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DESCRIPCION
Vacunacion/radioterapia combinadas para el tratamiento del cancer

La presente solicitud internacional reivindica la prioridad de la solicitud de patente europea EP 15000507.2 solicitada
el 23 de febrero de 2015.

Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere al tratamiento del cancer y mas preferiblemente al cancer positivo para VPH. El trabajo
que condujo a esta invencién ha recibido financiacion del Séptimo Programa Marco de la Unién Europea (FP7/2007-
2013) bajo el acuerdo de subvencién n.° 304810 y de Cancéropole lle de France (Proyecto HPV-CAN 2011-2013).

Antecedentes de la invencion:

El virus del papiloma humano (VPH) es la enfermedad de transmision sexual mas comun en los paises occidentales.
La infeccion de las mucosas con los tipos 16 y 18 del VPH se ha reconocido desde hace mucho tiempo como un factor
de riesgo importante de neoplasias malignas tales como el carcinoma de células escamosas de cuello uterino, anal,
de pene, vaginal, y de cabeza y cuello (HNSCC). La carga mundial de canceres atribuibles a infeccién por VPH se
estima en 600.000 casos/afno en todo el mundo y representa hasta el 50-80% de los canceres orofaringeos con una
tasa en constante aumento.

Las primeras indicaciones de una participacién del virus del papiloma humano (VPH) en la etiologia de los carcinomas
de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) se obtuvieron a principios de la década de 1980. Posteriormente,
se encontr6 una asociacion especifica del VPH con tumores en el anillo amigdalino de Waldeyer. La investigacion ha
demostrado que los HNSCC positivos para VPH representan un subgrupo diferenciado de tumores malignos con
mejores resultados en comparacion con los HNSCC negativos para VPH; esto es resultado de una combinacién de
rasgos bioldgicos peculiares y caracteristicas favorables del paciente (pacientes mas jévenes y un papel menor de
abuso de tabaco y alcohol). Desde 2000, varios estudios mas grandes (n>90) confirmaron una asociacién entre el
VPH, especialmente el VPH16, y el HNSCC, tales como los carcinomas de células escamosas orofaringeas (OPSCC).
Actualmente, se aplica tanto el andlisis de carga viral como de la expresion del oncogén viral para identificar HNSCC
con VPH16 biolégicamente activo, cuyo papel oncogénico esta respaldado por la expresiéon de E6 y E7.

Debido a su prondéstico, los pacientes con HNSCC positivo para VPH tienen méas probabilidades de obtener un
beneficio duradero de la radioterapia, que ahora se reconoce como una opcion valiosa para HNSCC.

En realidad, los HNSCC en estadios I-1l se tratan con una dosis de radiacion que depende del tamafo del tumor; sin
embargo, para la enfermedad en estadio temprano, pueden utilizarse dosis de 66-74 Gy (2,0 Gy/fraccién; todos los
dias de lunes a viernes en 7 semanas) con resultados adecuados. Para los estadios posteriores IlI-1V, se utilizan dosis
de radioterapia similares pero en combinacién con quimioterapia o después de cirugia.

Debido a la creciente incidencia de canceres relacionados con el VPH y los resultados prometedores de la radioterapia,
existe la necesidad de optimizar aun mas los tratamientos de radioterapia integrando estrategias novedosas para
mejorar la eficacia biolégica de la radioterapia y limitar las toxicidades relacionadas con el escalado de la dosis en este
subconjunto de pacientes.

Descripcion detallada de la invencion:

Los inventores establecieron que una combinacion de una vacuna contra el tumor y de radioterapia da como resultado
una fuerte sinergia que conduce a la curacion de la mayoria de los animales, permitiendo dicha sinergia reducir a la
mitad la dosis de radioterapia.

Mientras que los inventores establecieron previamente que una inmunizacion intranasal con dicha vacuna contra el
cancer era necesaria para provocar una respuesta antitumoral sostenida en un modelo murino de cancer de cabeza 'y
cuello positivo para VPH, ahora muestran que, en combinacion con radioterapia, una administraciéon parenteral de
dicha vacuna conduce a una fuerte respuesta inmunitaria que conduce a la regresion del tumor.

La eficacia de dicho tratamiento evita la aparicion de metastasis y también su progresion.

Finalmente, los inventores muestran que la inmunizacién con dicha vacuna contra el cancer puede iniciarse antes de
la irradiacién sin afectar la eficacia del tratamiento.

Asi, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion para su uso en la prevencién o el
tratamiento de un sujeto que padece un cancer positivo para VPH en combinacién con radioterapia, en donde dicha
composicidn comprende un conjugado, eventualmente asociado con un portador farmacéuticamente aceptable,
comprendiendo dicho conjugado:

i) la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento de la misma que tiene una longitud de al menos 50
aminoacidos, fragmento que se une al receptor de glucolipidos Gb3 con una Ko igual o inferior a 107 M o un
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derivado del mismo correspondiente a una secuencia de aminoacidos que se une al receptor de glucolipidos
Gb3 con una Kb igual o inferior a 107 M y que tiene un porcentaje de identidad de al menos el 95% en
comparacién con la SEQ id n.°: 1 de aminoacidos; y

i) al menos un epitopo de VPH asociado con dicho cancer.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" denota un mamifero, tal como un roedor, un felino, un
canino o un primate, y lo mas preferiblemente un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, un "epitopo asociado con un cancer" se refiere a un epitopo derivado de
un antigeno expresado en un cancer.

Para un céncer positivo para VPH, también se pueden citar las proteinas VPH-16 o VPH-18, tal como las proteinas
E6 0 E7.

La toxina Shiga es una toxina bacteriana de la familia de subunidades ABs que es secretada por Shigella dysenteriae.
La subunidad A es el resto téxico e inhibe la sintesis de proteinas en las células diana eucariotas superiores después
de transferirse al citoplasma de dichas células. La subunidad B es una proteina homopentamera (fragmentos 5B) y es
responsable de la unién de la toxina a y de la internalizacién en células diana al interactuar con el glucolipido Gb3 que
se encuentra en las membranas plasmaticas de estas células. El fragmento B no es toxico, pero conserva las
caracteristicas de transporte intracelular de la holotoxina que, en muchas células que expresan Gb3, se transporta de
forma retrégrada desde las membranas plasmaticas al citosol, a través de los endosomas. También se informa que el
receptor de glucolipidos Gb3 que permite dicho transporte, se expresa preferentemente en algunos tumores derivados
ectodérmicos (plasma) y en algunos linfomas de Burkitt, y también se conoce como CD 77.

Tal como se usa en el presente documento, el término "subunidad B de la toxina Shiga" o "STxB" corresponde al
polipéptido que tiene el nimero de acceso 1410186B y la secuencia SEQ id n.° 1: MKKTLLIAAS LSFFSASALA
TPDCVTGKVE YTKYNDDDTF TVKVGDKELF TNRWNLQSLL LSAQITGMTV TIKTNACHNG GGRSEVIFR

Tal como se usa en el presente documento, el término "fragmento"” se refiere a un polipéptido que tiene una longitud
de preferiblemente al menos 60 amino&cidos, y lo mas preferiblemente de al menos 65 aminoécidos, fragmento que
se une preferiblemente al receptor de glucolipidos Gb3 con una Kb igual o inferior a 10 M. Preferiblemente, dicho
fragmento de STxB se refiere a la secuencia SEQ id n.° 2: TPDCVTGKVE YTKYNDDDTF TVKVGDKELF
TNRWNLQSLL LSAQITGMTV TIKTNACHNG GGRSEVIFR

