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DESCRIPCION
Péptidos con afinidad de unién aumentada para al menos tres moléculas de tipo hla-a3

Antecedentes de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para prevenir, tratar o diagnosticar un namero
de estados patolégicos. En particular, proporciona péptidos novedosos capaces de unirse a moléculas de complejo
de histocompatibilidad principal seleccionadas (MHC) y que inducen una respuesta inmune.

Las moléculas MHC se clasifican o bien como moléculas Clase | o Clase Il. Las moléculas MHC de Clase Il se
expresan principalmente sobre las células implicadas en el inicio y mantenimiento de la las respuestas inmunes,
tales como linfocitos T, linfocitos B, macréfagos, y similares. Las moléculas MHC de Clase Il son reconocidas por
los linfocitos T auxiliares e inducen la proliferacion de linfocitos T auxiliares y amplificacion de la respuesta inmune
al péptido inmunogénico particular que se muestra. Las moléculas MHC de Clase | se expresan en casi todas las
células nucleadas y se reconocen por linfocitos T citotéxicos (CTL), que después destruyen las células que llevan
antigeno. Los CTL son particularmente importantes en rechazo de tumor y en la lucha de infecciones virales,
fungicas, y parasitas.

La relacion entre afinidad de unién para las moléculas MHC de Clase | e inmunogenicidad de epitopes de péptidos
discretos se ha analizado en dos planteamientos experimentales diferentes (Sette, et al., J. Immunol., 153: 5586 -
5592 (1994)). En el primer planteamiento, la inmunogenicidad de los epitopes portenciales que varian en la afinidad
de unién de MHC en un intervalos de 10,000 veecs se analizé en ratones transgénicos HLA-A*0201. En el segundo
planteamiento, la antigenicidad de aproximadamente 100 epitopes potenciales diferentes derivados de virus de
hepatitis B (HBV), llevando todos motivos de unién de A*0201, se ensayaron mediante el uso de PBL de pacientes
de hepatitis aguda. En ambos casos, se encontrd6 que un umbral de afinidad de aproximadamente 500 nM
(preferiblemente 500 nM o menos) determina la capacidad de un epitope de péptido para inducir una respuesta
CTL. Estos datos se correlacionan bien con las mediciones de la afinidad de unién de la clase | de o bien péptidos
procesados de manera natural o epitopes de células T descritos previamente. Estos datos indican el papel
importante de la seleccion determinante en la configuracion de las respuestas de las células T.

En general, respuestas de CTL no se dirigen contra todos los epitopes posibles. En su lugar, estan restringidos a
unos pocos determinantes immunodominantes (Zinkernagel, et al., Adv. Immunol. 27, 51 - 59 (1979); Bennink, et
al., J. Exp. Med. 168, 1935 - 1939 (1988); Rawle, et al., J. Immunol. 146, 3977 - 3984 (1991)). Se ha reconocido
durante mucho tiempo que la inmunodominancia (Benacerraf, et al., Science. 175, 273 - 279 (1972)) se podria
explicar mediante o bien la capacidad de un epitope dado para unirse selectivamente a una molécula particular
MHC (teoria de seleccidn determinante) (Vitiello, et al., J. Immunol. 131:1635 (1983); Rosenthal, et al., Nature 267,
156 - 158 (1977)) o que se reconoce de manera selective por la especificidad de TCR existente (teoria del
repertorio) (Klein, J., Immunology, the Science of Self-Nonself Discrimination, John Wiley & Sons, New York, p. 270
- 310 (1982)). Se ha demostrado que también pueden jugar un papel importante factores adicionales, la mayoria
ligados a episodios profesionales en el dictado, mas alla de la estricta inmunogenicidad, cuyos muchos
determinantes potenciales se presentaran como immunodominantes (Sercarz, et al., Annu. Rev. Immunol. 11, 729 -
766 (1999)).

La capacidad para modulas la afinidad de union de un péptido inmunogénico particular para uno o mas moléculas
HLA y por lo tanto modulan la respuesta inmune inducida por el péptido potenciaran en gran medida la utilidad de
vacunas a base de péptido y agentes terapéuticos. La presente invencion proporciona éstas y otras ventajas.

El documento WO 94/03205 describe composiciones de péptido capaces de unirse especificamente a alelos de
MHC seleccionados e inducir la activacién de células T en células T restringidas por el alelo MHC. Los péptidos son
Gtiles para inducir una respuesta inmune contra el antigeno deseado.

En Rammensee et al, Immunogenetics (1995) 41: 178-228, titulado "MHC ligands and peptide motifs: first listing" se
proporcionan un compendio de motivos de péptido MHC y ligandos de MHC.

Deckhut et al.,, J. of Virology, enero 1992, p. 440 - 447 describen que SV40 TAA expresado en células
transformadas de H-2b SV40 induce la generacién de los CTL Lyt-2+ (CD8+), que estan implicados en el rechazo
de tumores, en ratones. Los restos minimos y éptimos de antigeno T reconocido por cuatro clones de CTL se
determina mediante el uso de péptidos sintéticos.

En la "Definition of Specific Petptide Motifs for Four Major HLA-A Alleles”, J. Immunology, Vol. 152, No. 8, 15 de
abril de 1994, p 3913 - 24, Kubo et al., describe y caracteriza motivos especificos de alelo para las moléculas de la
clase MHC humanas, HLA-A1, A3, Ally A24.
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Sumario de la invencién

El alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones y cualquier informaciéon que no caiga dentro
de las reivindicaciones se proporciona para informacion solamente.

En el presente documento se divulgan péptidos y acidos nucleicos que los codifican para uso en vacunas y
compuestos terapéuticos. También se describen procedimientos de inducciéon de una respuesta de células T
citotoxicas contra un antigeno preseleccionado en un paciente, comprendiendo el procedimiento poner en contacto
una célula T citotoxica con un péptido inmunogénico de la invencion. Los péptidos de la invencion se pueden
derivar de numerosos antigenos incluyendo antigenos virales, antigenos asociados a tumores, antigenos parasitos,
antigenos fungicos y similares. El procedimiento descrito en el presente documento se puede llevar a cabo in vitro e
in vivo. Preferiblemente los péptidos se ponen en contacto con la célula T citotdxica mediante administracion al
paciente de una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica el péptido inmunogénico.

La presente divulgacion proporciona una composicion que comprende un péptido inmunogénico de entre 9 y 15
restos que se une a al menos dos moléculas de tipo HLA-A3 seleccionadas entre el grupo que comprende A*0301,
A*1101, A*3101, A*3301 y A*6801 con una constante de disociacion de menos de 500nM e induce una respuesta
de células T citotoxicas, dicho péptido inmunogénico comprende un supermotivo A3 que consta de una secuencia
de 9 restos del extremo N al extremo C como sigue:

Un primer resto de anclaje primario en la segunda posicién en la segunda posicién seleccionado entre el grupo que
constade AL, I,V,M,SyTy

Un segundo resto de anclaje primario en la novena posicion seleccionado entre el grupo que consta de Ry K;y

Uno o mas restos de anclaje secundarios seleccionados entre el grupo que consta de (i) Y F, o W, en la tercera
posicion, (i) Y, F, o0 W en la sexta posicién, (iii)) Y, F, o W en la séptima posicion, (iv), P en la octava posicion, y
cualquier combinacién de (i), (i), (iii) y (iv).

La presente invencion proporciona un procedimiento de identificacion de péptidos que se unen a una molécula de
tipo HLA-A3 con una constante de disociacion de menos de 500 nM, comprendiendo el procedimiento las siguientes
etapas:

rastrear una secuencia de aminoacidos de una proteina antigénica para la presencia del motivo de union de la
reivindicacion 1; seleccionar una o0 mas subsecuencias en la proteina antigénica que tiene el motivo de union;
preparar péptidos de ensayo de 8 y 11 restos que comprenden las subsecuencias seleccionadas; determinar la
capacidad de los péptidos de ensayo que se unen a la molécula de tipo HLA-A3; e identificar péptidos con una
constante de disociacion de menos de 500 nM.

Definiciones

El término "péptido” se usa indistintamente con "oligopéptido” en la presente memoria descriptiva para designar una
serie de restos, tipicamente aminoacidos L, conectados entre si tipicamente por enlaces de péptido entre los
grupos alfa-amino y carbonilo de aminoacidos adyacentes. Los oligopéptidos de la invencién son menos que
aproximadamente 15 restos de longitud y usualmente constan de entre aproximadamente 8 y aproximadamente 11
restos, preferiblemente 9 6 10 restos.

Un "péptido inmunogénico" es un péptido que comprende un motivo especifico de alelo o supermotivo de manera
gue el péptido se unira a una molécula de MHC e inducen una respuesta de CTL. Péptidos inmunogénicos de la
invencion son capaces de unirse a una molécula de tipo HLA-A3 apropiada e inducir una respuesta de células T
citotoxicas contra el antigeno a partir del cual se deriva el péptido inmunogénico.

Un "resto de anclaje primario" es un aminoacido en una posicion especifica junto auna secuencia de pépticos que
puede proporcionar un punto de contacto entre el péptido inmunogénico y la molécula de MHC. Uno a tres,
usualmente dos, restos de anclaje primario dentro de un péptido de longitud definida en general define un motivo
para un péptido inmunogénico. Estos restos estan tipicamente en contacto estrecho con la ranura de union al
péptido, con sus cadenas laterales enterrado en cavidades especificas de la propia ranura. Tipicamente, los restos
de anclaje primario se localizan en la 2 y 9 posicion del péptido del resto 9.

Un "resto de anclaje secundario” es un aminoacido que se produce en una frecuencia suficientemente mayor que la
gue se esperaria por distribucion al azar en una posicion particular que los anclajes primarios en un péptido. De
manera alternativa, se pueden identificar anclajes secundarios como aquellos con una mayor frecuencia entre
péptidos de union de alta afinidad o estan asociados a unién de afinidad alta. Presencia o ausencia de restos
particulares en estas posiciones se puede usar para modular de manera sutil la afinidad de unién de un péptido
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que comprende un motivo particular.

Como se usa en el presente documento, "restos de unidn negativa" son aminoacidos que si estan presentes en
ciertas posiciones (tipicamente no posiciones de anclaje primarias) daran como resultado la disminucién de la
afinidad de unién para la molécula de HLA diana.

El término "motivo"” se refiere al patron de restos en un péptido de longitud definida, usualmente aproximadamente 8
a aproximadamente 15 aminoacidos, que se reconoce por una molécula de MHC particular. Los motives de péptido
son tipicamente diferentes para cada alelo de MHC humano y difieren en el patron de los restos de anclaje
primarios y secundarios.

Un "supermotivo" se refiere a motivos que, cuando estan presentes en un péptido inmunogénico, permite que el
péptido se una a mas de un antigeno HLA. El supermotivo preferiblemente se reconoce con afinidad alta o
intermedia (como se define mas adelante) por al menos un alelo de HLA, preferiblemente reconocido por al menos
dos alelos, mas preferiblemente reconocido por al menos tres alelos, y lo mast preferiblemente reconocido por mas
de tres alelos.

Las moléculas de la clase | de HLA que comparten algo de los motivos de unién a péptido similares se agrupan en
supertipos de HLA. Un "supertipo o familia de HLA ", como se usa en el presente documento, describe conjuntos de
moléculas agrupados en la base de especificidades de union de péptido compartidas, en lugar de los supertipos
serolégicos basandose en determinantes antigénicos.

Una molécula de HLA “de tipo HLA-A3" (también denominada alelo) como se usa en el presente documento se
refiere a un grupo de moléculas de HLA codificaads por los alelos de HLA-A que comparten una superposicion de
motivo de union de péptido con el supermotivo HLA-A3 descrito en este documento. El supermotivo del resto
compartido por estos alelos comprende los siguientes de restos de anclaje primario: A, L, I, V, M, S, 0, T en la
posicién 2 y restos cargados positivamente, tales como R y K en la posicion 9 (el extremo C en 9-meros). Los
miembros ejemplares de esta familia, identificados por cualquier serologia o la tipificacion de ADN, incluyen: A3
(A*0301), A1l (A*1101), A31 (A*3101), A*3301, y A*6801. Otros miembros de la familia incluyen A34, A66, y
A*7401. Como se explica en detalle mas adelante, la unién a cada uno de los alelos individuales se puede modular
de manera sutil mediante sustitutiones en las posiciones de anclaje secundario.

El supermotivo "de tipo HLA-A2 " se caracteriza por una preferencia para ligandos de péptido con aminoacidos
pequefios o alifaticos (L, I, V, M, A, y T) en la posicion 2 y el extremo C. La familia esta comprendida de al menos
ocho HLA-A alelos (A*0201, A*0202, A*0203, A*0204, A*0205, A*0206, A*6802, y A*6901).

El supertipo "de tipo HLA-B7 " esta comprendido por productos de al menos una docena de alelos HLA-B (B7,
B*3501-3, B51, B*5301, B*5401, B*5501, B*5502, B*5601, BB*6701, y B*7801) (Sidney, et al., J Immunol 154: 247
(1995); Barber, et al., Curr Biol 5:179 (1995); Hill, et al, Nature 360: 434 (1992); Rammenvéase, et al.,
Immunogenetics 41: 178 (1995)), y se caracteriza por moléculas que reconocen péptidos que llevan prolina en la
posicién 2 y aminoacidos hidro6fobos o alifaticos (L, I, V, M, A, F, W, y Y) en su extremo C.

Los términos "aislado" o "biol6gicamente puro" se refiere a material que esta sustancialmente o esencialmente libre
de estos componentes que normalmente lo acompafian como se encuentra en su estado nativo. De este modo, los
péptidos no contienen materiales normalmente asociados a su ambiente in situ, por ejemplo, moléculas de MHC |
sobre células que presentan antigeno. Incluso cuando se ha aislado una proteina a una banda homogénea o
dominante, existen contaminantes en pequefias cantidades en el intervalo de 5 - 10% de proteina nativa que se
purifican conjuntamente con la proteina deseada. Los péptidos aislados de esta descripciébn no contienen tal
proteina enddgena purificada conjuntamente.

El término "resto" se refiere a un aminoacido o mimético de aminoacido incorporado en un oligopéptido por un
enlace amida o mimético de enlace amida.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1 muestra motivos especificos de alelo refinados de los cinco alelos de tipo A3: A*0301, A*1101, A*3101,
A*3301, y A*6801. Se muestran los restos individuales, o grupos de restos de naturaleza quimica similar, asociado
para cada posicion de no anclaje con capacidades de union o bien buenas o escasas para cada alelo individual.

Figura 2 muestra el supermotivo de tipo A3. Los nimeros en paréntesis indican el nimero de moléculas para el que
se prefirié o es perjudicial el resto o grupo de restos.

Figura 3 summariza los efectos secundarios que influencian en la capacidad de unién de péptidos para a) B*0702,
b) B*3501, c) B51, d) B*5301, y e) B*5401. Estos mapas se usaron posteriormente para definir el supermotivo de
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tipo B7 (f). Los valores en paréntesis indicant la frecuencia en la que un resto o grupo de restos indicate the
frequency that a resto o grupo de restos se prefirié o es perjudicial.

Figura 4 muestra la capacidad de uniéon media relativa de los péptidos 9 mer del submotivo A*0101 en funcién de
los restos diferentes que se producen en cada una de las posiciones de no anclaje. Se analizaron los conjuntos
de datos de cualquiera de los conjuntos de péptidos de los submotivos 2-9 mer (a) 3-9 mer (b) y se tabularon como
se describe en el Material and Procedimientos. Los conjuntos 2 - 9y 3 - 9 contenian 101 y 85 péptidos diferentes,
respectivamente. También se muestran los mapas de efectos secundarios que influencian en la capacidad de union
de péptidos 9-mer que llevan los submotivos 2-9 (c) 3-9 mer (d) A*0101.

Figura 5 muestra la capacidad de uniéon media relativa de los péptidos 10 mer del submotivo A*0101 péptidos en
funcién de los restos diferentes que se producen en cada una de las posiciones de no anclaje. Se analizaron los
conjuntos de datos de cualquiera de los conjuntos de péptidos de los submotivos 2-10 mer (a) o 3-10 (b) y se
tabularon. Los conjuntos 2-10 y 3-10 contenian 91 y 89 péptidos diferentes, respectivamente. También se muestran
los mapas de efectos secundarios que influencian en la capacidad de unién de péptidos 10 mer que llevan los
submotivos 2-10 (c) mery (1) y o 3-10 mer (d) de Al.

Descripcion detallada

El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones y cualquier informacién que no cae dentro
de las reivindicaciones se proporciona para informacion solamente. La presente invencion se refiere a la
determinacién de motivos y supermotivos de péptido especifico de alelo para alelos de MHC de Clase | humana
(denominada HLA), en particular, alelos de tipo HLA-A3. Estos motivos después se usan para preparer y modificar
epitopes de células T de cualquier antigeno deseado, particularmente los asociados a enfermedades virales
humanas, enfermedades parétitarias, enfermedades fangicas, o canceres.

Como se ha indicado anteriormente, alta afinidad de union de HLA se correlaciona con mayor inmunogenicidad. La
mayor inmunogenicidad se puede manifestar de varias formas diferentes. Por ejemplo, un péptido de mayor union
serd inmunogénico mas a menudo. Cerca del 90% de péptidos de alta unidon son inmunogénicos, cuando se
contrasta con aproximadamente 50% de los péptidos que se unen con afinidad intermedia. Un péptido de mayor
union también conducira a una respuesta mas vigorosa. Como resultado, se require menos péptido para inducer un
efecto biolégico similar. Los epitopes de alta union se desean particularmente.

Se desea la identificacion de epitopes subdominantes, en contraposicion a los dominantes. En la nomenclatura
adoptada en este documento (véase, Sercarz, et al., (1993), supra), un "epitope dominante" induce una respuesta
tras la inmunizacion con antigenos nativos enteros. Tal respuesta de reaccién cruzada in vitro con el epitope de
péptido. Un "epitope criptico" induce una respuesta mediante inmunizacion de péptido, pero no es de reaccion
cruzada in vitro cuando se usa proteina intacta entera se usa como un antigeno. Finalmente, un "epitope
subdominante" es un epitope que provoca poca 0 hinguna respuesta tras la inmunizacion con antigenos enteros,
pero para la que se puede obtener una respuesta mediante inmunizacion de péptido, y esta respuesta (a diferencia
del tipo de epitopes cripticos) se detecta cuando se usa la proteina entera para recordar respuesta in vitro.

