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DESCRIPCION
Péptidos inmundgenos antitumorales y vacuna que los contiene

La presente invencién se refiere a nuevas secuencias de péptidos inmundgenos en conexidon con tumores,
particularmente el carcinoma de colon rectal y usos de los mismos para la preparacion de vacunas.

Es sabido que la proteina Corina es una serina-proteasa transmembranal tipo Il que actia como convertasa del
factor natriurético proatrial (proANP) en el corazén (Yan et al. 1999). Por consiguiente, el patron de expresion de
Corina se considera muy similar al de los péptidos natriuréticos.

Ademas del corazén, se ha detectado la expresion de Corina (AF133845) en otros tejidos, como el rifidén durante el
desarrollo, los huesos y el Utero. AUn mas sorprendentemente, se ha detectado también la expresion de Corina en
diversos sarcomas y carcinomas, como el carcinoma de pulmoén, el cancer de pulmén microcitico (SCLC) (Wu et al.
2003), osteosarcomas, leiomiosarcomas, carcinomas endometriales, pero no se han descrito todavia resultados del
analisis de la expresion en colon o carcinoma de colon (como resulta de la investigacién de referencia en PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi).

La proteina Corina es una proteasa que, ademas del dominio de serina-proteasa, presenta en la region extracelular
dos dominios ricos en cisteina (semejantes a Frizzled) que son comunes al factor interactivo Wnt pero no proteinas
proteasa semejantes a tripsina (serina-proteasa). Las secuencias de aminoacidos de Corina de rata, ratén y humana
junto con otras proteinas "Frizzled" (Fz, receptor soluble o transmembranal) estan representadas también alineadas
en la Figura 1 para mostrar el alto grado de conservacion de dominios ricos en cisteina (CRD). Estos dominios
incluyen aproximadamente 120 aminoacidos con patrén inalterado de 10 residuos cisteina (hnumerados en la parte
inferior de la figura) que forman 5 puentes bisulfuro que dan como resultado estructuras de hélice alfa. La regién
entre los residuos cisteina segundo y tercero se representa con mayor detalle en la Figura 2. Si bien la correlacion
de la activacion inadecuada del sistema de transduccion de factores Wnt/Fz con la carcinogénesis es conocida
(Holcombe et al., 2002; Vincan et al. 2003), no ocurre lo mismo para la relacion del ultimo y serina-proteasa con
dominios semejantes a Frizzled, por ejemplo Corina.

Hasta ahora, persiste la necesidad de proporcionar nuevas vacunas contra tumores adecuadas para generar una
respuesta inmune apropiada para refrenar el crecimiento de los tumores, para utilizacién en combinaciéon con
quimioterapia o radioterapia.

En este contexto, WO 01/62786 describe un péptido de sistema proteinico TLP (SEQ ID NO: 2) o fragmentos del
mismo para ser utilizados como antigenos en una vacuna anti-tumoral, particularmente tumor de pulmodn.
Especificamente, WO 98/15282 describe varios péptidos TLP con secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ
ID NO: 3 descritas ya en WO-A-9401458, para ser utilizadas como inmundgenos para la preparacién de vacunas
anti-tumor, particularmente para tumores de pulmén y urogenitales y para el carcinoma de pulmén no microcitico
(NSCLC).

Sin embargo, los péptidos indicados anteriormente adolecen de la desventaja de ser escasamente inmunégenos
como se consigna en WO 03/045997, en donde se describen proteinas de fusidon de estos péptidos e IL-2 y el uso
de las mismas como antigenos anti-tumorales para la prevencion y el tratamiento de diversos tumores.

W09964608 describe una proteina de fusién obtenida a partir de una combinacion de péptidos TLP e
interleuquina-2 y su uso en lainmunoterapia del cancer.

El carcinoma de colon es una de las patologias mas frecuentes en los paises desarrollados. En Europa, tanto en
varones como en mujeres, el tumor de colon rectal es la segunda neoplasia mas difundida (Ferlay et al., 1999). La
incidencia del mismo es mayor en las poblaciones caucasianas europeas que en las asiaticas y africanas (Parkin et
al., 2002).

Los autores de la presente invencion han descubierto ahora varias secuencias peptidicas con una de dominios de
Corina ricos en cisteina (NCBI NC_00004; gi: 37625049), capaces de actuar como inmundgenos para proporcionar
una vacuna anti-tumoral disefiada especificamente para la poblacién caucasiana (alelos HLA A0210, HLA A03, HLA
B0702, HLA B2705, HLA B5101).

Las células T y B reconocen antigenos proteinicos de acuerdo con patrones sustancialmente diferentes. Si bien los
receptores y anticuerpos de las células B reconocen el antigeno en solucién vy fijan epitopes lineales o ensamblados
de 15-22 aminoacidos, los receptores de las células T reconocen el antigeno después de la degradacion proteolitica
dando como resultado epitopes segmentales de 8-11 y 12-25 aminoacidos unidos respectivamente a moléculas de
clase | y Il codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). La diferente longitud de los péptidos
presentados por el MHC es funcién de la especie y el alelo MHC I-lI particular del individuo. En los humanos,
particularmente, la longitud media de los epitopes proteinicos de HLA tipo | es 9-10 aminoacidos. Por consiguiente,
con objeto de poder ser utilizados como antigeno presentado efectivamente por diferentes HLA de la poblacion
caucasiana, los péptidos de acuerdo con la invencion tienen que ser como minimo nonameros, dado que, como es
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sabido, la bolsa del MHC humano prefiere péptidos de 9-10 aminoacidos, mientras que con péptidos de 8 6 12
aminoacidos la presentacion de antigeno es menos efectiva.

Los autores, por medio de ensayos ELISPOT (véase Ejemplo 1, Figura 3) han demostrado que estos péptidos son
mas inmunogenos debido a que generan mayor respuesta especifica de antigeno en linfocitos de ratas inoculadas
con tumor de colon DHD-K12 que el péptido descrito en WO 98/15282 y WO-A-9401458 que tiene SEQ ID NO: 1
RTNKEASI, cuya escasa inmunogenicidad ha sido ya consignada en WO 03/045997. Adicionalmente, el epitope
RTNKEASI no existe naturalmente, ni se detecta en la secuencia de Corina de mamifero. El efecto de la respuesta
inmune es principalmente purificar las células epitope-positivas o suprimir la expresion del epitope y generar una
diferenciacion de las células implicadas. Dado que el epitope RTNKEASI no es la secuencia existente naturalmente,
era imposible detectar epitopes inmundgenos que no den resultados autoinmunes o positivos falsos en la respuesta
inmune por la via de reconocimiento de epitopes no existentes naturalmente.