Tal como se usa en el presente documento, el término "derivados de STxB" se refiere a una secuencia de aminoacidos
que se une preferiblemente al receptor de glucolipidos Gb3 con una Kb igual o inferior a 108 M, y que tiene
preferiblemente un porcentaje de identidad de al menos el 97,5% (es decir, correspondiente a aproximadamente 2
sustituciones de amino&cidos) en comparacién con la SEQ id n.°: 1 de aminoacidos), y més preferiblemente de al
menos el 98,5% (es decir correspondiente a aproximadamente 1 sustitucién de aminoacidos). Tales derivados pueden
ser identificados simplemente por el experto en la técnica en vista de su conocimiento personal y de la ensefianza de
la presente solicitud de patente. También se entendera que pueden reemplazarse aminoacidos naturales por
aminoacidos modificados quimicamente. Normalmente, tales aminoacidos modificados quimicamente aumentan la
vida media del polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de aminoacidos, significa
el porcentaje de aminoacidos idénticos, entre las dos secuencias que van a compararse, obtenido con la mejor
alineacion de dichas secuencias, siendo este porcentaje puramente estadistico y distribuyéndose las diferencias entre
estas dos secuencias aleatoriamente a lo largo de las secuencias de aminoacidos. Tal como se usa en el presente
documento, "mejor alineacion" o "alineacién 6ptima" significa la alineacién para la cual el porcentaje de identidad
determinado (véase a continuacion) es el més alto. Habitualmente se realiza la comparacién de secuencias entre dos
secuencias de aminodcidos comparando estas secuencias que se han alineado previamente segun la mejor
alineacion; esta comparacion se realiza en segmentos de comparacién con el fin de identificar y comparar las regiones
locales de similitud. La mejor alineaciéon de secuencias para realizar la comparacion puede realizarse, ademas de
forma manual, utilizando el algoritmo de homologia global desarrollado por SMITH y WATERMAN (Ad. App. Math.,
vol.2, pag.: 482, 1981), utilizando el algoritmo de homologia local desarrollado por NEDDLEMAN y WUNSCH (J. Mol.
Biol., vol. 48, pag.: 443, 1970), utilizando el método de similitudes desarrollado por PEARSON y LIPMAN (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, vol.85, pag.: 2444, 1988), utilizando software informaticos que usan dichos algoritmos (GAP,
BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA, TFASTA en el Wisconsin Genetics software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI, EE. UU.), utilizando los algoritmos de alineaciéon multiple MUSCLE (Edgar,
Robert C., Nucleic Acids Research, vol. 32, pag: 1792, 2004). Para conseguir la mejor alineacién local, se puede
utilizar preferiblemente el software BLAST con la matriz BLOSUM 62. El porcentaje de identidad entre dos secuencias
de aminoacidos se determina comparando estas dos secuencias alineadas de manera 6ptima, pudiendo las
secuencias de aminoacidos abarcar adiciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia con el fin de
conseguir el alineamiento éptimo entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el
namero de posiciones idénticas entre estas dos secuencias, y dividiendo este numero entre el nimero total de
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posiciones comparadas, y multiplicando el resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre
estas dos secuencias.

En una realizacién preferida, el epitopo de VPH es un epitopo de VPH16.

Tal como se usa en el presente documento, el término "cancer positivo para VPH" se refiere a una neoplasia maligna
asociada con una infeccion por VPH y que expresa por tanto antigeno del VPH. Como ejemplo, tales neoplasias
malignas pueden incluir carcinoma de células escamosas de cuello uterino, anal, de pene, vaginal, de y cabeza y
cuello (HNSCC). Preferiblemente, dicho cancer positivo para VPH es un HNSCC positivo para VPH.

Ahora bien, dicho cancer también puede corresponder a metéstasis.
Por tanto, dicho cancer positivo para VPH puede ser una metéstasis.

Tal como se usa en el presente documento, el término "epitopo de VPH16" se refiere a la secuencia peptidica de
VPH16, que puede presentarse mediante MHC de clase Il. Preferiblemente, dicho epitopo de VPH16 es un epitopo
de VPH16 de la proteina E6 0 E7 de VPH16. La secuencia de la proteina E6 de VPH16 es bien conocida por el experto
en la técnica. Como ejemplo, se puede citar la secuencia de la proteina E6 con los nimeros de acceso AHK23256.1,
AlQ82784.1, AGM34407.1, ACJ66714.1 0 AAO85408.1. La secuencia de la proteina E7 de VPH16 también es bien
conocida por el experto en la técnica. Como ejemplo, se puede citar la secuencia de la proteina E7 con los nimeros
de acceso AHK23257.1, AlQ82815.1, AGM34442.1, ACR25131.1 0 ACJ66717.1.

El experto en la técnica también puede identificar de manera simple el epitopo de VPH16 entre la proteina E6 o E7.
Como ejemplo, se pueden citar los descritos en los documentos WO 02/090382 o0 WO2008147187 que describen
epitopos de VPH16 E6 y E7, o en el documento WO 02/070006 que describe el péptido que consiste en los
aminoacidos 127-142 de la proteina E6 de VPH16, el péptido que consiste en los aminoacidos 35-50 de la proteina
E7 de VPH16, el péptido que consiste en los aminoacidos 43-77 de la proteina E7 de VPH16 o el péptido que consiste
en aminodcidos 50-62 de la proteina E7 de VPH 16. También se puede citar el epitopo descrito en STRANG et al. (J
Gen. Virol., vol. 71, pag: 423-31, 1990) correspondiente a un péptido que consiste en los aminoacidos 42-57 de la
proteina E6 de VPH16, o el descrito en ALTMANN et al. (Eur. J. Cancer, vol. 28, pag: 326-33, 1992) correspondiente
al péptido que consiste en los aminoacidos 5-18 de la proteina E7 de VPH16, el péptido que consiste en los
aminoacidos 17-34 de la proteina E7 de VPH 16 y el péptido que consiste en los aminoacidos 69-82 de la proteina E7
de VPH 16. También se puede citar el péptido que consiste en los aminoacidos 43-57 0 49-57 de la proteina E7 de
VPH16 descrita en ADOTEVI et al. (J. Immunol., vol., pag: 3371-3379, 2007).

Ventajosamente, dicho epitopo de VPH16 procede de la proteina E7 de VPH16, y se selecciona del grupo que
comprende los péptidos que consisten en los aminoacidos 5-18. 17-34, 35-50, 43-57, 43-77, 49-57, 50-62, 69-82 de
la proteina E7 de VPH 16. Preferiblemente, dicho epitopo de VPH16 consiste en los aminoacidos 43-57 de la proteina
E7 de VPH 16 (SEQ id n.° 3; GQAEPDRAHYNIVTF).

El conjugado comprende un pentamero de STxB, fragmento o derivado del mismo. En este conjugado, i) la subunidad
B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento o un derivado de la misma; y ii) el al menos un epitopo de VPH16 también
puede unirse covalentemente usando agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales o en una proteina de fusién.
Naturalmente, los aminoacidos naturales de dicho conjugado pueden reemplazarse por aminoacidos modificados
quimicamente. Normalmente, tales aminodcidos modificados quimicamente permiten aumentar la vida media del
polipéptido.

En una realizacién particular, i) la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento o un derivado de la misma; y
i) el al menos un epitopo asociado con cancer se unen covalentemente usando agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales.

Los agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales son bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como
los métodos que los usan, e incluyen, como ejemplos, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida, N-
succinimidil (2-piridilditio)propionato (SPDP), succinimidil (N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano
(IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como
disuccinimidilsuberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis(p-
azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como tolueno 2,6-diisocianato), y compuestos de fllor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno).

