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DESCRIPCION
Vacuna terapéutica contra el cancer.
Campo de la invencion

La presente solicitud describe fragmentos de ML-IAP (livina) y una vacuna terapéutica que comprende uno o mas
fragmentos de polipéptido de ML-IAP. La vacuna puede usarse para el tratamiento profilactico, de mejora y/o
curativo de, por ejemplo, canceres y enfermedades autoinmunitarias.

Antecedentes de lainvencion

Esta bien establecido que pueden reconocerse epitopos peptidicos derivados de antigenos asociados a tumor (TAA)
humanos por linfocitos T citotoxicos (CTL) en el contexto de moléculas de CMH* y que la mayoria (si no la totalidad)
de los tumores expresan tales antigenos. Por consiguiente, estan realizandose apasionantes esfuerzos clinicos para
seleccionar como diana estos TAA en estrategias tales como vacunacmn y terapia con células T adoptiva con el fin
de generar respuestas de CTL antitumorales eficaces en pauentes

Para el melanoma, el tumor para el que se ha caracterizado el mayor nimero de TAA definidos por CTL, se han
inducido potentes respuestas de CTL contra antl%enos mediante vacunaciéon y algunos pacientes han
experimentado una remision completa de su enfermedad

Sin embargo, la inmunoseleccién de variantes con pérdida de antigeno puede ser un obstaculo grave para el
potencial curativo de la mayoria de los epitopos de CTL conocidos en la oncologia clinica, y la seleccion de
tumores mutantes deficientes en antigenos es una limitacion bien reconocida en las estrateglas terapeutlcas
cuando se seleccionan como diana antigenos que no tienen un papel en el crecimiento del cancer®>?”?%, El motivo
es que la mayoria de los péptidos caracterizados se derivan de polipéptidos que no son esenuales para la
supervivencia de la célula tumoral. Por tanto, si se inducen potentes respuestas de CTL contra estos antigenos
peptidicos mediante medidas terapéuticas tales como vacunaciones, es muy probable que las células tumorales
que carecen de la expresién del antigeno seleccionado como diana escapen de las respuestas inmunitarias
provocadas®?.

Existe una necesidad de vacunas terapéuticas mas eficaces y métodos mejorados de tratamiento de céncer y
enfermedades autoinmunitarias.

Sumario de lainvencion

La aplicacion terapéutica de antigenos tumorales cuya expresion es esencial para la supervivencia de células
tumorales representa una estrategia para el tratamiento del cancer evitando que surjan variantes con pérdida de
antigeno debido a inmunoseleccién, particularmente durante la terapia inmunitaria. Sin embargo, la identificacién de
fragmentos especificos que comprenden buenas propiedades antigénicas es dificil.

La familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP)12 representa un ejemplo de antigenos tumorales cuya
expresion es esencial para la supervivencia de células tumorales. La inhibicién de la apoptosis tanto potencia la
supervivencia de células cancerosas como previene que las células cancerosas escapen de terapias citotdxicas y la
vigilancia inmunitaria.

Se han descrito varias |AP diferentes. Sus patrones de expresion diferentes sugieren un papel especifico del 6rgano
en promover la supervivencia celular durante el desarrollo y la homeostasis tisular. Mientras que X-IAP, C-IAP1y C-
IAP2 se expresan de manera relativamente ubicua, la survivina sélo se expresa en tejidos fetales y tumorales.

El polipéptido inhibidor de la apoptosis ML-IAP tiene un patron de expresion bastante selectivo, ya que se detecta
predominantemente en melanomas y algunos otros tejldosl 14 La Unica otra IAP con expresion bien documentada
en melanoma es survivina.

Puede detectarse ML- IAP en la mayoria de las lineas celulares de melanoma sometidas a prueba pero no en
melanocitos normales'®. Las lineas celulares de melanoma con altos niveles de ML-IAP son mas resistentes a
apoptosis inducida por farmacos de lo que lo son los melanocitos primarios normales. Por tanto, ML-IAP podria ser
un factor celular critico y niveles de expresion aumentados de ML-IAP conferir resistencia frente a estimulos
apoptéticos, contribuyendo asi a la patogénesis y la progresion de melanomas malignos.

El polipéptido de ML-IAP inhibe la apoptosis y la muerte celular inducidas mediante receptores de muerte y por tanto
puede esperarse que agentes quimioterapicos se vean impedidos por la expresion de ML-IAP.

Por consiguiente, una expresion elevada de ML-IAP hace que las células de melanoma sean resistentes a estimulos
apoptoticos y por tanto contribuye posiblemente a la patogénesis de este tumor maligno.

La presente solicitud demuestra que células T que se infiltran en el entorno tumoral o que circulan en la sangre
periférica de pacientes con melanoma reconocen especificamente péptidos derivados de ML-IAP. Por tanto, por una
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parte, ML-IAP es importante para la supervivencia de la célula cancerosa y por otra parte es una diana para células
efectoras inmunoldgicas.

La presente invencion se refiere en un aspecto a fragmentos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) que consisten en al menos
9 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP y se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID NO: 245,
SEQ ID NO: 297, SEQ ID NO: 298, SEQ ID NO: 301, consistiendo dicho fragmento de polipéptido como méaximo en
15 amino&cidos consecutivos.

En otro aspecto preferido, la presente solicitud se refiere a una vacuna terapéutica que comprende ML-IAP (SEQ ID
NO: 1), y/o uno o mas fragmentos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) que pueden provocar una respuesta de células T
especifica, incluyendo una respuesta que implica la activacion de células T citotoxicas y/o células T cooperadoras
(Th). La composicién de vacuna comprende ademas preferiblemente un adyuvante y/o un portador.

En aun otro aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende ML-IAP (SEQ ID NO: 1), y/o uno
0 més fragmentos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) que pueden provocar una respuesta de células T especifica,
incluyendo una respuesta que implica la activacion de células T citotéxicas y/o células T cooperadoras (Th), y un
compuesto bioactivo seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapico o un agente inmunoterapico.
La composicion farmacéutica puede comprender ademas un adyuvante y/o un portador.