Por consiguiente, péptidos inmunégenos que comprenden la secuencia QKEASI (SEQ ID NO: 1) perteneciente a la
region de cisteina 2 a cisteina 3 del dominio Frizzled2 de la proteina Corina de mamifero, teniendo dichos
péptidos una longitud de 8 a 12 aminoacidos, representan un objeto de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion preferida, los péptidos de acuerdo con la invencién comprenden el epitope
RTQKEASI (SEQ ID NO: 2), localizado entre los residuos cisteina 2 y 3 del dominio Frizzled2 de Corina (dominio
Frizzled 2, posiciones de Corina 531-570).

De acuerdo con un aspecto particularmente preferido de la presente invencion (adaptabilidad a la bolsa del MHC
humano que da como resultado una presentacién de antigeno efectiva) los péptidos pueden ser nonameros o
decameros. Preferiblemente, los péptidos de acuerdo con la invencion comprenden la secuencia HRTQKEASI (SEQ
ID NO: 3) (posiciones de Corina 548-555) o RTQKEASIC (SEQ ID NO: 4).

De acuerdo con una realizacion adicional, los péptidos de la invencion como se han definido arriba pueden ser tales
que el residuo de aminoacido R esté reemplazado con M o P y/o el residuo de aminoacido T esté reemplazado con
E, para optimizar adicionalmente la interaccion del péptido con diversos haplotipos HLA-1.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, los péptidos pueden caracterizarse porque tienen un
residuo cisteina en el extremo del término C.

Més particularmente, los péptidos de acuerdo con la invenciéon pueden seleccionarse del grupo constituido por:
HRTQKEASI (SEQ ID No:3), HMTQKEASI (SEQ ID No:5), HREQKEASI (SEQ ID No:6), REQKEASI (SEQ ID No:7),
MTQKEASI (SEQ ID No:8), RTQKEASI (SEQ ID No:2), HRTQKEASIC (SEQ ID No:9), RTQKEASIC (SEQ ID No:4),
MTQKEASIC (SEQ ID No:10), REQKEASIC (SEQ ID No:11), HMTQKEASIC (SEQ ID No:12), y HREQKEASIC
(SEQ ID No:13).

Alternativamente, péptidos como los anteriores pueden estar protegidos en el término N o el término C para evitar la
digestion antes que ocurra la estimulacién inmune. O bien, los aminoacidos de la secuencia pueden reemplazarse
con residuos menos susceptibles a la hidrélisis.

Las secuencias de DNA que codifican péptidos como los arriba definidos representan un objeto adicional de la
invencion, considerando también la adaptacion del uso de codones en diversas especies (células procariotas,
células de insecto, etc.).

Un objeto adicional de la presente invencion esta representado por un vector de expresion que comprende al menos
una secuencia de DNA como se ha definido arriba. De acuerdo con una realizacién preferida, el vector de expresion
puede comprender adicionalmente la secuencia codificante de un compuesto inmunomodulador seleccionado del
grupo constituido por quimioquinas y citoquinas inmunomoduladoras, como por ejemplo IL-12, IL-2, GM-CSF, INF-
gamma o proteinas de fusién con adyuvante de vacunacion (fragmento C de la toxina tetanica).

Es un objeto de la presente invencion el uso de los péptidos o vectores de expresion arriba definidos para la
preparacion de una vacuna para el tratamiento preventivo de tumores, preferiblemente el carcinoma de colon rectal
en individuos de poblacién caucasiana (alelos HLA A0201, HLA A03, HAL B0702, HLA B2705, HLA B5101).
Particularmente, los péptidos de acuerdo con la invencién pueden utilizarse en asociacién con al menos un agente
quimioterapéutico (por ejemplo ciclofosfamida) y/o anticuerpos de acuerdo con la invencién.

Los péptidos de acuerdo con la invencidén pueden administrarse por cualquier ruta adecuada para estimular una
respuesta inmune y como dosis simples o multiples. Adicionalmente, los péptidos pueden expresarse in vivo por
transformaciéon con un vector viral o bacteriano, plasmido, y el producto de expresion puede ser también una
proteina de fusion. Finalmente, los péptidos pueden suministrarse utilizando moléculas portadoras, con tal que el
epitope se exponga efectivamente o in vivo para permitir la generacién de respuesta inmune.

Es un objeto adicional de la presente invencidon una vacuna anti-tumoral, preferiblemente anti-carcinoma de colon
rectal, que comprende al menos uno de los péptidos o el vector de expresion como se ha definido arriba, junto con
adyuvantes y excipientes farmacolégicamente aceptables.
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La presente invencion se refiere adicionalmente a anticuerpos monoclonales u oligoclonales especificos para uno de
los péptidos de inventiva. Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion pueden utilizarse también para
la preparacion de un medicamento para el tratamiento de los tumores, preferiblemente el carcinoma de colon rectal,
para ser administrados directamente en la lesién cancerosa, y pueden utilizarse en asociacion con agentes
quimioterapéuticos.

Es un objeto adicional de la presente invencidon un método para la determinacién in vitro de la existencia de un tumor
o el seguimiento del paciente que padece el tumor, preferiblemente carcinoma de colon rectal, en una muestra
biolégica que comprende el uso de los anticuerpos monoclonales o policlonales que se han definido arriba.

Finalmente, un objeto de la presente invencion es un kit de diagndstico que comprende los anticuerpos
monoclonales u oligoclonales que se han definido arriba para la determinacion de la existencia de un tumor o el
seguimiento del paciente que padece el tumor, preferiblemente carcinoma de colon rectal.