Preferiblemente, i) la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento o un derivado de la misma se refiere a las
secuencias descritas en el documento WO 02/060937, en donde se afnade un residuo de cisteina en el extremo C-
terminal. Como ejemplo, dichos derivados de STxB se refieren a la SEQ id n.° 4 y la SEQ id n.° 5, preferiblemente la
SEQid n.° 5.
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SEQidn.°4 | MKKTLLIAAS LSFFSASALA TPDCVTGKVE YTKYNDDDTF
TVKVGDKELF ~ TNRWNLQSLL  LSAQITGMTV  TIKTNACHNG
GGRSEVIFRC

SEQidNn.°5 |TppDCVTGKVE  YTKYNDDDTF  TVKVGDKELF  TNRWNLQSLL |
LSAQITGMTV TIKTNACHNG GGRSEVIFRC

En una realizacion particular, i) la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento o un derivado de la misma; y
i) el al menos un epitopo asociado con cancer se unen covalentemente en una proteina de fusion.

El término "proteina de fusion", también conocida como proteina quimérica, se refiere a una proteina creada mediante
la unién de i) la subunidad de toxina B de Shiga (STxB), un fragmento o un derivado de la misma; y ii) el al menos un
epitopo asociado con cancer, que originalmente se codifican para polipéptidos independientes.

Ambas secuencias pueden estar separadas o no por una secuencia de aminoacidos "enlazadora".

En una realizacién particular, las secuencias i) y ii) no estan separadas por ningun enlazador tal como para el
conjugado descrito en los documentos WO 99/03881 y Haicheur et al (J Immunology vol.165(6) pag.3301-3308 2000).

Dicha secuencia de aminoacidos "enlazadora" puede tener una longitud suficiente para garantizar que la proteina de
fusién forme estructuras secundarias y terciarias adecuadas. La longitud de la secuencia de aminoacidos enlazadora
puede variar sin afectar significativamente la actividad biol6gica de la proteina de fusion. Normalmente, la longitud del
enlazador estad comprendida entre 5 y 30 aminoacidos, preferiblemente entre 10 y 30 aminoacidos, mas
preferiblemente entre 15 y 30 aminoécidos.

Las secuencias de aminoacidos enlazadoras preferidas son aquellas que permiten que el conjugado adopte una
conformaciéon apropiada. Las secuencias de aminodcidos enlazadoras mas adecuadas (1) adoptaran una
conformacion extendida flexible, (2) no mostraran propension a desarrollar una estructura secundaria ordenada que
puede interactuar con los dominios funcionales de proteinas de fusién, y (3) tendran un minimo caracter hidréfobo o
cargado que puede promover la interaccion con los dominios proteicos funcionales. Preferiblemente, la secuencia de
aminoacidos enlazadora comprende aminodcidos casi neutros seleccionados del grupo que comprende Gly (G),
Asn (N), Ser (S), Thr (T), Ala (A), Leu (L) y GIn (Q), lo mas preferiblemente del grupo que comprende Gly (G), Asn (N)
y Ser (S). En las patentes estadounidenses n.°® 5.073.627 y 5.108.910 se describen ejemplos de secuencias
enlazadoras.

La composicién comprende una "cantidad eficaz" del conjugado, cantidad eficaz que es suficiente para inducir una
respuesta inmunitaria frente al menos un epitopo asociado con cancer, preferiblemente suficiente para inducir la
regresién del crecimiento tumoral, especialmente en combinacién con radioterapia. Las dosis utilizadas para la
administracion pueden adaptarse en funcion de diversos parametros, en particular en funcion del modo de
administracion utilizado, de la patologia relevante o alternativamente de la duracion deseada del tratamiento.
Naturalmente, la forma de la composicion farmacéutica, la via de administracién, la dosificacion y la pauta dependen
naturalmente de la afeccién que va a tratarse, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el sexo del sujeto, etc.
Los intervalos de dosis eficaces proporcionadas a continuaciéon no pretenden limitar la invencién y representan
intervalos de dosis preferidos. Sin embargo, la dosis preferida puede adaptarse al sujeto individual, como entenderay
determinara un experto en la técnica, sin experimentacion indebida.

En vista de la notable eficacia de dicho conjugado, el experto en la técnica puede planificar el uso de pequefas dosis
para tratar a un sujeto que padece un cancer. Como ejemplo no limitativo, el conjugado puede administrarse por via
parenteral mediante inyeccion a una dosis en un intervalo de entre 10 pug y 1000 pg, preferiblemente en un intervalo
de entre 100 pg y 300 pg. Ahora bien, dicha administraciéon de conjugado puede realizarse una vez, o repetirse una o
varias veces durante el tratamiento del sujeto.

La terapia con radiacion o radioterapia es el uso médico de irradiacion, es decir, radiacion ionizante, como parte del
tratamiento contra el cancer para controlar las células malignas. Se utiliza como tratamiento paliativo o como
tratamiento terapéutico. La radioterapia esta aceptada como terapia convencional importante para tratar diversos tipos
de canceres. Se sabe que la terapia con vacunas o anticuerpos puede combinarse con radioterapia como, por ejemplo,
se muestra en el documento WO2012/177624 A2.

Tal como se usa en el presente documento, el término "radioterapia” se usa para el tratamiento de enfermedades de
naturaleza oncol6gica con irradiacion que corresponde a radiacion ionizante. La radiacion ionizante deposita energia
que dana o destruye células en el area que se esta tratando (el tejido diana) al dafar su material genético, lo que hace
imposible que estas células sigan creciendo. La radioterapia puede utilizarse para tratar canceres de tumores sélidos
localizados de piel, lengua, laringe, cerebro, mama, pulmén o cuello uterino. Un tipo de radioterapia que se utiliza
habitualmente implica fotones, por ejemplo rayos X. Dependiendo de la cantidad de energia que posean, los rayos
pueden usarse para destruir las células cancerosas en la superficie 0 mas profundamente del cuerpo. Cuanto mayor
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sea la energia del haz de rayos X, méas profundamente pueden penetrar los rayos X en el tejido diana. Los aceleradores
lineales y los betatrones producen rayos X de energia cada vez mayor. El uso de maquinas para focalizar la radiacion
(tal como rayos X) en el sitio del cancer se llama radioterapia de haz externo. Los rayos gamma son otra forma de
fotones utilizados en radioterapia. Los rayos gamma se producen espontaneamente cuando determinados elementos
(tal como radio, uranio y cobalto 60) liberan radiacién a medida que se descomponen, o se extinguen.

Otra técnica para suministrar radiacion a células cancerosas es colocar implantes radiactivos directamente en un tumor
o cavidad corporal. A esto se le llama radioterapia interna.

La braquiterapia, la irradiacién intersticial y la irradiacion intracavitaria son tipos de radioterapia interna. En este
tratamiento, la dosis de radiacion se concentra en un area pequefia, y el paciente permanece en el hospital durante
unos pocos dias. La radioterapia interna se usa con frecuencia para los canceres de lengua, ttero y cuello uterino.

Una técnica adicional es la irradiacion intraoperatoria, en la que se dirige una gran dosis de radiacion externa al tumor
y al tejido circundante durante la cirugia.

Otro enfoque es la radioterapia con haz de particulas. Este tipo de terapia se diferencia de la radioterapia con fotones
en que implica el uso de particulas subatémicas de movimiento rapido para tratar canceres localizados. Algunas
particulas (neutrones, piones, e iones pesados) depositan mas energia a lo largo del camino que toman a través del
tejido que los rayos X o los rayos gamma, provocando asi mas dafio a las células que impactan. Este tipo de radiacion
a menudo se denomina radiacion de alta transferencia de energia lineal (alta LET). Los radio-sensibilizadores hacen
que las células tumorales sean mas propensas a ser dafadas, y los radio-protectores protegen los tejidos normales
de los efectos de la radiacion.

Un experto en la técnica de la radioterapia sabe cémo determinar un programa de dosificacion y aplicacién apropiado,
dependiendo de la naturaleza de la enfermedad y la constitucién del paciente. En particular, el experto sabe como
valorar la toxicidad limitante de la dosis (DLT) y como determinar la dosis maxima tolerada (MTD) en consecuencia.

