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DESCRIPCION
Antigenos de cancer y su utilizacion
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo antigeno de cancer humano que es Util para el diagndstico de varios
tipos de canceres tales como cancer pancreatico o cancer de colon y para inmunoterapia, y su uso.

Antecedentes de la técnica

En la actualidad, el cancer es la causa numero uno de muerte. Se han desarrollado mecanismos de aparicion,
procedimientos diagndsticos, y procedimientos terapéuticos para el cancer. Sin embargo, una gran cantidad de
canceres avanzados aun no se han tratado en las presentes circunstancias. A fin de mejorar la situaciéon actual, se
considera necesario desarrollar un nuevo procedimiento de diagnéstico precoz y procedimiento terapéutico

Hace tiempo que se ha considerado a la inmunoterapia como un procedimiento para tratar canceres, y se han
realizado diversos intentos respecto de tal terapia. Sin embargo, aun no se han mostrado efectos antitumorales
suficientes. En forma convencional, la inmunoterapia para los canceres se ha centrado especificamente en la
inmunoterapia no especifica. En afios recientes, sin embargo, se ha esclarecido que las células T cumplen un papel
importante en el rechazo del tumor en los organismos vivos. Como resultado, los esfuerzos se han centrado en el
aislamiento de un antigeno de céncer que reconoce células T que es capaz de inducir a los linfocitos T citotdxicos
(CTL) y la determinacion de un epitopo de unién al MHC clase |.

Hasta la fecha, muchos antigenos de cancer se han aislado por el procedimiento de clonacion de ADNc
convencional, por medio de los CTL. Este procedimiento requiere el establecimiento de una linea celular del tumor y
el establecimiento de los CTL. En consecuencia, es dificil aislar un antigeno tumoral de los carcinomas diferentes de
los melanomas. Ademas, a fin de aumentar los efectos de la inmunoterapia, se considera que un procedimiento de
tratamiento que involucra la mezcla de muchos péptidos es efectivo. A fin de establecer tal procedimiento de
tratamiento, es necesario aislar una gran cantidad de antigenos. En consecuencia, el procedimiento de clonacion de
la expresion del ADNc convencional es problematico ya que lleva mucha mano obra y tiempo para aislar incluso un
solo antigeno.

En 1995, Pfreundschuh et al. en Alemania y Old et al. en U.S.A. han informado el procedimiento SEREX, que
detecta una proteina del antigeno de cancer reconocida por un anticuerpo en el suero de un paciente de cancer
(Serological Identification of Recombinant cDNA Expression Cloning; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 11810-11813,
1995). Se han aislado muchos antigenos de tumores por este procedimiento. Entre los antigenos aislados por este
procedimiento, también se han incluido antigenos tales como MAGE-1 o tirosinasa que inducen los CTL. Por
consiguiente, se sefiala que este procedimiento también es util como un procedimiento para detectar un antigeno
reconocido por la inmunidad mediada por células. Ademas, se ha informado que un antigeno de cancer reconocido
por este anticuerpo IgG de un paciente fue aislado con el procedimiento descripto anteriormente (Int. J. Cancer 72,
965-971, 1997; Cancer Res. 58, 1034-1041, 1998; Int. J. Cancer 29, 652-658, 1998; Int. J. Oncol. 14, 703-708, 1999;
Cancer Res. 56, 4766-4772, 1996; y Hum. Mol. Genet 6, 33-39, 1997).

El documento WQ099/04265 desvela un gran cantidad de secuencias de péptidos/proteinas que se hallan
expresados en las células tumorales. El abordaje usado para la prueba parece haber sido respaldado por
anticuerpos autélogos que reconocen el antigeno respectivo. En el Ejemplo 7 se devela que HSP105 es expresado
por las células tumorales y reconocido por los anticuerpos autdlogos. Sin embargo, el documento completo no
proporciona ninguna evidencia de que HSP105 tiene efectivamente algun efecto en la prevencion y/o tratamiento de
los tumores.

El documento Nakatsura et al. (Biochem. Biophys. Res. Comm, vol. 281, 936-944 (2001)) se refiere a estudios de
antigenos inmunogénicos sobreexpresados en un cancer pancreatico por medio del procedimiento SEREX. Los
autores de este documento hallaron 18 proteinas diferentes sobreexpresadas en las respectivas células cancerosas,
que incluyen HSP105. En la seccién de discusion de las paginas 941 a 943 los autores afirman que las
observaciones realizadas durante sus estudios pueden sugerir la posible utilidad de hsp105 para la inmunoterapia
del cancer.

Divulgacion de lainvencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar: un antigeno de cancer pancreatico humano y/o un antigeno de
cancer de colon humano que se pueden aplicar en el diagnéstico y/o tratamiento de varios tipos de canceres o
tumores que incluyen cancer pancreatico y cancer de colon como ejemplos representativos; un gen que codifica los
mismos; y una vacuna anti-cancer que usa los mismos.

La presente invencién proporciona un antigeno de cancer para usar en prevencion y/o tratamiento terapéutico de
canceres, tal antigeno de cancer es un péptido de cualquiera de los siguientes (A) o (B):
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(A) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NOs: 3 a 29,

(B) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NOs: 3 a 22
y una adiciéon de uno a 5 aminoacidos, y tiene actividad inmunoestimuladora y activa los linfocitos T citotoxicos
que reconocen una proteina del antigeno de cancer;

en el que el antigeno de cancer tiene actividad estimuladora de las células T que estimula los linfocitos T citotoxicos.

La presente invencion proporciona un péptido como antigeno de cancer que tiene actividad inmunoestimuladora. El
péptido de la presente invencion preferentemente puede activar los linfocitos T citotdxicos que reconocen una
proteina del antigeno de cancer. El péptido de la presente invencion consiste en la secuencia de aminoacidos
mostrada en cualquiera de las SEQ ID NOS: 3 a 29.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un péptido, que consiste en una secuencia de aminoacidos con
una adicidon de uno a 5 aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las
SEQ ID NOS: 3 a 22, y también tiene actividad inmunoestimuladora. El péptido descripto anteriormente
preferentemente puede activar los linfocitos T citotéxicos que reconocen una proteina del antigeno de cancer.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un agente inmunoestimulante usado para los canceres, que
comprende cualquiera de los péptidos descriptos anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona ADN que codifica el antigeno de cancer mencionado
anteriormente de la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, o una poblacion de
inmunocitos que comprende estas células, que son inducidas por la estimulacién in vitro por medio del antigeno o
péptido del cancer mencionado anteriormente de la presente invencién, o una mezcla de ellos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona células T auxiliares, linfocitos T citotéxicos, o una poblacién de
inmunocitos que comprende estas células, que son inducidas por la estimulacion in vitro por medio del antigeno o
péptido del cancer mencionado anteriormente de la presente invencion, o una mezcla de ellos, y un activador
inmunoldgico. El activador inmunoldgico es preferentemente un factor de crecimiento celular o citoquina.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona antigenos de cancer para usar en un procedimiento para suprimir
un tumor, que comprende introducir las células T auxiliares, linfocitos T citotoxicos descriptos anteriormente, o una
poblaciéon de inmunocitos que comprende estas células en un organismo. El procedimiento descripto anteriormente
preferentemente se usa para prevenir y/o tratar canceres.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una soluciéon del cultivo celular usada para producir las células T
auxiliares o linfocitos T citotéxicos de la presente invencidon o una poblaciéon de inmunocitos que comprende estas
células, que comprende el antigeno o péptido del cancer mencionado anteriormente de la presente invencion, o una
mezcla de ellos.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un kit del cultivo celular para producir las células T auxiliares o
linfocitos T citotdxicos de la presente invencién o una poblacion de inmunocitos que comprende estas células, que
comprende la solucion del cultivo celular descrito anteriormente y un recipiente del cultivo celular.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una vacuna para el cancer que comprende el antigeno de cancer
mencionado anteriormente y/o al menos un tipo de péptido de la presente invencién. La vacuna para el cancer
descrita anteriormente preferentemente también comprende un adyuvante.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una vacuna para el cancer, que comprende el ADN mencionado
anteriormente de la presente invencion, o virus recombinante o bacteria recombinante que comprende el ADN
descrito anteriormente. La vacuna para el cancer descrita anteriormente preferentemente también comprende un
adyuvante.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un agente para prevenir y/o tratar canceres, que comprende
antigeno de cancer, péptido, y/o células T auxiliares, linfocitos T citotéxicos mencionados anteriormente, o una
poblacion de inmunocitos que comprende estas células de la presente invencion.

En la presente invencion, cancer es preferentemente cancer pancreatico, cancer de colon, tumor cerebral,
melanoma maligno, leucemia mielocitica crénica, leucemia mielocitica aguda, linfoma, cancer esofagico, cancer
renal, cancer prostatico, cancer de pulmén, cancer de mamas, cancer de estdmago, cancer hepatico, cancer de
vesicula, cancer testicular, cancer uterino, cancer ovarico, cancer tiroideo, cancer de vejiga, o sarcoma.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una microfotografia que muestra los resultados de un analisis inmunohistoquimico en hsp105 en
cancer pancreatico. En la figura, los simbolos tienen los siguientes significados:
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A: una porcion de cancer pancreatico y una porcién no cancerosa periférica tefiida con hematoxilina y eosina,
CA: una porcién cancerosa, NP: una porcién no cancerosa

B: una proteina hsp105 esta altamente expresada en células cancerosas. También se expresa débilmente en
una porcién no cancerosa.

C: Una porcién no cancerosa esta significativamente expandida. Una proteina hsp105 se expresa débilmente en
el citoplasma.

D: Una porcién cancerosa esta significativamente expandida. Una proteina hsp105 se expresa en forma elevada
principalmente en el citoplasma de células cancerosas.

La Figura 2 es una microfotografia que muestra los resultados de un analisis inmunohistoquimico en la hsp105 en el
cancer de colon. En la figura, los simbolos tienen los significados siguientes:

A: una porcion de cancer de colon y una porciéon no cancerosa periférica tefiida con hematoxilina y eosina, CA:
una porcion cancerosa, NP: una porcién no cancerosa

B: Una proteina hsp105 esta altamente expresada en células cancerosas. También se expresa débilmente en
una porcién no cancerosa.

C: Una porcion no cancerosa esta significativamente expandida. Una proteina hsp105 se expresa débilmente en
el citoplasma.

D: Una porcién cancerosa esta significativamente expandida. Una proteina hsp105 se expresa en forma elevada
principalmente en el citoplasma de células cancerosas. Asimismo, la proteina hsp105 se expresa débilmente en
el ndcleo de esta.

La Figura 3 es un grafico que muestra los efectos anticancer de una vacuna de ADN de hsp105, una vacuna de
péptido de hsp105, y un control en células de cancer de colon de ratén Colon-26. A representa el area de una
porcién cancerosa, B representa la proporcion de los ratones en que se ha desarrollado el cancer, y C representa la
proporcion de los ratones sobrevivientes.

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados obtenidos por la medicién del ensayo de liberacién de *ICr, las
actividades citotdxicas sobre Colon-26 de varios tipos de vacunas peptidicas derivadas de las proteinas hsp105, o
las actividades citotdxicas de las vacunas de ADN que codifican tales proteinas hsp105.

La Figura 5 muestra los resultados de un analisis inmunohistoquimico sobre hp105 en los tejidos.

La Figura 6 muestra los resultados obtenidos por el analisis de la actividad antitumoral in vivo de una linea celular T
auxiliar positiva CD4 de ratén inducida por hsp105.

La Figura 7 muestra los resultados obtenidos por la induccién con hsp105, la linea celular T auxiliar positiva CD4 de
un paciente con cancer de colon.