La presente invencién se describira a continuacion por via de ilustraciéon pero sin caracter limitante, de acuerdo con
realizaciones preferidas de la misma y con referencia particular a los dibujos adjuntos, en los cuales:

la Figura 1 muestra la alineacion del dominio Frizzled2 de Corina humano, de ratén y de rata, con respecto a otras
secuencias Frizzled membranales o secretadas; diez residuos cisteina se indican con numerales en la parte inferior;

la Figura 2 muestra con mayor detalle la regiéon de aminoacidos de los residuos cisteina 2 a 3 de Corina (Frizzled2);

la Figura 3 muestra el ensayo comparativo ELISPOT de péptidos nonameros de la presente invencion y un péptido
conocido en la técnica;

la Figura 4, en los paneles A-H, muestra analisis inmunohistoquimicos de diversas muestras de control, mucosa
normal de colon, y adenocarcinoma de colon;

la Figura 5 muestra una inmunotransferencia del anticuerpo policlonal anti-RTNKEASI y la reaccion del mismo con
RTNKEASI (pista 1) y con RTQEASI (flecha de pista 3);

la Figura 6 muestra el analisis citofluorimétrico de células DHD-K12 utilizando anticuerpos monoclonales anti-RTQ
de membrana (panel izquierdo) y citoplasmicos (panel derecho);

la Figura 7 muestra el analisis de inmunofluorescencia de células DHD-K12 utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-RTQ para determinar la distribucion intracelular (vesicular, citoplasmica, perinuclear, nuclear);

la Figura 8 muestra el analisis inmunohistoquimico utilizando un anticuerpo monoclonal anti-RTQ nuclear y
citoplasmico de tejidos de colon de rata BDIX normal y tratado con DMH; DMH6: muestreo en la semana 112
después de la ultima dosis de DMH; DMH20: muestro en la semana 262 después de la ultima dosis de DMH,;

la Figura 9 muestra el efecto de la inmunizacion terapéutica con RTQKEASI que contiene una vacuna de DNA (DNA
vax) sobre la reduccion del volumen del tumor en ratas consanguineas BDIX después de 9 semanas de crecimiento
de células singénicas DHD-K12 de carcinoma de colon (DHD-K12/BDIX) en comparacion con un control (adyuvante
de Freund).

Ejemplo 1: Identificaciéon y optimizacion de los alelos caucasianos HLA-I mas frecuentes del los epitopes de la
region Frizzled2 de Corina.

Por el uso del programa y el banco de datos SYFPEITHI, se determind la secuencia de aminoécidos de la region
Frizzled2 desde cisteina 2 a cisteina 3 de la proteina Corina humana y de ratén a fin de detectar dentro de esta
secuencia proteinica diversos epitopes candidatos para la presentacion por el MHC-1.

El analisis por computadora utilizando el programa SYFPEITHI de las secuencias de aminoacidos humanas y de
raton (MHC-I: H2-Kk) evidencio particularmente dos epitopes, HRTQKEASI y RTQKEASI, respectivamente.

La seleccion resulté principalmente de dos consideraciones:

- ambos epitopes presentan un registro de afinidad dentro del intervalo definido como "medio”, es decir 10 < x
> 20, 12 para el epitope HRTQKEASI humano y 10 para RTQKEASI de ratén, respectivamente;

adicionalmente, en cuanto al caso del epitope humano HRTQKEASI, el mismo representa un candidato
antigénico satisfactorio para todos los alelos de HLA | mas frecuentes en la poblacién caucasiana (aproximadamente
90% de la poblacién): HLA — A0201, - B2705, - B0702, - A 03, - B510. De hecho, el mismo se selecciona por el
programa SYFPEITHI como candidato para optimizacion del MHC | en todos estos alelos de acuerdo con los valores
de registro siguientes para cualquier alelo considerado:

- HLA-A0201 = Registro 12
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- HLA-A0O3 = Registro 10
- HLA-B2705 = Registro 20
- HLA-B0702 = Registro 7

- HLA-B5101 = Registro 11

Por lo que respecta a los resultados del registro de la prediccion de epitopes, se ha evaluado ulteriormente el papel
de la secuencia de aminoacidos HRTQKEASI contenida en la proteina Frizzled2 (FRI.2) humana con respecto a
variantes alélicas mas frecuentes en la poblacién caucasiana (HLA -A0201, -B27, -B0702, -A03 y -B5101).

A partir del analisis de prediccion de epitopes realizado para el alelo MHC | mas frecuente en la poblacion
caucasiana, a saber HLA-0201, considerando la secuencia de aminoacidos FRI.2 desde la posicion 454 a la 575, se
ha seleccionado el epitope nonamero Registro 12 HRTQKEASI, que contiene la secuencia de aminoacidos desde la
posicion 479 a la 487. Este epitope constituye el candidato 6ptimo para los diversos alelos HLA-I arriba citados.

Optimizacion del epitope HRTQKEASI

- HLA -A0201 (alelo que representa aproximadamente el 75% de la poblacion caucasiana)

Posicion Registro
1 2 3 4 5 6 8 9
H R T Q K E A S I 12
! !
M 22
- HLA-B27:
Posicion Registro
1 2 3 4 5 6 7 8 9
H R T Q K E A S I 20
- HLA-B0702:
Posicion Registro
1 2 3 4 5 6 7 8 9
H R T Q K E A S | 7
l !
P 17
- HLA-B5101:
Posicion Registro
1 2 3 4 5 6 7 8 9
H R T Q K E A S | 11
! !
P 21

Los aminoacidos segundo y noveno son criticos de epitopes éptimos para los alelos de HLA | mas frecuentes en el
poblacién caucasiana (-A0201, -B27, -B0702, -A03 y -B5101). De acuerdo con lo anterior, la optimizacion de los
aminoacidos en estas posiciones de epitope con respecto a bolsas especificas de cualquier alelo HLA-I permite
aumentar el registro de asociacion dando como resultado mayor eficiencia de presentacion de antigeno.

Como resultado de esta consideracion, el octamero RTNKEASI (SEQ ID NO: 1; WO-A-9401458), seleccionado
como término de comparacion que representa la técnica anterior mas reciente, no puede presentarse eficientemente
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debido a que tiene sélo 8 aminoacidos. Si estima la prediccién del epitope RTNKEASI para los alelos HLA-I mas
frecuentes se, el resultado es nulo, es decir que el mismo no se presenta eficientemente.

Ejemplo 2: Desarrollo e inmunohistoquimica de los anticuerpos anti-Corina

Basandose en las consideraciones anteriores, se utilizé el péptido RTQKEASI para inmunizar ratones (variedad
CD2F1) para la produccién de suero destinado a ser utilizado inicialmente para experimentos inmunohistoquimicos a

ES 2394 969 T3

fin de verificar la expresién de antigeno en tejidos.

El péptido fue sintetizado por INBIOS S.r.I. con pureza > 70% por HPLC, solubilidad en agua de 5 mg (0,1% TFA).

El patron de inmunizaciéon fue como sigue:

Con objeto de verificar la presencia de anticuerpos especificos anti-RTQKEASI, se dispuso un ensayo ELISA con
péptido adsorbido en pocillos (10 mg/ml).

Los resultados del ensayo ELISA se muestran en la Tabla 3 y se expresan como valores OD

Basandose en estos resultados, 3 de los 4 animales desarrollaban anticuerpos contra RTQKEASI.