Mas particularmente, la cantidad de radiacién utilizada en la radioterapia con fotones se mide en gris (Gy) y varia
segun el tipo y el estadio del cancer que se esta tratando. Para los casos curativos, la dosis tipica para un tumor
epitelial sélido oscila entre 60 y 80 Gy. Los oncdélogos radioterapeutas consideran muchos otros factores al seleccionar
una dosis, que incluye si el paciente esta recibiendo quimioterapia, comorbilidades del paciente, si la radioterapia se
esta administrando antes o después de la cirugia, y el grado de éxito de la cirugia. Ademas, la dosis total a menudo
se fracciona (se distribuye a lo largo del tiempo) por varias razones importantes. De hecho, el fraccionamiento permite
que las células normales tengan tiempo de recuperarse, mientras que las células tumorales son generalmente menos
eficaces en la reparacién entre fracciones. El fraccionamiento también permite que las células tumorales que se
encontraban en una fase relativamente radiorresistente del ciclo celular durante un tratamiento pasen a una fase
sensible del ciclo antes de proporcionar la siguiente fraccion. De manera similar, las células tumorales que eran crénica
0 agudamente hipoxicas (y por lo tanto mas radiorresistentes) pueden reoxigenarse entre fracciones, mejorando la
destruccién de células tumorales. Las pautas de fraccionamiento se individualizan entre diferentes centros de
radioterapia e incluso entre médicos individuales. En América del Norte, Australia y Europa, el programa de
fraccionamiento tipico para adultos es de 1,8 a 2 Gy por dia, cinco dias a la semana. En algunos tipos de cancer, la
prolongacién del programa de fracciones durante demasiado tiempo puede permitir que el tumor comience a
repoblarse, y para estos tipos de tumores, incluyendo los canceres de células escamosas de cabeza y cuello y del
cuello uterino, el tratamiento con radiacién se completa preferiblemente dentro de una determinada cantidad de tiempo.
En algunos casos, se utilizan dos fracciones por dia cerca del final de un curso de tratamiento. Este programa,
conocido como pauta de refuerzo concomitante o hiperfraccionamiento, se usa en tumores que se regeneran mas
rapidamente cuando son mas pequefios. En particular, los tumores en la cabeza y el cuello muestran este
comportamiento.

Los inventores han establecido que el tratamiento combinado con el conjugado y la radioterapia permite reducir a la
mitad las dosis de radioterapia para obtener una curacion.

Por tanto, en otra realizacién preferida, y debido a la eficacia del método de la invencion, la radioterapia puede
aplicarse a una dosis en un intervalo de desde aproximadamente 10 hasta 55 Gy, preferiblemente de desde
aproximadamente 15 hasta 50 Gy, tal como de 20 a 40 Gy, concretamente desde aproximadamente 20 hasta 35 Gy,
y mas concretamente desde aproximadamente 25 hasta 30 Gy.

Tal como se usa en el presente documento, el término "en combinacion" se refiere al uso de mas de un agente
terapéutico, radioterapia y el conjugado en el presente caso. El uso del término "en combinaciéon" no restringe el orden
en el que dichos agentes terapéuticos se administran al sujeto. Puede administrarse un primer agente terapéutico, tal
como un conjugado, antes de (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas,
6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas , 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas,
6 semanas, 8 semanas o 12 semanas antes), concomitantemente con, o después de (por ejemplo, 5 minutos,
15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas,
1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 0 12 semanas después) la
administracion de radioterapia, a un sujeto con cancer.
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Por tanto, la composicion y la radioterapia pueden administrarse a la vez, por separado, o secuencialmente.

Los inventores han establecido que la combinacién es muy eficaz al administrar la primera dosis del conjugado de
vacuna antes de la irradiacion. Este enfoque facilitara la implementacién de vacunas en futuras estrategias clinicas,
ya que los pacientes con un diagnéstico confirmado de cancer positivo para VPH se beneficiarian inmediatamente de
la administracion de la vacuna mientras esperan el tratamiento de radioterapia.

Por tanto, en una tercera realizacién preferida, la composicion se administra antes de la irradiacién, preferiblemente
en un momento de 1 minuto a 14 dias antes de la irradiacion, lo mas preferiblemente de 3 a 7 dias antes de la
irradiacion. En consecuencia, dicha composicion se administra en un sujeto que no ha recibido radioterapia,
preferiblemente que no ha recibido irradiacién desde al menos de 1 minuto a 14 dias, preferiblemente al menos 1 a
3 dias.

La expresién "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades y composiciones moleculares que son
fisiolégicamente tolerables y normalmente no producen reacciones alérgicas o indeseables similares, tales como
malestar gastrico, mareos y similares cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, tal como se usa en el
presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa que puede aprobarse por una agencia
regulatoria del gobierno federal o estatal o que figura en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea
generalmente reconocida para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término "portador" se refiere a un disolvente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el
compuesto. Dichos portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los
de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite
de sésamo y similares.

El conjugado puede solubilizarse en un tampén o agua o incorporarse en emulsiones, microemulsiones, hidrogeles
(por ejemplo, hidrogeles a base de copolimeros de tribloques PLGA-PEG-PLGA), en microesferas, en nanoesferas,
en microparticulas, en nanoparticulas (por ejemplo, poli(acido lactico-co-glicélico) microparticulas (p. €j. poli(acido
lactico) (PLA); poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA); microesferas, nanoesferas, microparticulas o nanoparticulas de
poliglutamato), en liposomas, u otras formulaciones galénicas. En todos los casos, la formulacion debe ser estéril y
fluida en la medida de su capacidad de inyeccién aceptable. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos.

También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites.
En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

El conjugado puede formularse en una composicién en forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la proteina) que se forman con acidos
inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico,
tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales
como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El portador también puede ser un disolvente o un medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejempilo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites
vegetales. Los conjugados de la invenciéon también pueden modificarse, mediante pegilacién como ejemplo, para
aumentar su biodisponibilidad.

La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante
el mantenimiento del tamario de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accién de microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos,
por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio.

La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse mediante el uso en las composiciones de
agentes que retrasan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio, gelatina, polioles, y formulaciones
covalentes y no covalentes que mejoran la vida media.

Hay numerosas causas de inestabilidad o degradacion peptidicas, incluyendo la hidrélisis y la desnaturalizacion. La
interaccion hidréfoba puede provocar aglutinacion de moléculas (es decir, agregacion). Pueden anadirse
estabilizadores para reducir o prevenir tales problemas.

Los estabilizadores incluyen ciclodextrina y derivados de la misma (véase la patente estadounidense n.2 5.730.969).
También pueden anadirse conservantes adecuados tales como sacarosa, manitol, sorbitol, trehalosa, dextrano y
glicerina para estabilizar la formulacion final. Puede anadirse a la formulacién un estabilizador seleccionado de
tensioactivos iénicos y no ionicos, D-glucosa, D-galactosa, D-xilosa, acido D-galacturénico, trehalosa, dextranos,
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hidroxietil almidones, y mezclas de los mismos. La adicién de sal de metal alcalino o cloruro de magnesio puede
estabilizar un péptido. El péptido también puede estabilizarse poniéndolo en contacto con un sacarido seleccionado
del grupo que consiste en dextrano, acido condroitin sulfdrico, almidén, glucégeno, dextrina, y sal de acido alginico.
Otros azlcares que pueden anadirse incluyen monosacaridos, disacaridos, alcoholes de azicar, y mezclas de los
mismos (por ejemplo, glucosa, manosa, galactosa, fructosa, sacarosa, maltosa, lactosa, manitol, xilitol). Los polioles
pueden estabilizar un péptido, y son miscibles con agua o solubles en agua. Pueden ser polioles adecuados
polihidroxialcoholes, monosacaridos y disacaridos que incluyen manitol, glicerol, etilenglicol, propilenglicol,
trimetilglicol, vinilpirrolidona, glucosa, fructosa, arabinosa, manosa, maltosa, sacarosa, y polimeros de los mismos.
Diversos excipientes también pueden estabilizar péptidos, incluyendo albumina sérica, aminoacidos, heparina, acidos
grasos y fosfolipidos, tensioactivos, metales, polioles, agentes reductores, agentes quelantes de metales,
polivinilpirrolidona, gelatina hidrolizada, y sulfato de amonio.

