion del primer y ultimo aminoacido de la secuencia que cubren estos 4 péptidos en
la proteina E2) (d-f). MRM: mezcla de respuesta de memoria que consiste en una mezcla de Mycobacterium
tuberculosis, toxoide tetanico y antigenos de Candida albicans. (ver también FIG. 4 y descripcidon asociada).
*, respuesta estadisticamente significativa

(p < 0,05).

FIG. 10 se titula La vacunacién con el péptido 32-mer Ad531A en IFA induce inmunidad antitumoral
protectora. Esta figura representa la supervivencia de ratones C57/B16 cuando son inmunizados una vez
con 30ug del péptido de 32 aminoacidos de largo (RECNSSTDSCDSGPSNTPPEIVPHVRLCPIIKP) que
contiene el epitopo minimo de LTC. Los ratones fueron provocados 14 dias mas tarde con 0,5 millones de
células tumorales AR5 en el flanco opuesto. En cambio, los ratones inmunizados con el epitopo de LTC
minimo de 10 aminoacidos de longitud (SGPSNTPPEI) no fueron protegidos.

FIG. 11A-E. Las células auxiliares T de CMH clase Il mejoran las respuestas de los LTC especificas de E74o.
57 después de vacunaciones de estimulo primario con el E743.77 del VPH16 35-mer. Los ratones (B6) fueron,
o bien cebados una vez con el péptido E7.9.57 (A) 0 el E74377 35-mer (B), o bien estimulados 50 dias mas
tarde con los mismos péptidos: péptido E749.57 (C) 0 E743.77 35-mer (D). Los ratones CMH clase |17~ fueron
cebados y estimulados de forma similar con E7.3.77 35-mer (E). Los péptidos fueron emulsionados en IFA.
Diez dias después de la vacunacion final los bazos fueron cosechados y los cultivos fueron estimulados con
la linea celular tumoral 13.2 que expresa E7.9.57. Basandose en el patron de difusion frontal y lateral de
células de bazo aisladas en el FACS, las células de bazo colorantes de CD8 (FL4-H) y de tetrameros H-2Db-
RAHYNIVTF se someten al analisis de células T CD8+ positivas de tetramero H-2D°-RAHYNIVTF. En el eje
Y se indica el porcentaje de células T CD8+ que fueron positivas de tetramero H-2DP-RAHYNIVTF. Cada
columna en el eje X representa un ratén individual. La linea horizontal indica respuestas de base mas la
desviacion tipica de ratones naive (1,31%).

FIG 12A-B. Se inducen células T auxiliares tipo 1 especificas de E7 después de la vacunacion con el E743.77
35-mer. Conjuntos de 5 ratones (B6) fueron inyectados subcutaneamente con E743.77 35-mer mezclado con
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IFA (A) o CpG (B). Los bazos fueron cosechados después de 10 dias y los cultivos de células de bazo
fueron estimulados con células D1 pulsadas con el E743.77 35-mer. Después 1 semana de estimulacion in
vitro la especificidad de la fraccion CD4+ de los cultivos fue evaluada midiendo la produccion de IFNy de
células T individuales. Las columnas blancas ilustran la produccién IFNy de base por las células T auxiliares
CD4+ estimuladas con células D1 no pulsadas, mientras que las columnas negras representan la produccion
IFNy por células T auxiliares CD4+ cuando se estimulan con células D1 pulsadas por el E743.77 35-mer. Cada
conjunto de dos columnas representa un raton individual.

FIG13A-F. Una unica vacunacion del E743.77 35-mer combinada con adyuvancia activante de DC produce
respuestas altas de LTC. Los ratones (B6) fueron sélo cebados y no estimulados con el péptido E749.57
(representado a la izquierda) o el 35-mer (representado a la derecha). Anti CD40 Ab (A), GM-CSF (B), GM-
CSF mas IFA (C) MPL (D) y ODN-CpG (E) fueron usados como adyuvantes. De forma similar, los ratones
CMH clase I~ fueron solo cebados y no estimulados con el E743.77 35-mer y ODN-CpG (13F). Los bazos
fueron cosechados después 10 dias y los cultivos fueron estimulados in vitro durante 7 dias con la linea
celular tumoral 13.2 que expresa E7.957. Posteriormente, el porcentaje de células CD8+ positivas de
tetramero E749.57 fue determinado mediante analisis de FACS (eje Y). Cada columna en el eje X representa
un ratén individual. La linea horizontal indica respuestas de base mas desviacion tipica de ratones naive
(1,31%).