El concepto de dominancia y subdominancia es relevante para inmunoterapia de enfermedad enfermedad viral y
cancer. En el curso de enfermedad viral cronica, el reclutamiento de epitopes subdominantes puede ser crucial
para la eliminacion exitosa de la infeccion, especialmente si especificidades de CTL dominantes se han inactivado
por tolerancia, supresién, mutacién de virus funcional y otros mecanismos (Franco, et al., Current Opinion in
Immunology, 7: 524 - 531, (1995)). Ademas, en el caso de cancer y antigenos de tumor, parece que el CTL que
reconoce al menos alguno de los péptidos de unién mas alta se pudiera haber inactivado funcionalmente mediante
tolerancia y supresion, y péptidos de menor afinidad de unién se reconocen preferentemente.

En particular, se ha indicado que un nimero significativo de epitopes derivados de antigenos asociados a tumor no
virales conocidos (TAA) se unen a la Clase | de HLA con afinidad intermedia (C150% en el intervalo 50 - 500 mM).
Se ha encontrado que 8 de 15 péptidos de TAA conocidos reconocidos por linfocitos de infiltracion de tumor (TIL) o
CTL unidos en el intervalo 50 - 500 mM. Estos datos estan en contraposicién con las estimaciones que 90% de los
antigenos virales conocidos que se reconocen como péptidos unidos a HLA con CI50% de 50 yM o menos mientras
solamente aproximadamente 10% unidos en el intervalo 50 - 500 mM (Sette, et al., J. Immunol., 153: 5586 - 5592
(1994)). Este fendmeno se debe probablemente al establecimiento de cancer para la eliminacion, o eliminacion
funcional del CTL que reconoce varios de los péptidos de unidon mas alta, presumiblemente debido a los episodios
de tolerancia de las células T.

Se describen en el presente documento procedimientos para modular afinidad de unién de péptidos inmunogénicos
por seleccion de los restos deseados en las posiciones de anclaje primarios y secundario. Como se explica en
detalle mas adelante, un supermotivo para la unién potenciada a alelos de tipo alelos de tipo A3 se proporciona en
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este documento. Dependiendo del efecto deseado de afinidad de unidn, los restos de anclaje en un péptido
deseado estan sustituidos. Los ejemplos de modulaciones que se pueden lograr incluyen afinidad aumentada para
un alelo particular (por ejemplo, mediante sustitucidon de restos de anclaje secundario para el alelo), reactividad
cruzada aumentada entre diferentes alelos (por ejemplo, por substitucion de restos de anclaje secundario
compartidos por mas de un alelo), y produccién de un epitope subdominante (por ejemplo, por substitucion de
restos que incrementan la afinidad pero no estan presentes en el epitope inmunodominante).

Se pueden usar epitopes sobre un nimero de proteinas diana potenciales. Ejemplos de antigenos adecuados
incluyen antigeno especifico de prostata (PSA), antigenos del nlcleo de hepatitis B y de superficie (HBVc, HBVS)
antigenos de hepatitis C, antigenos de virus de Epstein-Barr, antigenos de melanoma (por ejemplo, MAGE-1),
antigenos de virus de inmunodeficiencia humana (HIV) y antigenos de virus de papiloma humano (HPV). Los
ejemplos ejemplares fangicos incluyen los derivados de Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Coccidoides
spp. , Histoplasma spp., y Aspergillus fumigatis. Los antigenos de parasitos incluyen los derivados de Plasmodium
spp., Trypanosoma spp., Schistosoma spp., Leishmania spp y similares.

La preparacion y evaluacion de péptidos se describen en las publicaciones PCT WO 94/20127 y WO 94/03205. En
resumen, péptidos que comprenden epitopes de un antigeno particular se sintetizan y se ensayan por su capacidad
de unirse a las moléculas MHC apropiadas en los ensayos que usan, por ejemplo, moléculas de la clase |
purificadas y péptidos radioyodados y / o células que expresan moléculas de la clase | vacias mediante, por
ejemplo, tincién inmunofluorescente y microfluorimetria de flujo, ensayos de ensamblaje de la clase | dependiente
de péptido, e inhibicidon de reconocimiento de CTL por competicion de péptido. Esos péptidos que se unen a la
molécula de la clase | ademas se evalGan para determiner su capacidad para servir como dianas para los CTL
derivados de individuos infectados o inmunizados, asi como por su capacidad de inducir respuestas primarias in
vitro o in vivo de CTL que pueden dar lugar a poblaciones de CTL capaces de seleccionar células diana asociadas
a una enfermedad.

A lo largo de esta descripcion, los resultados se expresan en términos de CI50. Dadas las condiciones en las que
se desarrollan los ensayos (es decir concentraciones limitantes de MHC y de péptido marcado), estos valores se
aproximan a los valores de KD. Se debe indicar que los valores de CI50 pueden cambiar, a menudo notablemente,
si las condiciones de ensayo varian, y dependiendo de los reactivos particulares usados (por ejemplo, preparacion
de MHC, etc.). Por ejemplo, concentraciones excesivas de MHC incrementaran la CI50 medida aparente de un
ligando dado. Como se usa en el presente documento, "alta afinidad" se define en este documento como unién con
una CI50 (o Kp) de menos de 50nM. "Afinidad intermedia" es unién con una CI50 (o Kp) de entre aproximadamente
50 y aproximadamente 500 nM. Los ensayos para determinar la union se describen en detalle en las publicaciones
PCT WO 94/20127 y WO 94/03205.

Una forma alternativa que expresa los datos de unién es un valor relativo para un péptido de referencia. El péptido
de referencia se incluye en cada ensayo. Como un ensayo particular que llega a ser mas, o menos sensible, las
CI50 de los péptidos ensayados pueden cambiar algo. Sin embargo, la unién relativa al péptido de referencia no
cambiaran. Por ejemplo, en un ensayo desarrollado en condiciones de manera que la CI50 del péptido de referencia
aumenta 10 veces, todos los valores de CI50 también se desplazaran aproximadamente 10 veces. Por lo tanto,
para evitar ambigliedades, la determinacion de si un péptido es un ligando bueno, intermedio, débil, o negativo se
debe basar en su CI50, con relacion a CI50 del péptido estandar.

La nomenclatura usada para describir compuestos de péptido sigue la practica convencional en el que el grupo
amino se presenta a la izquierda (el Extremo N) y el grupo carboxilo a la derecha (el extremo C) de cada resto de
aminoacido. En las férmulas, los grupos terminales amino- y carboxilo-, aunque no se muestran especificamente,
estan en la forma que se asumirian a valores de pH fisiolégicos, salvo que se especifique de otra manera. En las
formulas de estructura de aminoacido, cada resto esta en general representado mediante designaciones
convencionales de tres letras o una Unica letra. La forma L de un resto de amino&cido se representa por una Unica
letra mayuscula o una primera letra mayuscula de un simbolo de tres letras, y la forma D para los aminoacidos que
tienen las formas D se representa por una Unica letra de caja inferior o un simbolo de tres letras de caja inferior.
Glicina no tiene atomo de carbono asimétrico y se denomina simplemente como "Gly" o G.

Los péptidos inmunogénicos se pueden preparar de manera sintética, o mediante tecnologia de ADN recombinante
o partir de fuentes naturales tales como virus enteros o tumores. Aunque el péptido estara sustancialmente libre de
otras proteinas de de células huésped de origen natural y sus fragmentos, en algunas realizaciones los péptidos se
pueden conjugar de manera sintética a fragmentos o particulas nativas.

Los polipéptidos o péptidos pueden tener una diversidad de longitudes, o bien en sus formas neutras (sin cargar) o
en formas que son sales, y o bien sin modificaciones tal como glicosilacion, oxidacion de cadena lateral, o
fosforilacion o conteniendo estas modificaciones, sujetos a la condicion de que la modificacion no destruya la
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actividad bioldgica de los polipéptidos como se describe en el presente documento.

De manera deseable, el péptido sera tan pequefio como sea posible mientras que incluso sustancialmente
manteniendo toda la actividad biolégica del gran péptido. Cuando sea posible, puede ser deseable optimizar
péptidos hasta una longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 restos de aminoacido, tipicamente 9 a
15, y preferiblemente 9 a 10, proporcionado en tamafio con los péptidos virales procesados de manera endégena o
péptidos de células tumorales que se unen a moléculas MHC de Clase | en la superficie celular. Los supermotivos
preferidos descritos en este documento adecuados para los péptidos de aproximadamente 9 restos de longitud. La
identificacion de supermotivos, anclajes primarios, y anclajes secundarios para péptidos de otras longitudes (por
ejemplo, 8, 10, y 11 restos) se pueden llevar a cabo usando las técnicas descritas en el presente documento.

Los péptidos que tienen la actividad deseada se pueden modificar cuando sea necesario para proporcionar ciertos
atributos deseados, por ejemplo, caracteristicas farmacoldgicas deseadas, mientras se incrementa o al menos se
mantiene sustancialmente toda la actividad biologica del péptido no modificado que se une ala molécula de MHC
deseada y activan la célula T apropiada. Por ejemplo, los péptidos pueden estar sujetos a diversos cambios, tales
como sustituciones, o bien conservadoras o no conservadoras, donde tales cambios podrian proporcionar ciertas
ventajas en su uso, tal como unién de MHC mejorada. Por sustituciones conservadoras se entiende el reemplazo
de un resto de aminoacido con otro bioldgica y / o quimicamente similar, por ejemplo, un resto hidréfobo por otro,
0 un resto polar por otro. Las sustituciones incluyen combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu, Met; Asp, Glu;
Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; Y Phe, Tyr. El efecto de sustituciones de aminoéacidos individuales también se pueden
probar usando aminoacidos D. Tales modificaciones se pueden realizar usando procedimientos de sintesis de
péptidos bien conocidos, como se describe en por ejemplo, Merrifield, Science 232: 341 - 347 (1986), y Stewart y
Young, Solid Phase Peptide Synthesis, (Rockford, Ill., Pierce), 22 Ed. (1984).

Los péptidos también se pueden modificar mediante extensién o disminucion de la secuencia de aminoacidos del
compuesto, por ejemplo, mediante la adicién o supresion de aminoacidos. Los péptidos o analogos también se
pueden modificar alterando el orden o composicién de ciertos restos, se apreciara que ciertos restos de
aminoacido esencial para la actividad biol6gica, por ejemplo, aquellos en sitios de contacto critico o restos
conservados, pueden en general no estar alterados sin efecto adverso sobre la actividad biolégica. Los
aminoacidos no criticos necesitan no estar limitados a aquellos de origen natural en proteinas, tal como a-
aminoacidos L, o sus isémeros D, pero pueden incluir aminoacidos no naturales también, tales como B-y-0-
aminoacidos, asi como muchos derivados de a-aminoécidos L.

Tipicamente, una serie de péptidos con sustituciones de aminoacido individuales se emplean para determinar el
efecto de carga electrestatica, hidrofobicidad, etc. en la unién. Por ejemplo, una serie de sustituciones de
aminoacidos cargados positivamente (por ejemplo, Lys o Arg) o cargados negativamente (por ejemplo, Glu) se
preparan a lo largo de la longitud del péptido revelando diferentes patrones de de sensibilidad hacia diversas
moléculas MHC y receptores de células T. Ademas, las sustituciones multiples usando restos pequefios
relativamente neutros, tales como restos Ala, Gly, Pro, o similares se pueden emplear. Las sustituciones pueden ser
homo-oligdbmeros o hetero-oligémeros. El nimero y tipos de restos que estan sustituidos o afiadidos depende del
espaciamiento necesario entre puntos de contacto esenciales y ciertos atributos funcionales que se buscan (por
ejemplo, hidrofobicidad contra hidrofilicidad). La afinidad de union incrementada para una molécula de MHC o
Receptor de células T también se puede lograr mediante tales sustituciones, comparado con la afinidad del péptido
precursor. En cualquier casot, tales sustituciones deben emplear restos de aminoacido u otros fragmentos
moleculares elegidos para evitar, por ejemplo, interferencia estérica y de carga que pudiera romper la union.

Las sustituciones de aminoécido son tipicamente de restos individuales. Las sustituciones, supresiones, inserciones
o cualquiera de sus combinaciones se pueden combinar para llegar a un péptido final. Las variantes de sustitucion
son aquellas que en las que al menos un resto de un péptido se ha eliminado y un resto diferente esta insertado en
su lugar. Tales sustituciones en general se realizan de acuerdo con la siguiente Tabla 1 cuando se desea de
manera sutil modular las caracteristicas del péptido.

TABLA 1
Resto Original Sustitucion ejemplar
Ala Ser
Arg Lys, His
Asn Gin
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Asp Glu

Cys Ser

Gin Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Lys; Arg
lle Leu; Val
Leu lle; Val

Lys Arg; His
Met Leu; lle
Phe Tyr; Trp
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr; Phe
Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

Se realizan cambios sustanciales en funcién (por ejemplo, afinidad para las moléculas MHC o receptores de células
T) mediante selecciébn de sustituciones que son menos conservadoras que las de la Tabla 1, es decir,
seleccionando restos que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) la estructura de la
estructura central de péptido en el area de la sustitucion, por ejemplo en forma de una hoja o conformacion
helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molecula en el sitio diana o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Las
sustituciones que en general se espera que produzcan los cambios mayores en las propiedades del péptido seran
aquellas en las que (a) resto hidréfilo, por ejemplo serilo, esta sustituido por (0 mediante) un resto hidréfobo, por
ejemplo, leucilo, isoleucilo, fenlalanilo, valilo o alanilo; (b) un resto que tiebne una cadena lateral electropositiva, por
ejemplo, lisilo, arginilo, o histidilo, se sustituye por (0 mediante) un resto electronegativo, por ejemplo, glutamilo o
aspartilo; o (c) un resto que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo, fenilalanina, se sustituye por (o
mediante) uno que no tiene una cadena lateral, por ejemplo, glicina.

Los péptidos también pueden comprender isésteros de dos o mas restos en el péptido inmunogénico. Un isdstero
como se define en este documento es una secuencia de dos 0 mas restos que pueden estar sustituidos por una
segunda secuencia debido a que la conformacién estérica de la primera secuencia se encaja a un sitio de union
especifico para la segunda secuencia. El término especificamente incluye modificaciones de la estructura central de
péptido bien conocida por los expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen las modificaciones del
nitrégeno de amida gen, el carbono a, carbonilo de amida, reemplazo completo del enlace amida, extensiones,
supresiones o reticulaciones de la estructura central. Véase, en general, Spatola, Chemistry and Biochemistry of
Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. VIl (Weinstein ed., 1983).

Modificaciones de péptidos con diversos miméticos de aminoacido o aminoacidos no naturales son particularmente
Utiles en el incremento de la estabilidad del péptido in vivo. Estabilidad se puede ensayar de un nimero de formas.
Por ejemplo, peptidasas y diversos medios biologicos, tal como plasma y serum humanos, se han usado para
ensayar la estabilidad. Véase, por ejemplo, Verhoef et al., Eur. J. Drug Metab. Pharmacokin 11: 91 - 302 (1986). La
semivida de los péptidos se determina de manera conveniente usandoun ensayo de suero humano al 25 % (v/v). El
protocolo es en general como sigue. Suero humano combinado (Tipe AB, no inactivador por calor) se deslipida
mediante centrifugacion antes de uso. El suero después se diluye hasta 25% con medio de cultivo de tejido RPMIy
se us6 para ensayar la estabilidad del péptido. A intervalos de tiempo predeterminados se retira una pequefia
cantidad de solucion de reacciéon y se afiade a o bien &cido tricloroacético acuoso al 6% o etanol. Se enfria la la
muestra de reaccion turbia (4<C) durante 15 minutos y después se centrifugd para sedimentar las proteinas de
suero precipitadas. La presencia de los péptidos se determina después mediante HPLC de fase inversa usando las
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condiciones de cromatografia especificas de estabilidad.

Los péptidos o sus andlogos que tienen actividad de estimulacion de CTL se puede modificar para proporcionar los
atributos deseados diferentes de la semivida de suero mejorado. Por ejemplo, la capacidad de los péptidos para
inducir la actividad de CTL se pueden potenciar mediante la uniéon a una secuencia que contiene al menos un
epitope que es capaz de inducir una respuesta de células auxiliares T. Particularmente los conjugados de péptidos
inmunogénicos /conjugados auxiliares preferidos estan unidos por una molécula espaciadora. El espaciador
tipicamente comprende moléculas, relativamente neutras, tales como aminoacidos o miméticos de aminoacido, que
estan sustancialmente no cargados en condiciones fisioldgicas. Los espaciadores estan tipicamente seleccionados
entre, por ejemplo, Ala, Gly, u otros espaciadores neutros de aminoacidos no polares o aminoacidos polares
neutros. Se entenderd que el espaciador opcionalmente presente necesita no estar comprendido por los mismos
restos y de este modo puede ser un hetero- u homo-oligbmero. Cuando esta presente, el espaciador sera
usualmente de al menos uno o dos restos, mas usualmente tres a seis restos. Como alternativa, el péptido de CTL
puede estar unido al péptido auxiliar T sin un espaciador.

El péptido inmunogénico se pueden ligar al péptido auxiliar T o bien directamente o mediante un espaciador o bien
mediante en el extremo amino o carboxi del péptido CTL. El extremo amino de o bien el péptido inmunogénico o el
péptido auxiliar T puede estar acilado. Los péptidos auxiliaries T usados se pueden modificar de la misma manera
que los péptidos CTL. Por ejemplo, se pueden modificar para que incluyan aminoacidos D o conjugarse a otras
moléculas tales como lipidos, proteinas, azlcares y similares. Los péptidos auxiliares T ejemplares incluyen
toxoide de tétanos 830 - 843, influenza 307 - 319, malaria circumsporozoita 382 - 398 y 378 - 389.