Considerando que el epitope mas pequefio que puede ser presentado por los ratones tiene una longitud de 8

aminoacidos, los anticuerpos generados pueden considerarse hipotéticamente analogos a anticuerpos

se inmunizaron 4 ratones CD2F1 subcutaneamente con 100 mg/ml de péptido conjugado con el
adyuvante ovoalbumina;

la primera inmunizacion se realizé con adyuvante completo de Freund;

desde la segunda inmunizacién en adelante, se utilizé adyuvante incompleto de Freund para 5
inmunizaciones en total;

el muestreo se realizo el quinto dia después de la ultima inmunizacion.

Tabla 3

Dilucién OD (nm)
Control negativo 0,141

1:1000 0,251
Animal 1

1:2500 0,216

1:1000 0,210
Animal 2

1:2500 0,177

1:1000 0,156
Animal 3

1:2500 0,121

1:1000 0,276
Animal 4

1:2500 0,190

monoclonales.

Expresion de antigeno e inmunohistoquimica

Los datos preliminares estan disponibles en los sitios siguientes:

OMIM

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=0MIM&itool=toolbar);

GEO Perfiles

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD= search&DB=geo;
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SAGE
http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/;
SOURCE

http://genome-www5.stanford.edu/cgi-bin/source/

sourceResult);
GeneNote

http://genecards.weizmann.ac.il/cgibin/genenote/GN_results.pl?keyword_t
ype=2_gc_id&keyword=GC04M047436&data_type=norm2&results=yes

GeneCard

http://genome-www.stanford.edu/cgi-bin/genecards/carddisp? CORIN

En cuanto a Corina (AF133845) los datos actualizados hasta el momento de la presentacion demuestran altos
niveles de expresion de la proteina en el corazén (cardiomiocitos), el rindn durante el desarrollo, y el tejido 6seo. El
patron de expresion de Corina se considera muy similar al de los péptidos natriuréticos. La expresion se demuestra
también de modo no univoco en otros tejidos (timo, pulmdn, préstata, etc.) y en osteosarcomas, leiomiosarcomas, y
carcinomas endometriales, pero no se han descrito hasta ahora resultados de analisis de expresién en colon o
carcinoma de colon (analisis extendido también a la investigacion hasta la misma fecha en PubMed "corin and
colon" - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi).

La expresion de Corina se evalué por ensayos inmunochistoquimicos en colon y carcinoma de colon.

Los tejidos analizados eran respectivamente adenocarcinomas de colon humano y fragmentos de mucosa normal de
colon correspondientes.

Muestras de adenocarcinoma y tejido sano alejado de neoplasia se recogieron nuevamente con anterioridad y se
congelaron directamente a -80°C.

Las lesiones se caracterizaron, se organizaron en fases y se graduaron de acuerdo con estandares de anatomia
patolégica, y los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Paciente | Grado TNM Histotipo Tejido normal correspondiente

A: G3 T3, NO, Mx Histotipo clasico Mucosa normal de colon
B: G3 T3, NO, Mx Histotipo clasico Mucosa normal de colon
C: G3 T4, N1, Mx Histotipo clasico Mucosa normal de colon
‘atati Mucosa normal de colon

D: G2 T3, NO, M1 Histotipo con aspectos

de secrecion de moco
£ G2 T3, NO, Mx Histotipo con aspectos Mucosa normal de colon

de secrecidén de moco

El analisis inmunohistoquimico se llevé a cabo utilizando preparaciones de secciones criostaticas. Las secciones
histolégicas se fijaron luego en acetona.

Las secciones histolégicas se trataron con sueros anti-RTKQEASI de ratén inmunes o pre-inmunes a dilucion 1/100.
La reaccion se detectd utilizando el sistema avidina-biotina y diaminobencidina.

Se utilizaron los controles siguientes:

- controles negativos sin anticuerpo para detectar reactividad cruzada eventual o precipitaciones inespecificas
de diaminobencidina;
7
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- suero preinmune de control negativo;
- suero inmune

Los resultados se consignan en la Tabla 2; la localizacion citoplasmica para los resultados inmunohistoquimicos es
la mas razonable; sin embargo, no es posible excluir la localizacidon en la membrana citoplasmica.

Tabla 2
Paciente Positividad Localizacion G-TNM
A Adenocarcinoma +++ citoplasma G3, T3, NO, Mx
Mucosa normal +/- citoplasma
B Adenocarcinoma +++ citoplasma G3, T3, NO, Mx
Mucosa normal -
C Adenocarcinoma ++ citoplasma G3, T4, N1, Mx
Mucosa normal -
D Adenocarcinoma - G2, T3, NO, M 1
secretor de moco
Mucosa normal -
E Adenocarcinoma ++ citoplasma G2, T3, NO, M x
secretor de moco
Mucosa normal -

Mas especificamente en la Figura 4, paneles A y B, se muestran respectivamente controles negativos de
procedimiento inmunohistoquimico sin anticuerpo y el uso de suero preinmune (1/100) para controlar el
procedimiento inmunohistoquimico y el suero preinmune. En el panel C de la Figura 4 se muestra un experimento
inmunohistoquimico con el uso de suero inmune (17000). Con respecto al control de suero preinmune (panel B), es
evidente la positividad citoplasmica de células neoplasticas epiteliales.

La Figura 4, panel D, muestra un andlisis inmunohistoquimico de un control negativo realizado sobre una muestra de
mucosa normal de colon utlizando suero preinmune (1/100); el panel E representa el experimento
inmunohistoquimico realizado utilizando suero inmune (1/100). No se observa variacion de tincion significativa
alguna en comparacion con el control de suero preinmune. La Figura 4, panel E, muestra un control negativo sin
anticuerpo y permite el control del procedimiento inmunohistoquimico; el panel F muestra el analisis
inmunohistoquimico de control negativo utilizando suero preinmune (1/100) y permite el control del suero inmune; el
panel H muestra un experimento inmunohistoquimico utilizando suero inmune (1/100). Con respecto a suero
preinmune, es evidente la positividad citoplasmica de células neoplasticas epiteliales.

Basandose en datos inmunohistoquimicos, es evidente la expresion especifica de Corina en carcinoma de colon en
comparacion con la expresion no detectable significativamente en la mucosa normal de colon correspondiente (los
mismos pacientes).

Este resultado es significativamente notable a fin de desarrollar métodos diagndsticos o terapéuticos utilizando esta
proteina o anticuerpos desarrollados como portadores o agentes terapéuticos para el carcinoma de colon.