La Figura 8 muestra los resultados obtenidos al examinar si los linfocitos T citotéxicos (CTL) de raton BALB/c
inducidos por un péptido derivado de hsp105 pueden reducir o no una masa tumoral de la linea celular de cancer de
colon Colon-26 que expresa altamente hsp105.

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos al examinar si los linfocitos T citotoxicos (CTL) de un paciente con
cancer de colon pueden reducir o no una masa tumoral del cancer de colon sw620, que expresa altamente hsp105.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion
Las formas de realizacién de la presente invencién se describiran en detalle a continuacion.

La frase "proteina que tiene actividad inmunoestimuladora" se usa en la presente memoria descriptiva para significar
una proteina que tiene actividad de inducir una respuesta inmune tal como generacion de un anticuerpo o inmunidad
mediada celular. Entre ellos, se prefiere particularmente la actividad estimuladora de células T de estimular los
linfocitos T citotoxicos (células T citoliticas/CTL).

La hsp105 es una proteina de choque térmico con un alto peso molecular, que pertenece a la familia hsp110/105, y
esta compuesta de hsp105a y 1058. La 105a es una proteina de choque térmico de 105 kDa, y es inducida por
varios estreses. La 1058 es una proteina generada por el empalme de ARNm de 105q, y tiene un peso molecular
menor que el de 105a. La hsp105 que es un antigeno del cancer pancreatico o cancer de colon de la presente
invencion se puede detectar, por ejemplo, por el procedimiento SEREX como se describe posteriormente en los
ejemplos de la presente memoria descriptiva.

En la presente invencion, el alcance de "uno a 5" en "una secuencia de aminoacidos que comprende una adicidon de
uno a 5 aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NOs 3-22" por
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ejemplo, significa 1 a 5, y preferentemente 1 a 3 aminoacidos.

Un procedimiento de obtener o producir la proteina del antigeno de cancer de la presente invenciéon no es
particularmente limitado. Se puede usar una proteina natural, una proteina sintetizada quimicamente, o una proteina
recombinante producida por manipulaciéon genética. Desde el punto de vista de que se puede producir en gran
volumen por operaciones relativamente faciles, es preferente una proteina recombinante.

Cuando se obtiene una proteina natural, se puede aislar de células o tejidos que expresan la proteina por el uso
combinado apropiado de procedimientos de aislamiento y purificacién de proteina. Cuando se obtiene una proteina
sintetizada quimicamente, la proteina de la presente invencion se puede sintetizar por procedimientos de sintesis
quimica tales como el procedimiento de Fmoc (procedimiento de fluorenilmetiloxicarbonilo) o el procedimiento de
tBoc (procedimiento de t-butiloxicarbonilo). Ademas, la proteina de la presente invencidon también se puede sintetizar
por medio de varios tipos de sintetizadores de péptidos disponibles en el comercio.

Cuando la proteina del antigeno de cancer de la presente invencién se produce en la forma de una proteina
recombinante, se puede producir por la obtencion del ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina (por ejemplo, la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2), una mutante de esta o un
homodlogo de esta y su introduccion en un sistema de expresion preferido.

Se puede usar cualquier vector de expresion, a condicién de que se pueda replicar en forma auténoma en las
células huésped o se puede incorporar en los cromosomas de las células huésped. Se usa vector de expresion que
contiene un promotor en un sitio que es capaz de expresar el gen de la presente invencion. Un transformante que
tiene un gen que codifica la proteina de la presente invencion se puede producir por la introduccién del vector de
expresion mencionado anteriormente en un huésped. Tal huésped usado en la presente puede incluir una bacteria,
levadura o células de animal y células de insecto. Ademas, un vector de expresion se puede introducir en un
huésped por procedimientos conocidos, que dependen del tipo de huésped.

En la presente invencion, se cultiva el transformante que tiene el gen de la presente invencion producido como se
describié anteriormente, y la proteina de la presente invencion se genera y acumula en el producto de cultivo. A
partir de este momento, la proteina de la presente invencién se recolecta del producto de cultivo, de este modo se
aisla una proteina recombinante.

Cuando el transformante de la presente invencion es procariota tal como Escherichia coli o eucariota tal como
levadura, se puede usar un medio natural o medio sintético como medio en que se cultivan los microorganismos, a
condicion de que contenga una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y sales inorganicas que pueden ser
asimiladas pos los microorganismos, y el cultivo del transformante se puede llevar a cabo de modo eficiente en este.
Ademas, el cultivo se puede llevar a cabo en condiciones que se usan comunmente para el cultivo de
microorganismos. Después de completar el cultivo, la proteina de la presente invencion se puede aislar y purificar
del producto de cultivo del transformante por procedimientos de aislamiento y purificacion de proteina comunes.

Una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucién, supresion, insercion, y/o
adicién de uno o varios aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
1, puede ser producida y obtenida apropiadamente por los expertos en la técnica sobre la base de la informacion
respecto de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, que es un ejemplo de la secuencia de ADN
que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

Es decir, un gen (gen mutante) que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucion, supresion, insercion, y/o adicion de uno o varios
aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, se puede producir por
cualquiera de los procedimientos dados que son conocidos por los expertos en la técnica, tales como sintesis
quimica, procedimientos de manipulacion genética, o mutagénesis. En forma especifica, se introduce una mutacion
en el ADN que tiene la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, de modo de obtener el ADN
mutante.

Por ejemplo, se puede aplicar un procedimiento de dejar que el ADN se ponga en contacto con un agente que actua
como mutageno, un procedimiento de irradiacion con rayos ultravioleta, un procedimiento de manipulacién genética,
y similares, al ADN que tiene la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. La mutagénesis dirigida al
sitio, uno de los procedimientos de manipulacion genética, es util porque es capaz de introducir una mutacién
especifica en un sitio especifico. La mutagénesis dirigida al sitio se puede llevar a cabo de acuerdo con los
procedimientos descriptos en publicaciones tales como Molecular Cloning: A laboratory Manual, 2nd Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.,1989 (de aqui en adelante abreviado como Molecular Cloning
2nd Ed.); y Current Protocols in Molecular Biology, Supplements 1 a 38, John Wiley & Sons (1987-1997) (de aqui en
adelante abreviado como Current Protocols in Molecular Biology).

La presente invencién también se refiere a un péptido que es una porcién de la proteina anteriormente mencionada
de la presente invencion y tiene actividad inmunoestimuladora. El péptido de la presente invencién preferentemente
puede activar linfocitos T citotéxicos que reconocen una proteina del antigeno de cancer. Los ejemplos especificos
de tal péptido consisten en cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos:
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Asn-Tyr-Gly-lle-Tyr-Lys-GIn-Asp-Leu (SEQ ID NO: 3)
Ala-Phe-Asn-Lys-Gly-Lys-Leu-Lys-Val-Leu (SEQ ID NO: 4)
Lys-Tyr-Lys-Leu-Asp-Ala-Lys-Ser-Lys-lle (SEQ ID NO: 5)
GIn-Phe-Glu-Glu-Leu-Cys-Ala-Glu-Leu (SEQ ID NO: 6)
Met-Tyr-lle-Glu-Thr-Glu-Gly-Lys-Met-lle (SEQ ID NO: 7)
Thr-Phe-Leu-Arg-Arg-Gly-Pro-Phe-Glu-Leu (SEQ ID NO: 8)
Glu-Tyr-Val-Tyr-Glu-Phe-Arg-Asp-Lys-Leu (SEQ ID NO: 9)
His-Tyr-Ala-Lys-lle-Ala-Ala-Asp-Phe (SEQ ID NO: 10)
Lys-Tyr-Asn-His-lle-Asp-Glu-Ser-Glu-Met (SEQ ID NO: 11)
Ser-Leu-Asp-Glu-Lys-Pro-Arg-lle-Val-Val (SEQ ID NO: 12)
Arg-Leu-Tyr-GIn-Glu-Cys-Glu-Lys-Leu (SEQ ID NO: 13)
Lys-Leu-Met-Ser-Ser-Asn-Ser-Thr-Asp-Leu (SEQ ID NO: 14)
Leu-Met-Ser-Ser-Asn-Ser-Thr-Asp-Leu (SEQ ID NO: 15)
Ser-GIn-Phe-Glu-Glu-Leu-Cys-Ala-Glu-Leu (SEQ ID NO: 16)
Lys-lle-Gly-Arg-Phe-Val-Val-GIn-Asn-Val (SEQ ID NO: 17)
Tyr-Val-Tyr-Glu-Phe-Arg-Asp-Lys-Leu (SEQ ID NO: 18)
Leu-Leu-Thr-Glu-Thr-Glu-Asp-Trp-Leu (SEQ ID NO: 19)
Trp-Leu-Tyr-Glu-Glu-Gly-Glu-Asp-GIn-Ala (SEQ ID NO: 20)
Glu-Leu-Met-Lys-lle-Gly-Thr-Pro-Val (SEQ ID NO: 21)
Val-Met-Asn-Ala-GlIn-Ala-Lys-Lys-Ser-Leu (SEQ ID NO: 22)

Un ejemplo preferido de tal péptido puede ser un péptido capaz de activar linfocitos T citotéxicos que reconocen una
proteina del antigeno de cancer.

En la presente invencion, el alcance de "uno a 5" en "una secuencia de aminoacidos que comprende una adiciéon de
uno a 5 aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las anteriores SEQ ID
NOS: 3 a 22" es 1 a 5, preferentemente 1 a 4, mas preferentemente 1 a 3, ademas preferentemente 1 0 2, y en
particular preferentemente 1.

El péptido de la presente invencion se puede sintetizar por procedimientos de sintesis quimica tales como el
procedimiento de Fmoc (procedimiento de fluorenilmetiloxicarbonilo) o el procedimiento de tBoc (procedimiento de t-
butiloxicarbonilo). Ademas, el péptido de la presente invencion también se puede sintetizar por medio de varios tipos
de sintetizadores de péptido disponibles en el comercio.

El péptido del antigeno de cancer mencionado anteriormente de la presente invencion puede inducir inmunidad
contra los canceres, como se describié posteriormente en los ejemplos. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona un agente inmuno-estimulador contra los canceres, que comprende la proteina o péptido del antigeno
de cancer de la presente invencion.

El agente inmunoestimulante contra los canceres de la presente invencién se usa in vitro o in vivo, y
preferentemente in vitro, de modo que induce a las células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de
inmunocitos que contiene estas células, de este modo proporciona la inmunidad contra canceres.

(2) ADN de la presente invencién

El ADN de la presente invencion codifica el antigeno de cancer de la presente invencién descripto en el punto (1)
anterior.

ElI ADN incluye el ADN que se esta hibridando con el ADN que tiene la secuencia de nucleétidos descripto en (1) en
condiciones rigurosas, y que codifica el péptido que tiene actividad inmunoestimuladora como se define en la
reivindicacion 1.
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La frase anterior "ADN que hibrida con ... en condiciones rigurosas" se usa para significar la secuencia de
nuclestidos de ADN obtenido por el procedimiento de hibridacion de la colonia, el procedimiento de hibridacion de la
placa o el procedimiento de hibridaciéon Southern, por medio del ADN como una sonda. Por ejemplo, tal ADN se
puede identificar por la hibridacién de un filtro, sobre el cual se ha inmovilizado ADN derivado de la colonia o placa o
un fragmento de ADN de este, a 65°C en presencia de 0,7 a 1,0 M de NaCl, y después se lava el filtro a 65°C con
una solucion 0,1 a 2 x SSC (en el que una solucién de 1 x SSC consiste en 150 mM de cloruro de sodio y 15 mM de
citrato de sodio). La hibridacion se puede llevar por el procedimiento descripto en el Molecular Cloning 2nd Ed.