Como alternativa, el péptido auxiliar T es uno que esta reconocido por las células auxiliares T en la mayoria de la
poblacién. Esto se puede llevar a cabo mediante la seleccidon de secuencias de aminoacidos que se unen a
muchos la mayoria, o todas las moléculas de la clase 1l de MHC. Estas son conocidas como secuencias auxiliares T
"débilmente restringidas de MHC-" o "promiscuas”. Ejemplos de secuencias de aminoacidos que son promiscuas
incluyen secuencias de antigenos tal como toxina de Tétanos en las posiciones 830 - 843 (QYIKANSKFIGITE),
Proteina de Plasmodium falciparum CS en las posiciones 378 - 398 (DIEKKIAKMEKASSVFNVVNS), y proteina de
Streptococcus de 18kD en las posiciones 1 - 16 (GAVDSILGGVATYGAA).

Como alternativa, es posible preparar péptidos sintéticos capaces de estimular linfocitos auxiliares T, de una
manera flojamente restringida de MHC, usando secuencias de amino4cidos no encontrados en la naturaleza
(véase, por ejemplo, la publicacion PCT WO 95/07707). Estos compuestos sintéticos llamados epitope de unién de
Pan-DR (PADRE) se disefian en base a su actividad de union a la mayoria, de las moléculas HLA-DR (clase Il de
MHC humana). Por ejemplo, un péptido que tiene la formula: aKXVWANTLKAAa, donde X = ciclohexilalanina,
fenilalanina, o tirosina, y a = D-alanina o L-alanina, no se ha encontrado que se una a la mayoria de los alelos de
HLA-DR, y estimular la respuesta de linfocitos auxiliares T de la mayoria de los individuos, independientemente de
su tipo de HLA. Los epitopes auxiliares T se pueden modificar para incrementar su efecto bioldgico. Por ejemplo,
epitopes auxiliares T que presentan péptidos pueden contener aminoacidos D para incrementar su resistencia a las
proteasas y de este modo ampliar su semivida en suero. También, los péptidos auxiliares T se pueden conjugar a
otras moléculas tales comos lipidos, proteinas o azlcares, o cualquier otro compuesto sintético, para incrementar
su actividad biolégica. Especificamente, el péptido auxiliar T se puede conjugar a una 0 mas cadenas de &cido
palmitico en cualquiera de los extremos amino o carboxilo.

En algunas realizaciones puede ser deseable incluir en las composiciones farmacéuticas al menos un componente
gue ceba CTL. Lipidos se han identificado como agentes capaces de cebar CTL in vivo contra antigenos virales.
Por ejemplo, restos de acido palmitico se pueden unir a los grupos amino alfa y epsilon de un resto Lys y después
ligarse, por ejemplo, mediante uno o mas restos de union tales como Gly, Gly-Gly-, Ser, Ser-Ser, o similares, a un
péptido inmunogénico. El péptido lipidado se puede después inyectar directamente en una forma micelar,
incorporarse en un liposoma o emulsionarse en un adyuvante, por ejemplo, adyuvante de Freund incompleto. En
una realizacién preferida un inmundégeno particularmente eficaz comprende acido palmitico unido a grupos amino
alfa y epsilon de Lys, que esta unido mediante enlace, por ejemplo, Ser-Ser, el extremo amino del péptido
inmunogénico.

Como otro ejemplo de cebado de lipido de respuestas de CTL, lipoproteinas de E. coli, tal como tripalmitoil-S-
glicerilcisteinseril-serina (P3CSS) | se puede usar para cebar CTL especifico de virus cuando se une
covalentemente a un péptido apropiado. Véase, Deres et al., Nature 342:561 - 564 (1989). Los péptidos se pueden
acoplar a P3CSS, por ejemplo, y administrarse el lipopéptido a un individuo para cebar de manera especifica una
respuesta de CTL al antigeno Diana. Ademas, ya que la induccién de la neutralizaciéon de anticuerpos también se
puede cebar con P3;CSS conjugado a un péptido que muestra un epitope apropiado, las dos composiciones se
pueden combinar para inducir mas eficazmente tanto respuesta humoral como mediada por células a infeccion.

Ademas, se pueden afadir aminoacidos adicionales a los extremos de un péptido para proporcionar la facilidad de
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union de péptidos entre si, para acoplamiento a un soporte vehiculo o péptido mayor, para modificar las
propiedades fisicas o quimicas del péptido u oligopéptido, o similares. Los aminoéacidos tales como tirosina,
cisteina, lisina, acido glutdmico o aspartico, o similares, se pueden introducir en el extremo C- o N del péptido u
oligopéptido. La modificacion en el extremo C en algunos casos puede alterar las caracteristicas de unién del
péptido. Ademas, las secuencias de péptido u oligopéptido pueden diferir de la secuencia natural modificandose
mediante acilacion NH, terminal, por ejemplo, por alcanoilo (Ci-C2) 0 acetilacion por tioglicolilo, amidacion
carboxilo terminal, por ejemplo, amoniaco, metilamina, etc. En algunos casos estas modificaciones pueden
proporcionar sitios para la unién a un soporte u otra molécula.

Los péptidos se pueden preparar en una amplia diversidad de formas. Debido a su tamafio relativamente corto, los
péptidos se pueden sintetizar en solucion o sobre un soporte sélido de acuerdo con técnicas convencionales. Estan
comercialmente disponibles diversos sintetizadores automaticos y se pueden usar de acuerdo con protocolos
conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 22. ed., Pierce Chemical Co.
(1984), supra.

Como alternativa, se puede emplear tecnologia de ADN recombinante en la que una secuencia de nucleétidos que
codifica un péptido inmunogénico de interés se inserta en un vector de expresion, transformado o transfectado en
una célula huésped apropiada y se cultiva en condiciones adecuadas para expresion. Estos procedimientos son en
general conocidos en la técnica, como se describe en general en Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (1982). De este modo, se pueden usar proteinas
de fusién que comprenden una 0 mas secuencias de péptido descritas para presentar el epitope de células T.

Ya que la secuencia de codificacion de péptidos de la longitud contemplada en el presente documento se puede
sintetizar mediante técnicas quimicas, por ejemplo, en procedimiento fosfotriéster de Matteucci et al., J. Am. Chem.
Soc. 103:3185 (1981), la modificacion se puede realizar simplemente mediante sustitucion de la (s) base (s)
apropiada (s) por las que codifican la secuencia de péptidos. La secuencia de codificacion después se puede
proporcionar con engarces apropiados y ligarse en vectores de expresion disponibles de manera comudn en la
técnica, y los vectores usados para transformar huéspedes adecuados para producir la proteina de fusion. Estan
ahora disponibles un nimero de tales vectores y sistemas de huéspedes adecuados. Para la expresion de
proteinas de fusion, la secuencia de codificaciébn se proporcionara con codones de inicio y parada unidos de
manera operativa, regiones promotoras y de terminacion y usualmente un sistema de replicacion para proporcionar
un vector de expresion para la expresion en el huésped celular deseado. Por ejemplo, secuencias promotoras
compatibles con huéspedes bacterianos se proporcionan en plasmidos que contienen sitios de restriccion
convenientes para la insercién de la secuencia de codificacion deseada. Los vectores de expresion resultantes
transformados en huéspedes bacterianos adecuados. De hecho, también se pueden usar huéspedes de levaduras
o células de mamifero, empleando vectores adecuados y secuencias de control.

Los péptidos y composiciones farmacéuticas y de vacunas mencionadas en el presente documento son (tiles para
la administracién a mamiferos, particularmente seres humanos, para tratar y / o prevenir la infeccién viral y cancer.
Ejemplos de enfermedades que se pueden tratar usando los péptidos inmunogénicos incluyen cancer de prostata,
hepatitis B, hepatitis C, SIDA, carcinoma renal, carcinoma cervical, linfoma, CMV y condliloma acuminatum.
Ademas, los péptidos se pueden usar para tratar cualquier nimero de enfermedades infecciosas, tales como
infecciones virales, flngicas, y parasitas. Los antigenos adecuados se describen, por ejemplo, en el documento
WO 94/20127 y WO 94/03205.

Como se ha indicado anteriormente, los péptidos inducen respuestas inmunes de CTL cuando se ponen en
contacto con un CTL especifico para un epitope en el péptido. La manera en la que el péptido se pone en contacto
con el CTL no es critica, sin embargo. Por ejemplo, el péptido se puede poner en contacto con el CTL o bien in vivo
o0 in vitro. Si el contacto se produce in vivo, el propio péptido se puede administrar al paciente u otros vehiculos (por
ejemplo, se pueden usar vectores de ADN que codifican uno o mas péptidos, vectores virales que codifican los
péptidos, liposomas y similares), como se describe mas adelante.

Para las composiciones farmacéuticas, los péptidos inmunogénicos, o ADN que los codifican, se administran a un
individuo que ya sufre cancer o infectado con el patégeno de interés. Los péptidos o ADN que los codifican se
pueden administrar de manera individual o en forma de fusiones de una o mas de las secuencias de péptidos
descritas en este documento. Aquellos en la fase de incubacion o la fase aguda de infeccién se pueden tratar con
los péptidos inmunogénicos de manera separada o conjuntamente con otros tratamientos, segin sea apropiado. En
aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente en una cantidad suficiente para inducir
una respuesta de CTL eficaz para el virus o antigeno de tumor y para curar al menos detener parcialmente los
sintomas y / o complicaciones. Una cantidad adecuada para llevar a cabo esto se define como "dosis
terapéuticamente eficaz." Cantidades eficaces para este uso dependeran, por ejemplo, de la composicion
partichular administrada, la manera de administracion, la fase y gravedad de la enfermedad que se esta tratando, el
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peso y estado general de salud del paciente, y el juicio del médico que prescribe, pero en general varian para la
inmunizacion inicial (esto es para la administracion terapéutica o profilactica) entre aproximadamente 1,0 uyg a
aproximadamente 5000 ug de péptido para un paciente de 70 kg, seguido de dosificaciones de refuerzo entre
aproximadamente 1,0 yg a aproximadamente 1000 ug de péptido consiguiente a un régimen de refuerzo durante
semanas a meses dependiendo de la respuesta y condicion del paciente mediante medicién de la actividad de CTL
especifica en la sangre del paciente. Se debe tener en cuenta que los péptidos y composiciones descritos pueden
en general emplearse en estados patolégicos graves, esto es, situaciones que amenazan la vida o potencialmente
gue amenazan la vida. En tales casos, en vista de la minimizacién de sustancias extrafias y la naturaleza no toxica
relativa de los péptidos, es posible y puede ser deseable por el médico de tratamiento administrar excesos
sustanciales de estas composiciones de péptido.

Para uso terapéutico, la administracién debe comenzar en el primer signo de infeccion viral o la deteccién o
eliminacién quirargica de tumores o en breve tiempo después de diagnosis en el caso de infeccion aguda. A esto
sigue las dosis de refuerzo hasta que al menos los sintomas estan sustancialmente disminuidos y durante un
periodo después de esto. En la infeccion crénica, se pueden requerir dosis de carga seguidas de dosis de refuerzo.

El tratamiento de un individuo infectado con las composiciones descritas en el presente documento pueden
precipitar la resolucién de la infeccion en individuos infectados de manera aguda. Para los individuos susceptibles
(o predispuestos) para desarrollar infeccién cronica las composiciones son particularmente (tiles en los
procedimientos para evitar la evolucion de la infeccién aguda a cronica. Cuando los individuos susceptibles se
identifican antes o durante la infeccion, por ejemplo, como se describe en el presente documento, la composicion se
puede dirigir a ellos, minimizando la necesidad de administracion a una poblacién mayor.

El péptido u otras composiciones también se puede usar para el tratamiento de infeccidn cronica y para estimular el
sistema inmune para eliminar las células infectadas por patégeno en vehiculos. Es importante proporcionar una
cantidad de péptido inmuno potenciado en una formulacion y modo de administracién suficiente para estimular de
manera eficaz una respuesta de células T citotoxicas. De este modo, para el tratamiento de infeccion crénica, una
dosis representativa esta en el intervalo de aproximadamente 1,0 ug a aproximadamente 5000 ug, preferiblemente
aproximadamente 5 ug a 1000 pyg para un paciente de 70 kg por dosis. Las dosis de inmunizacion seguido de las
dosis de refuerzo a intervalos establecidos, por ejemplo, se puede requerir entre una y cuatro semanas,
posiblemente durante un periodo de tiempo prolongado para inmunizar de manera eficaz a un individuo. En el caso
de infeccion cronica, administracion debe continuar hasta que al menos los ensayos de sintomas clinicos o de
laboratorio indican que la infeccion viral se ha eliminado o sustancialmente disminuido y durante un periodo
después de esto.

Las composiciones farmacéuticas para tratamiento terapéutico se pretenden para administracion parenteral, tépica,
oral o local. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran por via parenteral, por ejemplo, por
via intravenosa, subcutanea, intradérmica, o intramuscular. De este modo se describen en el presente documento
las composiciones para administracion parenteral que comprenden una solucién de los péptidos inmunogénicos
disueltos o suspendidos en un vehiculo aceptable, preferiblemente un vehiculo acuoso. Se puede usar una
diversidad de vehiculos acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina al 0,8%, glicina al 0,3%,
acido hialurénico y similares. Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion bien
conocidas en la técnica, o se pueden esterilizar por filtracién. Las soluciones acuosas resultante se pueden
empagquetar para uso como esta, o liofilizarse, estando la preparacion liofilizada combinada con una solucion estéril
antes de la administracion. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables segun se requiera para las condiciones fisiolégicas apropiadas, tales como ajuste de pH y agentes de
tamponacion, agentes de ajuste de tonicidad, agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio,
lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitano, oleato de
trietanolamina, etc.

La concentracion de péptidos estimuladores de CTL en las formulaciones farmacéuticas pueden variar de manera
amplia, es decir, entre menos de aproximadamente 0,1%, usualmente en o al menos aproximadamente 2% hasta
como mucho 20% a 50% o0 mas en peso, y se seleccionara principalmente mediante volimenes de fluido,
viscosidades, etc., de acuerdo con la forma particular de administracién seleccionada.

Los péptidos también se pueden administrar mediante liposomas, que sirven par dirigir los péptidos a un tejido
particular, tal como tejido linfoide, o dirigido de manera selectiva a células infectadas, asi como para incrementar la
semivida de la composicion del péptido. Liposomas incluyen emulsiones, espumas, micelas, moOnocapas
insolubles, cristales liquidos, dispersiones de fosfolipidos, capas lamelares y similares. En estas preparaciones el
péptido a administrar se incorpora como parte de un liposoma, sélo o junto con una molécula que se une a, por
ejemplo, un receptor prevalerte entre células linfoides, tales como anticuerpos monoclonales que se unen al
antigeno CD45, o con otras composiciones terapéuticas o inmunogénicas. De este modo, liposomas o hien
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cargados o decorados con un péptido deseado se puede dirigir al sitio de células linfoides, donde los liposomas
se administran después a composiciones de péptido seleccionadas terapéuticas/inmunogénicas. Los liposomas se
forman a partir de lipidos formadores de vesiculas estandar, que en general incluyen fosfolipidos neutros vy
cargados negativamente y un esterol, tal como colesterol. La seleccion de lipidos en general se guia por una
consideracion de, por ejemplo, tamafio de liposoma, labilidad del acido y estabilidad de los liposomas en el
torrente sanguineo. Una diversidad de procedimientos estan disponibles para preparar liposomas, como se
describe en por ejemplo, Szoka et al., An. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467 (1980), Patentes de Estados Unidos
nameros. 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028, y 5.019.369.

Para la direccién a las células inmunes, un ligando a incorporar en el liposoma puede incluir, por ejemplo,
anticuerpos o sus fragmentos escificos para los determinantes de la superficie celular de las células del sistema
inmune deseadas. Se puede administrar una suspension de liposomas que contiene un péptido por via intravenosa,
local, tépica, etc. en una dosis que varia de acuerdo con, entre otros, la manera de administracion, el péptido que
se esta administrando, y la fase de la enfermedad que se esta tratando.

Para las composiciones sdlidas, se pueden usar vehiculos sélidos no toxicos convencionales que incluyen, por
ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica, talco,
celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y similares. Para la administracién oral, una composicion no
téxica farmacéuticamente aceptable formada mediante la incorporacion de cualquiera de los excipientes
empleados, tales como los vehiculos enumerados anteriormente, y en general 10 - 95% de ingrediente activo, esto
es, uno o mas péptidos, y mas preferiblemente a una concentration de 25% - 75%.

Para la administracion de aerosol, los péptidos inmunogénicos se suministran preferiblemente en forma finamente
dividida junto con un tensioactivo y propulsor. Los porcentajes tipicos de péptidos son 0,01 % - 20 % en peso,
preferiblemente 1 % - 10 %. El tensioactivo debe ser, de hecho, no téxico, y preferiblemente soluble en el propulsor.
Los representantes de tales agentes son los esters o esters parciales de acidos grasos que contienen entre 6 y 22
atomos de carbono, tales como &cidos caproico, octanoico, laurico, palmitico, estearico, linoleico, linolénico,
olestérico y oleico con un alcohol polihidroxilico alifatico o su anhidrido ciclico. Se pueden emplear ésteres mixtos,
tales como glicéridos mixtos o naturales. El tensioactivo puede constituir 0,1%-20% en peso de la composicion,
preferiblemente 0,25 - 5%. El equilibrio de la composicién es de manera ordinaria propulsor. También se puede
incluir un vehiculo, segln se desee, como con, por ejemplo, lecitina para administracion intranasal.