FIG. 14 representa el brote de tumores positivos de E7 del VPH16 tanto en ratones provocados con tumor
TC-1 que fueron, o bien vacunados con el epitopo minimo de LTC E749.57 mezclado con un agente de
activacion de célula dendritica (CpG) (B; n=9 ratones), o bien vacunados con E7477 del VPH16 mezclado
con un adyuvante activador de célula dendritica (CpG) (C; n=10 ratones), o bien no vacunados (A; n=10
ratones) el dia en que todos ratones tenian pequefios tumores palpables (dia 10). Los ratones fueron
estimulados 14 dias mas tarde y el brote tumoral fue seguido durante 65 dias después de la primera
inmunizacion. Nétese que los volumenes tumorales comenzaron a decrecer 7- 10 dias después de la
inmunizacion y habian alcanzado volimenes de 200-500 mm3. Ademas, los ratones no inmunizados
murieron 2-3 dias después de que tal volumen tumoral fuera alcanzado. 6/9 de los ratones vacunados con el
epitopo minimo murieron de su tumor, mientras que 8/10 de los ratones vacunados con el péptido largo
erradicaron completamente su tumor.

FIG. 15. Esta figura representa la proliferacion de clones auxiliares T CD4+ de humano estimulados con el
péptido E246.75 que reconoce Ag procesados naturalmente. PBMC de un donante de sangre sano positivo de
HLA DR4 fueron estimuladas cuatro veces con péptidos E24.75. Las figuras 15A y B se titulan:
Reconocimiento del péptido y la proteina del clon 47 especifico de E251.7¢ y restriccion de HLA-DR. Se
muestra la proliferacion especifica del clon 47 de célula T auxiliar contra el péptido E246.75 y la proteina E2
del N-terminal pero no de la mitad C- terminal de la proteina E2 (izquierda; A) y la restriccion a través de HLA
DR4 (derecha, B). La Figura 15C se titula: reconocimiento del péptido del clon 36 especifico de E2¢1.75. La
especificidad de péptido del clon 36 de auxiliar T que reconoce un péptido E2s1.75 diferente pero
superpuesto, se muestra en la parte inferior (C). (ver también FIG. 1 y descripcién asociada).

FIG. 16 representa una respuesta de las células T inducida por el péptido E6127.158 que reconoce Ag
procesados naturalmente. PBMC de un donante de sangre sano positivo de HLA-DR1 fueron estimuladas
cuatro veces con péptido E6127.158. La Figura 16A y B se titula: HLA-DR1+ PBMC estimuladas por E6127-1ss.
Se representa la proliferacion en masa del cultivo de células T (parte superior, izquierda, A) y la produccién
de IFNy (parte superior, derecha, B). La Figura 16C y D se titula: Restriccion por HLA-DR del clon 9 derivado
de PBMC estimulado por E6+27.158 en la proliferacion y produccion de IFNy. Se representa la proliferacion
especifica (parte inferior, izquierda, C) y la produccion de IFNy (parte inferior, derecha, D) del clon auxiliar T,
derivado del cultivo en masa de células T, y la restriccion de HLA cuando se estimula con la proteina E6427-
158 0 E6 es representada. (Ver también FIG. 1 y descripcion asociada).
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<210> 1

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo de LTC minimo derivado de E1A

<400> 1

Ser Gly Pro Ser Asn Thr Pro Pro Glu lle

1510

<210> 2

<211>33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo LTC minimo de proteina E1A de adenovirus
<400> 2