El ADN que tiene un nivel determinado de homologia con la secuencia de nucleétidos de ADN usado como una
sonda es un ejemplo de la hibridacion del ADN anterior en condiciones rigurosas. Tal ADN tiene homologia de, por
ejemplo 70% o mas, preferentemente 80% o mas, mas preferentemente 90% o mas, también preferentemente 93%
0 mas, con particular preferencia 95% o mas, y con maxima preferencia 98% o mas, con el ADN usado como una
sonda.

Un procedimiento de obtener el ADN de la presente invenciéon no esta particularmente limitado. Se preparan sondas
o cebadores adecuados sobre la base de la informacién con respecto a la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NOS: 1y 2 en el listado de secuencias en la presente memoria descriptiva, y
la biblioteca de ADNc de un ser humano y similares se seleccionan por medio de tales sondas o cebadores, de
modo de aislar el ADN de la presente invencion. Tal biblioteca de ADNc se produce preferentemente de una célula,
organo o tejido, que expresa el ADN de la presente invencion.

También es posible producir el ADN que tiene la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 por el
procedimiento de PCR. Por medio de un ADN cromosémico humano o biblioteca de ADNc como un molde, se
realiza la PCR con un par de cebadores que se han disefiado para amplificar la secuencia de nucledtidos mostrada
en la SEQ ID NO: 2. La condiciones de reaccion de la PCR se pueden determinar segun sea apropiado. Por
ejemplo, un procedimiento de reaccion consiste en 94°C y 30 segundos (desnaturalizacion), 55°C y 30 segundos a 1
minuto (apareamiento), y 72°C y 2 minutos (elongacion) se define como 1 ciclo. Tal procedimiento de reaccion se
lleva a cabo 30 ciclos, y a partir de este momento, se lleva a cabo una reacciéon que consiste en 72°C y 7 minutos. A
partir de este momento, el fragmento de ADN amplificado se clona en un vector adecuado capaz de replicar en un
huésped tal como Escherichia coli.

La preparacion de cebadores o sondas anteriormente mencionados, la construccién de una biblioteca de ADNc,
seleccion de una biblioteca de ADNc, y clonacién de un gen de interés ya son conocidos por los expertos en la
técnica. Estas operaciones se pueden llevar a cabo de acuerdo con los procedimientos descriptos en Molecular
Cloning 2nd Ed., Current Protocols in Molecular Biology, y similares.

(3) Anticuerpo

Un anticuerpo se puede preparar por el reconocimiento de una porcion o el total del péptido mencionado
anteriormente de la presente invencidn como un epitopo (antigeno), y linfocitos T citotdxicos (citoliticos) inducido por
la estimulacién in vitro por medio del péptido descrito anteriormente. En general, CTL exhibe actividad antitumoral
mas fuerte que un anticuerpo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Se puede producir por procedimientos
comunes.

Por ejemplo, un anticuerpo policlonal se puede obtener por la inmunizaciéon de un mamifero con el péptido de la
presente invencién como un antigeno, recoleccién de la sangre del mamifero, y después la separacion y purificacion
de un anticuerpo de la sangre recolectada. Los ejemplos de un mamifero inmunizado pueden incluir un ratén, un
hamster, un cobayo, un pollo, una rata, un conejo, un perro, una cabra, una oveja y un bovino. El procedimiento de
inmunizacién es conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un antigeno se puede administrar 2 o 3 veces
en intervalos de 7 a 30 dias. La dosis se puede ajustar aproximadamente a 0,05 a 2 mg de antigeno por
administracién. Una via de administracion no esta particularmente limitada. Una via de administraciéon adecuada se
puede seleccionar apropiadamente de administracion subcutanea, administracion intracutanea, administracion
intraperitoneal, administracion intravenosa y administracion intramuscular. Ademas, un antigeno se puede disolver
en una solucion de buffer adecuada que contiene un adyuvante comunmente usado tal como adyuvante de Freund
completo o hidroxido de aluminio, antes de usar.

Tal mamifero inmunizado se puede criar durante un determinado periodo de tiempo y cuando su titulo de anticuerpo
comienza a aumentar, se puede realizar un refuerzo por medio de 100 ug a 1.000 ug del antigeno, por ejemplo, 1 o
2 meses después de la administracion final, la sangre se recolecta del mamifero inmunizado. La sangre recolectada
después se separa y purifica por procedimientos comunes que incluyen centrifugacion, precipitacion por medio de
sulfato de amonio o polietilenglicol, o cromatografia tal como cromatografia por filtracion en gel, cromatografia de
intercambio idnico, o cromatografia de afinidad y, de modo de obtener un anticuerpo policlonal que reconoce la
proteina de la presente invencién como un antisuero policlonal.

A la inversa, un anticuerpo monoclonal se puede obtener por la preparacion de hibridomas. Los hibridomas se
pueden obtener, por ejemplo, por fusién celular entre las células generadoras de anticuerpo y células de mieloma.
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Los hibridomas que generan el anticuerpo monoclonal se puede obtener por el siguiente procedimiento de fusion
celular.

Las células del bazo, células del ganglio linfatico, linfocitos B o similares recolectados del animal inmunizado se usan
como células generadoras de anticuerpo. El péptido de la presente invenciéon se usa como antigeno. Se puede usar
un ratén, una rata, o similares como animal para inmunizar. La administracién de un antigeno a tal animal se lleva a
cabo por procedimientos comunes. Por ejemplo, una suspension o liquido emulsionado de un adyuvante tal como
adyuvante de Freund completo o adyuvante de Freund incompleto y el péptido de la presente invenciéon usado como
antigeno se administra por via intravenosa, subcutanea, intracutanea o interperitoneal a un animal varias veces para
la inmunizacion. Por ejemplo, las células del bazo se obtienen del animal inmunizado de este modo como células
generadoras de anticuerpo, y las células obtenidas se fusionan con las células del mieloma por un procedimiento
conocido (G. Kohler et al., Nature, 256, 495 (1975)), de modo de producir hibridomas.

Los ejemplos de una linea celular de mieloma usada para la fusion celular pueden incluir P3X63Ag8 de ratén, linea
P3U1 de ratén, y linea Sp2/0 de ratén. Para la fusion celular, se usan agentes de promocion de fusion tal como
polietilenglicol o virus Sendai. Para la seleccion de los hibridomas después de completar la fusion celular, se usa el
medio de hipoxantina anminopterina timidina (HAT) de acuerdo con procedimientos comunes. Los hibridomas por
fusién celular se clonan por dilucion limitante o similares. A partir de este momento, segun sea necesario, se realiza
una seleccién por inmunoensayo enzimatico por medio del péptido de la presente invencion, de modo de obtener
una linea celular que genera un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente el péptido de la presente
invencion.

A fin de producir un anticuerpo monoclonal de interés a partir del hibridoma asi obtenido, el hibridoma se puede
cultivar por el procedimiento de cultivo celular comin o procedimiento de formaciéon de ascitis y el anticuerpo
monoclonal se puede purificar del sobrenadante del cultivo o ascitis. El anticuerpo monoclonal se puede purificar del
sobrenadante del cultivo o ascitis por procedimientos comunes. Por ejemplo, se puede usar apropiadamente en
combinacién fraccionamiento del sulfato de amonio, filtracién en gel, cromatografia de intercambio idnico, o
cromatografia de afinidad y similares.

Mas aun, se puede preparar fragmentos del anticuerpo mencionado anteriormente. Los ejemplos de tal fragmento de
anticuerpo puede incluir un fragmento F(ab’)2 y un fragmento Fab’.

Ademas, se puede preparar un anticuerpo marcado obtenido por el anticuerpo mencionado anteriormente. Es decir,
el anticuerpo producido como se describidé anteriormente se puede marcar antes de usar. El tipo de una sustancia
usada para marcar el anticuerpo de la presente invencién y un procedimiento de marcacién son conocidos por los
expertos en la técnica. Los ejemplos de tal procedimiento de marcacion puede incluir: marcacién enzimatica con
peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina; marcacion fluorescente con FITC (isotiocianato de fluoresceina) o TRITC
(isotiacianato de tetrametilrodamina B); marcacion con sustancias colorantes tales como metal coloidal o latex
coloreado; marcacion de afinidad con biotina; y marcacion isotopica con "?°l. El analisis o medicion del péptido de la
presente invencién (que es un antigeno de cancer) con el anticuerpo marcado se puede realizar de acuerdo con
procedimientos ampliamente conocidos en la técnica, tales como la técnica de anticuerpo enzimatico, tincion
inmunohistoldgica, inmunotransferencia, el procedimiento del anticuerpo fluorescente directo o el procedimiento del
anticuerpo fluorescente indirecto.

(4) Células T auxiliares, linfocitos T citotoxicos, o poblaciéon de inmunocitos que contienen estas células

La presente invencidon también se refiere a células T auxiliares, linfocitos T citotoxicos, o una poblaciéon de
inmunocitos que contienen estas células, que son inducidas por la estimulacion in vitro por medio del antigeno de
cancer o péptido de la presente invencion o una mezcla de ellos. Por ejemplo, cuando los linfocitos de sangre
periférica o linfocitos de infiltracion en el tumor se estimulan in vitro con el péptido de la presente invencion, se
inducen las células T activadas receptivas del tumor. Las células T activadas se pueden usar efectivamente para la
inmunoterapia adoptiva. Mas aun, el antigeno de cancer o péptido de la presente invencion se deja expresar en
células dendriticas que son células que presentan antigenos fuertes in vivo o in vitro, de este modo realiza la
estimulacién inmunoldgica por la administracion de las células dendriticas en las que se ha expresado el antigeno.

Preferentemente, las células T auxiliares, los linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene
estas células se inducen con estimulacién in vitro por medio del antigeno de cancer o péptido de la presente
invencion o una mezcla de ellos y un activador inmunolégico. Los ejemplos de un activador inmunolégico que se
usan en la presente pueden incluir un factor de crecimiento celular y citoquina.

Las células T auxiliares, los linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene estas células
obtenidas como se describié anteriormente se transfieren en un cuerpo para suprimir el tumor, de este modo se
previenen y/o tratan los canceres.

Ademas, las células T auxiliares, los linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene estas
células, que pueden suprimir el tumor como se describié anteriormente, se pueden producir usando el antigeno de
cancer o péptido de la presente invencion o una mezcla de ellos. Por consiguiente, la presente invencién
proporciona una solucion del cultivo celular que contiene el antigeno de cancer o péptido de la presente invencion o
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una mezcla de ellos. Por medio de tal solucién del cultivo celular, se pueden producir las células T auxiliares, los
linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene estas células, que pueden suprimir el tumor.
Ademas, la presente invencion proporciona un kit de cultivo celular para producir las células T auxiliares, los
linfocitos T citotéxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene estas células, que comprenden la solucién del
cultivo celular anteriormente mencionada y un recipiente del cultivo celular.

(5) Vacuna para el cancer de la presente invencion

Debido a que el ADN, antigeno de cancer, y péptido de la presente invencién puede inducir linfocitos T citotoxicos
especificos de las células cancerosas, se prevé que ellos se pueden usar como agentes terapéuticos y/o preventivos
para los canceres. Por ejemplo, la bacteria BCG transformada por el ADN recombinante obtenida por la
incorporacion del ADN de la presente invencion en un vector adecuado o virus tales como virus vaccinia en el
genoma del cual se ha incorporado el ADN de la presente invencién, se puede usar efectivamente como vacuna de
virus vivo para tratar y/o prevenir los canceres humanos. La dosis y el procedimiento de administracion de la vacuna
para el cancer son los mismos que los de la vacunacion ordinaria o vacuna BCG.