También existe referencia en el presente documento a vacunas que contienen como ingrediente activo una cantidad
inmunogénicamente eficaz de uno o mas péptidos inmunogénicos como se describe en el presente documento. El
(los) péptido (s) se puede (n) introducir en un huésped, que incluye seres humanos, ligado (s) a su propio vehiculo o
como un homopolimero o heteropolimero de unidades de péptido activo. Tal polimero tiene la ventaja de aumento
de la reaccién inmunoldgica y, cuando se usan péptidos diferentes para la formacion del polimero, la capacidad
adicional de inducir anticuerpos y / o los CTL que reaccionan con diferentes determinantes antigénicos del virus o
células tumorales. Los vehiculos utiles son bien conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, tiroglobulina,
albuminas tales como albumina sérica humana, toxoide de tétanos, poliaminoacidos tales como poli(acido
lisina:glutdmico); influenza, proteina del nucleo de virus de hepatitis B, vacuna recombinante de virus de hepatitis B
y similares. Las vacunas también pueden contener un diluyente fisiologicamente tolerable (aceptable) tales como
agua, solucion salina tamponada con fosfato, o solucion salina, y ademas tipicamente incluyen un adyuvante.
Adyuvantes tales como adyuvante de Freund incompleto, fosfato de aluminioe, o alumbre son conocidos en la
técnica Y, como se ha mencionado anteriormente, respuestas de CTL se puede cebar mediante la conjugacion de
péptidos a lipidos, tal como P3CSS. Tras la inmunizacién con una composiciéon de péptido como se describe en el
presente documento, mediante inyeccién, aerosol, oral, transdérmica u otra via, el sistema inmune del huésped
responde a la vacuna mediante la produccién de grandes cantidades de los CTL especificos para el antigeno
deseados, y el huésped se vuelve al menos parcialmente inmune a una posterior infeccién, o resistente al
desarrollo de infeccion clinica.

Las composiciones de vacuna que contienen los péptidos se administran a un paciente susceptible a o de otra
manera en riesgo de infeccion viral o cancer para inducir una respuesta inmune contra el antigeno y de este modo
potencian las capacidades de la respuesta inmune del propio paciente. Tal cantidad se define para que sea una
"dosis inmunogénicamente eficaz." En este uso, las cantidades precisas del mismo modo dependen del estado de
salud y peso del paciente, la forma de administracion, la naturaleza de la formulacion, etc., pero en general varian
entre aproximadamente 1,0 uyg y aproximadamente 5000 ug por paciente de 70 kilogramos, mas comdnmente
entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 500 ug mg por 70 kg de peso corporal.

En algunos casos puede ser deseable combinar las vacunas de péptido descritas en el presente documento, con
vacunas que inducen respuestas de anticuerpos neutralizantesto al virus de interés, particularmente a antigenos de
envuelta viral.
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Para los propdsitos terapéuticos o de inmunizacion, los péptidos también se pueden expresar mediante huéspedes
virales atenuados, tales como vaccinia o viruela aviar. Este planteamiento implica el uso de virus vaccinia como un
vector que expresa secuencias de nucledtidos que codifican los péptidos. Tras la introduccién en un huésped
infectado intensamente o crénicamente o en un huésped no infectado, el virus vaccinia recombinante expresa el
péptido inmunogénico, y por lo tanto induce una respuesta de CTL en el huésped. Los vectores de Vaccinia
vectores y procedimientos Utiles en los protocolos de inmunizacién se describen en, por ejemplo, Patente de
Estados Unidos n° 4.722.848. Otro vector es BCG (Bacille Calmette Guerin). Los vectores BCG se describen en
Stover et al. (Nature 351:456 - 460 (1991)). Una amplia diversidad de otros vectores Utiles para la administracion
terapéutica o inmunizacion de los péptidos de la invencion, por ejemplo, vectores de Salmonella Typhi y similares,
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcién en el presente documento.

También se pueden usar péptidos antigénicos para inducir CTL ex vivo. El CTL resultante, se puede usar para tartar
infecciones cronicas (virales o bacterianas) o tumores en pacientes que no responden a otras formas
convencionales de terapia, o no responderan a un planteamiento de vacuna de péptido de terapia. Las respuestas
de. respuestas de CTL ex vivo a un patdégeno particular (agente infeccioso o antigeno tumoral) se inducen mediante
la incubacion en cultivo de tejidos de las células precursoras CTL del paciente (CTLp) conjuntamente con una
fuente de de células que presentan antigeno (APC) y el péptido inmunogénico apropiado. Después de un tiempo de
incubacion apropiado (tipicamente 1 - 4 semanas), en el que las CTLp se activan y maduran y expanden dentro del
CTL efector, las células se vuelven a infundir en el paciente, donde destuiran su célula diana especifica (una célula
infectada o una célula tumoral)

El ADN que codifica uno o mas de los péptidos también se pueden administrar al paciente. Este planteamiento se
describe, por ejemplo, en Wolff et. al., Science 247: 1465 - 1468 (1990) asi como en las Patentes de Estados
Unidos ndmeros 5.580.859 y 5.589.466.

Un medio preferido de administracion de acidos nucleicos que codifican los péptidos usa construcciones de
minigens que codifican epitopes multiples. Para crear una secuencia de ADN que codifica los epitopes de CTL
seleccionados (minigen) para la expresion en células humanas, las secuencias de aminoacidos de los epitopes se
traducen de manera inversa. Una tabla de uso de codén humano se usa para guiar la elecciéon de codon para cada
aminoacido. Estas secuencias de ADN que codifican epitope se juntan directamente, creando una secuencia de
polipéptidos continua. Para optimizar la expresion y / o inmunogenicidad, elementos adicionales se pueden
incorporar en el disefio del minigen. Ejemplos de secuencia de aminoacidos que se pueden traducir de manera
inversa e incluir en la secuencia de minigen incluyen: epitopes de linfocitos T auxiliares, una secuencia guia
(sefial), y una sefal de de retencién de reticulo endoplasmico. Ademas, la presentacion de MHC de epitopes de
CTL se pueden mejorar mediante la inclusion de secuencias que flanquean sintéticas (por ejemplo, poli-alanina) o
de origen natural adyacentes a los epitopes CTL.

La secuencia de minigen se convierte a ADN mediante ensamblaje de oligonucleétidos que codifican las hebras
mas y menos del minigen. Los oligonucledtidos de superposicion (30 - 100 bases de longitud) se sintetizan,
fosforilan purifican y se hibridizan en condiciones apropiadas usando técnicas bien conocidas, los extremos de los
oligonucledtidos se juntan usando ligasa de ADN de T4. Este minigen sintético, que codifica el polipéptido de
epitope de CTL, se puede después clonar en un vector de expresion deseado.

Las secuencias reguladoras convencionales son bien conocidas por los expertos en la técnica se incluyen en el
vector para asegurar la expresion en las células diana. Se requieren varios elementos de vector: un promotor con
un sitio de clonacién cadena abajo para la insercién del minigen; una sefial poliadenilacion para la terminacion de
la transcripcion; un origen de E. coli de replicacion; y un marcador seleccionable de E. coli (por ejemplo, resistencia
a ampicilina o kanamicina). Se pueden usar numerosos promotores para este prposito, por ejemplo, el promotor de
citomegalovirus humano( hCMV). Véanse, Patentes de Estados Unidos numeros 5.580.859 y 5.589.466 para otras
secuencias promotoras adecuadas.

Pueden ser deseables modificaciones de vectores adicionales para optimizar la expresion del minigen e
inmunogenicidad. En algunos casos, se requieren intrones para la expresion génica eficaz, y uno o mas intrones
sintéticos o de origen natural se podrian incorporar en la region transcrita del minigen. La incluciéon de las
secuencias de estabilizacion de ARNm se puede considerar para la expresion del minigen. Se ha propuuesto
recientemente que las secuencias inmunoestimuladoras (ISSs o0 Cugs) juegan un papel en la inmunogenicidad de
vacunas e ADN. Estas secuencias se podrian incluir en el vector, fuera de la secuencia de codificacion del minigen,
sin se encuentra para potenciar la inmunogenicida..

En algunas realizaciones, se puede usar un vector de expresion bicistronico, que permite la produccién de los

epitopes cdificados por minigen y una segunda proteina incluida para potenciar o disminuir la inmunogenicidad

Los ejemplos de proteinas o polpépptodis que poueden potenciar de manera beneficiosa la respuesta inmune si

se coexpresa incluyen citocinas (por ejemplo, IL2, IL12, GM-CSF), moléculas que inducen citocinas (por ejemplo,
13
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LelF) o moléculas coestimuladoras. Los epitopes auxiliares(HTL) se pueden unir a sefiales de direccién y
expresarde de manera se parade a parir de los epitopes CTL. Esto permitiria la diraccion de los epitopes HTL a un
comparimiento de células diferente de los epitopes CTL. Si se requiere, esto podria facilitar de manera mas eficaz
la entrada de los epitopes HTL en la ruta MHC clase I, por lo tanto mejorando la induccién de CTL. Al contrario a la
induccion de CTL, que especificamente disminuye la respuesta inmune mediante la coexpresion de las moléculas
inmunosupresoras (por ejemplo, TGF-B) pueden ser beneficiosas en ciertas enfermedades.

Una vez que se selecciona un vector de expresion, el minigen se clona en la regién poliengarce cadena abajo del
promotor. Este pladsmido se transforma en una cepa apropiada de E. coli, y se prepara ADN usando técnicas
convencionales. La orientacion y secuencia de ADN del minigen, asi como otros elementos incluidos en el vector,
se confirman usando mapeado de restriccion y analisis de secuencia de ADN. Se pueden almacenar las células
bacterianas que albergan el plasmido correcto como un banco de células maestro y un banco de células de trabajo.

Se producen cantidades terapéuticas de ADN de plasmido por fermentacion en E. coli, seguido de purificacion.
Alicuotas del banco de células de trabajo se usan para inocular el medio de fermentacion (tal como caldp Terrific),
y se hacen crecer hasta saturacion en matraces de agitacion o un biorreactor de acuerdo con técnicas bien
conocidas. ADN de plasmido se puede purificar usando tecnologias de bioseparacién convencionales tales como
resinas de intercambio i6nico de fase solida suministradas por Quiagen. Si se requiere se puede aislar ADN a partir
de las formas abiertas circulares y lineales usando electroforesis en gel u otros procedimientos.

Se puede preparar ADN de plasmido purificado para inyeccion usando una diversidad de formulaciones. La mas
sencilla de éstas es la reconstitucién de ADN liofilizado en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) estéril.
Este planteamiento conocido como "ADN desnudo," se estd usando actualmente para administracion intramuscular
(IM) en ensayos clinicos. Para maximizar los efectos terapedticos de las vacunas de ADN de minigen, puede ser
deseable un procedimiento alternativo para la formulacién de de ADN de plasmido purificado. Se han descrito una
diversidad de procedimientos, y nuevas técnicas pueden llegar a estar disponibles. También ser pueden usar lipidos
cationicos en la formulaciéon (véase, por ejemplo, como se describe por Debs y Zhu (1993) documento WO
93/24640; Mannino y Gould-Fogerite (1988) Bio-Techniques 6 (7): 682 - 691; Rose Patente de Estados Unidos N°
5.279.833; Brigham (1991) documento WO 91/06309; y Felgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413 -
7414). Ademas, también se pueden formar complejos de glicolipidos, liposomas fusogénicos, péptidos y y
compuestos denominados colectivamente como protectores, interactivos, no condensadores (PINC) para purificar
ADN de plasmido para influenciar variables tales como estabilidad, dispersion intramuscular, o trafico a organos
especificos o tipos de células.

Los &cidos nucleicos también se pueden administrar usando distribucion balisticas como se describe, por ejemplo,
en la Patente de Estados Unidos nimero. 5.204.253. Se pueden administrar particulas comprendidas Unicamente
por ADN. Como alternativa, ADN se puede adherer a particulas, tales como particulas de oro.

Se puede usar sensibilizacion de células Diana como un ensayo funcional para la expresion y presentacion de la
clase | MHC clase | de epitopes de CTL codificados por minigen. EI ADN de plasmido se introduce en una linea
celular de mamiferos que es adecuada como una diana para ensayos de liberacion de cromo de CTL
convencionales. El procedimiento de transfeccion usado dependerd de la formulacion final. Se puede usar
electroporacion para ADN "desnudo”, mientras que los lipidos catiénicospermiten la transfeccién directa in vitro. Se
puede cotransfectar un plasmido que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) para permitir el
enriquecimiento de células transfectadas usandoclasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Estas
células se marcan después con cromo-51 labeled y se us6 como células diana para las lineas de CTL especificas
de epitopes. La citoklisis detectada por la liberacién de 5 1 Cr, indica la produccién de presentaciéon de MHC de los
epitopes de CTL codificados por minigen.

La inmunogenicidad in vivo es un Segundo planteamiento para el ensayo funcional de las formulaciones de ADN de
minigen. Ratones transgénicos que expresan moléculas MHC apropiadas humanas se inmunizan con el producto
de ADN. La dosis y via de administracion dependen de la formulacion (por ejemplo, IM para ADN en PBS, IP para
ADN complejado a lipidos). Veintitn dias después de la inmunizacién, se recogen los esplenaocitos y se vuelven a
estimular durante una sedmana en la presencia de péptidos que que codifican cada epitope que se esta
ensayando. Estas células efectoras (CTL) se ensayan para determiner la citolisis de células diana cargadas con
péptido, marcadas con cromo-51 usando técnicas convencionales. Lisis de células diana sensibilizadas por carga
de MHC de péptidos correspondientes a epitopes codificados por minigen muestran la funcion de vacuna de ADN
para la induccion in vivo de los CTL.

Los péptidos también pueden encontrar uso como reactivos diagnosticos. Por ejemplo, un péptido se puede usar

para determinar la susceptibilidad de un individuo particular a un régimen de tratamiento que emplea el péptido o

péptidos relacionados, y de este modo puede ser util en en la modificacion de de un protocolos de tratamiento

existente o en la determinacién de una prognosis para un individuo afectado. Ademas, los péptidos también se
14
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pueden usar para predecir qué individuos estaran en riesgo sustancial de desarrollar infeccion crénica.
Ejemplo 1
Unién de supertipo de tipo A3

Este ejemplo proporciona motivos refinados para cada uno de los alelos de tipo A3 A3, All, A*3101, A*3301, y
A*6801, esquematizando las especificidades de unién a anclaje secundarias. Los motivos se derivaron por calculo
en cada posicion de no anclaje a lo lagro de la secuencia de péptidos el promedio relativo a la capacidad de union
de péptidos que llevan cada uno de los 20 aminoacidos comunes, agrupados de acuerdo a similitudes quimicas
individuales.

Materiales and Procedimientos

Purificacion de la Clase | . Se usaron las siguientes lineas homocigo6ticas transformadas por virus Epstein-Barr
(EBV) como fuentes de moléculas de clase 1: GM3107 (A3, B7; Reposicion Mutante Genética Humana); BVR (Al1,
B35.3, Cw4; Reposicion Mutante Genética Humana); SPACH (A31, B62, Cw1/3; ASHI Coleccion de reposicién); y
LWAGS (A*3301, B14, Cw8; ASHI Coleccién de reposicion) (Bodmer, et al., Hum Immunol 43:149 (1995)). Un
transfectante C1R caracterizado por Dr. Walter Storkus (Universidad de Pittsburgh) se usé para el aislamiento de
A*6801. Se mantuvieron las lineas celulares como se ha descrito previamente (Sidney, et al., J Immunol 154:2 47
(1995); Sette, et al., Mol Immunol 31: 813 (1994)).

Se prepararon lisados celulares y se purificaron las moléculas de la clase | como se ha descrito previamente
(Sidney, et al., J Immunol 154: 247 (1995); Sette, et al., Mol Immunol 31:813 (1994)). En resumen, se lisaron las
células a una concentracion de 10° células/ml en 50 mM Tris-HCL, pH 8,5, que contenia 1% NP-40 (Fluka
Biochemika, Buchs, Suiza), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, y 2 mM PMSF. Los lisados se pasaron a través de filtros de
0,45 pM y se eliminaron los nicleos y desechos mediante centrifugacion a 10.000 g durante 20 minutos. Se
purificaron después las moléculas de complejo de histocompatibilidad principales (MHC) mediante cromatografia..
Columnas de Sefarosa CL4B y Proteina A Sefarosa inactivadas se usaron como precolumnas. El lisado cellular se
empobrecié de moléculas HLA-B y HLA-C mediante pase repetido de perlas de Proteina A Sefarosa conjugadas
con el anticuerpo anti-HLA(B,C) B1.23.2 (Rebai, et al., Tissue Antigens 22: 107 (1983)). Tipicamente dos a cuatro
pases se requirieron para el empobrecimiento completo. Posteriormente, el anticuerpo anti HLA(A,B,C) W6/32
(Barnstable, et al., Cell 14:9 (1978)) se uso6 para capturar moléculas HLA-A. Se controlé la pureza, concentracion, y
eficacia de las etapas de empobrecimiento de proteina por electroforesis en gel de dodecil sulfato sédico -
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Ensayos de union y definicion de supermotivo . Se realizaron ensayos cuantitativos para evaluar la union de
péptidos amoléculas de la clase | solubles en la base de la inhibicion de union de péptido de sonda marcado
estandar a moléculas MHC solubilizadas detergentes como se ha descrito previamente (Kubo, et al., J Immunol
152: 3913 (1994); Kast, et al., J Immunol 152: 3904 (1994); Sidney, et al., J Immunol 154: 247 (1995); Sette, et al.,
Mol Immunol 31:813 (1994); Ruppert, et al., Cell 74:929 (1993)). En resumen, 1-10 nM de péptido de sonda
radiomarcado, yodado por el procedimiento Chloramine T (Greenwood, et al., Biochem J 89:114 (1963)), se
incubaron conjuntamente a temparatura ambiente con diversas cantidades de MHC en la presencia de 1 uyM (-
microglobulina humana (Scripps Laboratories, San Diego, CA, Estados Unidos) y un coctel de inhibidores de
proteasa. Al final de periodo de 2 dias de incubacion, se determiné el porcentaje de radiactividad unida a MHC
mediante cromatografia de filtracion en gel por exclusiéon de tamafio sobre una columna TSK 2000.