Arg Glu Cys Asn Ser Ser Thr Asp Ser Cys Asp Ser Gly Pro Ser Asn
151015

Thr Pro Pro Glu lle His Pro Val Val Arg Leu Cys Pro lle lle Lys 20 25 30

Pro

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo LTC minimo de 9 aminoacidos de longitud
<400> 3

Arg Ala His Tyr Asn lle Val Thr Phe

15

<210> 4

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HA 308-319

<400> 4

Pro Lys Tyr Val Lys GIn Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
1510

<210>5

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> hsp65 3-13

<400> 5

Lys Thr lle Ala Tyr Asp Glu Glu Ala Arg Arg
1510

<210> 6

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HA 308-319

<400> 6

Pro Lys Phe Val Lys GIn Asn Thr Lys Leu Ala Thr
1510

<210>7

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>1i 80-103

<400>7

Leu Pro Lys Pro Pro Lys Pro Val Ser Lys Met Arg Met Ala Thr Pro
151015
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Leu Leu Met GIn Ala Leu Pro Met

20

<210> 8

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de E2 del VPH16

<400> 8

Phe Asn Ser Ser His Lys Gly Arg lle Asn Cys Asn Ser Asn Thr Thr
151015

Pro lle Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr Leu Lys Cys
202530

<210>9

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de E2 del VPH16

<400> 9

Thr Pro lle Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr Leu Lys Cys Leu
151015

Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr Ala Val
202530

<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de E2 del VPH16

<400> 10

Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr Ala Val Ser
151015

Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys Ser
202530

<210> 11

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de E2 del VPH16

<400> 11

Ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys Ser Ala
151015

lle Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp GIn Arg Asp GIn
202530

<210> 12

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de E2 del VPH16

<400> 12

Ala lle Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp GIn Arg Asp GIn Phe
151015

Leu Ser GIn Val Lys lle Pro Lys Thr lle Thr Val Ser Thr Gly Phe
202530

Met Ser lle

35

<210> 13

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo LTC minimo de proteina E1A de adenovirus
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<400> 13

Arg Glu Cys Asn Ser Ser Thr Asp Ser Cys Asp Ser Gly Pro Ser Asn
151015

Thr Pro Pro Glu lle His Pro Val Val Arg Leu Cys Pro lle Lys Pro
202530

<210> 14<211> 34<212> PRT<213> Secuencia artificial<220><223> Péptidos derivados de E7 del VPH16
<400> 14

Gly GIn Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Asn lle Val Thr Phe Cys Cys
151015

Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val GIn Ser Thr His Val Asp
202530

lle Arg
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacido, que cubre la regiéon de la posicién de
aminoacidos 127-158 de la proteina E6 de VPH16 para la fabricacion de un medicamento para inducir o
aumentar una respuesta de la célula T especifica del VPH16 en un animal o un humano para la prevencién o
tratamiento de una enfermedad relacionada con el VPH16.

2. Péptido que consiste en una secuencia de aminoéacido, que cubre la region de la posicion de aminoacidos
127-158 de la proteina E6 de VPH16 para inducir o aumentar una respuesta de célula T especifica para VPH en
un animal o humano para uso en la prevencion o tratamiento de una enfermedad relacionada con VPH.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o un péptido para uso segun la reivindicacion 2, donde la enfermedad
relacionada con VPH16 es una lesion NIC Il o cancer cervical.

4. Uso o péptido para uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el medicamento
comprende ademas un adyuvante, preferiblemente, donde el adyuvante comprende al menos uno entre un
exosoma, poli I: C, poli I: poli C12 U, monofosforil lipido A, acido nucleico que contiene un CpG, un ligando CD40
o anticuerpo anti-CD40.

5. Medicamento que comprende un péptido segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y
opcionalmente comprende un adyuvante como se define en la reivindicacion 4.
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Fig 1c
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Fig 3d
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Fig 4
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Fig 5b

Fig 5a
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Fig 6b

Fig 6a
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Fig 7b

Fig 7a
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Fig 15b
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