En todavia un aspecto adicional de la solicitud, se proporciona un kit de partes que comprende ML-IAP (SEQ ID NO:
1), y/o uno o mas fragmentos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) que pueden provocar una respuesta de células T
especifica, incluyendo una respuesta que implica la activacion de células T citotoxicas y/o células T cooperadoras
(Th), y un compuesto bioactivo seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapico o un agente
inmunoterapico, en el que el uno o méas fragmentos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) que pueden provocar una respuesta
de células T especifica y el compuesto bioactivo seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapico o
un agente inmunoterapico, pueden administrarse simultineamente, o secuencialmente en cualquier orden. El kit de
partes puede comprender opcionalmente un manual que comprende informacién sobre el régimen de dosificacion o
la administracion del fragmento de ML-IAP y el compuesto bioactivo.

En todavia un aspecto adicional de la invencioén, se proporciona el uso de un fragmento de ML-IAP en la fabricacion
de una composicién de vacuna que puede provocar una respuesta de células T especifica en un individuo al que se
le ha administrado la composicion de vacuna.

En aun otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un fragmento de ML-IAP en combinacién con un
agente bioactivo en la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de un cancer y/o una
enfermedad autoinmunitaria en un individuo que necesita dicho tratamiento.

En todavia un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un método para activar y expandir células T
especificas para ML-IAP o fragmentos del mismo, comprendiendo dicho método las etapas de -cultivar
conjuntamente células T y ML-1AP, y/o al menos un fragmento del mismo, activando asi las células T, y aislar células
T especificas para ML-IAP activadas y/o células T especificas para fragmento de ML-IAP.

En adn otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para tratar a un individuo al que se le ha
diagnosticado un cancer, o con riesgo de desarrollar un cancer, comprendiendo dicho método las etapas de
administrar a dicho individuo al menos una célula T especifica para ML-IAP aislada y activada, y/o al menos una
célula T especifica para fragmento de ML-IAP aislada y activada.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1

Respuesta de células T contra el péptido ML-IAP2g0 (QLCPICRAPV) medida en un ELISPOT en PBL del paciente
con melanoma FM3 (figura 1A) o FM72 (figura 1B) y en TIL del paciente con melanoma PM9 gigura 1C) o FM72
(figura 1D). Se estimularon linfocitos T una vez con péptido antes de sembrarse en placa a 3x10” células por pocillo
por duplicado o bien sin o bien con péptido. Se calculé el nimero promedio de puntos especificos para péptido (tras
restar los puntos sin péptido afiadido) para cada paciente usando un dispositivo de barrido CCD y un sistema
informéatico (figura 1E).

Figura 2

Respuesta de células T medida en ELISPOT contra los péptidos ML-IAP2g (QLCPICRAPYV), MLIAP25
(RLQEERTCKYV), MLIAP23, (VLEPPGARDYV) y MLIAPg, (RLASFYDWPL) en muestras de TIL de nueve pacientes y
en PBL de dos pacientes. Se estimularon linfocitos T una vez con péptido antes de sembrarse en placa a
3x10° células por pocillo por duplicado o bien sin o bien con péptido. Se calculdé el nimero promedio de puntos
especificos para péptido (tras restar los puntos sin péptido afiadido) para cada paciente usando un dispositivo de
barrido CCD y un sistema informatico.
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Figura 3

Respuesta de células T contra el péptido ML-IAP245.253 (RLQEERTCK) medida en un ELISPOT en PBL de 14
pacientes con melanoma. Se estimularon linfocitos T una vez con péptido antes de sembrarse en placa por triplicado
0 bien sin o bien con péptido. Se calculé el nimero promedio de células especificas para péptido (tras restar los
puntos sin péptido afiadido) para cada paciente como el nimero de células formadoras de puntos por 10° células
positivas para CD8 tras restar el nimero de puntos de referencia formados sin adicion de péptido usando el
analizador ImmunoSpot® Series 2.0 (CTL Analyzers, LLC, Cleveland, EE.UU.).

Figura 4

Deteccion in situ de CTL reactivo para ML-IAP. Se us6 microscopia de barrido laser confocal para detectar CTL que
reaccionaban con un anticuerpo anti-CD8 conjugado con Cy3 (canal rojo) y un constructo de HLA-A2/ML-IAP2g0
multimérico conjugado con isotiocianato de fluoresceina (canal verde) (columnas primera y segunda) o con un
constructo de HLA-A2/ML-1AP245 multimérico conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Ultima columna) en
tumores primarios de dos pacientes con melanoma positivo para HLA-A2.

Figura 5

Capacidad citolitica de CTL especificos para ML-IAP. Se aislaron CTL reactivos para ML-IAP245 de PBL de los
pacientes con melanoma CmelE22 usando perlas magnéticas recubiertas con péptido antes de sembrarse en placa
a 2x10% células por pocillo por duplicado con células T2 o bien sin pulsar o bien pulsadas con ML-IAP2us
(RLQEERTCKY) (figura 5A). Se aislaron CTL reactivos para ML-IAP2g de un ganglio linfatico con infiltracion de
melanoma del paciente Cmel72 usando perlas magnéticas recubiertas con péptido. Se analizaron estas células
para determinar la lisis especifica para células T2 con (cuadrado) o sin (triangulo) péptido ML-1AP2g0 (QLCPICRAPV)
(figura 5B). Lisis mediante células T aisladas mediante ML-IAP2g, de la linea celular de melanoma autdloga FM93
(triangulo), la linea celular negativa para HLA-A2, FM56 (circulo negro) y la linea celular diana de linfocitos citoliticos
naturales, K562 (circulo blanco) (figura 5C).

Descripcion detallada de la invencién
A continuacion en el presente documento se dan a conocer realizaciones preferidas de la presente solicitud.

Fragmentos de ML-IAP y composiciones de vacuna terapéuticas que comprenden tales fragmentos o ML-IAP de
longitud completa

En realizaciones preferidas, la presente solicitud se refiere a fragmentos de ML-IAP y a composiciones de vacuna
terapéuticas que comprenden uno o mas fragmentos de ML-IAP, y un portador farmacéuticamente aceptable. La
composicion de vacuna puede comprender ademdas un portador y/o un compuesto adyuvante. También se
proporciona una composicion de vacuna que comprende ML-IAP de longitud completa (SEQ ID NO: 1).