A saber, el ADN de la presente invencién (como tal, o en forma de ADN plasmido que se incorpora en un vector de
expresion), y el virus recombinante o la bacteria recombinante que contienen el ADN anterior se administran como
una vacuna para el cancer a mamiferos que incluyen un ser humano, directamente o en un estado en que se
dispersan en un adyuvante. Asimismo, el péptido de la presente invencion se puede administrar a estas como una
vacuna para el cancer, en un estado dispersado en un adyuvante.

Los ejemplos de un adyuvante usados en la presente invencion pueden incluir Adyuvante de Freund incompleto,
BCG, dimicolato de trehalosa (TDM), lipopolisacarido (LPS), adyuvante de alumbre, y adyuvante de silice. Desde el
punto de vista de la capacidad de inducir anticuerpos, se usa preferentemente el adyuvante de Freund incompleto
(FIA).

(6)Sonda para diagnosticar canceres, agente para diagnosticar canceres, y agente preventivo y/o terapéutico contra
los canceres

El ADN de la presente invencion se puede usar como una sonda de diagndstico, en que se extraen los ADN de
diversos tipos y posteriormente se examina la homologia entre ellos. Mas aun, esta sonda el anticuerpo descrito
anteriormente también se puede usar como un agente para diagnosticar canceres.

Es decir, una sonda se puede preparar para diagnosticar canceres, que comprende el total o una parte de la cadena
antisentido de ADN o ARN que codifica el péptido de la presente invencion. Se puede preparar un agente para
diagnosticar canceres, que comprende la sonda descrita anteriormente para diagnosticar canceres o un anticuerpo
que reacciona con el péptido de la presente invencién. La sonda para diagnosticar canceres es preferentemente el
total o una parte de la cadena antisentido de ADN (cADN) o ARN (ARNCc) que codifica el péptido de la presente
invencion, que preferentemente tiene una longitud demasiado larga como sonda (al menos 20 bases). Por ejemplo,
el ARNm del péptido (antigeno de cancer) de la presente invencion obtenida de un analito se detecta por medio de
la cadena antisentido descrita anteriormente, de este modo permite el diagnéstico de los canceres. Los ejemplos de
un analito usado para la deteccion puede incluir el ADN gendmico que se puede obtener por la biopsia de las células
de un sujeto, tal como sangre, orina, saliva, o tejidos; ARN y ADNc, pero los ejemplos no se limitan a estos. Cuando
se usa tal analito, también pueden usar los amplificados por PCR y similares.

El tipo de cancer no esta particularmente limitado en la presente memoria descriptiva. Los ejemplos especificos de
cancer pueden incluir cancer pancreatico, cancer de colon, tumor cerebral, melanoma maligno, leucemia mielocitica
cronica, leucemia mielocitica aguda, linfoma, cancer esofagico, cancer renal, cancer prostatico, cancer de pulmén,
cancer de mamas, cancer de estdmago, cancer hepatico, cancer de vesicula, cancer testicular, cancer uterino,
cancer ovarico, cancer tiroideo, cancer de vejiga, y sarcoma.

La respuesta inmune de un paciente de cancer a las células cancerosas es inesperadamente activa y se halla que
se generan anticuerpos IgG en varios tipos de proteinas. Como se describié posteriormente en los ejemplos, la
proteina del antigeno hsp105a esta altamente expresada especificamente en el cancer pancreatico, cancer de
colon, cancer de mamas, cancer esofagico, linfoma maligno, feocromocitoma, cancer de tiroides, cancer de vejiga y
seminoma.

El péptido de la presente invencion puede inducir linfocitos T citotdxicos especificos de la célula cancerosa como los
epitopos de las células T. En consecuencia, es Util como agente preventivo y/o terapéutico usado para los canceres
humanos. Ademas, el anticuerpo preparado es también efectivo como un agente preventivo y/o terapéutico usado
para los canceres humanos, a condiciéon de que pueda inhibir la actividad del péptido de la presente invenciéon que
es un antigeno de cancer. Como uso practico, el péptido de la presente invencidon se puede administrar
directamente, o en conjunto con un portador y/o diluyente farmacéuticamente aceptable, o también en conjunto con
los agentes auxiliares mencionados mas adelante, segun sea necesario, de modo de crear una inyeccién. Por otra
parte, también se puede administrar por absorcion percutanea por medio de la mucosa de acuerdo con un
procedimiento tal como pulverizacion. El término "portador” que se usa en la presente significa, por ejemplo,
albumina sérica humana. Los ejemplos de un diluyente pueden incluir PBS y agua destilada.
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Como dosificacién, el antigeno de cancer o péptido de la presente invencion se puede administran dentro de un
intervalo entre 0,01 mg y 100 mg por una vez por adulto. Sin embargo, una dosis no se limita a al intervalo anterior.
Asimismo, la forma de dosis no esta particularmente limitada. También se puede usar un producto liofilizado, o
granulos producidos por la adicién de un excipiente tal como azucar al antigeno de cancer, péptido, o anticuerpo de
la presente invencion.

Los ejemplos de un agente auxiliar que se puede afadir al agente de la presente invencién para aumentar la
actividad de inducir los linfocitos T citotoxicos pueden incluir componentes fungicos de la bacteria BCG o similares,
ISCOM descrito en Nature, vol. 344, p. 873 (1990), QS-21 de saponinas descrito en J. Immunol, vol. 148, p.1438
(1992), liposoma, e hidréxido de aluminio. Ademas, también pueden usar activadores inmunoldgicos tales como
lentinano, esquizofilano, o Picibanilo como agentes auxiliares. Ademas, también se pueden usar citoquinas que
promueven el crecimiento o diferenciacion de las células T, tales como IL-2, IL-4, IL-12, IL-1, IL-6, o TNF, como
agentes auxiliares.

Ademas, el péptido antigénico descrito anteriormente se afiade a las células recolectadas de un paciente o células
que tienen el mismo haplotipo HLA en un tubo de ensayo, de modo de permitir que las células presenten un
antigeno. A partir de este momento, se administra en el vaso sanguineo del paciente, de modo que los linfocitos T
citotoxicos pueden ser inducidos efectivamente en el organismo del paciente. Mas aun, el péptido descrito
anteriormente se afiade a los linfocitos de sangre periférica de un paciente, y posteriormente se cultiva en un tubo de
ensayo, de modo que se pueden inducir los linfocitos T citotdxicos en el tubo de ensayo y después retornar a los
vasos sanguineos del paciente. Tal tratamiento que involucra una transferencia celular ya se ha realizado como
tratamiento de cancer y en consecuencia, es bien conocido por los expertos en la técnica.

En la inmunoterapia antitumoral especifica se requiere que un antigeno diana sea un antigeno reconocido por los
linfocitos T citotdxicos (células T citoliticas/CTL). El antigeno de la presente invenciéon ha aumentado la actividad
estimulante de las células T citoliticas in vitro sobre HLA-A24 ampliamente hallado en los japoneses, o en HLA-A2
ampliamente hallado en todo el mundo. En consecuencia, la inyeccion del antigeno de la presente invencién en un
organismo induce la activacion de CTL, y como resultado, se puede prever la obtenciéon de efectos antitumorales.
Ademas, cuando los linfocitos se estimulan con el antigeno de la presente invencion in vitro, se inducen las células T
activadas. Las células T activadas de este modo se inyectan en un area afectada. En consecuencia, este
procedimiento se puede usar efectivamente como una inmunoterapia adoptiva.

Ejemplos

El antigeno de la presente invencion, su procedimiento de produccién y sus efectos se describiran en los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 1
Recoleccién de suero

El suero se recolecté de un paciente con cancer pancreatico. El suero recolectado se conservé a -80°C. A partir de
esta muestra de suero, se eliminaron un anticuerpo que reacciona con Escherichia coli y el fago A por medio de una
columna que se llené con materia disuelta de Escherichia coli y fago y sefarosa 4B. A partir de este momento, el
suero resultante se diluy6 100 a 800 veces y posteriormente se uso.

Biblioteca de ADNc y produccion de proteina

Una biblioteca de ADNc de fago producida por la insercion de ADNc de una linea celular de cancer pancreatico
CFPAC-1 en un vector de expresién AZAP se adquirié en Stratagene, La Jolla, CA. Escherichia coli se infect6 con
esta biblioteca de ADNc de fago A y posteriormente se cultivd en un medio de placa NZY a 42°C durante 6 horas, de
modo de producir placas. A partir de este momento, la placa se cubrié con una membrana de nitrocelulosa en la que
se ha infiltrado isopropil B-D-tiogalactésido (IPTG) a 37°C durante 3 horas, de modo de producir una proteina
codificada por el ADNc que se ha incorporado en el fago A en las placas.

Inmunoseleccion

La proteina producida por el procedimiento mencionado anteriormente se transfirio en una membrana de
nitrocelulosa. Después del bloqueo, la nitrocelulosa se lavo, y después se dejo reaccionar con el suero descrito
anteriormente a 4°C durante 15 horas. Después de lavar, se us6 un anticuerpo IgG anti-humano de ratén marcado
con peroxidasa de rabano (HRP) como anticuerpo secundario, y se dejé reaccionar con la membrana. Después del
lavado, se detectd la quimioluminiscencia en una pelicula de rayos X, y se comparé con la placa en una fotografia,
de modo que se eligieron las placas positivas junto son las placas negativas periféricas. Las placas correspondientes
a los sitios positivos en una reaccion de color se recolectaron de una placa de agarosa NZY de 15 cm. Las placas
recolectadas posteriormente se disolvieron en una solucién buffer SM (100 mM de NaCl, 10 mM de MgSO4, 50 mM
de Tris-HCI, y 0,01% de gelatina; pH 7,5). Las placas de positivas a la reacciéon de color se sometieron a una
segunda seleccion y una tercera seleccién por el mismo procedimiento anterior, hasta que fueron una colonia Unica,
de este modo se obtiene un clon de fago unico con el cual reacciona un anticuerpo IgG en el suero. Por el
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procedimiento descripto anteriormente, se aislaron 63 clones positivos del ADNc derivado de la linea celular de
cancer pancreatico.

Busqueda de homologia del gen del antigeno aislado

El ADN inserto se amplificd por el procedimiento de PCR, y se us6 para el analisis posterior. El producto de PCR
obtenido se secuencié por medio del kit de secuenciacion de ADN Big Dye (PE Biosystems, CA), para determinar
una secuencia de nucleétidos de este. Por medio del programa de busqueda de homologia BLAST (Herramienta de
busqueda de alineamiento local basico), se compararon cada una de las secuencias de nucleétidos asi
determinadas de 63 tipos de genes con la informacion génica registrada en el banco de datos de NCBI

hsp105

Como resultado, se hallaron 18 clones positivos que se muestran en la Tabla 1. Uno de los clones positivos fue
hsp105.