El péptido ABCONL1 (secuencia KVFPYALINK) (Kubo, et al., J Immunol 152:3913 (1994)) se usé como la sonda
radiomarcada para los ensayos de A3, All, A31, y A*6801. Un anélogo T; —Y de HBVc 141-151 (secuencia
STLPETYVVRR) (Missale, et al., J Exp Med 177:751 (1993)) se us6 como la sonda radiomarcada para el ensayo de
A*3301. En el caso de ensayos competitivos, se calculd la concentracion de péptido que produce 50% de inhibicién
de la union del péptido de sonda radiomarcado (CI50). Péptidos se ensayaron usualmente a una o dos dosis altas,
y la CI50 de los péptidos que producen inhibicion positiva se determinaron en experimentos posteriores, en los que
se ensayaron dos a seis diluciones adicionales, segun fuera necesario. Concentraciones de MHC que producen
aproximadamente 15% de unién del péptido de sonda radiomarcado se usaron para todos los ensayos de union
competitiva. Debido a que en estas condiciones (mgrca) < (MHC) y CI50 > (MHC), las CI50 medidas son
aproximaciones razonables de los valores verdadesros de kD. Cada péptido competidor se ensayé en dos a cuatro
experimentos completamente independientes. Como control positivo, en cada experimento se ensay0 la versiéon no
marcada de la sonda radiomarcada relevante y se midié6 su CI50. Las medias de los valores de las CI50 de
A3CONL1 para los ensayos de A3, All, A3l, y A*6801 eran 11, 6, 18, y 8 nM, respectivamente. La media de
average CI50 de péptido eh HBVc 141-151 en el ensayo A*3301 era 29 nM.

Definicion de motivos de anclaje secundarios especificos de HLA-A Se us6 una modificacién del procedimiento
15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367 640 T3

usado por Ruppert et al (Ruppert, et al., Cell 74:929 (1993)) para definir los motivos de anclaje secundarios
A*0201. En resumen, los motivos de anclaje secundarios especificos de alelo se definieron mediante asignacion del
efecto sobre la unién de HLA de los 20 aminoacidos de origen comin en cada posicion de no anclaje de las
secuencias de 9-mer. Se realizaron determinaciones mediante el calculo de los valores medios de unién relativa
para cada combinacién posicion-aminoacido (por ejemplo, posiciéon 1, alanina; posicion 2, alanina, etc.). Para
superar los problemas de la baja aparicién de ciertos aminoacidos, se agruparon algunos restos con otros de
naturaleza similar como se ha descrito previamente (Ruppert, et al., Cell 74:929 (1993)). Tipos de restos asociados
a una posicion particular con capacidades de uniéon promedio de cuatro veces mayor (o0 menor) que la capacidad
de union promedio total del establecimiento de 200 péptidos entero se consideraron asociados a con buena (o
escasa) capacidad de union.

Sintesis de Péptido. Se sintetizaron péptidos o bien sintetizados como se ha descrito previamente (Ruppert, et al.,
Cell 74:929 (1993)), o comprados como material en bruto de Chiron Mimotopes (Chiron Corp., Australia). Los
péptidos sintetizados se purificaron hasta > 95% de homogeneidad por cromatografia liquida de alta presion de fase
inversa (HPLC). La pureza de estos péptidos sintéticos se ensayo en una columna de fase inversa analitica y se
determino su composicion mediante andlisis de aminoacido, secuenciacion, y / o andlisis de espectrometria de
masa.

Célculo de las frecuencias fenotipicas de supertipos de HLA en diversos dondos étnicos y cobertura de
poblacién proyectada.  Se calcularon las frecuencias génicas para cada alelo de HLA a partir de frecuencias de
antigeno o alelo (Imanishi, et al., Proceedings of the Eleventh International Histocompatibility Workshop and
Conference, Vol. 1, Tokyo, Oxford University Press (1992); Fernandez-Vifa, et al., Hum Immunol 33:163 (1992))
utilizando las férmulas de distribucién binomial gf = | - (SQRT(1 - af)) (Tiwari, et al., El complejo HLA, en: HLA and
Disease Associates, NY, Springer-Verlag (1985)). Para obtener las formulas fenotipicas globales, se calcularon las
frecuencias génicas acumuladas y las frecuencias de antigenos acumuladas mediante el uso de la formula inversa
(af =1 - (1 - Cgf)2). Como se describe mas adelante, cuando los datos de frecuencia no estaban disponibles se
asumio el nivel de tipificacion de ADN, correspondencia a las frecuencias de antigeno definidas anteriormente. Para
obtener la cobertura de poblacion potencial total no se asumid ningin desequilibrio de enlace y solamente se
incluyeron los alelos confirmados como pertenecientes a cada uno de los supertipos (estimaciones minimas). Las
estimaciones de la cobertura potencial total logradas mediante combinaciones interloci se realizaron mediante la
adicién a la cobertura A de la proporcion de la poblacion no cubierta A que se podria esperar que se cubriera por
los alelos B considerados (por ejemplo, total = A + B*(1 - A)). Los miembros confirmados del supertipo de la linea
A3- son A3, Al1, A31, A*3301, y A*6801. Aunque el supertipo de tipo A3 puede incluir potencialmente A32, A66, y
A*7401, estos alelos no se incluyeron en los calculos de frecuencia global. Del mismo modo, mie,BROS
confirmados miembros de la familia de supertipo de tipo o A2 A*0201, A*0202, A*0203, A*0204, A*0205, A*0206,
A*6802, y A*6901 (potencialmente también A*3001). Finalmente, los alelos confirmados del supértipo de tipo B7
son B7, B*3501-03, B51, B*5301, B*5401, B*5501-2, B*5601, B*6701, y B*7801 (potencialmente también B*1401,
B*3504-06, B*4201, y B*5602).

Resultados
Analisis estructural de las bolsas de unién a péptido de diversos alelos HLA.

Como se ha mencionada previamente, estudios previos han indicado que las moléculas de HLA A3, Al11, y A*6801
estan asociadas con especificidad para ligandos que llevan restos pequefios o hidréfobos en la posicion 2, y
extremos C cargados positivamente (Kubo, et al., J Immunol 152: 3913 (1994); Guo, et al., Nature 360:364 (1994);
Falk, et al., Immunogenetics 40: 238 (1994); Dibrino, et al., J Immunol 151: 5930 (1993); DiBrino, et al., Proc Natl
Acad Sci USA 90: 1508 (1993); Zhang, et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 2217 (1993); Sette, et al., Mol Immunol
31:813 (1994)). Los inventores decidieron evaluar la posible base estructural para estas similitudes evidentes en la
especificidad de ligando en mas detalle. E este fin, debido a que las cadenas laterales del resto en la posicion 2 y
en los extremos C de péptidos antigénicos se conocen que ponen en contacto los restos que forman las bolsas B y
F de las moléculas de la clase | de HLA (Madden, et al., Cell 75: 693 (1993); Saper, et al., J Mol Biol 219: 277
(1991)), los restos que forman estas bolsas polimérficas se tabularon para diversas moléculas de clase | de HLA.
Se encontrd que los tipos de HLA que se sabe que reconocen restos restos pequefios o hidr6fobos en la posicion 2
(por ejemplo, A*0101, A*0201, A*0301, A*1101, A*6801, and A*6802) y tipos de HLA que reconocen los restos
cargados positivamente en el extremo C (por ejemplo, A*0301, A*1101, A*6801, y B*2705) de sus ligandos de
péptido compartian ciertas caracteristicas estructurales clave. En particular, moléculas de HLA que unen restos
pequefios e hidréfobos en la posicidon 2 llevaba restos alifaticos (M or V) en las posiciones 45 y 67, y restos que
forman enlace de hidrégeno potenciales tales como N y K, o H'y Q en las posiciones 66 y 70, respectivamente.
Todas estas moléculas también llevaban un resto Y en la posicidn 99. Por el contrario, moléculas de la clase | que
muestran diferentes especificidades de unién en una o mas de estas posiciones. De manera similar, solamente las
moléculas de la clase | que prefieren extremos C cargados positivamente llevaban D, T, L, y D en las posiciones 77,
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80, 81, y 116, respectivamente. En conclusidn, este analisis sugeria que el conjunto de moléculas de la clase | de
HLA (A3, All, y A*6801) comparten ciertas caracteristicas estructurales clave en sus bolsas B y F, y un motivo de
ligando de péptido comun caracterizados por restos pequefios o hidr6fobos en la posicion 2 y restos cargados
positivamente en los extremos C. En este punto los inventores de manera tentativa designaron estas moléculas de
la clase | de v como parte de un supertipo de tipo A3, y el correspondiente motivo como el supermotivo de tipo A3.

El analisis de otras moléculas de la clase | par alas que los motivos eran desconocidos, revelé que A*3101, A*3301,
A*3401, A*6601, y A*7401 también compartian estas secuencias de consenso en sus bolsas B y F. Estas moléculas
de este modo se predijeron que eran parte del supertipo de tipo A3. Los datos recientes (Falk, et al.,
Immunogenetics 40: 238 (1994)) han demostrado independientemente que A31 y A33 estan de hecho
caracterizados por un motivo del péptido de tipo A3.

Las moléculas de tipo A3 muestran superposicion de especificidades de anclajes primarios y repertorios de
unién de péptido.

Para comparar el intervalo de motivos reconocidos por alguna de las moléculas de tipo A3 mas frecuentes (A3, Al1l,
A31, A*3301, y A*6801), se emprendié un analisis molecular mas detallado de las especificidades de unién del
anclaje principal (posicién 2 y terminal C) de estas moléculas. Los ensayos de unidn de péptidos especificos de A3-
y Al1- que miden la capacidad de los péptidos de unién no marcados para inhibir la unién de un péptido de sonda
radiomarcado a las moléculas de la clase | HLA se han descrito previamente (Kubo, et al., J Immunol 152:3913
(1994); Kast, et al., J Immunol 152: 3904 (1994); Sette, et al., Mol Immunol 31: 813 (1994)). Se desarrollaron
ensayos de union especifica para A31, A*3301, y A*6801 usando planteamientos similares (Kubo, et al., J Immunol
152: 3913 (1994); Kast, et al., J Immunol 152: 3904 (1994); del Guercio, et al., J Immunol 154:685 (1995); Sidney, et
al., J Immunol 154:247 (1995); Sette, et al., Mol Immunol 31:813 (1994); Ruppert, et al., Cell 74:929 (1993)).

Especificidades de anclaje primario de las moléculas de tipo A3 se exploraron posteriormente mediante ensayo de
un panel de péptidos que llevan sustituciones en la posicion 2 6 9 de un prototipo poli-A péptido AXAAAAAAX para
evaluar su capacidad inhibidora para A3, All, A31, A*3301, y A*6801. Cada molécula expreséd preferencias
individuales, pero en la mayoria de los casos considerados, se obtuvo una unién significativa cuando la posicion 2
estaba ocupada por o bien A, I, L, M, S, T, 0 V, y el extremo C era o bien R o K. Estos dato estan muy de acuerdo
con los datos de secuenciacion conjuntos generados por los inventores (Kubo, et al., J Immunol 152: 3913 (1994)) y
otros (Falk, et al., Immunogenetics 40:238 (1994); Dibrino, et al., J Immunol 151:5930 (1993); DiBrino, et al., Proc
Natl Acad Sci USA 90:1508 (1993)), y también se extiende a los casos de A31, A*3301, y A*6801 la definicion de
los motivos de anclajes primarios. En conclusion, estos datos sugieren que el supermotivo de anclaje de tipo A3 se
puede definircomo A, I, L, M, S, T, 0 V en la posicion 2, y o bien R o K en el extremo C.

Las moléculas de tipo A3 comparten superposicion repertorios de uniéon de péptido. El grado al que el motivo
de anclaje primario del supertipo de tipo A3 permite la uniéon degenerada contra las moléculas de supertipo de tipo
A3 se examind a continuacion. Se ensambl6 un conjunto de 200 secuencias de péptidos de origen natural de 9-mer
que llevan restos A, I, L, M, S, T, 0 V en la posicion 2 y K o R en la posicion 9. A diferencia de la restriccién de que
cada posible combinacién de anclaje se represente en proporcion a la frecuencia natural de los aminoacidos
individuales, los péptidos que comprenden el conjunto se seleccionaron al azar a partir de secuencias de antigenos
virales y tumorales. Cuando se ensay0 cada péptido para evaluar su capacidad de unirse a moléculas purificadas
de A3, All, A31, A*3301, y A*6801, era evidente que un Unico patrén de de union estaba asociado a cada tipo
alélico (datos no mostrados). Por ejemplo, algunos péptidos eran méas selectivos, uniendo solamente un tipo de
clase |, mientras otros ciertos péptidos reaccionaron de manera cruzada en lugar de extensamente, uniendo cuatro
o cinco de las moléculas ensayadas.

Se encontré que, en general, aproximadamente 10% (5% - 16%) de las combinaciones péptido-HLA estaban
asociadas con buena unién (CI50 < 50 nM), y aproximadamente 17% (11% - 24%) con union intermedia (CI50 50 -
500 nM) a cualquier alelo dado. Estas frecuencias de alta o intermedia unién son similares a las que se han
indicado previamente para los péptidos que contienen motivos de secuenciaciéon en conjunto de A*0201 pool
(Ruppert, et al., Cell 74:929 (1993)). Lo més notable, sin embargo, fue el grado relativamente alto de reactividad
cruzada observada. De los 127 péptidos que eran capaces de unirse a al menos una molécula de tipo A3, 43 de
ellos (34%) unian tres 0 mas de moléculas de supertipo de tipo A3. Cuatro péptidos unian las cinco moléculas de
tipo A3 ensayadas. En comparacion, en un conjunto de 39 péptidos que se ensayaron para evaluar la union de las
cinco moléculas de la clase | no relacionadas (A*0101, A3, A24, y B7), solamente tres (8%) se unian a dos
moléculas, y ninguno se unia a tres 0 mas moléculas. Los péptidos identificados como ligandos altos o intermedios
para al menos cuatro de las cinco moléculas de tipo A3 ensayadas se enumeran en la Tabla 2. En la tabla, se
definen buenas o intermedias capacidades se definen como CI50 < 500 mM, y estan subrayadas por sombreado.
Tomados conjuntamente, estos datos demuestran superposicion significativa en los repertorios de unién de las
moléculas de supertipo de tipo A3, y validan el motivote anclaje de primario del supertipo de tipo A3.
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El supermotivo de tipo A3 define restos de anclaje secundario que confieren la degeneracion de ligandos de
péptidos potenciales. Como se ha establecido anteriormente, aunque la superposicion en los repertorios de union
de las moléculas de supertipo de tipo A3 es significativa, esta también lejos de completa; cada uno de las moléculas
de tipo A3 también retiene grados sustanciales de especificidad. Para entender la base de las reactividades
cruzadas observadas, los inventores intentaron definir un tipo de supermotivo de tipo A3 que deberia describir las
caracteristicas de ligandos de péptido que estan asociadas a fia degeneracion del supertipo de tipo A3, y que
podria ser util en la prediccion de ligandos de tipo A3 degenerados

Primero, motivos refinados para cada uno de los alelos de tipo A3 analizados en el presente documento (A3, All,
A31, A*3301, y A*6801), que esquematizan las especificidades de union de anclajes secundarios, se derivan como
se ha descrito en los Materiales y Procedimientos. Este planteamiento es similar al usado anteriormente para definir
un motivo refinado A*0201 (Ruppert, et al., Cell 74: 929 (1993)). Los motivos se derivaron mediante el calculo en
cada posicién de no anclaje a lo largo de la secuencia de pépticos el promedio de la capacidad de union péptidos
relativa que lleva cada uno de los 20 aminoacidos comunes, se agruparon de acuerdo a similitudes quimicas
individuales. La representacion de los datos generados por este procedimiento, los valores calculados para A3 se
muestran en la Tabla 3A. Después de esto como un ejemplo, 21 se ensayaron péptidos diferentes que poseian un
resto aromatico (F, W, Y) en la posicion 3 de su secuencia. Estos péptidos tenian una capacidad de union promedio
relativa a A3 31,7-fold mayor que la media global del conjunto de 200 péptidos. Por analogia a lo que se ha descrito
previamente en el caso de A*0201, los restos preferidos y perjudiciales se definen como restos asociados a las
capacidades de uni6on promedio que eran cuatro veces mayor que, respectivamente, el promedio global. De
acuerdo con lo anterior, los restos aromaticos en la posicion 3 se consideraron restos "preferidos” para union de A3.
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TABLA 3. Preferencias de anclaje secundario especifica de alelo determinadas por
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Un analisis similar se realizé para cada alelo (A3, All, A31, A*3301) y se us6 para derivar los mapas de
requerimientos de anclajes secundarios especificos de alelo para cada posicion (Tabla 3B-E). Los sumarios de los
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motivos modificados obtenidos para cada alelo del supertipo de tipo A3 se muestran en la Fig. 1. Cada molécula
mostré sus propios requerimientos de anclajes secundarios Unicos. Por ejemplo, restos cargados positivamente (R,
H, K) en la posicion 4 se prefirieron por A3, pero no mediante cualquier otra molécula de tipo A3. De manera similar
en la posicién 8, glicina (G) se asocio con la capacidad de unién escasa solamente para All, mientras que las
cargas negativas (D, E) eran perjudiciales solamente para A31l. ademas de estos tipos de caracteristicas
especificas de alelo Unicas, ciertos restos estaban asociados a union o bien escasa o buena, en la mayoria de las
moléculas del supertipo A3. Por ejemplo, prolina (P) en la posicién 1 era perjudicial para las cinco de de las
moléculas de tipo A3 ensayadas. Los restos aromaticos (F, W, Y) en la posicién 7 y prolina en la posiciéon 8 se
prefirieron entre las cuatro o cinco moléculas ensayadas (Fig. 1).

En base a los diversos motivos refinados individuales motivos, se construy6 un supermotivo de tipo A3. Restos
perjudiciales para al menos tres de los cinco alelos considerados se consideraron como restos perjudiciales en el
supermotivo. De manera inversa, restos preferidos en al menos tres de los cinco alelos considerados, pero no
también perjudiciales para cualquier alelo perjudicial, se definieron como restos preferidos. El supermotivo de tipo
A3 derivado del siguiente planteamiento se muestra en la Fig. 2.