A continuacion en el presente documento, se indican fragmentos preferidos de residuos de aminoacido de ML-IAP
consecutivos segun la presente solicitud. Los fragmentos pueden seleccionarse de la secuencia de residuos de
aminoacido de ML-IAP de longitud completa indicada a continuacion en el presente documento como SEQ ID NO: 1:

mgpkdsakcl hrgpgpshwa agdgptqgerc gprslgspvl gldtcrawdh vdggilgqlr plteeeeeeg agatlsrgpa fpgmgseeir lasfydwplt
aevppellaa agffhtghqd kvrcffcygg lgswkrgddp wthakwfpsc dflirskgrd fvhsvgeths gligswdpwe epedaapvap svpasgypel
ptprrevgse sagepggvsp aeaqrawwvl eppgardvea glrrigeert ckvcldravs ivfvpcghlv caecapglgl cpicrapvrs rvrtfls (SEQ
ID NO: 1).

No es posible predecir facilmente qué fragmentos de un polipéptido dado, tal como ML-IAP, constituiran buenos
antigenos o dianas eficaces para respuestas de CTL espontaneas. Por tanto, es critico identificar péptidos que sean
adecuados como antigenos. La presente solicitud proporciona métodos para someter a prueba fragmentos de ML-
IAP, es decir pruebas para determinar la afinidad de union a moléculas de HLA, respuesta de CTL provocada y/o
cualquier otra propiedad antigénica para identificar aquellos fragmentos de ML-IAP que constituyen buenos
antigenos. Ademas, la invencion proporciona péptidos de ML-IAP Utiles.

La union de péptidos al CMH es una etapa crucial en la generacion de una respuesta de células T. Por tanto, una
manera comunmente usada de identificar epitopos de CTL es el uso de algoritmos sofisticados, que incorporan
informacién sobre la contribucién de todas las cadenas laterales peptidicas a la unién global de un péptido particular
en un intento por mejorar la prediccion de epitopos de CTL. Sin embargo, en primer lugar se ha descrito que no hay
una correlacion fuerte entre la union real y predicha de un péptido a CMH a partir de algoritmos informaticos (20). En
segundo lugar, la uniébn de un péptido a CMH es uno de varios factores diferentes que determinan la
inmunogenicidad de un péptido dado. Estos incluyen el nivel de expresién de la proteina fuente relevante,
procesamiento, transporte de TAP, nivel de expresion del CMH de clase | sobre la superficie celular, repertorio de
TCR, sensibilidad de CTL, inmunosupresion y citocinas (23). Por tanto, hay muchos factores que determinan una
respuesta de CTL contra un péptido dado. Ademas, con frecuencia muchos epitopos inmunodominantes en
respuestas de CTL frente a proteinas propias pueden ser determinantes subdominantes o cripticos, en vez de
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dominantes. La identificacion de epitopos de CTL a partir de una proteina dada es por tanto una cuestién
complicada.

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 9 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud describe en una realizacion preferida se refiere a fragmentos de ML-IAP que comprenden al
menos 9 residuos de aminoacido consecutivos y composiciones de vacuna que comprenden fragmentos de ML-IAP
qgque comprenden al menos 9 residuos de aminoacido consecutivos, incluyendo los fragmentos indicados a
continuacién en el presente documento:

mgpkdsakc (SEQ ID NO: 2); gpkdsakcl (SEQ ID NO: 3); pkdsakclh (SEQ ID NO: 4); kdsakclhr (SEQ ID NO: 5);
dsakclhrg (SEQ ID NO: 6); sakdhrgp (SEQ ID NO: 7); akclhrgpg (SEQ ID NO: 8); kclhrgpgp (SEQ ID NO: 9);
clhrgpgps (SEQ ID NO: 10); Ihrgpgpsh (SEQ ID NO: 11); hrgpgpshw (SEQ ID NO: 12); rgpgpshwa (SEQ ID NO: 13);
gpgpshwaa (SEQ ID NO: 14); pgpshwaag (SEQ ID NO: 15); gpshwaagd (SEQ ID NO: 16); pshwaagdg (SEQ ID NO:
17); shwaagdgp (SEQ ID NO: 18); hwaagdgpt (SEQ ID NO: 19); waagdgptg (SEQ ID NO: 20); aagdgptge (SEQ ID
NO: 21); agdgptger (SEQ ID NO: 22); gdgptgerc (SEQ ID NO: 23); dgptgercg (SEQ ID NO: 24); gptgercgp (SEQ ID
NO: 25); ptgercgpr (SEQ ID NO: 26); tgercgprs (SEQ ID NO: 27); gercgprsl (SEQ ID NO: 28); ercgprslg (SEQ ID NO:
29); rcgprslgs (SEQ ID NO: 30); ogprslgsp (SEQ ID NO: 31); gprslgspv (SEQ ID NO: 32); prslgspvl (SEQ ID NO: 33);
rslgspvlg (SEQ ID NO: 34); slgspvigl (SEQ ID NO: 35); Igspvigld (SEQ ID NO: 36); gspvlgldt (SEQ ID NO: 37);
spvigldtc (SEQ ID NO: 38); pvigldtcr (SEQ ID NO: 39); vigldicra (SEQ ID NO: 40); Igldtcraw (SEQ ID NO: 41);
gldtcrawd (SEQ ID NO: 42); Idtcrawdh (SEQ ID NO: 43); dtcrawdhv (SEQ ID NO: 44); tcrawdhvd (SEQ ID NO: 45);
crawdhvdg (SEQ ID NO: 46); rawdhvdgq (SEQ ID NO: 47); awdhvdggi (SEQ ID NO: 48); wdhvdgqil (SEQ ID NO:
49); dhvdgqilg (SEQ ID NO: 50); hvdgaqilgg (SEQ ID NO: 51); vdgqilggl (SEQ ID NO: 52); dggilgglr (SEQ ID NO: 53);
gqilgglrp (SEQ ID NO: 54); qgilggirpl (SEQ ID NO: 55); ilgqlrplt (SEQ ID NO: 56); lgglrplte (SEQ ID NO: 57); gglrpltee
(SEQ ID NO: 58); glrplteee (SEQ ID NO: 59), Irplteese (SEQ ID NO: 60); rplteeeee (SEQ ID NO: 61); ptteeeeee
(SEQ ID NO: 62); Iteeeeeeg (SEQ ID NO: 63); teeeeeega (SEQ ID NO: 64); eeeeeegag (SEQ ID NO: 65);
eeeeegaga (SEQ ID NO: 66); eeeegagat (SEQ ID NO: 67); eeegagatl (SEQ ID NO: 68); eegagatls (SEQ ID NO: 69);
egagatlsr (SEQ ID NO: 70); gagatlsrg (SEQ ID NO: 71); agatlsrgp (SEQ ID NO: 72); gatlsrgpa (SEQ ID NO: 73);
atlsrgpaf (SEQ ID NO: 74); tlsrgpafp (SEQ ID NO: 75); Isrgpafpg (SEQ ID NO: 76); srgpafpgm (SEQ ID NO: 77);
rgpafpgmg (SEQ ID NO: 78); gpafpgmgs (SEQ ID NO: 79); pafpgmgse (SEQ ID NO: 80); afpgmgsee (SEQ ID NO:
81); fpgmgsel (SEQ ID NO: 82); pgmgselr (SEQ ID NO: 83); gmgseelrl (SEQ ID NO: 84); mgseelrla (SEQ ID NO: 85);
gseelrlas (SEQ ID NO: 86); seelrlasf (SEQ ID NO: 87); eelrlasfy (SEQ ID NO: 88); elrlasfyd (SEQ ID NO: 89);
Irlasfydw (SEQ ID NO: 90); rlasfydwp (SEQ ID NO: 91); lasfydwpl (SEQ ID NO: 92); asfydwplt (SEQ ID NO: 93);
sfydwplta (SEQ ID NO: 94); fydwpltae (SEQ ID NO: 95); ydwpltaev (SEQ ID NO: 96); dwpltaevp (SEQ ID NO: 97);
wpltaevpp (SEQ ID NO: 98); pltaevppe (SEQ ID NO: 99); ltaevppel (SEQ ID NO: 100); taevppell (SEQ ID NO: 101);
aevppella (SEQ ID NO: 102); evppellaa (SEQ ID NO: 103); vppellaaa (SEQ ID NO: 104); ppellaaag (SEQ ID NO:
105); pelaaagf (SEQ ID NO: 106); ellaaagff (SEQ ID NO: 107); llaaagffh (SEQ ID NO: 108); laaagffht (SEQ ID NO:
109); aaagffhtg (SEQ ID NO: 110); aagffhtgh (SEQ ID NO: 111); agffhtghg (SEQ ID NO: 112); gffhtghqd (SEQ ID
NO: 113); ffhtghgdk (SEQ ID NO: 114); fhtghqdkv (SEQ ID NO: 115); htghqdkvr (SEQ ID NO: 116); tghgdkvrc (SEQ
ID NO: 117); ghqdkvrcf (SEQ ID NO: 118); hqdkvrcff (SEQ ID NO: 119); gdkvrcffc (SEQ ID NO: 120); dkvrcffcy (SEQ
ID NO: 121); kvrcffcyg (SEQ ID NO: 122); vrcffcygg (SEQ ID NO: 123); rcffcyggl (SEQ ID NO: 124); cffcygglg (SEQ
ID NO: 125); ffcygglgs (SEQ ID NO: 126); fcygglgsw (SEQ ID NO: 127); cygglgswk (SEQ ID NO: 128); ygglgswkr
(SEQ ID NO: 129); gglgswkrg (SEQ ID NO: 130); glgswkrgd (SEQ ID NO: 131); Igswkrgdd (SEQ ID NO: 132);
gswkrgddp (SEQ ID NO: 133); swkrgddpw (SEQ ID NO: 134); wkrgddpwt (SEQ ID NO: 135); krgddpwth (SEQ ID NO:
136); rgddpwtha (SEQ ID NO: 137); gddpwthak (SEQ ID NO: 138); ddpwthakw (SEQ ID NO: 139); dpwthakwf (SEQ
ID NO: 140); pwthakwfp (SEQ ID NO: 141); wthakwfps (SEQ ID NO: 142); thakwfpsc (SEQ ID NO: 143); hakwfpscq
(SEQ ID NO: 144); akwfpscqf (SEQ ID NO: 145); kwfpscqfl (SEQ ID NO: 146); wfpscqfll (SEQ ID NO: 147); fpscqfilr