TABLA 1

Genes aislados por SEREX de una linea celular de adenocarcinoma ductal pancreatico

Nombre del gen  Gen/identidad de secuencia Busqueda de base de datos SEREX®
KM-PA-1 apg-2 (familia de proteina de choque térmico 110) NGO-St-81, NY-CO-40, NY-CO-32
KM-PA-2 EST (KIAA0124) -

KM-PA-3 B-actina -

KM-PA-4 Proteina tipo coactosina (CLP) -

KM-PA-5 HALPHA44 (alfa-tubulina) -

KM-PA-6 desconocido -

KM-PA-7 Quinasa tipo CDC (CLK3) -

KM-PA-8 citoqueratina 18 -

KM-PA-9 Proteina de unién poliA -

KM-PA-10 acil-CoA-deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD) -

KM-PA-11 desconocido -

KM-PA-12 Cadena pesada de HLA-Cw (MHC Clase 1) LONY-BR-26

KM-PA-13 desconocido -

KM-PA-14 Proteina CGI 55 -

KM-PA-15 Factor inhibidor de la glicosilacion(GIF) Mz19-16a, Hom-HD1-21
KM-PA-16 desconocido NGO-St-95, NGO-St-103
KM-PA-17 Proteina A de union al ADN (dbpA) -

KM-PA-18 proteina de choque térmico 105 (KIAA0201) NY-CO-25

 El guion significa sin homologia fuerte

Confirmacion de la expresion de hsp105

La presencia o ausencia de la expresion de una proteina de hsp105 se analizé por inmunohistoquimica en varios
tipos de tejidos de céncer y en tejidos normales. Como resultado, se hallé que hp105 se expresa en tejidos de
cancer pancreatico en tejidos de cancer de colon, como se muestra en las Figuras 1y 2.
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Ejemplo 2
<Péptido que constituye hsp105>

Un motivo de unién para HLA-A24, para el cual el 60% de las personas japonesas son positivas, es casi idéntico a
un motivo, se une el Kd del ratén BALB/c. Un péptido es compartido por hsp105 humano y hsp105 de ratén y se
predice que se une a ambos HLA-A24 y Kd se selecciona de la secuencia de hsp105, por medio de la prediccion de
union del péptido HLA (hriv:// bimas/dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/). Se sintetizaron nueve tipos de péptidos que
consisten en 9 o 10 amino&cidos por el procedimiento de Fmoc/PyBOP. Las secuencias de los péptidos y los valores

de union estimados para Kd se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Péptidos derivados de hsp105

Péptidos derivados de hsp105

No. Posicion Secuencia Puntuacién de unién
1 hsp105180-188 NYGIYKQDL 2400
2 hsp105 214-223 AFNKGKLKVL 960
3 hsp105 251-260 KYKLDAKSKI 2880
4 hsp105 305-313 QFEELCAEL 1382
5 hsp105 433-442 TFLRRGPFEL 1920
6 hsp105 570-579 MYIETEGKMI 4800
7 hsp105 597-606 ECVYEFRDKL 80
8 hsp105 682-690 HYAKIAADF 60
9 hsp105 696-705 KYNHIDESEM 432

Ejemplo 3
Vacuna de ADN

El ADN del plasmido producido por la incorporaciéon del ADNc de hsp105 de ratdn en un vector de expresion
pCAGGS se ajust6 a una concentracion adecuada. Posteriormente se usé como vacuna para la siguiente prueba de
evaluacién de rendimiento. Con respecto a esta vacuna de ADN hsp105 de ratén-pCAGGS, se cultivé Escherichia
coli y a partir de este momento, se extrajo el plasmido ADN de Escherichia coli y se purificd, de modo de producir la
vacuna en gran escala.

Efectos anticancer de la vacuna del péptido y la vacuna de ADN

Las siguientes muestras se inyectaron en el musculo de cada raton BALB/c: (1) una solucion salina normal, (2) solo
un vector, (3) un vector de ADNc de hsp105, (4) solo un adyuvante, (5) un adyuvante + un péptido. A partir de este
momento, a linea celular de cancer de colon Colon-26 derivada de un ratdn singeneico, que expresa altamente
hsp105, se trasplantd en forma subcutanea en el lomo del ratén. A partir de este momento, se evalué el desarrollo
del cancer en los siguientes puntos: (1) el area de una porcién cancerosa, (2) la proporcién de los ratones en que se
desarroll6 el cancer, y (3) la proporcion de los ratones sobrevivientes. Los resultados se muestran en las Figuras 3A,
3B,y 3C.

Como se muestra en las Figuras 3A, 3B, y 3C, cuando se trasplantaron 3 x 10* células de Colon-26, hasta 13 dias
después de la inmunizacion, se desarrollé un tumor en los 5 ratones inmunizados con solucién salina normal y en los
5 ratones inmunizados solo con pCAGGS. A la inversa, en el caso de los 5 ratones inmunizados con la vacuna
hsp105-ADN, se desarroll6 un tumor en un ratén 20 dias después de la inmunizacién y en otro ratén 24 dias
después de la inmunizacién. Sin embargo, los 3 ratones restantes rechazaron completamente el desarrollo de un
tumor. En el caso del grupo de administracién con adyuvante, desarrollé un tumor en los 5 ratones hasta 24 dias
después de la inmunizacion. Se observo una diferencia significativa entre los grupos de administracion con la
vacuna de ADN, vacuna de péptido y adyuvante, y los grupos de administracién con solucién salina normal y vector
(Figura 3B). Los mismos resultados se obtuvieron con respecto al area de tumor promedio (Figura 3A).

A partir de estos resultados, es evidente que la vacuna de péptido y la vacuna de ADN tienen efectos como agentes
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anticancer. En consideracion de una curva de supervivencia, 2 de los 5 ratones aun sobrevivieron 45 dias después
de la inmunizacién en los grupos de administracion de solucién salina normal, vector y adyuvante. Ademas, los 5
ratones sobrevivieron en el grupo de administracion de la vacuna de ADN. EIl grupo de la vacuna de ADN presento
diferencias significativas de los otros 4 grupos. El grupo de la vacuna de péptido presentd un periodo de
supervivencia significativamente mas prolongado que los grupos de administraciéon de solucién salina normal, vector
y adyuvante (Figura 3C). Por otra parte, los ratones que rechazaron el desarrollo de un tumor se observaron
patolégicamente y se confirmé que no hubo dafio en los érganos normales y que una gran cantidad de células
inflamatorias se filtraron en los sitios que rechazaron el desarrollo de un tumor.

Determinacion del péptido del epitopo CTL de hsp105

A fin de identificar un péptido del epitopo CTL, se recuperaron células pancreaticas de los ratones, en las que ha
actuado la vacuna de ADN-vacuna de péptido. Las células recuperadas se estimularon una vez con los 9 tipos de
péptidos mostrados en la Tabla 2, y se analizé la actividad citotoxica de Colon-26 por el ensayo de liberacion de
51Cr. Como resultado, se hallo que entre los 9 tipos de péptidos descritos anteriormente, los siguientes 5 tipos de
péptidos 1, 2, 3, 4, y 5 son utiles (Figura 4).

B1Asn-Tyr-Gly-lle-Tyr-Lys-GIn-Asp-Leu (1)
Ala-Phe-Asn-Lys-Gly-Lys-Leu-Lys-Val-Leu (2)
Lys-Tyr-Lys-Leu-Asp-Ala-Lys-Ser-Lys-lle (3)
GIn-Phe-Glu-Glu-Leu-Cys-Ala-Glu-Leu (4)
Met-Tyr-lle-Glu-Thr-Glu-Gly-Lys-Met-lle (5)
Agente para diagnosticar canceres

Por medio del anticuerpo hsp105, se puede realizar el diagndstico patolégico de los siguientes canceres: cancer
pancreatico, cancer de colon, tumor cerebral, melanoma maligno, leucemia mielocitica cronica, leucemia mielocitica
aguda, linfoma, cancer esofagico, cancer renal, cancer prostatico, cancer de pulmoén, cancer de mamas, cancer de
estdbmago, cancer hepatico, cancer de vesicula, cancer testicular, cancer uterino, cancer ovarico, cancer tiroideo,
cancer de vejiga, y sarcoma.

Agente terapéutico del cancer CTL

En el caso de los ratones, se clarificd que las células T citoliticas que reconocen hsp105 y/o un péptido constituye la
hsp105 como un antigeno no alteran las células normales y tienen actividad citotdxica solo en cancer de colon de
raton. En consecuencia, existe una posibilidad de que los CTL se puedan usar como un agente terapéutico o
preventivo de cancer con pocos efectos secundarios en los canceres pancreaticos y de colon humanos en los que
hsp105 se expresa en forma elevada.

Ejemplo 4: Identificacion del péptido del epitopo de los CTL de HLA-A24 de hsp105 en los seres humanos

A fin de determinar el péptido del epitopo de los CTL de HLA-A24 de la hsp105 en seres humanos, los linfocitos de
sangre periférica recolectados de dos pacientes con cancer de color con HLA-A24 se estimularon 4 veces con 9
tipos de péptidos mostrados en la Tabla 3. A partir de este momento, se analiz6 la actividad citotoxica en una linea
celular de cancer de colon humano sw620, que expresa altamente hsp105 y también expresa HLA-A24, por el
ensayo de liberacién de 51Cr.

En forma especifica, los monocitos se separaron de la sangre periférica. Se cultivaron dos millones de monocitos por
pocillo en una placa de 24 pocillos en 2 ml de solucion de cultivo que contiene 10% de autosuero, IL-2 (100 IU/ml), y
10 uM de cada péptido durante 1 semana. A partir de este momento, cada semana, el producto del cultivo anterior
se estimulé con 200.000 células dendriticas (DC), que han sido inducidas durante 1 semana, pulsadas con 10 mM
del péptido anterior y se expusieron a los rayos radiactivos, en forma repetida 3 veces. Seis dias después, se analizé
su actividad citotoxica. En la presente, se cultivaron dos millones de monocitos en presencia de GM-CSF (100 ng/ml)
e IL-4 (100 U/ml) durante 5 dias, y posteriormente se afiadid TNF-a (20 ng/ml), seguido por el cultivo durante 2 dias.
El producto del cultivo obtenido se usé como DC.

Los CTL que alteran las células C1RA2402 estimuladas con el péptido anterior mas que las que no se estimularon
con el péptido anterior se definieron como positivos para el péptido especifico. Los resultados se muestran en la
Tabla 3. Las figuras en negrita de la Tabla 3 indican que se pueden inducir los CTL que son especificos para el
péptido y tienen citotoxicidad para las células cancerosas.
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Ejemplo 5: Identificacion del péptido del epitopo de CTL de HLA-A2 de hsp105 en seres humnos

A fin de determinar el péptido del epitopo de los CTL de HLA- A2 de hsp105 en seres humanos, los linfocitos de
sangre periférica de un paciente con cancer de colon con HLA-A2 y los de un sujeto sano con HLA-2 se estimularon
4 veces con 30 tipos de péptidos que se muestran en la Tabla 4. A partir de este momento, se analizé la actividad
citotoxica sobre una linea celular de cancer de colon humano sw620, que expresa altamente hsp105 y también
expresa HLA-A2. Los procedimientos experimentales especificos fueron los mismos que en el Ejemplo 4.