Un ensayo de la eficacia del supermotivo de A3- rn la prediccién de péptidos de de alta reaccion cruzada. Para
ensayar la validez del supermotivo de tipo A3 definido anteriormente, un conjunto adicional de 108 péptidos no
incluidos previamente en el analisis de los supermotivos se ensay0 para evaluar la union a A3, A11, A31, A*3301, y
A*6801. Este conjunto incluia 30 péptidos que tenian al menos un resto de supermotivo preferido y ningin resto
perjudicial (supermotivo positivo), 43 péptidos con al menos un resto perjudicial (supermotivo negativo), y 35
péptidos con ningln resto perjudiciial preferido (supermotivo neutro). De los 30 supermotivos de positivos 30, 27
(90%) unidos a dos 0 mas moléculas de tipo A3 y 16 (53 %) unidas a tres o0 mas moléculas. Al contrario, 18 (51 %)
de 35 péptidos de supermotivos neutros unidos a dos o mas tipos de A3, y ocho (23 %) unidos a tres 0 mas
moléculas. Finalmente, los péptidos unidos de supermotivo eran mucho menos capaces de unirse a alelos
multiples, con seis (14 %) péptidos que se unen a dos moléculas de tipo A3, y ninguno de los péptidos que se unen
a tres 0 mas moléculas. Estos resultados son cualitativamente similares a los obtenidos cuando el conjunto original
de péptidos usados para definir el supermotivo se sometid6 al mismo tipo de andlisis, y estan en contraste
sorprendente con el nivel de reactividad cruzada observado en el caso del conjunto de control mencionado
anteriormente de péptidos que se unen a alelos de HLA no relacionados, en los que una pocos péptidos (8%)
unidos a un alelo diferentes del elemento de restriccion original. A partir del conjunto de péptidos usados para
validar el supermotivo de tipo A3, 10 péptidos adicionales que se unen aon afinidad alta o intermedia a al menos
cuatro de las cinco moléculas de tipo A3 ensayadas (Tabla 2B).

Altas frecuencias fenotipicas de supertipos de HLA se conservan en todos los grupos étnicos principales. Para
evaluar la relevancia potencial de los supertipos de HLA en general, y del supertipo de tipo A3 en particular, la
incidencia de diversos alelos o antigenos de clase | de HLA se examiné. Hasta la fecha, la maypria de los datos de
poblacion de HLA-A y -B que estan disponibles se basan en tipificacion serologica. Estos datos no tienen resolucion
al nivel de alelos como se define por las secuencias de ADN, y de este modo no distinguen entre subtipos. Sin
embargo, la comparacion de las especificidades de unién a péptido de los subtipos, o bien a través de estudios de
union a péptido (del Guercio, et al., J Immunol 154 :685 (1995); Tanigaki, et al., Hum Immunol 39: 155 (1994)), pool
sequencing analysis (Fleischer, et al., Tissue Antigens 44:311 (1994); Rotzschke, et al., Eur J Immunol 22:2453
(1992)), o andlisis de estructura en bolsa basandose en la secuencia primaria, sugieren que en la mayoria de los
subtipos de los casos tendran especificidades de anclajes de péptido principales muy similares muy similares, si
no idénticas,. De este modo en el siguiente andlisis, si los datos de poblacion al nivel de subtipo de ADN no
estaban disponibles, excepto los datos de unién, motivos publicados, o andlisis de secuencia sugerian que los los
subtipos tendran superposicién de especificidades de unién a péptido, se asumié una correspondencia una a una
entre los subtipos de alelo y los antigenos definidos serolégicamente.

Cuando se examin6 la incidencia de los diversos alelos de tipo A3 o antigenos en diferentes antecedentes étnicos,
llegé a ser evidente que aunque la frecuencia de cada alelo individual o antigeno puede variar de manera notable
entre los grupos étnicos (Imanishi, et al., Proceedings of the Eleventh International Histocompatibility Workshop y
Conference, Vol. 1, Tokyo, Oxford University Press (1992)), la frecuencia acumulada de los cinco alelos de tipo A3
es de manera notable constante (en el intervalo de 37% a 53%). Por ejemplo, A3 es comun en Caucasicos, Negros
de América del Norte, e Hispanos pero casi ausentes en Japoneses. De manera inversa, A31 es frecuente en
Japoneses pero son raros en Caucdsicos y negros De Norte América. Al contrario, en cada una de las cinco
poblaciones examinadas, el supertipo de tipo A3 esta presente en al menos 37%, y tanto como 53%, de los
individuos.

En este contexto también es interesante indicar que la existencia de un supertipo de tipo A3 "'no es un incidente
aislado, as como los inventores han resefiado recientemente la existencia de los supertipos de tipo A2 (del Guercio,
et al., J Immunol 154:685 (1995)) y de tipo B7 (Sidney, et al., J Immunol 154:247 (1995)). Cada uno de estos
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supertipos adicionales es también muy prominente, con frecuencias acumuladas notablemente constantes (en el
intervalo 40% a 60%) entre diferentes antecedentes étnicos. De hecho, se puede calcular facilmente que al nivel del
gen al menos una mitad de de las copias totales de los genes HLA-A o -B en existencia hoy parecen pertenecer a
uno u otro de estos tres supertipos HLA.

Discusién

Los datos presentados en este documento demuestran que los productos de al menos cinco diferentes alelos de
HLA (A3, Al1l, A31, A*3301, y A*6801), y probablemente al menos otros tres (A*3401, A*6601, y A*7401) predichos
en base de andlisis de bolsa, pueden estar agrupados en un Unico supertipo de tipo A3 funcional. La determinacion
se hizo en base a un niumero de observaciones. Como grupo, estas moléculas (a) comparten ciertas caracteristicas
estructurales clave dentro de sus regiones de unién a péptido, (b) tienen preferencias similares pos sus restos de
anclajes primarios, y (c) comparten ampliamente la superposicion de repertorios de union. Mediante examen de la
actividad de union de un gran panel de restos de anclaje que sobrepasan los péptidos preferidos por estas
moléculas alélicas, también se definié una de supermotivo de tipo A3. Este supermotivo, que se basa en un mapa
detallado de de los requerimientos de anclajes secundarios de cada una de las moléculas de supertipo de tipo A3,
permite la prediccion eficaz de péptidos de unién degenerados de tipo A3. Finalmente, se mostrd que el supertipo
de tipo A3, y los supertipos en general, se representan con frecuencias fenotipicas altamente notables en todos los
grupos étnicos principales. Como tal, los supertipos de la clase | de HLA basandose en las especificidades de
unién a péptido representan una alternativa funcional a la clasificacion seroldgica y filogenética para entendimiento
de las realaciones entre moléculas de clase | HLA.

Ademas de su uso para la generacién del supermotivo de tipo A3, los mapas de anclajes secundarios individuales
descritos en este estudio representan por si mismos una contribucion significativa al entendimiento de unién de
péptido a moléculas de clase I. Debido a que estos mapas se derivaron usando péptidos de tamafio homogéneo,
las determinaciones de preferencia en cada una de las posiciones secundarias puede ser mas precisa que las
derivadas de de la secuenciacion de las combinaciones de los péptidos procesados de manera natural. También,
los motivos definidos en el presente documento permiten la determinacion de restos que tienen efectos
perjudiciales sobre la unién a péptido.

Barber y colaboradores (Barber, et al., Curr Biol 5:179 (1995)) han demostrado que los péptidos se pueden
reconocer en el contexto de dos moléculas los inventores han incluido en el supertipo de tipo HLA-B7, y otros dos
péptidos se han resefiado por reconocerse en el contexto de méas de un alelo de tipo A3 (Missale, et al., J Exp Med
177:751 (1993); Koenig, et al., J Immunol 145:127 (1990); Culmann, et al., J Immunol 146:1560 (1991)) (véase la
Tabla 4). Usando un procedimiento para la induccién in vitro de los CTL primarios (Wentworth, et al., Mol Immunol
32:603 (1995)) los inventores observaron varios ejemplos en los que los péptidos se pueden reconocer en el
contexto de tanto A3 como All. Los inventores ensayaron los epitopes restringidos del supertipo de tipo A3 para
evaluar la capacidad de unién a moléculas de supertipo de tipo A3, y se indicaron niveles relativamente altos de
degeneracion. De los siete epitopes enumerados en la Tabla 4, solamente uno era un nonadmero que se podria
analizar para el supermotivo propuestos en la Fig. 2A (se desearan futuros estudios en la extension del supermotivo
a péptidos mayores de nueve meros). Este péptido era supermotivo positivo, y se unia a tres de las cinco moléculas
de tipo A3. No obstante, es importante que cada uno de los epitopes conformados a las especificidades de anclajes
primarios de supertipo de tipo A3.

La comparacion de las clasificaciones del supertipo los inventores han propuesto basandose en la unién de péptido
con la clasificacion de alelos HLA-A basandose en las relaciones de las secuencias de ADN (y reactividad
serolégica) (Ishikawa, et al., Hum Immonol 39: 220 (1994); Firgaira, et al., Immunogenetics 40: 445 (1994); Karo, et
al.,, J Immunol 143:3371 (1989)) revela tanto similitudes como diferencias. Por ejemplo, HLA-A3 y Al1l parecen
estar estrechamente correlacionados y derivados de un gen ancestral comin (48-50). A31 y A33, sin embargo,
derivan de un linaje antiguo que comprende los grupos A2/A10/A19, que es diferente de del linaje de A3 y Al1l.
Finalmente, HLA-A*6901 pertenece al grupo de evolucion de A28 HLA [Fernandez-Vifia, et al., Hum Immunol 33:
163 (1992); Ishikawa, et al.,, Hum Immonol 39: 220 (1994); Lawlor, et al., Annu Rev Immunol 8: 23 (1990)], que
también contiene los alelos HLA-A*6802 y -A*6901. Incluso, basandose en la especificidad de union a péptido, HLA
A*6801 es un miembro del supertipo de tipo A3, mientras A*6802 y A*6901 se ha demostrado que pertenece al
supertipo de tipo A2 [del Guercio, et al., J Immunol 154: 685 (1995)]. De este modo, basandose en el arbol
filogenético de los alelos HLA [Ishikawa, et al., Hum Immonol 39: 220 (1994); Firgaira, et al., Immunogenetics 40:
445 (1994); Karo, et al., J Immunol 143: 3371 (1989)], alelos de tipo A3 se encuentran en ambos de los linajes
antiguos de HLA: A1/A9 que incluye A3 y All, y A2/A10/A19 que incluye A31, A33, y A*6801. Si la existencia del
supertipo de tipoHLA-A3 es un reflejo de una estirpe comuin, después el motivo de tipo A3 podria de hecho
representar la especificidad primitiva de unién de péptido clase | de HLA, y otras especificidades pueden
representar adaptaciones al cambio de de ambientes patogénicos.
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Estas observaciones, sin embargo, también incrementan la posibilidad intrigante de que pudieran existir, a nivel de
poblacién, una ventaja selectiva en el mantenimiento de altas frecuencias de los diversos alelos del supertipo de la
clase | de HLA, generados o bien mediante estirpe comin o mediante evolucién convergente. Esta ventaja pudiera
estar relacionada con la generacion de un repertorio de unién a péptido a nivel de poblacion. Esta observacion es
evidente desde el hecho de que diferentes moléculas de la misma familia filogenético pueden ser diferentes de las
familias de supertipo de unién. También es posible que estos fenémenos podrian en parte estar relacionadas con
la explotacion optima de la especificidad del péptido de transportador humano asociado a procesamiento de
moléculas (TAP) (Androlewicz, et al., Proc Natl Acad Sci USA 90: 9130 (1993); Androlewicz, et al., Immunity 1:7
(1994); van Endert, et al., Immunity 1: 491 (1994); Heemels, et al., Immunity 1: 775 (1994); Momburg, et al., Curr
Opin Immunol 6: 32 (1994); Neefjes, et al., Science 261:769 (1993)) que se ha mostrado que preferentemente
transportan péptidos con ciertas caracteristicas de secuencia tal como extremos C hidrofobos, aromaticos, o
cargados positivamente. Estudios recientes, realizados por van Endert y asociados, en colaboracion con el propio
grupo de los inventores, evaluaron las afinidades relativas para TAP de una gran coleccién de péptidos, han
descrito un motivo de union extendido de TAP. De manera sorprendente, este motivo contiene muchas de las
caracteristicas estructurales asociadas al supermotivo de tipo A3, tal como la preferencia para restos aromaticos en
las posiciones 3 y 7 de péptidos nonameros y la ausencia de restos cargados negativamente en las posiciones 1y
3,y P enla posicion 1.

En base a la evidencia experimental presentada en el presente documento, parece que, ademas de la clasificacion
basada en serologia de las relaciones filogenéticas, los alelos de HLA de clase | también se pueden volver a
clasificar en supertipos basandose en su especificidad de ligando. Tres supertipos, de tipo de tipo A2, de tipo A3, y
de tipo B7, se han identificado actualmente, y otros, tal como el supertipo de tipo B44, se sugieren a partir de la
bibliografia (Fleischer, et al., Tissue Antigens 44: 311 (1994); Harris, et al., J Immunol 151: 5966 (1993); Thorpe, et
al., Immunogenetics 40: 303 (1994); Falk, et al., Immunogenetics 41: 162 (1994); Falk, et al., Immunogenetics 41:
165 (1994)). Aunque permanece desconocido cuantos supertipos se identificaran y qué inclusién tendran, los datos
disponibles demuestran que el fenémeno de degeneracidon de especificidades de unién a péptido, anteriormente
aunque restringido a clase Il de HLA (Panina-Bordignon, et al., Eur J Immunol 19:2237 (1989); O’Sullivan, et al., J
Immunol 145:1799 (1990); Busch, et al., Int Immunol 2:443 (1990)), es también una caracteristica unién a péptido a
la clase | de HLA. En cuanto a la zadn de la aparicion de los supertipos de clase | de HLA, su relevancia practica
potencial se debe subrayar. La disponibilidad de ensayos de union cuantitativos y los supermotivos detallados
permiten la identificacion de péptidos de de péptidos con alta reaccion cruzada. Esto debe, a su vez, permitir la
cobertura amplia de la poblaciéon con un céctel de pocos epitopes CTL, una posibilidad de gran significaciéon para
el uso potencial de planteamientos basados en péptido para el desarrollo de vacunas (Vitiello, et al., J Clin Invest
95:341 (1995)).

Ejemplo 2
Unioén de supertipo de tipo B7

El trabajo anterior (Sidney, et al., J. Immunol., 154, 247 - 259 (1995); Hill, et al., Nature 360, 434-439 (1992); Falk, et
al., Immunogenetics 38, 161-162 (1993b); Barber, et al., Curr. Biol. 5:179 (1995); Schénbach, et al. J. Immunol. 154:
5951 - 5958 (1995)) ha indicado que una familia relativamente grande de especificidades de HLA B, definidas
colectivamente como supertipo de unién de tipo B7, se caracteriza por un motivo de unién a péptido comun (P en la
posicion 2, y restos hidr6fobos y aromaticos en el extremo C). En este ejemplo ensayos de unién molecular como
se ha descrito anteriormente se usan para examinar en detalle las especificidades de anclaje primario (posicion 2 y
extremo C) de los cinco alelos mas frecuentes de tipo B7 (B*0702, B*3501, B51, B*5301, y B*5401).

Para hacerlo asi, los inventores sintetizaron y ensayaron para evaluar la uniéon de un panel de analogos de
sustitucién individuales del péptido 84 - 92 FHV nef (secuencia FPVRPQVPL). HIV nef 84-92 se une a B*0702,
B*3501, B51, B*5301, y B*5401 con o bien alta afinidad (CI50 <50 nM) o intermedia (CI50 50-500 nM). Se encontré
que las moléculas de supertipo de tipo B7 han compartido y mejor las especificidades posicion 2 rigurosas. Para los
cinco alelos, prolina era el resto preferido. Con la Gnica excepcién (A en el caso de B*3501) todas las sustituciones
ensayadas en la posicién 2 se asociaron con mas de 10 veces disminucion de afinidad de unién cuando se
compara con la que lleva prolina del péptido precursor de anclaje C terminal. Al contrario cuando se analizé la
especificidad de union, cada tipo de HLA-B expresé un patrén de especificidad de unién Gnico mejor en el extremo
C. Por ejemplo, B*0702 preferido M, F y L, mientras que B*5101 preferidos L, I, y V. A pesar de estas differencias,
los patrones de especificidad C-terminal muestran un gran grado de superposicion. Los restos alifaticos | y V son
los preferidos por al menos cuatro de las cinco moléculas, y A, L, M, F, y W se prefirieron o o toleraron en una
mayoria de casos. Otros restos, tales como Y o T, se toleraron solamente en casos aislados, aunque algunos (por
ejemplo, K o D) no se toleraban en todos.

Estos datos con relacion a especificidad de anclaje primario en buen acuerdo con el que se describe en Sidney, et
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al., J. Immunol., 154, 247 - 259 (1995). Péptidos capaces de unién degenerada de supertipo de tipo B7 deben tener
prolina en la posiciéon 2 y un resto hidréfobo o aromatico (V, I, L, M, F, W, A) en su extremo C. En la definicion
formal el motivo de ancaje primario de supertipo de tipo B7 los inventores también incluyerond e manera
conservadora inluir Y, a pesar de su carencia relativa de degeneracion, debido a que Y constituye la sefial
dominante en los andlisis de secuenciacion de combinacién (Hill, et al., Nature 360, 434 - 439 (1992); Falk, et al.,
Immunogenetics 38, 161 - 162 (1993b), Schénbach, et al. J. Immunol. 154: 5951 - 5958 (1995)) de B*3501. En
resumen, el motivo de anclaje primario del supertipo de tipo B7 se define como P en la posicién 2,y A, I, L, M, V, F,
W,y Y en el extremo C.