(SEQ ID NO: 148); pscqfllrs (SEQ ID NO: 149); scqflirsk (SEQ ID NO: 150): cqflirskg (SEQ ID NO: 151); gflirskgr
(SEQ ID NO: 152); flirskgrd (SEQ ID NO: 153); lirskgfdf (SEQ ID NO: 154); Irskgrdfv (SEQ ID NO: 155); rskgrdfvh
(SEQ ID NO: 156); skgrdfvhs (SEQ ID NO: 157); kgrdfvhsv (SEQ ID NO: 158); grdfvhsvg (SEQ ID NO: 159);
rdfvhsvge (SEQ ID NO: 160); dfvhsvget (SEQ ID NO: 161); fvhsvget (SEQ ID NO: 162); vhsvgets (SEQ ID NO: 163);
hsvgetsq (SEQ ID NO: 164); svgetsgl (SEQ ID NO: 165); vgetsqll (SEQ ID NO: 166); getsqgllg (SEQ ID NO: 167);
etsqllgs (SEQ ID NO: 168); thsqllgsw (SEQ ID NO: 169); hsqllgswd (SEQ ID NO: 170); sqllgswdp (SEQ ID NO: 171);
gligswdpw (SEQ ID NO: 172); ligswdpwe (SEQ ID NO: 173); Igswdpwee (SEQ ID NO: 174); gswdpweep (SEQ ID
NO: 175); swdpweepe (SEQ ID NO: 176); wdpweeped (SEQ ID NO: 177); dpweepeda (SEQ ID NO: 178);
pweepedaa (SEQ ID NO: 179); weepedaap (SEQ ID NO: 180); eepedaapv (SEQ ID NO: 181); epedaapva (SEQ ID
NO: 182); pedaapvap (SEQ ID NO: 183); edaapvaps (SEQ ID NO: 184); daapvapsv (SEQ ID NO: 185); aapvapsvp
(SEQ ID NO: 186); apvapsvpa (SEQ ID NO: 187); pvapsvpas (SEQ ID NO: 188); vapsvpasg (SEQ ID NO: 189);
apsvpasgy (SEQ ID NO: 190); psvpasgyp (SEQ ID NO: 191); svpasgype (SEQ ID NO: 192); vpasgypel (SEQ ID NO:
193); pasgypelp (SEQ ID NO: 194); asgypelpt (SEQ ID NO: 195); sgypelptp (SEQ ID NO: 196); gypelptpr (SEQ ID
NO: 197); ypelptprr (SEQ ID NO: 198); pelptprre (SEQ ID NO: 199); elptprrev (SEQ ID NO: 200); Iptprrevq (SEQ ID
NO: 201); ptprrevgs (SEQ ID NO: 202); tprrevgse (SEQ ID NO: 203); prrevgses (SEQ ID NO: 204); rrevgsesa (SEQ
ID NO: 205); revgsesaq (SEQ ID NO: 206); evgsesage (SEQ ID NO: 207); vgsesagep (SEQ ID NO: 208); gsesaqgepg
(SEQ ID NO: 209); sesaqepgg (SEQ ID NO: 210); esaqepggv (SEQ ID NO: 211); saqepggvs (SEQ ID NO: 212);
agepggvsp (SEQ ID NO: 213); gepggvspa (SEQ ID NO: 214); epggvspae (SEQ ID NO: 215); pggvspaea (SEQ ID
NO: 216); ggvspaeaq (SEQ ID NO: 217); gvspaeaqr (SEQ ID NO: 218); vspaeaqra (SEQ ID NO: 219); spaeagraw
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(SEQ ID NO: 220); paeagraww (SEQ ID NO: 221); aeagrawwv (SEQ ID NO: 222); eagrawwvl (SEQ ID NO: 223);
agrawwvle (SEQ ID NO: 224); grawwvlep (SEQ ID NO: 225); rawwvlepp (SEQ ID NO: 226); awwvleppg (SEQ ID NO:
227); wwvleppga (SEQ ID NO: 228); wvleppgar (SEQ ID NO: 229); vleppgard (SEQ ID NO: 230); leppgardv (SEQ ID
NO: 231); eppgardve (SEQ ID NO: 232); ppgardvea (SEQ ID NO: 233); pgardveaq (SEQ ID NO: 234); gardveaq|
(SEQ ID NO: 235); ardveaglr (SEQ ID NO: 236); rdveaqlrr (SEQ ID NO: 237); dveaqlrrl (SEQ ID NO: 238); veaqlrrlq
(SEQ ID NO: 239); eaglrrige (SEQ ID NO: 240); aglrrigee (SEQ ID NO: 241); glrrlgeer (SEQ ID NO: 242); Irrlgeert
(SEQ ID NO: 243); rrigeertc (SEQ ID NO: 244); rlgeertck (SEQ ID NO: 245); Igeertckv (SEQ ID NO: 246); geertckvc
(SEQ ID NO: 247); eertckvcl (SEQ ID NO: 248); ertckvcld (SEQ ID NO: 249); rtckvcldr (SEQ ID NO: 250); tckvcldra
(SEQ ID NO: 251); ckvcldrav (SEQ ID NO: 252); kvcldravs (SEQ ID NO: 253); vcldravsi (SEQ ID NO: 254); ddravsiv
(SEQ ID NO: 255); Idravsivf (SEQ ID NO: 256); dravsivfv (SEQ ID NO: 257); ravsivfvp (SEQ ID NO: 258); avsivfvpc
(SEQ ID NO: 259); vsivfvpcg (SEQ ID NO: 260); sivfvpcgh (SEQ ID NO: 261); ivfvpcghl (SEQ ID NO: 262); vivpcghiv
(SEQ ID NO: 263); fvpcghlve (SEQ ID NO: 264); vpcghlvca (SEQ ID NO: 265); poghlvcae (SEQ ID NO: 266);
cghlvcaec (SEQ ID NO: 267); ghivcaeca (SEQ ID NO: 268); hlvcaecap (SEQ ID NO: 269); lvcaecapg (SEQ ID NO:
270); vcaecapgl (SEQ ID NO: 271); caecapglg (SEQ ID NO: 272); aecapglgl (SEQ ID NO: 273); ecapglglc (SEQ ID
NO: 274); capglglcp (SEQ ID NO: 275); apglglcpi (SEQ ID NO: 276); pglglcpic (SEQ ID NO: 277); glglcpier (SEQ ID
NO: 278); Iglcpicra (SEQ ID NO: 279); glcpicrap (SEQ ID NO: 280); Icpicrapv (SEQ ID NO: 281); cpicrapvr (SEQ ID
NO: 282); picrapvrs (SEQ ID NO: 283); icrapvrsr (SEQ ID NO: 284); crapvrsrv (SEQ ID NO: 285); rapvrsrvr (SEQ ID
NO: 286); apvrsrvrt (SEQ ID NO: 287); pvrsrvrtf (SEQ ID NO: 288); vrsrvrtfl (SEQ ID NO: 289); rsrvrtfls (SEQ ID NO:
290).