Ademas, las células sw620, cuyo nivel de expresién de hsp105 fue reducido por ARNi, se definieron como las
células sw620 hsp105-ARNi. Si los CTL no alteraron las células sw620 hsp105-ARNi, por lo tanto se consideré que
tenian actividad citotoxica especifica para hsp105. Ademas, los CTL que alteran las células sw620 hsp105-ARNi
estimuladas con el péptido anterior mas que las que no estimularon con el péptido anterior se definieron como
positivas especificas del péptido. Los resultados se muestran en la Tabla 4. Las cifras en negrita de la Tabla 4
indican que se pueden inducir los CTL que son especificos para el péptido y tienen citotoxicidad para las células
cancerosas

Tabla 4: Péptidos que pueden inducir las células T citoliticas especificos del péptido ycitotoxicas para las células
cancerosas por la estimulacion de los linfocitos de sangre periférica humana de HLA-A2

Cada CTL inducido por péptido Cada CTL inducido por péptido
de Pt1 (HLA-A0207/3301) de HD 1 (HLA-A0201/0207)

% de lisis para % de lisis para

sw620 sw620  sw620 sw620 sw620 sw620

Péptido  Posicion Secuencia Puntuacion (HLA- hsp105- hsp105- (HLA- hsp105  hsp105-R
derivado deunibna A0201) RNAI RNAI A0201) RNAI NAI

de hsp105 HLA-A0201 péptido péptido

10puM 10puM

A2-1 06-94 NLSYDLVPL 49 5 68 56 - - -
A2-2 103-111  VMYMGEEHL 41 20 41 36 - - -
A2-3 105-114 YMGEEHLFSV 12637 5 0 0 - - -
A2-4 120-120 MLLTKLKET 107 0 0 1 6 35 3
A2-5 141-149 VISVPSFFT 55 4 0 5 - - -
A2-6 155-163 SVLCAAQIV 37 5 7 18 4 0 13
A2-7 169-177 RLMNDMTAV 591 4 0 8 2 29 32
A2-8 190-199 SLDEKPRIVV 46 30 18 0 29 9 40
A2-9 202-210 DMGHSAFQV 21 26 0 3 - - -
A2-10 222-231 VLGTAFDPFL 759 0 29 20 2 0 0
A2-11 265-273 RLYQECEKL 33 18 0 28 15 0 17
A2-12 275-284 KLMSSNSTDL 276 10 1 13 10 28 58
A2-13 276-284 LMSSNSTDL 26 11 0 21 11 0 14
A2-14 300-309 KMNRSQFEEL 50 11 0 0 44 61 9
A2-15 304-313 SQFEELCAEL 32 12 0 4 21 0 9
A2-16 313-321 LLQKIEVPL 36 10 21 8 - - -
A2-17 323-332 SLLEQTHLKV 1055 1 76 34 32 0 0
A2-10 381-389 AILSPAFKV 205 50 0 0 22 28 9
A2-19 434-422 FLRRGPFEL 43 8 39 3 - - -
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(continuacién)

Cada CTL inducido por péptido Cada CTL inducido por péptido
de Pt1 (HLA-A0207/3301) de HD 1 (HLA-A0201/0207)

% de lisis para % de lisis para

sw620 sw620 sw620 sw620 sw620 sw620

Péptido  Posicion Secuencia Puntuacion (HLA- hsp105- hsp105- (HLA- hsp105  hsp105-R
derivado de unibna A0201) RNAI RNAI A0201)  RNAI NAI

de hsp105 HLA-A0201 péptido péptido

10uM 10uM

A2-20 458-467 KIGRFVVQNV 76 24 0 9 32 9 4
A2-21 601-610 NLVWQLGKDL 21 7 0 4 5 0 4
A2-22 602-610 LVWQLGKDL 26 19 0 3 - - -
A2-23 641-649 YVYEFRDKL 210 26 2 13 0 9 23
A2-24 848-657 KLCGPYEKFI 200 9 0 0 42 0 9
A2-25 668-676 LLTETEDWL 401 32 0 27 23 42 27
A2-26 675-684 WLYEEGEDQA 146 18 0 41 11 21 3
A2-27 694-702 ELMKIGTPV 19 14 0 13 22 0 0
A2-27 694-702 ELMKIGTPV 19 14 0 13 22 0 0
A2-28 714-723 KMFEELGQRL 819 11 2 0 5 0 0
A2-29 757-765 EVMEWMNNYV 15 1 0 0 - - -
A2-30 765-774 VMNAQAKKSL 26 0 0 11 26

Ejemplo 6: Resultados del analisis inmunohistoquimico de hsp105 en tejidos

Se analizé inmunohistoquimicamente la expresion de hsp105 en varios tejidos. En forma especifica, se prepararon
secciones finas con un tamafo de 3 mm a partir de los bloques obtenidos por la inmovilizacién de varios tejidos con
formalina y su inclusién en parafina. A partir de este momento, mediante el uso del kit ABC-PO coloraciéon VECTOR
(IgG de conejo) (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA), estas secciones se sometieron al analisis
inmunohistoquimico por el procedimiento ABC (técnica de peroxidasa inmune del complejo avidina-biotina). Se
adquiri6 Ab HSP105 anti-humano policlonal de conejo (SANTACRUZ, Santa Cruz, CA) y posteriormente se diluy6
200 veces. El producto obtenido se usdé como un anticuerpo primario.

La Figura 5 es una microfotografia que muestra los resultados del analisis inmunohistoquimico anterior. En la Figura
5, los simbolos tienen los siguientes significados. A: cancer de colon, B: cancer de colon en pdlipo del colon, C:
metastasis hepatica del cancer de colon, D: cancer pancreatico, E: insulinoma, F: adenocarcinoma papilar en cancer
de mamas, G: cancer escirro de cancer de mamas, H: cancer esofagico, I: cancer de tiroides, J: linfoma maligno
gaastrico, K: feocromocitoma, L: cancer de vejiga, M: testiculos, y N: seminoma. Tal como evidente a partir de los
resultados que se muestran en la Figura 5, se observé un alto nivel de expresion de hsp105en A, B, C, D, E, F, H, |,
J, K, L, M, y N, es decir, tumores diferentes de G, y también en testiculos.

Ejemplo 7: Actividad antitumoral in vivo de la linea de células T auxiliares positivas a CD4 de raton inducidas por
hsp105

Se recolecto el bazo de un ratén BALB/c y se triturd para separar las células del bazo. Se cultivaron 200.000 células
del bazo por pocillo en una placa plana de 96 pocillos en 200 ul de una solucién de cultivo que contiene IL-2 (100
IU/ml) y 2 pg/ml de proteina de hsp105 recombinante durante 1 semana. A partir de este momento, cada semana, el
producto de cultivo se estimulé repetidamente con 200.000 células del bazo, que se habian pulsado con 2 ug/ml de
proteina de hsp105 recombinante y posteriormente se expusieron a los rayos radiactivos, de modo de establecer
multiples lineas de células T auxiliares positivas a CD4 (Th). La expresiéon de CD4 y CD8 en la superficie de las
células se confirmé por la realizacion de la tincion inmunofluorescente con el anticuerpo monoclonal CD4-FITC de
raton, CD8-FITC (IMMUNOTECH, Marseille, Francia), y posteriormente se analiz6 con FACS (Figura 6A). Se
examino por el ingreso de [3H] timidina, reaccione o no especificamente Th con la proteina hsp105 y se cultive. En
forma especifica, se colocaron 150.000 células del bazo en cada pocillo de una placa plana de 96 pocillos, y varios
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pocillos se pulsaron con la proteina hsp105 toda la noche, y los otros pocillos no se pulsaron con esta. A ambos
tipos de pocillos, se afiadieron 30.000 células Th, seguido por la reaccién durante 72 horas (se afiadié 1 uCi de [3H]
timidina a cada pocillo durante las ultimas 16 horas). A partir de este momento, se midié el ingreso de [3H] timidina
con un contador de centelleo liquido. Las células Th reaccionaron especificamente con la proteina hsp105 y
crecieron (Figura 6B). Por otra parte, 24 horas después de la adicion de Th, se guard6 el sobrenadante. En
consecuencia, se midieron IFN-y e IL-4 secretadas de Th como resultado de la reaccion con ELISA Ready-SET-Gol
con IFN-y de raton, IL-4 (eBioscience). La Th fue del tipo Th1, que genera una gran cantidad de IFN-y como
resultado de la reaccion especifica con la proteina hsp105 (Figura 6C). Se implant6 en forma subcutanea Colon-26
en el lomo de un ratén BALB/c para formar un tumor con un tamafo de 3 mm. A partir de este momento, la Th
anterior se inyectd en el sitio local, seguido por la observaciéon de la progresion. Como resultado, después de tal
tratamiento, el crecimiento del tumor Colon-26 se retardé claramente (Figura 6D).

A partir de los resultados descritos anteriormente, se hallé que la linea de células T auxiliares positivas a CD4 de
raton BALB/c inducido por la proteina hsp105 crece especificamente en la proteina hsp105 y que retarda el
crecimiento de la masa tumoral de la linea celular de cancer de colon Colon-26 que expresa altamente la hsp105.

Ejemplo 8: Linea de células T auxiliares positivas a CD4 de pacientes con cancer de colon inducida por hsp105

Los monocitos se separaron de la sangre periférica. Se cultivaron 200.000 monocitos por pocillo en una placa plana
de 96 pocillos en 200 pl de una solucion de cultivo que contiene IL-2 (100 1U/ml) y 2 pg/ml de proteina de hsp105
recombinante durante 1 semana. A partir de este momento, cada semana, el producto de cultivo se estimuld
repetidamente con 200.000 monocitos, que se habian pulsado con 2 ug/ml de proteina de hsp105 recombinante y
posteriormente se expusieron a los rayos radiactivos, de modo de establecer multiples lineas de células T auxiliares
positivas a CD4 (Th). La expresion de CD4 y CD8 en la superficie de las células se confirmé por la realizacion de la
tincion inmunofluorescente por medio del uso CD4 anti-humana Pharmingen, CD8-FITC y posteriormente se analizé
con FACS. Se examin6 de la misma manera que en el Ejemplo 7, reaccione o no especificamente Th con la proteina
hsp105 y se cultive. Las células Th reaccionaron especificamente con la proteina hsp105 y crecieron (Figura 7A).
Ademas, de la misma manera que en el Ejemplo 7, se midieron IFN-y e |IL-4 secretadas de Th como resultado de la
reaccion mediante el kit de ELISA US IFN-y humana, IL-4 (BIOSOURCE, Camarillo, CA). La Th fue del tipo Th1, que
genera una gran cantidad de IFN-y como resultado de la reaccién especifica con la proteina hsp105 (Figura 7B). En
general, se ha sabido que Th1 actia de forma favorable para la induccién de los CTL y la inmunidad antitumoral. Se
hallé que tal Th1 también se puede inducir en los seres humanos por la estimulacion de los linfocitos de sangre
periférica con la proteina hsp105.

Ejemplo 9: Actividad antitumoral in vivo de los linfocitos T citotdxicos estimulados con el péptido hsp105

Se examino si los linfocitos T citotoxicos (CTL) de ratén BALB/c inducidos por un péptido derivado de hsp105 Asn-
Tyr-Gly-lle-Tyr-Lys-GIn-Asp-Leu (SEQ ID NO: 3) reducen o no una masa tumoral de la linea celular de cancer de
colon Colon-26 que expresa altamente la hsp105. En forma especifica, se implanté en forma subcutanea Colon-26
en el lomo de un raton BALB/c para formar un tumor con un tamafio de 5 mm. A partir de este momento, se
inyectaron CTL en el sitio local. Una semana mas tarde, el ratén se someti6 a examen de anatomia, y el sitio se
observo patolégicamente por tincion con HE. Los resultados se muestran en la Figura 8. Como es evidente a partir
de los resultados mostrados en la Figura 8, el tumor se redujo claramente por la administracion de los CTL inducidos
por el péptido derivado de hsp105.

Asimismo, se examinod si los linfocitos T citotoxicos (CTL) de un paciente con cancer de colon inducidos por un
péptido derivado de hsp105 Lys-Leu-Met-Ser-Ser-Asn-Ser-Thr-Asp-Leu (SEQ ID NO: 14) reducen o no una masa
tumoral de la linea celular de cancer de colon sw620 que expresa altamente la hsp105. En forma especifica se
implanté en forma subcutanea sw620 en el lomo de un ratéon desnudo para formar un tumor con un tamafio de 5
mm, y a partir de este momento, se inyectaron los CTL en el sitio local.

Una semana mas tarde después de la inyeccion de los CTL, el tumor se redujo. Dos semanas después del
tratamiento, el ratéon se sometié a examen de anatomia, y el sitio se observé patolégicamente por tincién con HE.
Los resultados se muestran en la Figura 9. Como es evidente a partir de los resultados mostrados en la Figura 9, el
aumento del tumor se retardé claramente por la administracion de los CTL.