Tamafio preferido de ligandos de supertipo de tipo B7

Moléculas de la clase | usualmente prefieren péptidos entre 8 y 10 restos de longitud (Falk, et al., Nature 351, 290 -
296 (1991)), aunque se han mostrado péptidos mas largos que estan unidos (Massale, et al., J. Exp. Med. 177: 751
(1993); Chen, et al., J. Immunol. 152: 2874 (1994); Collins, et al. Nature 371 - 626 (1994)). Para determiner la
longitude de péptido optima para el supertipo de tipo B7, paneles de 8-, 9-, 10- y 11-mer péptidos representing
naturally occurring viral, tumor, or bacterial secuencias, y each bearing the supertipo de tipo B7 primary anchor
specificity described above, were synthesized y assayed for their de tipo B7 six por type binding capacities. It was
concluded that 9 restos represents the optimal péptido length for all of the de tipo B7 moléculas examined. This
assessment was true both in terms of the percent of péptidos of each size bound by any molecule, but also in terms
of the degree of crossreactivity observed (data not shown).

Motivos de anclaje secundarios de alelos de tipo B7 y el supermotivo de tipo B7

Otros restos pueden actuar como anclajes secundarios, proporcionando de este modo energia de union
suplementaria a los péptidos (Ruppert, et al, Cell 74:929-937 (1993); Madden, et al. Cell 75, 693 - 708 (1993); Saito,
et al., J. Biol. Chem. 268, 21309 (1993); Sidney, et al., Hu. Immunol. 45, 79 - 93 (1996); Kondo, et al, J. Immunol.
155:4307-4312 (1995); Parker, et al., J. Immunol. 152, 163 - 175 (1994)). También se muestra que ciertos restos
pueden tener efectos negativos en la unién de péptido a moléculas de la clase | (Ruppert, et al, Cell 74:929-937
(1993); Sidney, et al., Hu. Immunol., 45, 79-93 (1996); Kondo, et al, J. Immunol. 155:4307 - 4312 (1995), Boehncke,
et al., J. Immunol. 150, 331-341 (1993)).

Para desarrollar un supermotivo de tipo B7 que permita la seleccion eficaz de péptidos con capacidad de unién del
tipo B7, los inventores buscaron definir anclajes secundarios y efectos secundarios implicados en la unién de
péptido a las moléculas de tipo B7 usando los procedimientos descritos en el presente documento. La capacidad de
unién para las cinco moléculas mas comunes de tipo B7, B*0702, B*3501, B51, B*5301, y B*5401 de un gran panel
de 199 péptidos nondmeros que representan secuencias virales de origen natural que contienen los anclajes
primarios del supertipo de tipo B7 (prolina en la posicién 2,y A, V, I, L, M, F, y W en el extremo C) se determinaron,
y se analizaron los datos Para cada posicion la capacidad de unién relativa promedio (ARBC) de péptidos que
llevan cada uno de los 20 aminoacidos y se compararon con ARBC del conjunto de péptidos completos. Debido a la
rara ocurrencia de ciertos aminoacidos, se agruparon restos de acuerdo con similitudes quimicas individuales
como se ha descrito previamente (Ruppert, et al, Cell 74:929-937 (1993)). Este andlisis se realiz6 de manera
separada para B*0702, B*3501, B51, B*5301, y B*5401.

Se encontré que los patrones de las preferencias y aversiones, en términos de anclajes secundarios, mostrados
por cada molécula eran mejor que Unica. Por ejemplo, en el panel ensayado, 18 péptidos tenian restos cargados
positivamente (R, H o K) en la posicién 1. Estos péptidos, como grupo, eran muy Buenos ligandos de B*0702, que
tienen un ARBC de 21. Para B51, sin embargo, los mismos péptidos ligandos relativamente pobres, con un ARBC
de 0,25. Sin embargo, similitudes profundas en preferencias también se pueden indicar. Por ejemplo, péptidos que
llevan restos aromaticos (F, W, y Y) en la posiciobn uno eran, como grupo, muy buenos ligandos a través del
conjunto de moléculas de supertipo de tipo B7, con ARBC de 4.2, 17, 16, 20, y 70 para B*0702, B*3501, B51,
B*5301, y B*5401, respectivamente.

Los valores descritos anteriormente se usaron posteriormente para derivar mapas de requerimientos de anclajes
secundarios especificos de alelo para cada posicion. Para hacer esto, restos preferidos y perjudiciales se definieron
como restos asociados a los ARBC que eran 3 veces mayor que, 0 3 veces menor que, respectivamente, el
promedio global. Estos efectos preferidos y perjudiciales se resumen en la Figura 3. Estos mapas de anclajes
secundarios revelan mas claramente que mientras cada molécula mostraba sus propios requerimientos de anclajes
secundarios, ciertas caracteristicas se conservaban en gran medida entre las moléculas de tipo B7. Por ejemplo,
como se ha indicado anteriormente, restos aromaticos (F, W, y Y) en la posicién 1 se prefirieron para las cinco de
las moléculas de tipo B7. De manera inversa, en la posicion 8, restos acidos (D, E) estaban asociados con escasa
capacidad de union para las cinco moléculas.

Efectos secundarios preferidos para 3 o mas de los cinco alelos considerados, pero también no perjudiciales para
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cualquier molécula, por una parte, o efectos secundarios perjudiciales para 3 o0 mas de las cinco moléculas, se
definieron como compartidos. Las caracteristicas compartidas se inconporaban después en un supermotivo de tipo
B7 que definen restos asociados a o0 bien escasa o buena union en la mayoria de las moléculas del supertipo de
tipo B7.

Después de esta légica, se deberia esperar que los péptidos que llevan restos secundarios de supermotivos
preferidos mostrarian un mayor grado de degeneracion de supertipo de tipo B7 que los que no llevan ninguno, o
que llevan restos perjudiciales. Esta suposicion se ensayé mediante la determinacion de la reactividad cruzada de
unién de un conjunto independiente de péptidos que llevan la especificidad de anclaje primario de tipo B7. Como
se ha predicho, péptidos que eran supermotivo positivo (es decir, péptidos con al menos un resto de supermotivo
secundario preferido y sin restos perjudiciales) mostraban sustancialmente un mayor grado de reactividad cruzada
entre el supertipo de tipo B7 que los péptidos negativos de supermotivo (péptidos con uno o mas restos de
supermotivo perjudiciales) (datos no mostrados).

Implementacién del supermotivo para mejorar la capacidad de union

Los supermotivos de HLA pueden ser valiosos en la prediccion de péptidos altamente degenerados, como se
demuestra en el presente documento. Sin embargo, de manera mas interesante, la definicién de los supermotivos
de HLA debe también permitir modificar por ingenieria genética epitopes con alta reactividad cruzada mediante
identificacién de qué restos dentro de una secuencia de pépticos podrian ser analogos o, "fijos", para conferir una
mayor degeneracion de péptido dentro de un supertipo.

Para valorar esta posibilidad, se seleccionaron seis péptidos que se habia mostrado que tienen un mayor grado de
degeneracion dentro del supertipo de tipo B7 (Tabla 5). Cada péptido ya unido a al menos tres de las cinco
moléculas méas comunes de tipo B7 con afinidades o bien altas (CI50 < 50 rtM) o intermedias (CI50 50 - 500 nM).
Estos péptidos se analizaron en el contexto de tanto el supermotivo de tipo B7 como los motivos de anclaje
secundarios especificos de alelo descritos anteriormente para determinar si restos particulares dentro de sus
secuencias podrian estar "fijados" para incrementar ademas su unién a las moléculas de supertipo de tipo B7. Este
establecimiento encontré que ninguno de de los péptidos particulares considerados contenian un resto negativo de
supermotivo. Tres péptidos (nucleo de HCV 168, MAGE 2 170, y MAGE 3 196) cada uno tenia un resto que era
perjudicial para una Unica molécula de tipo B7 (Tabla 5).

A continuacion, se sintetizaron un panel de analogos sustituidos individuales. Algunos analogos contenian
sustituciones de anclajes secundarios que o bien eran positivos de supermotivo, o positivos en el contexto de un
alelo particular sin ser prejudicial para ningin otro. Otras sustituciones se seleccionaron basandose en los valores
descritos en este documento. Debido a que las preferencias para los anclajes primarios C-terminal eran Unicos
para cada alelo, sustituciones en esta posicion también se consideraron. De este modo, por ejemplo, para ensayar
si la degeneracion se podria aumentar en un namero de analogos se realizaron mediante sustitucion del
supermotivo positivo F para el resto positivo en la posicion 1. Otras sustituciones, tal como C-terminal L para Y en
HBV pol 541 se realizaron para dirigir la escasa unidn del péptido precursor B*0702 y B*5401.

Cuando se ensay6 este panel para determinar su capacidad de unién a moléculas del supertipo de tipo B7, se
generaron los datos mostrados en la Tabla 5. En cada caso, una sustitucién F en la posicion mostr6 incremento de
union y / o degeneracion comparado con la secuencia precursora. Por ejemplo, MAGE 2 170 unido con alta afinidad
a B*0702, afinidad intermedia a B*3501, B51, y B*5301, pero solamente débilmente a B*5401. El analogo F1 de
este péptido unia las cinco de las moléculas con alta afinidad.

El éxito de las sustituciones deseadas en las moléculas especificas era mucho mas fuerte de generalizar. Por
ejemplo, la sustitucion de L en el extremo C de HBV pol 541 para el Y nativo era exitoso paraconferir la unién a
B*0702 mientras se incrementa la afinidad de unién a otras moléculas (de manera significante en los casos de B51
y B*5401). En otros casos, el efecto observado no se anticipd, como se demuestra en el caso de HBV env 313. Este
péptido unido con alta afinidad a B*0702, B*3501, B51, y B*5301, pero solamente débilmente a B*5401. Un M en
analogo 5 se prepare para incrementar la unién de B*5401 basandose en la observacion de los restos alifaticos (L,
I, V, y M) en la posicion 5 eran positivos para B*5401, y relativamente neutros para otras moléculas. Como se
muestra en la Tabla 5, sin embargo, capacidad de unién altamente incrementada de B*5401 lograda con analogo
M5 estaba en el gasto de unién reducida a B*0702, B51, y B*5301.

Aungue el éxito de los analogos individuales era variable, es notable que en cada caso al menos un analogo era
capaz de o bien mejorar la afinidad de unién, o extender la degeneracion del péptido precursor. De este modo,
péptidos ya degenerados pueden estar discretamente “fijados" para mejorar su capacidad de unién y extender su
degeneracion.
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TABLA S5

Sustituciones discretas mejoran la capacidad de unién de supertipo de tipo B7 y degeneracion de ligandos
de péptido

Unién (CI50 nM)

Fuente 123456789 B*0701 B*3501 B*5101 B*5301 B*S401 x-rxn
HIV nef B4 FPVRPQVPL 16 43 12 as1 71 5
FPVRPOQF 9.5 23 207 319 241 5
FPVRPOQUVPE 22 120.0 15 31 1.6 5
IPIPSSWAP &2 2.6 2.3 12 2970 3
BBV ENV 313 (#IPIPSSWAF 24 1.2 305 1.7 105 5
IPIPHSWAF 229 2.2 580 930 5.9 3
IPEPSSWAF 186 1.7 16 3.8 826 4
IPIPSSWAE mn 54 15 24 7.7 5
FPHCLAFSY - 14 83 17 503 3
HBV POL 541 FPHCLAFRL 25 2.7 28 5.0 24 5
PPHCLAFS®E 74 2.4 4.5 15 7.7 5
FPECLAFSY - 6.5 27 4.8 5.1 4
FPHCLAFSE 675 29 6.3 3.8 1.0 4
FPHCLAFSA 3667 6.5 250 137 0.6 4
LPGCSFSIF 28 30 100 114 6897 a
HCV Core 168 [HPGCSPSIF 19 1.6 132 3.2 67 5
LPHCSFSIF 8.7 2.5 13 2.7 5128 4
LPGCMFSIF 24 28 53 39 2778 4
VPISELYIL 22 171 96 238 3175 a
MAGE2 170 FPISHLYIL 16 7.3 6.4 7.0 28 5
VPISMLYIL 164 273 73 1075 1493 3
VPISHLYIY 108 5333 8.3 326 91 4
MPKAGLLII 940 5039 393 90 248 3
MAGE3 196 FPKAGLLII 162 1303 5.8 60 150 4
MPMAGLLII 86 66 1.0 2.3° 112 5
MPXAMLLII 1528 - 5.8 186 24 3
MPFAGLLII 229 1.0 0.9 2.3 0.27 s

.....

En conclusion, a partir de los datos mostrados en el presente documento, es evidente que péptidos con mayor
afinidad de union se pueden generar mediante sustituciéon de restos "negativos" o neutros de la secuencia, con o
bien restos neutros o preferidos. Estos péptidos también pueden ter propiedades inmunolégicas Unicas en las que,
aunque todavia con reactividad cruzada con las secuencias de tipo salvaje, podrian no estar sujetos a mecanismos
de tolerancia, supresién o supresores, inactivacion de CTL que responde a la secuencia de tipo salvaje, y se
presentan como resultado de cancer de infeccion cronica. EI mismo conocimiento se puede utilizar para utilizar
péptidos con mayores grados de reactividades cruzadas y, por lo tanto, mas cobertura de la poblacién favorable.

Ejemplo 3
Unién de supertipo de tipo A2

Los inventores también derivaron informacién adicional sobre los requerimientos estructurales de unién de A2.1.
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Para hacer esto los inventores primero buscaron determinar el grado de permisividad de posicionesv de anclaje 2
y 9. Para este propoésito, se sintetizd6 un panel de analogos que llevan sustituciones individuales o bien en la
posicion 2 o0 9 de un péptido modelo poli (A) 9-mer que contiene el motivo resefiado previamente A2.1 L en la
posicién 2 y V en la posicion 9 (Ruppert, et al, Cell 74:929-937 (1993), y se midié su capacidad de union. Se
sintetizaron trece analogos diferentes para ambas posiciones de anclaje 2 y 9.

En buen acuerdo con el motivo resefiado anteriormente de A2.1, los péptidos que llevan L o metionina (M) en la
posicion 2 eran los mejores ligandos. Disminuciones notables en la capacidad de unién (10- a 100- veces) eran
evidentes incluso con las sustituciones relativamente conservadoras tal como isoleucina (I), V, alanina (A), y
treonina (T). Cambios mas radicales (es decir, restos D, K, F, C, P, G, N, y S) abolian completamente la capacidad
de union. Resultados similares se obtuvieron en la posicion 9, cuando solamente las sustituciones conservadoras,
tal como L y I, unidas dentro de 10 veces del ligando del péptido de modelo no sustituido poli A A2.1 Analogos que
llevan sustituciones A o M también unidas P, y R) estaban asociadas a la pérdida completa de la capacidad de
union a A2.1. De este modo, basandose en estos datos y en buen acuerdo con los estudios previos (19-20), un
motivo "candnico” A2.1 se puede identificar como L o M en la posicion 2y L, V, o | en la posicion 9.

A partir de estos resultados, los inventores derivaron que la union a A2 de cualquier péptido que lleva un resto “no
canonico” (pero todavia aceptable) en la posicién 2 6 9 (o 10) (por ejemplo I, V,AoTen20A Mo Ten9o0 10) se
podria incrementar reemplazandolo con uno o mas anclajes "candnicos". Algunos ejemplos de como se puede
llevar a cabo esto se proporcionan mas adelante.

Por ejemplo, el péptido FHV Env 2181 con secuencia (LWVTVYYGV) se une a A2.1 con una CI50% de 12.500 nM,
mientras el analogo sustituido de anclaje en la posicion 2 LMVTVYYGV se une con una CI50% de 3,3 nM. La
secuencia de origen natural de HBVc 18-27 FLPSDFFPSI se une a A2.1 con una CI50% 22 nM, pero su variante de
anclaje sustituida C-terminal V10 se une a A2.1 con un valor de Kd de 2,5 nM. Finalmente, el péptido HBV pol 538
(YMDDVVLGA) se une a A2.1 con una CI50% de 200 nM, mientras la variante V9 se une con una CI50% de 5,1 nM.
Otros ejemplos de péptidos de anclaje fijos se muestran en la Tabla 6. Algunos de los péptidos fijos se ensayaron
para evaluar su capacidad de inducir respuestas de CTL. Por ejemplo, el péptido HIV Env 2181 y los péptidos HBV
pol 721 se ensayaron en ensayos de CTL primarios (21), y y se encontraron que eran positivos. Los datos de
reconocimiento de CTL positivos existen también para los péptidos HBVc18-27 y HBV pol 538.

Experimentos adicionales revelaron un papel prominente para los restos de no anclaje en la determinacion de la
capacidad de unidn. Los resultados de estos analisis también se describen en Ruppert et al., supra. De acuerdo con
los analisis de los inventores, la frecuencia de un grupo de aminoacido dado en los ligandos de A2.1 se dividié por
la frecuencia de no ligandos para obtener una relacion de frecuencia. Esta relacion indica si un grupo de restos
dado se produce en una posicion dada preferentemente en ligandos (relacion > 1) o no ligandos (relacion < 1). Para
facilitar el analisis, se establecié un nivel umbral para las relaciones, de manera que los restos que tenian méas de 4
veces mayor frecuencia en los ligandos comparados con los no ligandos se consideraron como restos favorecidos o
preferidos y restos que tenian mas de 4 veces menos frecuencia en los ligandos que en los no ligandos re
consideraron como restos no favorecidos o perjudiciales. Después de este planteamiento, grupos de restos que
muestran asociaciones prominentes con o bien capacidad de unidon a A2.1 o carecen de la misma se identificaron.
En general, los efectos mas perjudiciales se observaron con los aminoacidos cargados. En la posicién 1, tanto los
restos P como &cidos (E y D) eran infrecuentes en los péptidos de union a A2.1. En la posicién 6, los restos
béasicos (H, R, y K) estaban asociados a péptidos de no de union, mientras tanto los restos acidos como basicos
eran infrecuentes en buenos ligandos en las posiciones 3 y 7. De manera inversa, los restos aromaticos estaban
asociados a una union de afinidad en las posiciones 1, 3, y 5. Ademas, restos con cadenas laterales que contienen
OH- 0 SH-, tales como S, T, o C, estaban favorecidos en la posicién 4, mientras A estaba favorecido en la posicién
7 y P en la posicion 8. En conclusion, el andlisis de frecuencia de diferentes grupos de aminoacidos permitia a los
inventores definir un motivo mas preciso de A2.1 que tiene en cuenta el impacto de las posiciones diferentes de las
posiciones 2 y 9 de anclaje sobre la afinidad de unién de A2.1.