En una realizacién de la presente invencion, preferiblemente el fragmento no es SEQ ID NO: 35.

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 10 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 10 residuos de
aminoécido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 10 residuos de aminoacido mas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakcl (SEQ ID NO: 291), asi como a composiciones de vacuna que
comprenden tales fragmentos. Por tanto, pueden obtenerse fragmentos adicionales que comprenden o que
consisten en 10 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 289 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
290), y

afadir el residuo de aminoacido C-terminal de SEQ ID NO: N+1 al residuo de aminoacido C-terminal del fragmento
seleccionado en etapa i).

En una realizacién de la presente solicitud, preferiblemente el fragmento no es SEQ ID NO: 299.

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 11 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 11 residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 11 residuos de aminoacido méas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakclh (SEQ ID NO: 292), asi como a composiciones de vacuna que
comprenden tales fragmentos. Por tanto, pueden obtenerse fragmentos adicionales que comprenden o que
consisten en 11 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 288 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
289), y

afadir los 2 residuos de aminoacido mas C-terminales de SEQ ID NO: N+2 al residuo de aminoacido C-terminal del
fragmento seleccionado en la etapa i).

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 12 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 12 residuos de
aminoéacido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 12 residuos de aminoacido mas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakclhr (SEQ ID NO: 293), asi como a composiciones de vacuna que
comprenden tales fragmentos. Por tanto, pueden obtenerse fragmentos adicionales que comprenden o que
consisten en 12 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 287 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
288), y

afiadir los 3 residuos de aminoacido mas C-terminales de SEQ ID NO: N+3 al residuo de aminoacido C-terminal del
fragmento seleccionado en la etapa i).
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Fragmentos gue comprenden una secuencia de 13 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 13 residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 13 residuos de aminoacido mas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakcihrg (SEQ ID NO: 294), asi como a composiciones de vacuna que
comprenden tales fragmentos. Por tanto, generalmente pueden obtenerse fragmentos adicionales que comprenden
0 que consisten en 13 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 286 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
287),y

afiadir los 4 residuos de aminoacido mas C-terminales de SEQ ID NO: N+4 al residuo de aminoacido C-terminal del
fragmento seleccionado en la etapa i).

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 14 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 14 residuos de
aminoécido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 14 residuos de aminoacido mas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakclhrgp (SEQ ID NO: 295), asi como a composiciones de vacuna que
comprenden tales fragmentos. Por tanto, generalmente pueden obtenerse fragmentos adicionales que comprenden
0 que consisten en 14 residuos de aminoéacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 285 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
286), y

afiadir los 5 residuos de aminoacido mas C-terminales de SEQ ID NO: N+5 al residuo de aminoacido C-terminal del
fragmento seleccionado en la etapa i).

Fragmentos gue comprenden una secuencia de 15 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP

La presente solicitud también se refiere a fragmentos que comprenden o que consisten en 15 residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), tales como por ejemplo los 15 residuos de aminoacido méas N-
terminales de SEQ ID NO: 1, es decir mgpkdsakclhrgpg (SEQ ID NO: 296), asi como a composiciones de vacuna
que comprenden tales fragmentos. Por tanto, generalmente pueden obtenerse fragmentos adicionales que
comprenden o que consisten en 15 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP de la siguiente manera:

seleccionar uno cualquiera de los fragmentos anteriores definidos por de SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 284 (es decir
un fragmento indicado anteriormente definido por SEQ ID NO: N, en el que N es un entero mayor que 2 y menor que
285),y

afadir los 6 residuos de aminoacido méas C-terminales de SEQ ID NO: N+6 al residuo de aminoacido C-terminal del
fragmento seleccionado en la etapa i).

Por consiguiente, para cualquiera de los fragmentos anteriores de ML-IAP que comprenden o que consisten en
desde 10 hasta 15 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP, N es un entero desde 3 hasta preferiblemente
menos de 290, tal como 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 1186,
117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,
163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,
186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208,
209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277,
278, 279, 280, 281, 282, 283, 284 (fragmentos que comprenden o que consisten en 15 o0 menos residuos de
aminoéacido consecutivos de ML-IAP), 285 (fragmentos que comprenden o que consisten en 14 o menos residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP), 286 (fragmentos que comprenden o que consisten en 13 0 menos residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP), 287 (fragmentos que comprenden o que consisten en 12 o menos residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP), 288 (fragmentos que comprenden o que consisten en 11 o menos residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP), 289 (fragmentos que comprenden o que consisten en 10 o menos residuos de
aminoéacido consecutivos de ML-IAP).