Ejemplo 3: Estudio acerca de la inmunogenicidad de RTQKEASIC por el ensayo ELISPOT

Se adquirieron los péptidos sintéticos siguientes con secuencias nonameras a comparar: RTQKEASIC (péptido
nuevo) y RTNKEASIC (péptido conocido en la técnica)

Se caracteriz6 la expresion de RTQKEASIC con un modelo animal experimental de rata.

Células de la linea autdloga DHD-K12 de carcinoma de colon se inocularon intra-esplénicamente en ratas BDIX.
Estas células producen metastasis a nivel pulmonar y hepatico, y expresan naturalmente el epitope comun también
al carcinoma de colon rectal humano (RTQKEASIC). Para evaluar la relevancia del antigeno RTQKEASIC en la
respuesta citotoxica especifica de antigeno, se inmunizaron ratas BDIX con DHD-K12.
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La actividad citotoxica de PBMC (test de citotoxicidad basado en la liberacion de *'Cr o LDH) de las ratas BDIX
contra las células DHD-K12 se evalu6 después de inmunizacion e inoculacion del tumor. Las ratas BDIX no exhiben
actividad citotdxica espontanea contra las células DHD-K12, en tanto que ésta es inducida 15-30 dias después de la
inoculacion. La inmunizacion con el nonamero RTQKEASIC induce actividad citotoxica alta contra DHD-K12.
Adicionalmente, esta actividad se incrementa significativamente después de inoculaciéon del tumor en ratas pre-
inmunizadas en comparacion con las no inmunizadas.

En el presente estudio, se ha evaluado la capacidad de los linfocitos de ratas BDIX inmunizadas con DHD-K12 para
recoger directamente in vitro el antigeno especifico por medio del péptido sintético.

Se proporcionaron linfocitos de rata por muestreo de sangre intra-cardiaca en ratas de diferentes grupos (de control
e inmunizadas). El muestreo se realizé a los 12-20 dias después de la inoculacion del tumor. Se obtuvieron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) por separaciéon en gradiente Ficoll. Se utilizaron linfocitos recientes o
congelados.

Se utilizé un ensayo ELISPOT que permite la respuesta especifica del antigeno expresada en linfocitos de rata
inmunizados en una célula individual por deteccion de la produccién de INF-y a evaluar.

ELISPOT es un método simple y muy sensible para analisis en una célula individual de la activaciéon celular: el
mismo se utiliza particularmente para el andlisis de respuestas especificas inmunes generadas por antigenos
enteros o péptidos simples. Adicionalmente, basandose en las citoquinas analizadas, el mismo permite que las
respuestas obtenidas de diferentes sub-poblaciones celulares se detecten y diferencien.

Un anticuerpo monoclonal especifico de una citoquina de afinidad alta (actualmente INF-y) se aplica como
recubrimiento sobre una placa PVDF de 96 pocillos. Se afiaden las células efectoras (200-250x103) y se incuban
durante 24-48 horas en presencia de antigenos (4-10 ug de péptidos).

En este periodo, las células especificas del antigeno responderan liberando INF-y. Durante esta incubacion, dado
que el anticuerpo esta inmovilizado junto a las células, la citoquina secretada se inmovilizara sobre la placa.
Después de lavado para eliminar las células y el material inutil, se afiade un anticuerpo biotinilado dirigido contra un
segundo epitope de citoquina.

Se afiadié luego estreptavidina conjugada a enzima (por ejemplo peroxidasa de rabano picante (HRP)). Después de
las incubaciones y lavados apropiados, se afiade un sustrato adecuado para revelar manchas tefiidas en los sitios
de respuesta de las células que responden al tratamiento. Las ultimas se examinaran y se contaran por medio de un
analizador de imagenes (AELVIS). Por comparacion de los numeros de células tefiidas y sembradas se obtendra la
frecuencia de células reconocedoras del antigeno.

En todos los experimentos, las muestras a ensayar se utilizaron por triplicado o cuadruplicado y los resultados se
expresan como valor medio de los pocillos analizados (Figura 3). La Figura 3 muestra un diagrama de comparacion
de los tests ELISPOT realizados por estimulacion de linfocitos de rata inoculados por via intraperitoneal con 10x10°
células DHD con los dos péptidos. El protocolo ELISPOT en el caso presente incluye 2x10° células/ml y 200000
células/pocillo. Dentro del recuadro se muestran los resultados para ratas de control. Del analisis del histograma se
deduce que, de hecho, el nonamero RTQKEASIC es mas inmundgeno que el nondmero RTNKEASIC.

Ejemplo 4: Estudio acerca de la especificidad del anticuerpo anti-RTQKEASI frente a anti-RTNKEASI
MATERIALES Y METODOS
Transferencia Western

Con objeto de verificar la reaccidon del anticuerpo policlonal anti-RTN (dirigido contra la secuencia peptidica
RTNKEASI) contra la secuencia del péptido RTQKEASI por inmunotransferencia, se cargaron 5 ug de cualquier
péptido en gel de SDS-poliacrilamida al 18% y se transfirieron a una membrana de PVDF. La membrana se satur6
luego con leche en polvo con 5% de PBS que contenia 0,05% de Tween (PBST), incubada con anti-RTN diluido
1:100 en tampdn de saturacién para identificar los péptidos, y la reaccién se detectdé con anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa. Después de lavado con PBST se revelé la transferencia utilizando el sistema Super Signal
(Pierce). Para el estudio de la expresion de antigeno en las células DHD/K12 utilizando a la vez anticuerpos
policlonales anti-RTN y anticuerpos monoclonales anti-RTQ, las células se lisaron en tampdn de fosfato, de pH 6,8,
que contenia 1% de Triton-X 100, 100 Ul/ml de aprotinina y PMSF 1 mM. Las proteinas solubilizadas (42 ug) se
cargaron en gel de SDS-poliacrilamida al 8% y se transfirieron a una membrana de PVDF. El antigeno se identifico
con anticuerpos especificos (anti-RTN diluido 1:100, anti-RTQ diluido 1:20) y se detectd con anticuerpos
secundarios conjugados a peroxidasa.

Microscopia de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

La deteccién con el microscopio confocal de la expresion de antigeno en células DHD/K12 se llevé a cabo sobre
muestras fijadas con paraformaldehido al 4%, permeabilizadas con Triton-X 100 e inmunomarcadas con anticuerpo
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policlonal anti-RTN (diluido 1:70) y anticuerpo monoclonal anti-RTQ (diluido 1:20). La reaccién se detecto utilizando
anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 488. Los nucleos celulares se sometieron a contratincién con yoduro
de propidio. La observacién se llevd a cabo con microscopio confocal LEICA TCS 4D, equipado con laser
argon/cripton.