Andlisis de Ligandos 10-mer A2.1

También se us6 el mismo planteamiento descrito anteriormente para los péptidos 9-mer para analizar los datos
obtenidos con un conjunto de péptidos 10-mer. En los extremos N- y C- de los péptidos, el patron observado era
bastante similar al observado con 9-mers. Por ejemplo, en el conjunto 10-mer, como en el caso de los péptidos 9-
mer, posicién 1 se caracteriz6 por una frecuencia aumentada de restos aromaticos en el conjunto de ligandos,
mientras cargas negativas y P estaban del mismo modo asociados a escasa unién. De nuevo en la posicion 3,
carga negativa estaba asociada con escasa union. De manera interesante, en esta.posicion, restos alifaticos (major
que aromaticos) estaban asociados a union de alta afinidad. En los extremos C de los péptidos, también se
observaron ciertas similitudes. En el 10-mer, el resto penultimo en la posicién 9 (correspondiente a la posicion 8 en
el 9-mer) era completamente permisivo, encontrandose restos solamente basicos mas frecuentemente en los no
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ligandos. Similar con la situacion en la posiciéon 7 en el 9-mer, no se toleraban ni cargas positivas ni negativas en la
antepenultima posicion 8 de los 10-mers. También, posicién 7 no favorecia los restos positivos en los 10-mers,
como se ha observado previamente en la posicién 6 en los 9-mers. En analogia con lo que se observé en la
posicién 3, los restos asociados a buena unién eran, sin embargo, diferentes. Los restos aromaticos e hidréfobos
eran frecuentes en ligandos de alta afinidad en la posiciéon 8 (en oposicién a solamente A que es frecuente en la
posicién 7 en los 9-mers).

Finalmente, se observé un patrén bastante distintivo en la mitad del péptido. En la posicion 4, G estaba favorecido
en ligandos altos, con tanto A como cargas positivas eran muy frecuentes en no ligandos. P, en la posicién 5,
estaba completamente ausente en los ligandos de A2.1. Es notable que ninguna de las tendencias observadas en
las posiciones 4 y 5 en el conjunto 10-mer tenian analogo en la posicion 4 6 5 en el conjunto 9-mer set.

En resumen, un motivo detallado se puede generar para péptidos A2.1 10-mer, siguiendo una estrategia similar a la
descrita para los péptidos 9-mer anteriores. Ambas diferencias importantes y similitudes sorprendentes se pueden
observar en comparacién con los conjuntos 9-mer y 10-mer en estas posiciones de no anclaje.

En conclusion, a partir de los datos mostrados en el presente documento, es evidente que péptidos de mayor unién
de afinidad se pueden generar mediante sustitucion de restos "negativos" o neutros a parir de la secuencia, con o
bien restos neutros o preferidos. Estos péptidos también podrian tener propiedades inmunolégicas Unicas ya que,
aunque incluso reaccionan de manera cruzada con las secuencias de tipo salvaje, podrian no estar sometidas a
mecanismos de tolerancia, supresion o supresores, que inactivan los CTL que responden a la secuencia de tipo
salvaje, y presentes como resultado de cancer de infeccion crénica.

Unién de un antigeno de péptido a multiples alelos HLA que permiten la definicion de supertipo de tipo A2.

Se han desarrollado ensayos de union de MHC con péptidos radiomarcados y células de mamifero que expresan
HLA clase | tales como lineas celulares B transformadas por EBV y blastos activados por PHA. La unién
significativa de la sonda radiomarcada se podria obtener si las células diana se incubaban previamente durante
toda una noche a 26T en la presencia de B2-microglobulina. En estas condiciones, se examiné hasta un menor
porcentaje de las moléculas de HLA expresadas por cualquier tipo de células se podrian unir mediante los péptidos
marcados. Con estos ensayos, el grado de reactividad cruzada el péptido 18 - 27 de nucleo del virus de hepatitis B
restringido de A*0201 con otros subtipos A2. Se determine que este epitope de péptido también se une a los
subtipos A*0202, A*0205, y A*0206 pero no a A*0207. Los experimentos de inhibicién con paneles de andlogos de
péptidos sintéticos subrayaron las especificidades de ligandos similares de los alelos HLA-A*0201, A*0202, y
A*0205. Analisis de los restos polimoérficos que ayudan a formar las bolsas B y F de diversos alelos HLA permitian
la prediccion de union del epitope 18-27 del nlcleo del virus de hepatitis B a otros dos alelos de HLA (HLA-A*6802
y A*6901). De este modo, parece que una familia de al menos seis moléculas diferentes de HLAA definidas de
manera colectiva como el supertito A2, pueden compartir la superposicion de especificidades de ligando (restos
alifaticos en la posicion 2 y en los extremos C). Estos resultados sugieren que los epitopes de péptido que
reaccionaban de manera cruzada ampliamente se pueden identificar y potenciar en gran medida la viabilidad
prospectiva de planteamientos de vacunacion basados en péptido.

Ademas, estos datos sugieren un uso adicional de analogos sustituidos. Especificamente, esto es para potenciar de
manera simultdnea la afinidad de unién para varios miembros del supertipo A2.

Un ejemplo de cémo se puede realizar esto se proporciona por el el péptido HPV 16 EF.86-93, TLGIVCPI y su
analogo TLGIVXPI (donde X soporta &cido allamino butirico). Se ensayaron después los patrones de union de
estos dos péptidos para los alelos de tipo A2. era evidente que la sustitucion X incrementé en gran medida
aumentaba la afinidad de union para todos los alelos de tipo A2, de unién para todos los alelos de tipo A2, que da
como resultado un péptido mas Util y reactividad cruzada mas amplia que su secuencia precursora original. Los
experimentos posteriores que utilizan ratones transgénicos A2/Kb demostraron que CTL inducido por el péptido
sustituido X sutenian completamente reactividad cruzada con la secuencia de tipo salvaje, y y el el péptido X, como
resultado de su mayor afinidad de unién, era un inmunégeno mas potente.

Ejemplo 4
Union de A24y Al
Efectos secundarios y unién de A24

Los inventores utilizaron un péptido modelo poli (A) 9-mer que contenia el motivo especifico de A24 de Y en la

posicién 2 y F en la posicion 9. Se encontrdé que en la posicién 2 no solamente Y, sino también F, M, y posiblemente

W, se aceptaban. En los extremos C de 9 6 10 ligandos de restos F y W eran los mas preferidos, pero también L y |

se aceptaban. M también se deberia predecir que es aceptable en esta posicion (Kubo, et al., J Immunol 152:3913
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(1994)). A partir de estos resultados los inventores concluyeron que la union de A24 de cualquier péptido que lleva
un resto no candnico, pero incluso aceptable en la posicién 2 6 9 (o 10) (por ejemplo, F, M, W, en2 0oL, I, M, en 9
(0 10)) se podria incrementar mediante reemplazo de ese resto con un anclaje mas canénico.

Los resultados de experimentos adicionales que describen el papel prominente de restos de no anclaje en la
determinacion de la capacidad de unién de se han descrito por Kondo, et al, J. Immunol. 155: 4307 - 4312 (1995)).
La base de datos de union global de A24 se completd, y para cada posicion se calculd la afinidad de unién
promedio relativa de los péptidos que llevan restos particulares.

En el caso de péptidos 9-mer se encontrd, por ejemplo, que los péptidos que llevan restos G o cargados
negativamente (D, E) en la posicion 1 tienden a unirse escasamente, con una afinidad promedio de 10 veces
inferior que la afinidad promedio del conjunto global de péptidos 141 9-mer, analizados. Al contrario, péptidos que
llevan restos aromaticos (F, Y, W) en la posicion 1 unidos muy bien con la afinidad promedio 11,8 veces mayor que
el promedio global.

Péptidos con restos cargados positivamente (R, K, M en la posiciéon también tendian a unirse bien, con afinidad
promedio, 4,6 veces mayor que el promedio global.

Efectos secundarios negativos sobre la capacidad de union de A24 también se detectaron o otras varias
posiciones: D o E en la posicion 3y 6, G en la posicion 4 y 7, cargas positivas (K, R, H) en la posiciéon 6. A en la
posicion 8, P en la posicion 5, y amidas (Q y N) en la posicion 5 y 8. De manera inversa, se encontré que restos
aromaticos (Y, F, W) favorecian la unién de A24 cuando se encontraban en la posiciéon 7 u 8, y y pequefios restos
de union de hidrégeno tales como (S, T, C) tenian un efecto positivo cuando estaban presentes en la posicion 4.

Es evidente que cada posicion individual a lo largo de la secuencia de 9-mer se puede influir en la unién a A24.
También es interesante que los restos hidréfobos (F, W, Y, L, I, V, y M) nunca se asociaban con escasa union.

Un analisis similar también se realizd con los datos obtenidos de los péptidos 10-mer. En analogia con lo que se
presento en la seccion precedente, también se discernieron varios efectos secundarios en el caso de 10 mers.

Como era el caso de los restos negativos de péptidos 9-mer, (D, E) en la posicion 3 y 6 estaban asociados con
escasa unién. En general, sin embargo, el mapa de efectos secundarios para 10-mers era completamente distinto
del de los 9-mers. For ejemplo, P, en el caso de péptidos 9-mer, no estaba asociado a una aumento de union
significativa en cualquier posicidn y y estaba incluso asociado a la disminucién de unién en la posicion 5. Para 10-
mers, P estaba asociado con un incremento de la capacidad de union cuando se encontraba en las posiciones 4, 5,
0 7 de los ligandos de péptidos 10-mer.

En los péptidos 10-mer, posicion 5 parece ser mas importante en términos de efecto secundario, con (ademas el ya
mencionado P) Y, F, y W asociados con buena unién a A24 y R, H, y K asociados con escasa capacidad de union.
La presencia de A en las posiciones de los restos 7 y 9 y amida (Q, N) en las posiciones 4 y 8 también estaban
asociados con escasa capacidad de union.

Efectos secundarios y unién de Al

Un andlisis similar al descrito anteriormente para A24 también se describié para las moléculas HLA-A*0101. En
resumen, estudios previos han definido dos motivos diferentes de union a péptidos especificos para HLA-A*0101.
Los mapas 9 mer y 10 mer de interacciones secundarias se derivaron para ambos submotivos A*0101. Para derivar
tales mapas de interacciones secundarias, los datos de uniéon de A*0101 relevantes de los conjuntos de péptido
correspondientes a cada uno de los dos submotivos re recopilaron. Para cada posicion, se calculd la afinidad de
union promedio relativa de péptidos que llevan cada resto particular. Para compensar la baja aparicién de ciertos
restos particulares, y para obtener un muestreo mas significativo, aminoacidos que llevan cadenas laterales
guimicamente similares se combinaron como indican Ruppert et al., supra. Los resultados obtenidos por este tipo
de andlisis para los péptidos 9-mer se muestran en las Figuras 4a y 4b para los submotivos 2-9 y 3-9,
respectivamente. Diagramas que ilustran los efectos secundarios detectados por este analisis también se muestran
en la Figuras 4c y 4d (para los submotivos 2-9 y 3-9, respectivamente). Los aumentos o disminuciones en la
afinidad promedio mayor que cuatro veces se han considerado arbitrariamente significativas, como se ha descrito
anteriormente.

En general, para la mayoria posiciones estaba afectada la capacidad de unién, o bien de manera negativa o
positiva, por la presencia de tipos de restos particulares. Por ejemplo, en el caso del submotivo 2-9, se encontré
que los péptidos que llevan la posicion D o E 1 se unian escasamente a las moléculas de A*0101, con una
capacidad de unién promedio relativa (ARBC) de 0,20. De manera inversa, péptidos que llevan restos aromaticos
(Y, F, o W) en la misma posicion (posicién 1) unidos con una afinidad, en promedio, cuatro veces mayor (ARBC 4-0)
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que la capacidad de unién promedio global del conjunto de péptidos enteros.

Inspeccién de los diagramas revela algunas caracteristicas interesantes de union de péptido a A*0101. Primero,
como se ha indicado anteriormente, los dos anclajes en la posiciéon 2 y 3 actlan de manera sinérgica entre si. La
afinidad de péptidos que llevan los anclajes M, S o T en la posicién 2 se incrementa notablemente por la presencia
de D o Ein 3 (y en un menor grado por A). De manera inversa, la afinidad de péptidos que llevan los anclajes D 0 E
en la posicion 3 se incrementa notablemente por la presencia de S, T, y M (pero también otras cadenas de
moléculas cortas o hidréfobas como L, V, I, Cy A).

El grado en el que los péptidos que llevan los dos submotivos difieren en su interaccion con la molécula de A*0101
se revela mediante el examen de otras posiciones. La comparaciéon de los valores en las Figuras 4a y 4b, es
evidente que existen numerosos ejemplos donde los restos neutros en el contexto de un motivo tenia motivos
positivos o0 negativos en el contexto del otro motivo. En la posicién una, por ejemplo, en el motivo 2-9 G y restos
aromaticos (Y, F, y W) se prefieren (ARBC > 4,0), Restos a y cargados positivamente (R, H, y K) son relativamente
neutros (ARBCs entre 4,0 y 0,25), y restos cargados negativamente (D y E) son perjudiciales (ARBC < 0,25). En el
caso de péptidos que llevan el submotivo 3-9 se indica un patron diferente y, con la excepciéon de G, que incluso se
prefiere, las preferencias estan mezclaads. Restos cargados positivamente en la posiciéon tienen una influencia
positiva en la union de péptidos (ARBC de 8,3), cargados negativamente y restos aromaticos son neutros (ARBC de
1,3y 0,61, respectivamente), y A es perjudicial (ARBC de 0,15). Tipos similares de modulacién se observaron en
cada posicion a lo largo del motivo. En conjunto los desplazamientos de preferencia de anclaje secundario del
submotifvo un submotifvo se vé mejor en los en los diagramas del sumario mostrados en la Figura 3. En este
contexto, se puede observer que, con la Unica excepcion de la preferencia compartida para G en la posicion una, y
excluyendo la posicion 2 y 3 de anclajes conjuntos, los motivos secundarios de los dos submotivos 9-mer A*0101
son de ehecho completamente diferentes. De este modo en un sentido cuantitativo, los dos motivos de 9-mer tenian
solamente un efecto secundario de 27 (3,7%) en comun. El grado en el que estos motives de A*0101 fifieren esta
en un contraste sorprendente con similitudes multiples indicadas entre los motivos extendidos de A24, A*0201, y
moléculas de tipo A3 (20), donde se observo que entre 3y 5 (13-26%) de efectos secundarios se compartian entre
cualquiera de los dos motivos extendidos.

Definicidn de restos de anclaje secundario para ligandos de 10-mer.

En analogia con lo que se describe en la seccién anterior para los ligandos 9-mer ligands, restos de anclaje
secundario y efectos secundarios también se definieron para 2-10 y 3-10 submotivos. Los resultados de estos
andlisis se presentan en las Figuras 5a-d. De nuevo otra vez, parece que los anclajes presentes en la posicion 2y 3
podrian actuar de manera sinérgica entre si. La presencia de D, E (y hasta mucho menor grado A, Q y N) en la
posicién 3, en el contexto del submotivo 2-10, y de restos hidréfobos (L, I, V, M) o de cadena corta (S, T, C) en la
posicion 2, en el contexto del submotivo 3-10, se asociaron con incrementos significativos en la capacidad de union
promedio.

La comparacion de los dos motivos de 10-mer en las posiciones diferentes de 2, 3 y los extremos C indica que,
como en el caso de los péptidos 9-mer, se produce la modulacién en especificidad de anclajes secundarios
dependiendo de los restos de anclajes secundarios. Por ejemplo, en la posicién 7 Ay S, T, y C se prefieren en el
motivo 2-10, pero son neutros en el motivo 3 - 10. De manera inversa, G se prefiere en el motivo 3-10, pero es
neutro en el motivo 2-10. Sin embargo, también es evidente que, al contrario de los submotivos 9-mer, estas
diferencias observadas en 10-mers son mucho mas sorprendentes. De hecho, los dos submotivos 10-mer
comparten numerosas preferencias. Y, F, y W en las posiciones 1y 5, Aen 4, P en 7, y G en 8 tenian efectos
positivos para ambos submotivos. De manera similar, R, H, y K en 8 eran perjudiciales en ambos submotivos 10-
mer (Figuras 5c y 5d). En total, los dos motivos 10-mer compartian 6 efectos secundarios de 25 (24%).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificacion de péptidos que se unen a al menos 3 moléculas de tipo HLA-A3
seleccionadas entre el grupo que comprende A*0301, A*1101, A*3101, A*3301 y A*6801, con una constante de
disociacion de menos de 500 nM, comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas:

rastrear una secuencia de aminoacidos de una proteina antigénica para la presencia de un supermotivo A3 que
consta de una secuencia de 9 restos del extremo N al extremo C como sigue:

un primer resto de anclaje primario en la segunda posicion seleccionado entre el grupo que consiste en A, L,
I, V, M, Sy Ty un segundo resto de anclaje primario en la novena posicién seleccionado entre el grupo que
consisteen Ry K;y

uno o mas restos de anclaje secundario seleccionados entre el grupo que consiste en (i) Y, F, o W, en la
tercera posicion, (I1) Y, F, o W en la sexta posicién, (lll) Y, F, o W en la séptima posicién, (Iv), P en la octava
posicién, y cualquier combinacion de (1), (1), (1) y (Iv);

seleccionar una 0 mas subsecuencias en la proteina antigénica que tiene el motivo de unién;

preparar péptidos de ensayo de 8 y 11 restos que comprenden las subsecuencias seleccionadas;

determinar la capacidad de los péptldos de ensayo de unirse | producto génico;

identificar los péptidos con una constante de disociacion de menos de 500 nM con al menos 3 moléculas de tipo
HLA-A3- seleccionadas entre el grupo que comprende A*0301, A*1101, A*3101, A*3301 y A*6801.
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