Por consiguiente, en realizaciones preferidas, la presente solicitud se refiere a fragmentos de ML-IAP que
comprenden o que consisten en mas de 9 residuos de aminoacido consecutivos. Tales fragmentos pueden
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comprender por ejemplo 10 residuos de aminoacido, tales como 11 residuos de aminoacido, por ejemplo 12 residuos
de aminoécido, tales como 13 residuos de aminoacido, por ejemplo 14 residuos de aminoacido, tales como 15
residuos de aminoéacido, por ejemplo 16 residuos de aminoécido, tales como 17 residuos de aminoacido, por
ejemplo 18 residuos de aminoécido, tales como 19 residuos de aminoacido, por ejemplo 20 residuos de aminoécido,
tales como 21 residuos de aminodacido, por ejemplo 22 residuos de aminoacido, tales como 23 residuos de
aminoacido, por ejemplo 24 residuos de aminoacido, tales como 25 residuos de aminoacido, por ejemplo 26
residuos de aminoacido, tales como 27 residuos de aminoacido, por ejemplo 28 residuos de aminoacido, tales como
29 residuos de aminoacido, por ejemplo 30 residuos de aminoacido, tales como 31 residuos de aminoacido, por
ejemplo 32 residuos de aminoacido, tales como 33 residuos de aminoécido, por ejemplo 34 residuos de aminoacido,
tales como 35 residuos de aminoacido, por ejemplo 36 residuos de aminoacido, tales como 37 residuos de
aminoacido, por ejemplo 38 residuos de aminoacido, tales como 39 residuos de aminoacido, por ejemplo 40
residuos de aminoacido, tales como 41 residuos de aminoacido, por ejemplo 42 residuos de aminoacido, tales como
43 residuos de aminoéacido, por ejemplo 44 residuos de aminoacido, tales como 45 residuos de aminoécido, por
ejemplo 46 residuos de aminoécido, tales como 47 residuos de aminoacido, por ejemplo 48 residuos de aminoéacido,
tales como 49 residuos de aminoacido, por ejemplo 50 residuos de aminoacido, tales como 51 residuos de
aminoacido, por ejemplo 52 residuos de aminoéacido, tales como 53 residuos de aminoéacido, por ejemplo 54
residuos de aminoéacido, tales como 55 residuos de aminoéacido, por ejemplo 56 residuos de aminoéacido, tales como
57 residuos de aminoécido, por ejemplo 58 residuos de aminoacido, tales como 59 residuos de aminoécido, por
ejemplo 60 residuos de aminoacido, tales como 61 residuos de aminoacido, por ejemplo 62 residuos de aminoécido,
tales como 63 residuos de aminoacido, por ejemplo 64 residuos de aminoacido, tales como 65 residuos de
aminoacido, por ejemplo 66 residuos de aminoacido, tales como 67 residuos de amino&cido, por ejemplo 68
residuos de aminoacido, tales como 69 residuos de amino&cido, por ejemplo 70 residuos de aminoacido, tales como
71 residuos de aminoéacido, por ejemplo 72 residuos de aminoacido, tales como 73 residuos de aminoé&cido, por
ejemplo 74 residuos de aminoacido, tales como 75 residuos de aminoacido, por ejemplo 76 residuos de aminoécido,
tales como 77 residuos de aminoéacido, por ejemplo 78 residuos de aminoéacido, tales como 79 residuos de
aminoacido, por ejemplo 80 residuos de aminoéacido, tales como 81 residuos de aminoacido, por ejemplo 82
residuos de aminoéacido, tales como 83 residuos de aminoéacido, por ejemplo 84 residuos de aminoéacido, tales como
85 residuos de aminoéacido, por ejemplo 86 residuos de aminoacido, tales como 87 residuos de aminoé&cido, por
ejemplo 88 residuos de aminoécido, tales como 89 residuos de aminoécido, por ejemplo 90 residuos de aminoacido,
tales como 91 residuos de aminoacido, por ejemplo 92 residuos de aminoacido, tales como 93 residuos de
aminoacido, por ejemplo 94 residuos de amino&cido, tales como 95 residuos de amino&cido, por ejemplo 96
residuos de aminoacido, tales como 97 residuos de aminoéacido, por ejemplo 98 residuos de aminoécido, tales como
99 residuos de aminoécido, por ejemplo 100 residuos de aminoacido, tales como 101 residuos de aminoacido, por
ejemplo 102 residuos de aminoacido, tales como 103 residuos de aminoacido, por ejemplo 104 residuos de
aminoacido, tales como 105 residuos de aminoacido, por ejemplo 106 residuos de aminoéacido, tales como 107
residuos de aminoacido, por ejemplo 108 residuos de aminoécido, tales como 109 residuos de aminoacido, por
ejemplo 110 residuos de aminoéacido, tales como 111 residuos de aminoacido, por ejemplo 112 residuos de
aminoécido, tales como 113 residuos de aminoéacido, por ejemplo 114 residuos de aminoécido, tales como 115
residuos de aminoacido, por ejemplo 116 residuos de aminoécido, tales como 117 residuos de aminoacido, por
ejemplo 118 residuos de aminoacido, tales como 119 residuos de aminoacido, por ejemplo 120 residuos de
aminoacido, tales como 121 residuos de aminoacido, por ejemplo 122 residuos de aminoéacido, tales como 123
residuos de aminoacido, por ejemplo 124 residuos de aminoacido, tales como 125 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 126 residuos de aminoacido, tales como 127 residuos de aminoacido, por ejemplo 128 residuos de
aminoécido, tales como 129 residuos de aminoéacido, por ejemplo 130 residuos de aminoécido, tales como 131
residuos de aminoacido, por ejemplo 132 residuos de aminoécido, tales como 133 residuos de aminoacido, por
ejemplo 134 residuos de aminoéacido, tales como 135 residuos de aminoacido, por ejemplo 136 residuos de
aminoécido, tales como 137 residuos de aminodacido, por ejemplo 138 residuos de aminoécido, tales como 139
residuos de aminoacido, por ejemplo 140 residuos de aminoéacido, tales como 141 residuos de aminoacido, por
ejemplo 142 residuos de aminoacido, tales como 143 residuos de aminoacido, por ejemplo 144 residuos de
aminoacido, tales como 145 residuos de aminoacido, por ejemplo 146 residuos de aminoéacido, tales como 147
residuos de aminoacido, por ejemplo 148 residuos de aminoacido, tales como 149 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 150 residuos de aminoacido, tales como 151 residuos de aminoacido, por ejemplo 152 residuos de
aminoécido, tales como 153 residuos de aminoéacido, por ejemplo 154 residuos de aminoécido, tales como 155
residuos de aminoacido, por ejemplo 156 residuos de aminoéacido, tales como 157 residuos de aminoacido, por
ejemplo 158 residuos de aminoéacido, tales como 159 residuos de aminoacido, por ejemplo 160 residuos de
aminoécido, tales como 161 residuos de aminodacido, por ejemplo 162 residuos de aminoécido, tales como 163
residuos de aminoacido, por ejemplo 164 residuos de aminoacido, tales como 165 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 166 residuos de aminoacido, tales como 167 residuos de aminoacido, por ejemplo 168 residuos de
aminoacido, tales como 169 residuos de aminoacido, por ejemplo 170 residuos de aminoéacido, tales como 171
residuos de aminoacido, por ejemplo 172 residuos de aminoacido, tales como 173 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 174 residuos de aminoéacido, tales como 175 residuos de aminoacido, por ejemplo 176 residuos de
aminoacido, tales como 177 residuos de aminoéacido, por ejemplo 178 residuos de aminoécido, tales como 179
residuos de aminoacido, por ejemplo 180 residuos de aminoécido, tales como 181 residuos de aminoacido, por
ejemplo 182 residuos de aminoéacido, tales como 183 residuos de aminoacido, por ejemplo 184 residuos de
aminoacido, tales como 185 residuos de aminoacido, por ejemplo 186 residuos de aminoéacido, tales como 187
residuos de aminoacido, por ejemplo 188 residuos de aminoacido, tales como 189 residuos de aminoacido, por
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ejemplo 190 residuos de aminoacido, tales como 191 residuos de aminoacido, por ejemplo 192 residuos de
aminoacido, tales como 193 residuos de aminoacido, por ejemplo 194 residuos de aminoécido, tales como 195
residuos de aminoacido, por ejemplo 196 residuos de aminoacido, tales como 197 residuos de aminoacido, por
ejemplo 198 residuos de aminoacido, tales como 199 residuos de aminoacido, por ejemplo 200 residuos de
aminoacido, tales como 201 residuos de aminoacido, por ejemplo 202 residuos de aminoéacido, tales como 203
residuos de aminoacido, por ejemplo 204 residuos de aminoacido, tales como 205 residuos de aminoacido, por
ejemplo 206 residuos de aminoacido, tales como 207 residuos de aminoacido, por ejemplo 208 residuos de
aminoacido, tales como 209 residuos de aminoacido, por ejemplo 210 residuos de aminoécido, tales como 211
residuos de aminoacido, por ejemplo 212 residuos de aminodacido, tales como 213 residuos de aminoacido, por
ejemplo 214 residuos de aminoacido, tales como 215 residuos de aminoacido, por ejemplo 216 residuos de
aminoacido, tales como 217 residuos de aminoacido, por ejemplo 218 residuos de aminoéacido, tales como 219
residuos de aminoacido, por ejemplo 220 residuos de aminoacido, tales como 221 residuos de aminoacido, por
ejemplo 222 residuos de aminoacido, tales como 223 residuos de aminoacido, por ejemplo 224 residuos de
aminoacido, tales como 225 residuos de aminoacido, por ejemplo 226 residuos de aminoacido, tales como 227
residuos de aminoacido, por ejemplo 228 residuos de aminoécido, tales como 229 residuos de aminoacido, por
ejemplo 230 residuos de aminoacido, tales como 231 residuos de aminoacido, por ejemplo 232 residuos de
aminoacido, tales como 233 residuos de aminoacido, por ejemplo 234 residuos de aminoéacido, tales como 235
residuos de aminoacido, por ejemplo 236 residuos de aminoacido, tales como 237 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 238 residuos de aminoacido, tales como 239 residuos de aminoacido, por ejemplo 240 residuos de
aminoécido, tales como 241 residuos de aminoéacido, por ejemplo 242 residuos de aminoécido, tales como 243
residuos de aminoacido, por ejemplo 244 residuos de aminoécido, tales como 245 residuos de aminoacido, por
ejemplo 246 residuos de aminoé&cido, tales como 247 residuos de aminoacido, por ejemplo 248 residuos de
aminoécido, tales como 249 residuos de aminoéacido, por ejemplo 250 residuos de aminoécido, tales como 251
residuos de aminoacido, por ejemplo 252 residuos de amino&cido, tales como 253 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 254 residuos de aminoacido, tales como 255 residuos de aminoéacido, por ejemplo 256 residuos de
aminoacido, tales como 257 residuos de aminoacido, por ejemplo 258 residuos de aminoéacido, tales como 259
residuos de aminoacido, por ejemplo 260 residuos de aminoacido, tales como 261 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 262 residuos de aminoé&cido, tales como 263 residuos de aminoacido, por ejemplo 264 residuos de
aminoécido, tales como 265 residuos de aminoéacido, por ejemplo 266 residuos de aminoécido, tales como 267
residuos de aminoacido, por ejemplo 268 residuos de aminoécido, tales como 269 residuos de aminoacido, por
ejemplo 270 residuos de aminoéacido, tales como 271 residuos de aminoacido, por ejemplo 272 residuos de
aminoacido, tales como 273 residuos de aminoacido, por ejemplo 274 residuos de aminoéacido, tales como 275
residuos de aminoacido, por ejemplo 276 residuos de aminoacido, tales como 277 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 278 residuos de aminoacido, tales como 279 residuos de aminoacido, por ejemplo 280 residuos de
aminoacido, tales como 281 residuos de aminoacido, por ejemplo 282 residuos de aminoéacido, tales como 283
residuos de aminoacido, por ejemplo 284 residuos de aminoécido, tales como 285 residuos de aminoacido, por
ejemplo 286 residuos de aminoéacido, tales como 287 residuos de aminoacido, por ejemplo 288 residuos de
aminoécido, tales como 289 residuos de aminoéacido, por ejemplo 290 residuos de aminoécido, tales como 291
residuos de aminoacido, por ejemplo 292 residuos de aminoécido, tales como 293 residuos de aminoacido, por
ejemplo 294 residuos de aminoacido, tales como 295 residuos de aminoacido, por ejemplo 296 residuos de
aminoécido,