Para el analisis de la expresion de antigeno tisular, muestras de mucosa de colon distal de ratas BDIX tratadas y sin
tratar con DMH se fijaron con formalina tamponada y se incrustaron en parafina. Las secciones histoldgicas se
inmunomarcaron utilizando anticuerpo monoclonal anti-RTQ (diluido 1:10) y la reaccion se detectd con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa utilizando el kit DAKO Cytomation LSAB 2® HRP (DABN Liquid).

Modelos preclinicos utilizados

Para el modelo preclinico in vivo, se utilizaron ratas macho de la variedad BDIX, anestesiadas con alotano, a las que
se habian administrado por via intramuscular 5 veces a intervalos de 7 dias 20 mg/kg de hidrocloruro de 1,2-dimetil-
hidrazina (DMH). Cuando aparecid el tumor, se sacrificaron los animales y se tomaron muestras de la mucosa de
colon distal para analisis inmunohistoquimico de la expresién de antigeno.

Como modelo preclinico in vitro se utilizaron células de la linea DHD/K12, obtenidas originalmente de ratas de la
variedad BDIX por tratamiento con hidrocloruro de dimetil-hidrazina.

Citometria de flujo

Para verificar la expresion del antigeno en las células DHD-K12 por analisis citofluorimétrico, las células se
desprendieron con tripsina/EDTA, se marcaron con anticuerpos monoclonales anti-RTQ (diluido 1:20) y se
analizaron citofluorométricamente (FACscan Becton-Dickinson).

La inmunomarcacion se realizé utilizando tanto células sin fijar, para detectar la expresion del antigeno unicamente
en la membrana celular, como células permeabilizadas con Triton-X 100 fijadas en paraformaldehido a fin de
detectar la expresion citoplasmica de las mismas.

RESULTADOS

La inmunotransferencia se llevd a cabo utilizando anticuerpo monoclonal anti-RTNKEASI (anti-RTN) con las
secuencias RTNKEASI y RTQKEASI. El resultado consignado en la Figura 5 muestra la reaccion del anticuerpo
policlonal anti-RTN con los péptidos RTNKEASI (pista 1) y también con RTQKEASI (pista 3).

Los analisis por microscopia de inmunofluorescencia y fluorescencia permitieron detectar la inmunopositividad de las
células DHD-K12 para el anticuerpo anti-RTQ. Los resultados obtenidos utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
RTQKEASI muestran la positividad exclusivamente citoplasmica, pero no la membranal, de las células DHD-K12; el
anticuerpo policlonal anti-RTN proporcioné también positividad membranal (Figura 6).

Adicionalmente, por analisis de inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal anti-RTQ se
detectd que las células DHD-K12 muestran una distribucién intracelular de antigeno superponible a la obtenida
previamente con el uso del anticuerpo policlonal anti-RTN, pero mas especifica con respecto al ultimo como se
muestra en la Figura 7. La Figura 7 muestra la positividad prevalentemente citoplasmica de las células DHD-K12
contra el anticuerpo monoclonal anti-RTQ con un patrén de distribucion vesicular, acumulacion en un pequefio
numero de células en el area perinuclear (Golgi y lisosomas) y muchas células en el area nuclear.

Finalmente, el analisis inmunohistoquimico realizado para tejido de colon de ratas BDIX normales y tratadas con
DMH permitié verificar la inmunopositividad para el anticuerpo monoclonal anti-RTQ (muestreo realizado en las
semanas undécima (DMHB) y vigesimosexta (DMH20) después de la ultima dosis de DMH). Si bien el resultado para
el tejido de mucosa normal de colon era negativo, el tejido de las ratas tratadas con DMH exhibia una
inmunopositividad especifica cuya intensidad y distribucién aumentaban con la progresion del tumor (Figura 8).
Particularmente, la Figura 8 muestra que mientras que el antigeno RTQ no se expresa en la mucosa normal de
colon, el mismo se expresa ya en la semana undécima después de la ultima dosis de DMH en las células de la
mucosa epitelial hacia el lumen intestinal y las células tumorales e intersticiales en las criptas mucosales. Esta
positividad aumenta en la semana vigesimosexta después de la ultima dosis de DMH. La distribucion intracelular es
principalmente citoplasmica, pero también nuclear en varias células. Las distribuciones tisulares de anti-RTN y anti-
RTQ son similares, pero la ultima es mucho mas especifica.

Ejemplo 5: Vacunacion terapéutica por inmunizacién con un DNA en ratas endogamicas BDIX
MATERIALES Y METODOS

Se inyectaron células tumorales DHD/K12 (2x10° en 0,5 ml/animal) por via subcutanea (s.c.) en la regién cervical de
ratas BDIX al comienzo del experimento (TO).
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Al dia siguiente, el grupo experimental (DNA vax, n = 8) se vacun6 con 200 ug/animal de una vacuna de DNA
pRC11Fz, administrada por inyeccion intramuscular en el muasculo tibial anterior utilizando una jeringuilla de insulina
y aguja de calibre 29 ' (Becton Dickinson, Ref. No. 324804 microfino). Después de 3 semanas, el grupo "DNA vax"
se sometié a una dosis de inmunizacién de refuerzo por electroporacion (BTX ECM 830, 100 voltios/cm, 20 ms,
electroporador 1 Hz) en los musculos cuadriceps con 200 pg/extremidad de una vacuna de DNA pRC11Fz. La
electroporacion se llevé a cabo bajo anestesia general con zoletil y xilor. El grupo de control (n = 8) se someti6 al
comienzo del experimento (TO) a inoculacién subcutanea (s.c.) de células tumorales DHD/K12 (2x106 en 0,5
ml/animal) en la region cervical retronucal de las ratas BDIX. Después de una semana, se administré6 adyuvante
FCA (600 pl de Adyuvante Completo de Freund) y un volumen igual de BSA al 1% en PBS (1,2 ml/animal)
intradérmicamente a los animales en 6 loci (0,2 ml/locus). El tratamiento se repitié6 semanalmente 7 veces.

La vacunacién de las ratas BDIX después de un crecimiento de 9 semanas de células singénicas DHD-K12 de
carcinoma de colon se efectu6 a la vez con una vacuna de DNA que contenia RTQKEASI (DNA vax) (dos
tratamientos en las semanas primera y cuarta) de acuerdo con la invenciéon y control (adyuvante de Freund; 7
tratamientos cada semana).