La composiciéon puede formularse para inyeccion, por ejemplo inyeccion local, administracion transmucosal (es decir,
intranasal...), inhalacion, administracién oral y mas generalmente cualquier formulacién que el experto en la técnica
considere apropiada para lograr la terapia deseada.

Ahora bien, mientras que los inventores han establecido a priori que la vacuna contra el VPH induce una respuesta
inmunitaria suficiente s6lo por administracion intranasal; ahora muestran que una administracion parenteral en
combinacion con radioterapia induce una respuesta inmunitaria suficiente como para destruir el cancer diana.

Por tanto, en aun otra realizacién preferida, la composicién es para su uso en la prevencion o el tratamiento de un
sujeto que padece un cancer atribuible a infeccion por VPH mediante administracién parenteral.

Tal como se usa en el presente documento, el término "parenteral" incluye la administraciéon intravenosa,
intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal o intraperitoneal.

Por tanto, la composicion usada contiene vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para una formulacion
destinada a inyectarse. Estas pueden ser en particular soluciones salinas isoténicas, estériles (fosfato monosédico o
disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio 0 magnesio y similares 0 mezclas de tales sales), o composiciones secas,
especialmente liofilizadas que tras la adicién, dependiendo del caso, de agua esterilizada o suero fisiol6gico, permiten
la constitucién de soluciones inyectables. Se describen portadores farmacéuticos adecuados en "Remington's
Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin.

Otras realizaciones y ventajas de la presente invencién se ilustran en los siguientes ejemplos.
Ejemplos

1) Produccién de la vacuna StTxB-E7:

Se produjo la vacuna StTxB-E7 mediante el acoplamiento quimico del péptido E743-57 N-bromoacetilado (SEQ id n.2...;
GQAEPDRAHYNIVTF) y el grupo sulfhidrilo de la subunidad B recombinante no téxica de la toxina Shiga (SEQid n.2...)
tal como se describe en HIACHEUR et al. (Journal of immunology, vol.165 (6), pag: 3301-8, 2000).

2) Modelos de tumores de cabeza y cuello y metastasis pulmonares

Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 (edad, de 7 a 8 semanas) de JANVIER CERT y se alojaron en la instalacion
de animales GUSTAVE ROUSSY. Todos los procedimientos con animales se realizaron segln los protocolos
aprobados por el Comité Etico CEEA 26 y segln las recomendaciones para el uso y cuidado apropiados de animales
de laboratorio.

Para establecer un modelo de implantacion de tumores de cabeza y cuello, se utilizaron células TC1/Luc. Estas células
TC1/Luc que expresan luciferasa de luciérnaga, generadas mediante la transduccion retroviral de E6/E7 de VPH16 y
c-H-ras de células epiteliales pulmonares de origen C57BL/6, fueron amablemente proporcionadas por T.C. WU (Johns
Hopkins Medical Institutions, Baltimore, MD, EE.UU.). Las células se cultivaron in vitro en RPMI 1640 suplementado
con suero bovino fetal al 10%, piruvato de sodio al 1%, aminoacidos no esenciales al 1%y HEPES 10 mMy se hicieron
crecer a 37°C con CO2 al 5%. Luego, se iniciaron injertos tumorales singénicos mediante la inyeccién (dia 0) de 0,1 ml
de suspension de PBS que contenia 5x10% células TC1/Luc en un sitio de la submucosa del labio interno derecho de
los ratones. Para los experimentos de reexposicion, se inyectaron a ratones en el labio interno izquierdo. Las
metastasis pulmonares se establecieron inyectando 10° células TC1/Luc suspendidas en 0,2 ml de PBS en la vena de
la cola.

3) Potencializacion de la radioterapia utilizando la vacuna STxB-E7

Luego, se sometid a los ratones a los tratamientos terapéuticos descritos en el esquema de la figura 1, con 10 ratones
por grupo. Brevemente, se administrd el adyuvante de la mucosa a-galactosilceramida (KRN7000, FUNAKOSHI, 20
Mg por raton) por via intraperitoneal en el dia 3 solo o junto con la primera dosis de vacuna STxB-E7 (1 ug por raton).
Luego, los ratones recibieron o no una irradiacién local de un solo haz en la regién de la cabeza y el cuello usando un
irradiador de rayos X Varian de 200 kV. Esta irradiacién selectiva de los injertos tumorales se realiz6 mediante la
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interposicion de un protector de plomo de 4 cm de grosor y correspondi6 a una unica fraccion de 7,5 Gy. Los ratones
tratados con KRN7000 se usaron como grupos de control ya que KRN7000, ya sea solo o en combinacion con
radioterapia, no afecto al crecimiento tumoral (datos no mostrados).

Para monitorizar el crecimiento tumoral, se realizaron imagenes de bioluminiscencia usando el XENOGEN IN VIVO
IMAGING SYSTEM 50 (IVIS; CALIPER LIFE SCIENCES). Se colocaron ratones en posicién supina en la camara de
formacion de imagenes 5 minutos después de la inyeccion intraperitoneal de luciferina de luciérnaga; las imagenes se
adquirieron a lo largo de un periodo de 15 a 30 segundos mientras los ratones estaban bajo sedacién mediante la
administracion continua de isoflurano. Las imagenes fotogréaficas y las imagenes en color de bioluminiscencia se
superpusieron, y se realizé la cuantificacion de la sefial utilizando el software LIVINGIMAGE V 4.3.1 (CALIPER LIFE
SCIENCES). Se analizé la sefal bioluminiscente como medida del tamafo tumoral utilizando un analisis ANOVA
seguido de la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. Simultaneamente, se analizaron los datos de
supervivencia usando las pruebas de Kaplan-Meier y Log-rank para la distribucién de la supervivencia. Se valoraron
las correlaciones usando la prueba de correlacién de Pearson, y se realizaron andlisis estadisticos usando PRISM
Version 6 (GRAPHPAD).

La figura 2A muestra la senal tumoral determinada mediante formacién de imagenes bioluminiscentes in vivo tras la
inyeccion de ratones con células TC1/Luc con el tiempo, y la figura 2B muestra (*** p<0,001) las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier para los diferentes grupos.

Los resultados de formacién de imagenes in vivo bioluminiscentes mostraron que los ratones desarrollaron tumores
de crecimiento rapido (figura 2A) que dieron como resultado la supervivencia de los ratones de control durante sélo
dos semanas después de la inyeccién con células TC1/Luc (figura 2B). El tratamiento con una dosis Unica de IR de
7,5 Gy dio como resultado un retraso del crecimiento tumoral limitado y una supervivencia mejorada no significativa
(figura 2B).

La inmunizacién sistémica con STxB-E7 solo aumenté parcialmente el control tumoral, mientras que su combinacion
con radioterapia local condujo a una respuesta antitumoral eficaz con el 70% de los ratones aun vivos 70 dias después
del injerto tumoral (figura 2B, p<0.001 frente a control). Ademas, el volumen tumoral de los ratones tratados con la
terapia combinada fue significativamente menor en comparacién con el de los ratones tratados con terapia unica (IR
o STxB-E7) (figura 2A, p<0,01, ANOVA de una via). Finalmente, la mayoria de los ratones del grupo de terapia de
combinacion tuvieron una eliminaciéon tumoral completa que duré hasta el final del periodo de observacion de 90 dias
(datos no mostrados). Es de destacar que cuando los tumores se irradiaron con una dosis de 10,4 Gy en 4 fracciones
consecutivas (2,6 Gy/dia), lo que representa la dosis biolégicamente equivalente (BED) de 7,5 Gy en una Unica fraccion
calculada utilizando el modelo cuadratico lineal con un o/B=10, los resultados fueron similares (datos no mostrados).