Aplicabilidad industrial

La proteina del antigeno de cancer y el péptido antigénico de la presente invencion, o ADN que codifica la proteina o
péptido de la presente invencién, se pueden usar como una excelente vacuna anticancer que tiene pocos efectos
secundarios tales como auto-lesién. Ademas, un anticuerpo se puede usar como un agente diagnostico. Mas aun,
las células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que contiene estas células, que se
estimulan y activan con el antigeno de la presente invencién, se pueden usar como agentes anticancer.
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<210> 1

<211> 858

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ser Val Val Gly Leu Asp Val Gly Ser Gln
1 5 10

Val Ala Arg Ala Gly Gly Ile Glu Thr Ile Ala
20 25

Arg Cys Thr Pro Ser Val Ile Ser Phe Gly Ser
35 40

Gly Val Ala Ala Lys Asn Gln Gln Ile Thr His
50 . 55

Ser Asn Phe Lys Arg Phe His Gly Arg Ala Phe
Gln Lys Glu Lys Glu Asn Leu Ser Tyr Asp Leu

85 90

Gly Gly Val Gly Ile Lys Val Met Tyr Met Gly

18

Ser

Asn

Lys

Ala

60

Asn

Val

Glu

Cys

Glu

Asn

45

Asn

Asp

Pro

Glu

Tyr

Phe

30

Arg

Asn

Pro

Leu

His

Ile

15

Ser

Thr

Thr

Phe

Lys
95

Leu

Ala

Asp

Ile

Val

Ile

Asn

Phe
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Ser

Ala

Pro

145

Gln

Val

Glu

Gln

Thr

225

Val

Lys

Leu

Glu

Gln
305

Val

Glu

130

Ser

Ile

Ala

Lys

Val

210

Ala

Glu

Ser

Lys

Cys

290

Fhe

Glu

115

Asn

Phe

Val

Leu

Pro

195

Ser

Phe

His

Lys

Lys

275

Phe

Glu

100

Gln

Ser

Phe

Gly

Asn

180

Arg

Ala

Asp

Phe

Ile

260

Leu

Met

Glu

Ile
Leu
Thr
Leu
165
Tyr
Ile
Cys
Pro
Cys
245
Arg
Met

Asn

Leu

Thr

Lys

Asp

150

Asn

Gly

Val

Ala

Phe

230

Ala

Ala

Ser

Asp

Cys
310

ES 2371394 T3

Ala

Lys

135

Ala

Cys

Ile

Val

Phe

215

Leu

Glu

Leu

Ser

Lys

295

Ala

105

Met Leu
120

Pro Val

Glu Arg

Leu Arg

Tyr Lys

185

Phe Val
200

Asn Lys

Gly Gly

Fhe Lys

Leu Arg

265

Asn Ser
280

Asp Val

Glu Leu

19

Leu

Thr

Arg

Leu

170

Gln

Asp

Gly

Lys

Thr

250

Leu

Thr

Ser

Leu

Thr

Asp

Ser

155

Met

Asp

Met

Lys

Asn

235

Lys

Tyr

Asp

Gly

Gln
315

Lys

Cys

140

Val

Asn

Leu

Gly

Leu

220

Phe

Tyr

Gln

Leu

Lys

300

Lys

Leu

125

Val

Leu

Asp

Pro

His

205

Lys

Asp

Lys

Glu

Pro

285

Met

Ile

110

Lys

Ile

Asp

Met

Ser

150

Ser

Val

Glu

Leu

Cys

270

Leu

Asn

Glu

Glu

Ser

Ala

Thr

175

Leu

Ala

Leu

Lys

Asp

255

Glu

Asn

Arg

Val

Thr
Val
Ala
160
Ala
Asp
Phe
Gly
Leul
240
Ala
Lys
Ile

Ser

Pro
320
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Leu

Ala

Arg

Asp

Pro

385

Pro

His

Thr

Pro

Gln

465

Lys

Met

Asp

Tyr
val
Ile
Glu
370
Ala
Ile
Glu
Phe
Gln
450
Asn
Val

Val

Met

Ser

Glu

Ala

355

Ala

Phe

Ser

Val

Leu

435

Gly

Val

Glu

Glu
515

Leu

Ile
340

Lys

Val

Lys

Leu

Fhe

420

Arg

Val

Ser

Val

Lys

500

Cys

Leu

325

val

Phe

Ala

Val

Ile

405

Ser

Arg

Pro

Ala

Asn

Glu

Gly

Fhe

Arg

Arg

390

Trp

Arg

Gly

Tvyr

Gln

470

Thr

485

Val

Leu

Pro

Asn

ES 2371394 T3

Gln

Gly

Gly

Gly

375

Glu

Asn

Asn

Pro

Pro

455

Lys

His

Thr

Gln

Thr His

Ala Thr
345

Lys Asp
360

Cys Ala

Phe Ser

His Asp

His Ala

425

Phe Glu
440

Glu Ala

Asp Gly

Gly Ile

Glu Glu

505

Arg Pro
520

20

Leu
330

Arg

Ile

Leu

Val

Ser

410

Ala

Leu

Lys

Glua

Fhe

490

Asn

Pro

Lys

Ile

Ser

Gln

Thr

395

Glu

Fro

Glu

Ile

Lys

475

Thr

Glu

Glu

Val

Pro

Thr

Cys

380

Asp

Asp

Phe

Ala

Gly

460

Ser

Ile

Met

Asn

Glu

Ala

Thr

365

Ala

Ala

Thr

Ser

FPhe

445

Arg

Arg

Ser

Ser

Pro
525

Asp

Val

350

Leu

Ile

Val

Glu

Lys

430

Tyr

Phe

val

Thr

Ser

510

Asp

Val
335

Lys

Asn

Leu

Pro

Gly

415

Val

Ser

Val

Lys

Ala

495

Glu

Thr

Ser

Glu
Ala
Ser
Fhe
400
Val
Leu
Asp
Val
Val
480
Ser
Ala

Asp
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Lys
Gln
545
Thr
Lys
Asn
Asp
Asp
625
Tyr
Ile
Glu
Val
Arg

705

Gln

Asn

530

Thr

Ser

Val

Val

Leu

610

Lys

Val

Cys

Asp

Asp

690

Phe

Arg

Val
Asp
Glu
Asp
Glu
595
Leu
Leu
Tyr
Glu
Trp
675
Lys
Gln

Leu

Gln
Ala
Glu
Gln
580
Leu
Asn
Glu
Glu
Gln
660
Leu
Leu

Glu

Gln

Gln

Gln

Asn

565

Pro

Pro

Met

Lys

Fhe

645

Asp

Tyr

Glu

Ala

His
7125

Asp

Gln
550

Lys

Pro

Ile

Tyr

Glu
630

Arg

His

Glu

G.lu

Glu

710

Tyr

ES 2371394 T3

Asn

535

Thr

Ile

Glu

Glu

Ile

615

Arg

Asp

Gln

Glu

Leu

695

Glu

Ala

Ser

Ser

Pro

Ala

Ala

600

Glu

Asn

Lys

Asn

Gly

680

Met

Lys

21

Glu

Gln

Asp

Lys

585

Asn

Thr

Asp

Leu

Fhe

665

Glu

Lys

Pro

Ile

Ala

Ser

Ala

570

Lys

Leu

Glu

Ala

Cys

650

Leu

Asp

Ile

Lys

Ala
730

Gly

Pro
555

Asp

Pro

Val

Gly

Lys

635

Gly

Arg

Gln

Gly

Met

715

Ala

Thr

540

Pro

Lys

Lys

Trp

Lys

620

Asn

Pro

Leu

Ala

Thr

700

Phe

Asp

Gln

Ser

Ala

Ile

Gln

605

Met

Ala

Tyr

Leu

Lys

685

Pro

Glu

Fhe

Pro
Pro
Asn
Lys
590
Leu
Ile
Val
Glu
Thr
670
Gln
Val

Glu

Arg

Gln

Glu

Glu

575

Val

Gly

Met

Glu

Lys

655

Glu

Ala

Lys

Leu

Asn
135

Val

Leu
560

Lys

Val

Lys

Gln

Glu

640

Phe

Thr

Tyr

Val

Gly

720

Lys
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Asp
Lys
Gln
Ile
785
Thr
Asn

Asn

Glu

<210> 2

Glu

Ser

ala

770

Lys

Gln

Phe

Lys
850

<211> 3611

35

Lys

Val
755

Lys

Thr

Pro

Pro

Gly

835

Asn

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

gaggaagtgg gacctcccct
60

gcggcagagt gaggcaggca

120

ttctceccagg gtttcttate

180

acaggccgceg gctgtetgtg

240

ccggagcaga acgcggccag

300

Tyr

740

Asn

Lys

Lys

Lys

Ash

820

Ala

Ser

Asn
Glu
Ser
Ile
Pro
BO5
Ile

Glu

Val

ES 2371394 T3

His Ile

Val Met

Leu Asp

175

Lys Glu

130

Lys Ile

Asp Lys
Pro

Pro

Met
855

Asn

tttgggtcgg
aéccgaggtg
agccagccgce
tgtccttctg

ggcagaaagc

Glu
745

Asp

Glu
760

Trp
Gln Asp
Asn

Leu

Glu Ser

Ser

Met

Pro

Asn

Pro

Glu Met

Asn Asn

Val
780

Val

Thr
T35

Cys

Lys Leu

810

Glu
B25

Lys

His Gln

840

Asp Leu

tagttcagcg

cggagcgacc

cgctgtecce

agtgtcagag

ggcggcagga

22

Glu

Asn

Asp Leu

Gly Glu

Arg

Lys Lys

150

Val
765

Met

Ala

Glu Pro

Glu Arg

Glu
830

Cys Tyr

-B45

Asp

ccggcgcecgg

tgcggaggct

gggggagtag

gaacggccag

gaagcaggca

tgtgcgagcc
gagccccgcet
gaggctcctg
acccggcggg

gggggccegga

Val

Asn

Gln

Val

Thr

815

Asp Lys

Pro

Glu

Ala

Glu

Val

800

Pro

Asn

Asn
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ggacgcagac
360

ttggacgtgg
420

atcgccaatg
480

agaacaatcg
540

aacttcaaaa
600

aacttgagtt
660

atgggtgaag
720

aaggaaactg
780

tccttecttta
840

aactgtttaa
300

caggatctcc
960

tcagctttte
1020

gcttttgate
1080

gcagaattta
1140

ctgtatcagg
1200

ctgaatatcg
1260

tttgaagaac
1320

gaacaaactc
1380

cgagacccga
gctcgcagag
agttcagcga
gagttgcagc
gatttcatgg
acgatttggt
aacatctatt
ctgaaaacag
cagatgctga
gacttatgaa
caagcctgga
aagtgtctgﬁ
ctttcttagg
aaactaagta
aatgtgaaaa
aatgctttat
tctgtgctga

atctcaaagt

ES 2371394 T3

ggcggaggcyg
ctgctacatc
ccggtgecacc
caaaaatcag
ccgagcattc
;ccattgaaa
tagtgtggag
cctcaagaaa
gaggcgatct
tgacatgaca
tgagaaacct
ttgtgctttt
aggaaaaaac
caagttégat
actgaaaaag
gaatgataag
acttctgcaa

agaagatgtg

gaccgcgagc
gcggtagcecc
ccgtcagtea
caaatcactc
aacgacccct
aatggtggag
cagataacag
ccagtaacag
gtgttagatg
gctgttgett
cggatagtgg
aacaagggaa
ttcgatgaaa
gcaaaatceca
;taatgagct
gatgtttccé
aagatagaag