Resultados

La Figura 9 muestra los resultados de la inmunizacion terapéutica con una vacuna de DNA de ratas BDIX
consanguineas después de un crecimiento durante 9 semanas de células singénicas DHD-K12 de carcinoma de
colon, indicando el efecto sobre el crecimiento del tumor (volumen de tumor). La Tabla 3 indica los valores obtenidos
después del tratamiento con una vacuna de DNA (DNA vax) y control con referencia al volumen de tumor y
porcentaje de supervivencia.

Tabla 3

Control Vacuna de DNA

Volumen medio de tumor + DS | 3,33+ 1,88 | 1,15 + 0,91

Intervalo de volumen 1,5-6,5 0,15-2,5

Supervivencia/total (%) 6/8 (75) 8/8 (100)

Valor p = 0,00556
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<130> PCT26276

<150> GB0428525
<151> 30-12-2004

<150> RM2005A000128
<151> 18-03-2005

<160> 13
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211>6

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 1
g]n Lys G]u A1a»§er Ile

<210> 2
<211>8

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 2
Arg Thr GIn Lys g'lu Ala Ser Ile
1 .

<210>3
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 3
His Arg Thr GIn Lys Glu Ala Ser Ile
1 .5

<210> 4
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 4
Arg Thr Glin Lys ?'lu Ala Ser Ile Cys
1 .

<210>5
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 5
ii'is Met Thr Gln ls.ys Glu Ala ser Ile

<210> 6
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero
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<400> 6
T’s Arg Glu Gln ls_ys Glu Ala Ser Ile

<210>7
<211>8

<212> PRT
<213> mamifero

<400>7
Arg Glu GIn Lys Glu Ala Ser Ile
1 5

<210> 8
<211>8

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 8
Met Thr GIn Lys Glu Ala ser Ile
1 5

<210>9

<211> 10
<212> PRT
<213> mamifero

<400> 9
His Arg Thr GIn Lys Glu Ala Ser Ile Cys
1 ' 5 10

<210> 10
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 10 ) '
Met Thr GIn Lys Glu Ala Ser Ile Cys
1 5

<210> 11
<211>9

<212> PRT
<213> mamifero

<400> 11
Arg Glu GIn Lys Glu Ala Ser ITe Cys
1 5

<210> 12
<211>10
<212> PRT
<213> mamifero

<400> 12
His Met Thr Gln Lys Glu Ala Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 13
<211>10
<212> PRT
<213> mamifero

<400> 13
His Arg Glu GIn Lys Glu Ala Ser Ile Cys
1 ' 5 - 10
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REIVINDICACIONES

1.- Péptidos inmundgenos que comprenden la secuencia QKEASI (SEQ ID NO: 1) perteneciente a la regiéon de
cisteina 2 a cisteina 3 del dominio Frizzled2 de la proteina Corina de mamifero, teniendo dichos péptidos una
longitud de 8 a 12 amino&cidos.

2.- Péptidos de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprenden el epitope RTQKEASI (SEQ ID NO: 2).
3.- Péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que son nonameros o decameros.

4.- Péptidos de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprenden la secuencia HRTQKEASI (SEQ ID NO: 3) o
RTQKEASIC (SEQ ID NO: 4).

5.- Péptidos de acuerdo con la reivindicacion 2 6 4 en los cuales el residuo de aminoacido R esta reemplazado con
M o P y/o el residuo de aminoacido T esta reemplazado con E.

6.- Péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizados porque tienen un residuo
cisteina en el extremo del término C.

7.- Péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, que tienen una secuencia seleccionada
del grupo constituido por HRTQKEASI (SEQ ID No:3), HUTQKEASI (SEQ ID No:5), HREQKEASI (SEQ ID No:6),
REQKEASI (SEQ ID No:7), MTQKEASI (SEQ ID No:8), RTQKEASI (SEQ ID No:2).

8.- Péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6 que tienen una secuencia
seleccionada del grupo constituido por HRTQKEASIC (SEQ ID No:9), RTQKEASIC (SEQ ID No:4), MTQKEASIC
(SEQ ID No:10), REQKEASIC (SEQ ID No:11), HMTQKEASIC (SEQ ID No:12), HREQKEASIC (SEQ ID No:13).

9.- Péptidos de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, protegidos en el término N o en el término C.
10.- Secuencia de DNA que codifica al menos uno de los péptidos definidos en las reivindicaciones de 1 a 8.
11.- Vector de expresiéon que comprende al menos una secuencia de DNA como se define en la reivindicacion 10.

12.- Vector de acuerdo con la reivindicacion 11 que comprende adicionalmente la secuencia que codifica un
compuesto inmunomodulador seleccionado del grupo constituido por quimioquinas y citoquinas inmunomoduladoras.

13.- Vector de acuerdo con la reivindicacién 12 en el cual dichas quimioquinas y citoquinas se seleccionan del grupo
constituido por IL-12, IL-2, INF-gamma y GM-CSF.

14.- Uso de péptidos como se definen en las reivindicaciones 1 a 9 o vector de expresién como se define en las
reivindicaciones 11-13 para la preparacion de una vacuna para el tratamiento preventivo de tumores en individuos
pertenecientes a poblacién caucasiana.

15.- Uso de acuerdo con la reivindicacion 14 en el cual el tumor es carcinoma de colon rectal.
16.- Uso de acuerdo con las reivindicaciones 14 6 15 en asociacion con al menos un agente quimioterapéutico.

17.- Vacuna antitumoral que comprende al menos uno de los péptidos que se definen en las reivindicaciones 1 a 9 o
el vector de expresion como se define en las reivindicaciones 11-13, junto con adyuvantes y excipientes
farmacoldgicamente aceptables.

18.- Vacuna de acuerdo con la reivindicacion 17, estando dirigida dicha vacuna contra el carcinoma de colon rectal.

19.- Anticuerpos monoclonales u oligoclonales especificos para uno de los péptidos que se definen en las
reivindicaciones de 1 a 8.

20.- Uso de los anticuerpos de acuerdo con la reivindicacion 19 para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de tumores.

21.- Uso de acuerdo con la reivindicacion 20 en el cual el tumor es carcinoma de colon rectal.

22.- Método para la determinacion in vitro de la existencia de un tumor o seguimiento del paciente que padece el
tumor en una muestra biolégica, que comprende el uso de los anticuerpos monoclonales o policlonales que se
definen en la reivindicacion 19.