Estos datos indican que el enfoque terapéutico novedoso basado en la combinacion de STxB-E7 con radioterapia dio
como resultado la eliminacion completa de la mayoria de tumores tratados en un modelo relevante de HNSCC, incluso
después de un periodo de observacion de 18 meses. Esta nueva estrategia de radiovacunacién actia de forma
sinérgica con IR de dosis Unica o fraccionada, lo cual es de particular relevancia porque la radioterapia fraccionada es
el pilar para el tratamiento del HNSCC. Ademas, la posibilidad de utilizar dosis bajas de irradiacion podria ser una
herramienta valiosa para las estrategias de desintensificacion del tratamiento en la clinica, ya que puede limitar el
riesgo de complicaciones tardias.

4) Células T CD8* que infiliran el tumor y especificas para antigeno esplénico inducidas por irradiacién y vacunacién
combinadas

Ya que la poblacién de células T CD8* desempefia un papel fundamental en el control tumoral de TC1, se analiz6 la
presencia de células T CD8* especificas para anti-E749.57/D® en tumores.

Para este analisis, se trataron 4 grupos de 5 ratones tal como se describié anteriormente y luego se disociaron sus
tumores y bazo el dia 14, se lavaron dos veces en PBS y luego se incubaron con el bloque del receptor Fc CD16/CD32
(EBIOSCIENCE). Luego, los tumores se marcaron con el tetrdmero de E749.57/D° segln las recomendaciones del
fabricante (BECKMAN COULTER IMMUNOMICS) y el anticuerpo anti-CD8. Las células se incubaron durante
35 minutos a 4°C con el tetramero marcado con PE. Después de la incubacion y los lavados, las células se marcaron
utilizando el ensayo de viabilidad de células vivas/muertas (LIFE TECHNOLOGIES) y mAbs anti-CD8 (APC-Cy7,
EBIOSCIENCE), PD1 (FITC, EBIOSCIENCE), CTLA4 (Briliant Violet 421, BIOLEGEND) y Tim3 (APC,
EBIOSCIENCE) durante 20 minutos para fenotipar las células T CD8* positivas para tetramero. Se usaron tetrameros
irrelevantes que reconocen un péptido derivado de LCMV en el contexto de moléculas de DP. Se detectaron las células
CD8* mediante citometria de flujo y se expresaron como porcentaje del total de células vivas utilizando el software
FLOWJO (TREE STAR).

Las figuras 3A y 3B muestran las células T CD8* especificas para E7 detectadas intratumoralmente expresadas como
el porcentaje de células CD8+ totales y el porcentaje de tetramero de E7 H-2Db por células T CD8*.

La figura 4 muestra el porcentaje de tetramero de E7 H-2Db por células T CD8* en el bazo de dichos ratones.
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La figura 5 muestra los tamafos tumorales obtenidos mediante formaciéon de imagenes IVIS in vivo en el dia del
sacrificio representadas frente al porcentaje de CD8* especificas para E7 que infiltran el tumor *p<0,05; ANOVA de
una via seguido de la prueba posterior de Tukey.

Los resultados muestran que los niveles de CD8* intratumorales totales eran bajos en los tumores de control, y en
este grupo casi no se encontraron células T CD8* especificas para E7 (figura 3). La irradiacion por si sola no fue
suficiente para alterar el infiltrado de CD8*, mientras que la vacunacién regulé al alza el porcentaje de células T CD8*
especificas para E749.57, como lo demuestra el analisis del tetramero de E7. Cuando se afadi6 IR a la inmunizacién
con STxB-E7, la infiltracién de células T CD8* se impulsé significativamente (figura 3A). La mayoria de las células T
CD8+ eran especificas de antigeno, ya que el nivel de linfocitos T CD8* positivo para el tetramero de E7 alcanzaron
un sorprendente 67% en este grupo (figura 3B).

El analisis cualitativo del infiltrado de CD8* especifico para E7 mediante la identificacion de las subpoblaciones
positivas de PD1, CTLA4 y Tim3 no revela ninguna diferencia significativa entre los grupos de tratamiento (datos no
mostrados). Ahora bien, la induccion de una respuesta de células T CD8* especifica no se limité al tumor sino que fue
sistémica. De hecho, la combinacién de IR y vacunacién dio como resultado la respuesta dirigida por antigeno mas
alta en comparacion con el tratamiento con vacuna solo (figura 4). Ademas, el nivel de linfocitos CD8* especificos de
E7 se correlacion6 inversamente con el tamaro tumoral (p<0,05, prueba de correlacién de Pearson, figura 5), o que
sugiere un papel central de los linfocitos T CD8* en la respuesta antitumoral en el modelo tumoral preclinico de
HNSCC.

Para validar mecanicamente el papel de las células T CD8* en este entorno terapéutico, se inyectd a los ratones
sometidos a irradiacion y vacunacion combinadas por via intraperitoneal con 100 pg por ratén de mAb anti-CD8 (clon
2.43; BIOXCELL) o mAb de control de isotipo el dia 7 (un dia antes de la irradiacién) para reducir las células T CD8*,
tal como se inform6 anteriormente (SANDOVAL et al., Science Translational Medicine, vol.5(172), pag: 172ra20, 2013).

Las figuras 6A y B muestran la formacion de imagenes bioluminiscentes in vivo y las curvas de Kaplan,
respectivamente, los ratones (N=5) inyectados con mAb anti-CD8 o mAb de control de isotipo el dia 7 (un dia antes
de la irradiacién) para reducir las células T CD8* (***p<0,001, ANOVA de una via seguido de prueba posterior de
Tukey de los tamafos tumorales en el dia 14). Se muestra uno de los dos experimentos representativos.

Los resultados muestran que la administracion de mAbs anti-CD8 tiene un efecto drastico sobre la respuesta
antitumoral, lo que da como resultado una pérdida completa de eficacia del tratamiento combinado sobre el tamafo
tumoral y la supervivencia, ya que todos los ratones con CD8* reducidas tuvieron que sacrificarse junto con los
controles (figuras 6A y B).

Estos datos indican claramente que se requieren linfocitos T CD8* para provocar la respuesta antitumoral
desencadenada por la combinacién de irradiacion y vacunacion.

5) Memoria de células T y combinacién de STxB-E7/radioterapia:

Debido a que la mayoria de los ratones que recibieron la combinacion de STxB-E7 e IR sorprendentemente mostraron
una remisién completa del tumor (figura 2B), se pregunté si la respuesta de las células T CD8* sostenida observada
en este grupo daba como resultado el desarrollo de una memoria de células T eficaz.

Para someter a prueba esta hipotesis, se expuso a cuatro ratones que todavia estaban libres de tumor 90 dias después
del injerto tumoral, segun lo observado mediante la obtencién de imagenes in vivo como anteriormente, de nuevo con
células TC1/Luc en la submucosa del labio interno opuesto; se utilizé el lado opuesto para evitar posibles sesgos
debidos a la respuesta local. Se confirmé que cuatro dias después de la segunda inyeccion, todos los ratones fueron
injertados correctamente con células tumorales localizadas en el labio interno izquierdo.

La figura 7 muestra los resultados de la formaciéon de imagenes bioluminiscentes in vivo que establecen la senal
tumoral tras la primera y segunda exposiciones a TC1/Luc.