agtgcagttg

23

cggccatgtc

gggccggggg

tatcatttgg

atgcaaacaa

tcattcaaaa

ttggaataaa

ccatgttgtt

attgtgttat

ctgcacagat

tgaattacgg

tttttgttga

aattgaaggt

agttagtgga

aaatacgagc

ctaacagcac

gaaagatgaa

tacccecttta

agattgttgg

ggtggtgggyg

catcgagacc

atcaaaaaat

tacggtgtct

ggagaaggaa

ggtaatgtac

gactaagctg

ttcagtcccc

tgttggccta

aatttataag

tatgggacat

actgggaaca

acatttctgt

actcctacgt

agaccttcca

caggtcacaa

ttcactgttg

aggcgctaca
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cgaattccag
1440

ctcaatgcag
1500

gcatttaaag
1560

tggaaccatg
1620

gctectttet
1680

tattctgatc
1740

aatgtttctg
1800

acccatggca
1860

aatgaaatgt
1920

gacactgata
1980

actgatgctc
2040

aaaatcccag
2100

aagcccaaaa
2160

ttagggaaag
2220

aaattggaaa
2280

agagacaagc
2340

ttgagactcc
2400

caagcatatg

ctgtgaagga
atgaagcagt
ttagagaatt
attcagaaga
ccaaagttct
cccaaggagt
cacagaaaga
ttttﬁaccat
cttctgaagce
aaaatgtcca
aacaaacctc
atgctgacaa
taaaggtggt
accttcttaa
aagaaaggaa
tgtgtggacc
tcacagaaac

ttgacaagtt

ES 237

aagaattgcce

agccagagga

ttccgtcaca

tactgaaggt

cacctttctg

tccatatcca

tggagaaaaa

ctctacggca

tgacatggag

gCcaagacaac

acagtctcece

agcaaatgaa

gaatgttgag

'catgtatatt

tgatgctaaa

atatgaaaaa

tgaagactgg

ggadgaatta

1394 T3

aaattctttg

tgtgecattac

gatgcagttc

gttcatgaag

agaaggggge

gaagcaaaaa

tctagagtaa

tctatggtgg

tgtctgaatc

agtgaagctg

ccttecacctg

aaaaaagttg

ctgcctattg

gagacagagg

aatgcagttg

tttatatgtg

ctgtatgaag

atgaaaattg

24

gaaaagatat
agtgtgcaat
cttttccaat
tctttagtcg
cttttgagct
taggccgctt
aaqﬁcaaagt
agaaagtccc
agagaccacc
gaacacagcc
aacttacctc
accagcctcc
aﬁgccaactﬁ
gtaagatgat
aggaatatgt
agcaggatca
aaggagagga

gcactccagt

tagcacaaca
actttccecceg
atctctgatc
aaaccatgct
agaagctttc
tgtagttcag
gcgagtcaac
aactgaggag
agaaa;cﬁca
ccaggtacaa
dagaagaaaac
agaagctaaa
ggtctggcag
aatgcaagat
gtatgagttc
tcaaaatttt
ccaagctaaa

taaagttcgg
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2460

tttcaggaag
2520

tatgccaaga
2580

tctgaaatga
2640

atgaatgctc
2700

aagacaaaaa
2760

aaaattgaat
2820

gaagatttag
2880

taccctaatg
2940

attccttcaa
3000

ctatttatat
3060

aaaaagctta
3120

agattcctgt
3180

actgaggatg
3240

ggctgtgatt
3300

ctccattcag
3360

agggctttct
3420

ttcaatgagt
3480

ctgaagaacg

tagcagctga

aaaaagtgga

aggctaaaaa

tcaaggaatt

cacccaaact

aagacaaaaa

agaaaaattc

ttaataaaat

tttectttttt

agtctgtagt

ggaattgtga

aaactgactt

aaaatcttta

catgtgtgtg

aaaaccattt

daaacaaaag

ES 2371394 T3

gccaaaaatg
cttcagaaat
gaagtctgtt
gagtcttgat
gaacaacaca
ggaaagaact
caattttggt
;gttaatatg
atttttgcca
aaggatattt
ctttatgatc
attcatacta
ttgtcttttg
agcatttgtp
ggtgtggatg
ctgtccaaga

ctagtcaaat

25

tttgaagaac
aaggatgaga
aatgaagtga
caggatccag
tgtgaacccg

ccaaatggcc

gctgaacctc

gacttggact
tagtatgtga
agaaattttg
ctaaaaggga
agctttctgt
gagaaaaaaa
cctgccaagg
tttataaaca
gagaatgact

gtgttagcag

taggacagag
aatacaacca
tggaatggat
ttgtacgtgce
ttgtaacaca
caaatattga
cacatcagaa
agataacctt
ctectacataa
tgtattatat
aaattgecctt
gcagtctcac
actgtactgt
tagttttctt
agacfaaqtc
ttttgctttg

catgcagaac

gctgcagcat
tattgatgag
gaataatgtc
téagqaaatt
accgaaacca
taaaaaggaa
tggtgaatgt
aaattggcct
catactgaaa

ggaaaaagaa

ggtaactftc

catttgcatc

tgttcaagag

gcattttgct

tgacttcata

atattaaaaa

aaaaacttta
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aactttctct ctcactatac agtatattgt caatgtgaaa gtgtggaatg gaagaaatgt

3540

cgatcctgtt gtaactgatt gtgaacactt ttatgagctt taaaataaag ttcatcttat

3600

ggtgtcattt €
3611

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 3

Asn Tyr Gly Ile Tyr Lys Gln Asp Leu
1 5

<210> 4
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido sintético

<400> 4
Ala Phe Asn Lys Gly Lys Leu Lys Val Leu
1 5 10
<210>5
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético
<400> 5

Lys Tyr Lys Leu Asp Ala Lys Ser Lys Ile
1 5 - 10

<210> 6
<211>9
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 6
Gln Phe Glu Glu Leu Cys Ala Glu Leu
1 5

<210>7

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 7

Met Tyr Ile Glu Thr Glu Gly Lys Met Ile

1 5 . 10
<210> 8
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido sintético
<400> 8

Thr Phe Leu Arg Arg Gly Pro Phe Glu Leu
1 5 10

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 9

Glu Tyr Val Tyr Glu Phe Arg Asp Lys Leu
1 5 10

27
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<210>10
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido sintético

<400> 10
His Tyr Ala Lys Ile Ala Ala Asn Phe
1 5

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 11

Lys Tyr Asn His Ile Asp Glu Ser Glu Met
1 5 10

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 12

Ser Leu Asp Glu Lys Fro Arg Ile Val Val
1 5 10

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 13
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Arg Leu Tyr Gln Glu Cys Glu Lys Leu
1 5

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 14

Lys Leu Met Ser Ser Asn Ser Thr Asp Leu
1 5 10

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 15

Leu Met Ser Ser Asn Ser Thr Asp Leu
1 5

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 16

Ser Gln Phe Glu Glu Leu Cys Ala Glu Leu
1 5 10

<210> 17
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido sintético
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<400> 17

Lys Ile Gly Arg Phe Val Val Gln Asn Val
1 . 5 10

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 18
Tyr Val Tyr Glu Phe Arg Asp Lys Leu
1 5

<210>19

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

400> 19

Leu Leu Thr Glu Thr Glu Asp Trp Leu
1 5

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 20

Trp Leu Tyr Glu Glu Gly Glu Asp Gln Ala
1 S 10

<210> 21
<211>9
<212> PRT
<213> Attificial
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<220>
<223> péptido sintético
<400> 21

Glu Leu Met Lys Ile Gly Thr Pro Val
1 5

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 22

Val Met Asn Ala Gln Ala Lys Lys Ser Leu
1 5 10

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 23

Val Ile Ser Val Pro Ser FPhe Phe Thr
1 5

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> péptido sintético

<400> 24
Ser Val Leu Asp Ala Ala Gln Ile Val
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT
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<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 25
Arg Leu Met Asn Asp Met Thr Ala Val
1 ]

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 26

Asp Met Gly His Ser Ala Phe Gln Val
1 5

<210> 27
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido sintético

<400> 27
Asn Leu Val Trp Gln Leu Gly Lys Asp Leu
1 5 10

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 28

Leu Val Trp Gln Leu Gly Lys Asp Leu
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<210> 29

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 29

Lys Leu Cys Gly Pro Tyr Glu Lys Fhe Ile
1 5 10

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 30

Bsn Leu Ser Tyr Asp Leu Val Pro Leu
1

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 31

Val Met Tyr Met Gly Glu Glu His Leu
1 5

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 32
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Tyr Met Gly Glu Glu His Leu Phe Ser Val
1 5 10

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 33

Met Leu Leu Thr Lys Leu Lys Glu Thr
1 5

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 34

Val Leu Gly Thr Ala Phe Asp Pro Phe Leu
1 5 10

<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 35

Lys Met Asn Arg Ser Gln Phe Glu Glu Leu
1 S 10

<210> 36
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> péptido sintético
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<400> 36
Leu Leu Gln Lys Ile Glu Val Pro Leu
1 5

<210> 37

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 37

Ser Leu Leu Glu Gln Thr His Leu Lys Val
1 : 5 10

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 38

Ala Ile Leu Ser Pro Ala Phe Lys Val
1 5

<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 39
Phe Leu Arg Arg Gly Prc Phe Glu Leu
1 5

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> péptido sintético

<400> 40
Lys Met Phe. Glu Glu Leu Gly Gln Arg Leu
1- 5 10

<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético
<400> 41

Glu Val Met Glu Trp Met Asn Asn Val
1 5 .
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REIVINDICACIONES

1. Antigeno de cancer para usar en la prevencion y/o tratamiento terapéutico de canceres, tal antigeno de cancer es
un péptido de cualquiera de los siguientes (A) o (B):

(A) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 29,

(B) un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NO: 3a 22y
a una adiciéon de uno a 5 aminodcidos, y tiene actividad inmunoestimuladora y activa los linfocitos T citotdxicos
que reconocen una proteina del antigeno de cancer;

en el que el antigeno de cancer tiene actividad estimuladora de células T de estimulacion de los linfocitos T
citotoxicos.

2. Un ADN que codifica el antigeno de cancer de la reivindicacién 1 para usar en la prevencion y/o tratamiento
terapéutico del cancer, en el que el antigeno de cancer tiene actividad estimuladora de células T de estimulacion de
los linfocitos T citotdxicos.

3. Las células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que comprende estas células, que
son inducidas por la estimulacion in vitro mediante el antigeno de cancer de la reivindicacion 1.

4. Las células T auxiliares, linfocitos T citotéxicos, o la poblacidon de inmunocitos que comprende estas células de
acuerdo con la reivindicacion 3, que adicionalmente comprende un activador inmunoldgico.

5. Células dendriticas o una poblaciéon de inmunocitos que comprende estas células, que se pulsan in vitro con el
antigeno de cancer de la reivindicacion 1.

6. Las células dendriticas o una poblacion de inmunocitos que comprende estas células de acuerdo con la
reivindicacion 5, que comprende adicionalmente un activador inmunolégico.

7. Un kit de cultivo celular para producir las células T auxiliares de los linfocitos T citotdxicos o una poblacion de
inmunocitos que comprende estas células de la reivindicacién 3 a 6, que comprende una solucién de cultivo celular y
un recipiente del cultivo celular, en el que la solucion del cultivo celular usada para producir las células T auxiliares o
linfocitos T citotdxicos, o una poblacién de inmunocitos que comprende estas células de cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 6, que comprende el antigeno de cancer de la reivindicacion 1.

8. Un medicamento para usar en la prevencion y/o tratamiento de los canceres, que comprende el péptido de la
reivindicacion 1, y las células T auxiliares, los linfocitos T citotoxicos, las células dendriticas o la poblacion de
inmunocitos que comprende estas células de las reivindicacion 3 a 6.

9. Un medicamento para usar en la prevencion y/o tratamiento de los canceres, que comprende las células T
auxiliares, los linfocitos T citotéxicos, las células dendriticas o la poblacién de inmunocitos que comprende estas
células de la reivindicacion 3 a 6.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8

Tratamiento ¢on CLT
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