23.- Kit de diagndstico que comprende los anticuerpos monoclonales u oligoclonales que se definen en la
reivindicaciéon 19 para determinacion de la presencia de un tumor en una muestra bioldgica.

24.- Kit de acuerdo con la reivindicacion 23 en el cual el tumor es carcinoma de colon rectal.

14



ES 2394 969 T3

| "b14

Osuasuo)

OO TR T g R T TS M T __ a:%%z.u.__ﬁ.a_“_ .............. _ ,
EEE%E%&%&%EE%... ST E=244
EEE&%%%E%&E.@EEE_%E%E 4244
34 TORT =~ LA TTON dH AN TL 308 )T M TTL L AN LTI S AL TV ==K TIHMBRISHA A T2y
EEETEEHE%%EE%E%%EEE;%éE% et
M g S A LA 2T TA TSNS oM DT AT - LY LN AAAS T 0D 0T AL ==L 0L TSHEA THNL A WOOAS AT AN AR5 be244
0T TSN MR AL ALt =TS LAMASTON RT3 N5 08 - EONSST 024
- QRN B L A g DA A TN BT 00L THBA TS T HSHADA == RO L TIH e AT NI A RT3 6244
T30 TR S 3 50 AT oL A dBANS L 5 DA T =UH AT TR CALH A1 OMARTOLY YIS T B0 STOVORALD 124
B T3 AT A NS0 A THE 3= =LA AN T4 S DDA A=A ORI LHA TN KL ORATOLO TS b SROdTS TN HAD 1
= N T LMD A0S T3 L A N TS AR A=W 0SS AL NABTOL ST D ASEOaASTOEARDOSTROD b adaaneDASu0Bueuedl 1=z
A TN A A DA 45 20 B SN0 T L LANLT 1405 0T34 =CHATTOH300LOKH DN QML RIS TONIMAA LT et G244
AT =S T DA S B T TOLANS 141045 0T34 e =CHATTOH00 R S0KaHALARASTONY AL 301 3MSH g2
DT LSS A4S0 LA YO T ST SHA T a0~ IRATDAGATTL B H A I TS ASTS UL TG M AR LT 0B erey
BT S22 oA A 30 T )T LA L LB N TAA LA T 1SS S TS AR LAH AR AAHLHA TN T L3054 Uorey
m__%éEﬁ__ﬂgggﬁéﬁg_ﬁm E@EEEE_HEE_EEE%EEEEEE% euewny

I e e |
E%ﬁ%ﬁﬁﬁ%ssﬁs%______ﬁa.aﬁ

15



110?]1194!5]

ES 2394 969 T3

mmmmmmmm

e e e
Raton SRS PR DTS
Rata ST P UYL LD

I

s TR KL TGS AT
K2 W WWWWMIWWEMWWW{ WWFMWME&WMHW

fitt R TR AL L AL AP RO LRGPP ER AR SEACYM
72 ST LU SELEFLCHRYI - LSRRG G RLERPA-SELTOR
18] MWMWMMWWMWWMWWWMM
m.m il |
Hfed
P4
el
I
consenso HA nmmuP JIJ tvmﬁ T mlﬂuu |Hlluem cthhi Lm[n'ﬂ]]lummpmuunmhfh F!..Wué Lpnmmihtl)m
Frizzled: l & 2 % %
Corina: HUMANa, _ oy pYySTSHPHYFGHRTIKEASTSHESSLFPRLVUTIL..
..... CHHLLYHHTHYPHYL GHRTOKEASISHESSLFPRLYATNL..,
Rata ™"ty pYNLTHYPHYLGHRTOKERSTSHESALFPALYATHC. .
hF2-8  ....CKGIGYNYTYHPHOFNHDTQDEAGLEYHO=-FHPLVEIQL..,
hF2=6 ... CRGIGYHL THMPHOFNHDTQDEAGLEVHL-~FHPLYETAL. .,
hFz=1  .....CTDIAYNQTIHPNLLGHTHOEDAGLEVHQ--FYPLVKVAC...
hF2=2 .. CTOIAYROTIHPHLLGHTHOEDAGLEVHQ-=FYPLYKVAC...
W= ... CTOIAYNOTILPHLLGHTHOEDRGLEVHO-=F YPLYKVAL. ..
hF2-8  ....CRGIGYNLTRMPHLLGHTSQEERRAELAE~-FAPLYQYGL. ..
hFZ=10  .....CKDIGYWNTRMPHLMGHEHGREARTOLHE~-FAPLVEYGL...
Wz-d  ....COMLGYNVTKMPHLYGHELOTDAELQLTT=-FTPLIQYGL...
SFRP=4 ... CREMPHHITRYPNHLHHSTOENAILATEQ~~YEELYDVHC...
Frzb=1  .....CKSLPHHHTKMPHHLHHSTORMATLATEQ=~FEGLLGTHC...
hF2=6  ....CHKHRYNHTFFPHLMGHYDOSIRAVEMEH--FLPLANLEL...
hF=3 ... CADLPYNTTFHPHLLKHYDQATARLANEP-=FHPHYNLDL...
Consenso ..C... .yl T,nPHLIgH, 0, A1, 800 F opBv, ol
mmmmm e e
Localizacion de la -t *é_J --c--l:--c-or!--E:--'c-—
regién 2cys-3cys en 1o N 1
CRD | 4=t | | ===t |
+ -+ + +
Fig. 2

16



ES 2394 969 T3

Comparacion de los péptidos

— T T T T
[ QR e T e TR e R - [ e

CELULAS formadoras de manchas/pocillo

PHA

Pépt. nuevo 4ug

Pépt. antiguo 4ug

Estimulos W/O

Péptido solo 4ug

RPMI

PHA

Pépt. nuevo 4ug

Pépt. antiguo 4ug

Estimulos W/O

Péptido solo 4pug

RPMI

17

Fig. 3



ES 2394 969 T3




Recuentos

200
160
120

&~ o
o o

ES 2394 969 T3

Antes de la transferencia
de membrana

Inmunorreaccion
con anti-RTN

200
160

Recuentos
—

s 4] o]
o (= ]

iy
o

10° 10" 10% 10° 10*

FL1-H
MAb anti-RTQ
membranal

Fig. 6

19

10" 10?2 10

FL1-H
MADb anti-RTQ
citoplasmatico




ES 2394 969 T3

Anti-RTQ ' L.
) B [FPennuclea

"3

Ctr normal de colon

DMHS

DMH20

20



ES 2394 969 T3

P = 0,005

I~

©

To R Y < B o1
Volumen de tumor (ml)

control

21
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