Los resultados muestran que cinco dias tras la segunda exposicién a TC1/Luc, y sin ningun tratamiento adicional, la
actividad de la luciferasa estaba completamente ausente, lo que indica una eliminaciéon espontanea de las células
tumorales. Por el contrario, los ratones sin tratamiento previo utilizados como controles positivos mostraron una curva
de crecimiento tumoral similar a las descritas anteriormente (datos no mostrados). Cuando se sacrifico a los ratones
para recoger los bazos 14 dias después de la segunda exposicion a TC1/Luc, se observaron los mismos resultados
(datos no mostrados). El andlisis citofluorimétrico mostr6é que los ratones reexpuestos mostraron altos porcentajes de
células T CD8* especificas para E7 en niveles similares a los de los ratones al final del tratamiento combinado (datos
no mostrados). Finalmente, se realiz6 un experimento similar en tres ratones que se volvieron a exponer a células
TC1/Luc 18 meses después del primer tratamiento, lo que nuevamente dio como resultado el rechazo espontaneo
completo de las células tumorales (datos no mostrados).

Estos datos indican que una combinacion de irradiacién local e inmunizacion provoca una memoria de células T CD8*
que es suficiente para ejercer una respuesta antitumoral completa.
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Esta fuerte respuesta antitumoral también puede explicarse por el hecho de que, a diferencia de otros estudios, la
combinacion de dosis bajas de irradiacién y la vacuna contra el cancer utilizada en este caso no dio como resultado
un aumento de células inmunosupresoras en el microentorno tumoral (datos no mostrados).

6) Formacién de metdstasis y combinaciéon de STxB-E7/radioterapia:

También era importante evaluar si la respuesta inmunitaria provocada por una terapia combinada eficaz proporcionaba
proteccion frente a la posible formacién de metastasis.

Esto se sometié a prueba mediante la inyeccién por via intravenosa de células TC1/Luc para inducir el desarrollo de
metastasis pulmonares. La presencia de metéstasis se confirmé mediante andlisis de formacion de imagenes in vivo
que mostrd que, en ratones sin tratamiento previo, una sefal bioluminiscente localizada en los pulmones ya era
detectable cuatro dias después de la inyeccion de células TC1/Luc (datos no mostrados). El tamafio de las metastasis
pulmonares aumenté rapidamente hasta el dia 15, cuando los ratones tuvieron que ser sacrificados.

Para esta evaluacién, los resultados han mostrado que, en ratones que ya habian experimentado una remisién
completa del tumor de cabeza y cuello tras la administracion de la combinacion de STxB-E7 e IR (grupo de
reexposicion), la sefial tumoral en los pulmones ya era menor en el dia 4 en comparaciéon con los ratones sin
tratamiento previo. Las células TC1/Luc se eliminaron espontaneamente a partir del dia 8 y los cuatro ratones sometido
a prueba permanecieron libres de metéstasis hasta el final del periodo de observacion de 60 dias (datos no mostrados).

Estos datos indican que la combinacién de irradiacion local e inmunizacion es suficiente para ejercer una respuesta
antitumoral completa no solo en recidivas locales, sino también en metéstasis a distancia.

En consecuencia, esta estrategia de combinacion representa una herramienta clinica prometedora, ya que un paciente
tratado con esta terapia de combinacién que experimenta una remisién tumoral probablemente estara protegido frente
a cualquier recaida local o a distancia.

7) Remodelacién de vasos tumorales y perfusién tumoral

Se valoré la estructura vascular tumoral y su activacion en los diferentes grupos de tratamiento mediante
inmunohistoquimica (IHC). Para ello, se tomaron muestras de tumores 9 o 14 dias después de la irradiacion. Luego,
estos tumores se incluyeron en OCT para su andlisis adicional.

Luego, se realizé la deteccidn en portaobjetos tumorales de alfa actina de musculo liso (aSMA) utilizando un protocolo
convencional validado en un aparato de tincion automatica VENTANA DISCOVERY ULTRA (ROCHE TISSUE
DIAGNOSTICS, Ab primario ref ab5694, ABCAM) segun las instrucciones del fabricante. Se utilizaron protocolos de
tincion manual en secciones congeladas de OCT para detectar CD31 (BD PHARMINGEN) e ICAM-1 (ABCAM). Todos
los portaobjetos se tifieron por contraste con hematoxilina. Se detectd6 NG2 (Ab primario: MILLIPORE) por
inmunofluorescencia. Después, se cuantificé la tincién de CD31 y aSMA usando el algoritmo para la deteccion de
vasos en el paquete de software Tissue Studio de DEFINIENS. Los vasos se detectaron automaticamente segun sus
propiedades espectrales de tincién IHC en las regiones de interés que se habian seleccionado manualmente. El
porcentaje del area tenida para NG2 se midié usando el software IMAGEJ V1.41. La tincion ICAM1 se determin6
utilizando una puntuacién semicuantitativa basada en el area de tincién (menos de 1 por campo=0; 1-2 por campo=1;
3 0 mas por campo=2) y la intensidad (sin tincién=0; débil=1; moderada=2; fuerte=3).

La figura 8 muestra la cuantificacién del area tefida de anticuerpos para aSMA (A) o NG2 (B) en el tumor muestreado
en el dia 9 (D9) o 14 (D14). *p<0,05; **p<0,01 ANOVA de una via seguido de prueba posterior de Tukey.

En vista de la tincién inmunohistoquimica obtenida con CD31, los resultados establecieron que no hubo diferencias
significativas en la superficie de los vasos tumorales y la densidad provocada por los diversos tratamientos a las 24 h
(dia 9) o 6 dias después de la irradiacion (dia 14) (datos no mostrados). Por el contrario, cuando se analizaron los
niveles de pericitos realizando tincion de aSMA, se observé un aumento significativo en la superficie tefiida en los
tumores de ratones tratados tanto con STxB-E7 como con IR el dia 14 (figura 8A). Debido a que se reconoce que los
pericitos son reguladores clave de la estructura vascular y debido a que la extension de su cobertura sobre los vasos
tumorales normalmente disminuye en comparacién con tejidos normales, estos datos sugieren que el tratamiento
combinado induce una restauracién de la funcionalidad vascular. Esta hipétesis se confirm6 ademas por el aumento
de la tincion de NG2 (un marcador de pericito alternativo) observado el dia 14 en ratones tratados tanto con irradiacion
local como con vacunacion (figura 8B).

Para valorar la permeabilidad vascular, se administraron 0,2 ml de colorante azul de Evans (0,5%) a ratones mediante
inyeccion en la vena de la cola. Los ratones se sacrificaron 30 minutos después de dicha inyeccion. Se recogieron
muestras tumorales diseccionadas y se eluy6 azul de Evans en formaldehido (0,5 ml para 50 mg de tejido) a 58°C
durante la noche. La concentracion del colorante acumulado para cada alicuota se cuantific6 mediante el uso de un
espectrofotometro leyendo la absorbancia a 610 nm restando la absorbancia de referencia a 450 nm.

La figura 9 muestra la absorbancia media £ DEM relacionada con las perfusiones tumorales medias dependiendo de
su tratamiento el dia 9 (D9) o el dia 14 (D14). *p<0,05 ANOVA de una via seguido de prueba posterior de Tukey.
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La figura 10 ilustra los datos obtenidos mediante la formacion de imagenes in vivo IVIS en el dia del sacrificio
representada frente a la absorbancia en el dia 14 para ratones individuales para mostrar la correlacion entre la
perfusion y el tamafio tumorales (p<0,001, prueba de correlacién de Pearson).

Estas observaciones fueron respaldadas por el ensayo de Miles, una prueba funcional que se realiza para evaluar la
perfusion tumoral. A las 24 horas después de la irradiacion (dia 9), la perfusién de los tumores aln no se vio afectada
por los tratamientos (figura 9, panel izquierdo); sin embargo, el dia 14 después de la exposicion al tumor, la perfusion
del tumor se incremento significativamente sélo con el tratamiento combinado en comparacion con las terapias tanto
de control como Unicas (figura 9, panel derecho). Este aumento observado se correlacion6 inversamente con la sefnal
bioluminiscente (p<0,05, prueba de correlacion de Pearson, figura 10), lo que indica que la perfusion estaba
relacionada con el tamafo tumoral en este momento.

Finalmente, se evalué la activacion de vasos detectando la expresion de ICAM-1 en los tumores mediante IHC. La
ICAM-1 es una proteina transmembrana implicada en la detencién y transmigracién de leucocitos de los vasos
sanguineos, que esta regulada al alza en tumores de ratones sometidos a los diferentes tratamientos.

La figura 11 muestra la cuantificacion de la expresién de ICAM-1 basada en una puntuacion a partir de la tincion
inmunohistoquimica. ***p<0,001 ANOVA de una via seguido de prueba posterior de Tukey.

Los resultados muestran que la ICAM1 se regula principalmente al alza en el grupo de combinacién (figura 11).

Tomados en conjunto, estos datos indican que la combinacion de inmunizacion con STxB-E7 e IR promueve la
normalizacion y activacién de los vasos tumorales, favoreciendo asi el reclutamiento e infiltracién de leucocitos en el
tejido tumoral. Por tanto, para el primero, una terapia de combinacion basada en irradiacion local y vacunacion induce
una perfusion tumoral aumentada, que se acompafa de una cobertura de pericitos y expresion de ICAM-1
aumentadas.
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<210>1

<211> 89

<212> PRT

<213> Shigella dysenteriae
<400> 1

Met Lys Lys Thr Leu Leu Ile Ala Ala Ser Leu Ser Phe Phe Ser Ala
1 5 10 15

Ser Ala Leu Ala Thr Pro Asp Cys val Thr Gly Lys val Glu Tyr Thr
20 25 30

Lys Tyr Asn Asp Asp Asp Thr Phe Thr val Lys val G;y Asp Lys Glu
35 40 4

Leu Phe Thr Asn Arg Trp Asn Leu GIn Ser Leu Leu Leu Ser Ala Gln
50 55 60

Ile Thr Gly Met Thr val Thr Ile Lys Thr Asn Ala Cys His Asn Gly
65 70 80

Gly Gly Arg Ser g'lu val Ile Phe Arg
5

<210>2

<211> 69

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de la subunidad B de la toxina de Shigella dysenteriae

<400> 2

Thr Pro Asp Cys val Thr Gly Lys val Glu Tyr Thr Lys Tyr Asn Asp
1 5 10 15

Asp Asp Thr pPhe Thr val Lys val Gly Asp Lys Glu Leu Phe Thr Asn
20 25
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Arg Trp Asn Leu GIn Ser Leu Leu Leu Ser Ala Gln Ile Thr Gly Met
35 40 45

Thr val Thr Ile Lys Thr Asn Ala Cys His Asn g'(l)y Gly Gly Arg Ser
55

Glu val Ile phe Arg

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> aminoacidos 43-57 de la proteina E7 de VPH 16

<400> 3

Gly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile val Thr Phe
1 5 10 15

<210>4

<211>90

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> derivado de la subunidad B de la toxina de Shigella dysenteriae

<400> 4

Met Lys Lys Thr Leu Leu Ile Ala Ala Ser Leu Ser Phe Phe ier Ala
1 5 5

Ser Ala Leu Ala Thr Pro Asp Cys \Zlesﬂ Thr Gly Lys val gz)u Tyr Thr
20

Lys Tyr Asn Asp Asp Asp Thr Phe Thr val Lys val Gly Asp Lys Glu
35 40 45

Leu Phe Thr Asn Arg Trp Asn Leu GIn Ser Leu Leu Leu Ser Ala GIn
50 55 60

Ile Thr Gly Met Thr val Thr ITe Lys Thr Asn Ala Cys His Asn Gly
65 70 75 80

Gly Gly Arg Ser Glu val Ile Phe Arg Cys
85 90

<210>5

<211>70

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> derivado de la subunidad B de la toxina de Shigella dysenteriae

<400> 5
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Cys val Thr Gly Lys val Glu Tyr Thr Lys Tyr Asn Asp
5 10 15
Phe Thr val Lys val Gly Asp Lys Glu Leu Phe Thr Asn
20 25 30
Leu GIn Ser Leu Leu Leu Ser Ala GIn Ile Thr Gly Met
45

Ile Lys Thr Asn Ala Cys His Asn ggy Gly Gly Arg ser
55

Phe Arg Cys
70
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REIVINDICACIONES

Una composicidn para su uso en la prevencion o el tratamiento de un sujeto que padece un cancer positivo para
VPH en combinacion con radioterapia, en donde dicha composicion comprende un conjugado, eventualmente
asociado con un portador farmacéuticamente aceptable, comprendiendo dicho conjugado:

i) la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), un fragmento de la misma que tiene una longitud de al menos
50 aminoacidos, fragmento que se une al receptor de glucolipidos Gb3 con una Kbp igual o inferior a 107 M o
un derivado del mismo correspondiente a una secuencia de aminodcidos que se une al receptor de
glucolipidos Gb3 con una Kp igual o inferior a 107 M y que tiene un porcentaje de identidad de al menos el
95% en comparacion con la SEQ id n.°: 1 de aminoacidos; y

ii) al menos un epitopo de VPH asociado a dicho cancer.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el cancer positivo para VPH es un HNSCC
positivo para VPH.

La composicién para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el cancer positivo para VPH es una metastasis.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la subunidad B de la
toxina Shiga (STxB) tiene la secuencia SEQ id n.° 1, y un fragmento de STxB se refiere a la secuencia
SEQid n.° 2.

La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho al menos un epitopo
de VPH es un epitopo de VPH16.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 5, en donde dicho al menos un epitopo de VPH16 es de la
proteina E6 o E7 de VPH16, preferiblemente dicho epitopo de VPH16 es de la proteina E7 de VPH16 y se
selecciona del grupo que comprende los péptidos que consisten en los aminoacidos 5- 18, 17-34, 35-50, 43-57,
43-77, 49-57, 50-62, 69-82 de la proteina E7 de VPH 16.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 6, en donde, preferiblemente, dicho epitopo de VPH16
consiste en los aminodacidos 43-57 de la proteina E7 de VPH 16 (SEQ id n.° 3; GQAEPDRAHYNIVTF).

La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde i) la subunidad B de la
toxina Shiga (STxB), fragmento o derivado de la misma; y ii) el al menos un epitopo asociado a cancer de VPH
se unen covalentemente usando agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales o en una proteina de fusién.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 8, en donde i) la subunidad de toxina B de Shiga (STxB),
fragmento o derivado de la misma; y ii) el al menos un epitopo asociado al cancer de VPH se unen
covalentemente usando agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 9, en donde i) los derivados de la subunidad B de la toxina
Shiga (STxB) se refieren ala SEQ id n.° 4y la SEQ id n.® 5, preferiblemente a la SEQ id n.° 5.

La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde i) la subunidad B de la
toxina Shiga (STxB), fragmento o derivado de la misma; y ii) el al menos un epitopo asociado a cancer de VPH
se unen covalentemente en una proteina de fusion.

La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la radioterapia puede
aplicarse a una dosis en un intervalo de desde aproximadamente 10 hasta 55 Gy, preferiblemente desde
aproximadamente 15 hasta 50 Gy, tal como de 20 a 40 Gy, concretamente desde aproximadamente 20 hasta
35 Gy, y méas concretamente desde aproximadamente 25 hasta 30 Gy.

La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la composicién y la
radioterapia se administran a la vez, por separado, o secuencialmente.

La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la composicién se
administra antes de la irradiacion.

La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la composicion es para

su uso en la prevencion o el tratamiento de un sujeto que padece un cancer mediante una administracion
parenteral.
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