en los que el residuo de aminoacido mas N-terminal de cada uno de los fragmentos anteriores es por ejemplo el
residuo 1 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 2 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 3 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 4 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 5 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 6 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 7 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 8 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 9 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 10 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 11 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 12 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 13 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 14 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 15 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 16 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 17 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 18 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 19 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 20 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 21 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 22 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 23 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 24 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 25 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 26 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 27 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 28 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 29 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 30 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 31 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 32 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 33 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 34 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 35 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 36 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 37 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 38 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 39 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 40 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 41 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 42 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 43 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 44 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 45 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 46 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 47 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 48 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 49 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 50 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 51 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 52 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 53 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 54 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 55 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 56 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 57 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 58 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 59 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 60 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 61 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 62 de SEQ ID NO: 1,
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por ejemplo el residuo 63 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 64 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 65 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 66 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 67 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 68 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 69 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 70 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 71 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 72 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 73 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 74 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 75 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 76 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 77 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 78 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 79 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 80 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 81 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 82 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 83 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 84 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 85 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 86 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 87 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 88 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 89 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 90 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 91 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 92 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 93 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 94 de SEQ ID NO: 1,
por ejemplo el residuo 95 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 96 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 97 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 98 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 99 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 100 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 101 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 102 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 103 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 104 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
105 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 106 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 107 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 108 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 109 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 110 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 111 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 112 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 113 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 114 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 115 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 116 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 117 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 118
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 119 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 120 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 121 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 122 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 123 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 124 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 125 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 126 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 127 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 128 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 129 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 130 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
131 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 132 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 133 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 134 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 135 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 136 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 137 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 138 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 139 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 140 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 141 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 142 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 143 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 144
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 145 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 146 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 147 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 148 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 149 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 150 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 151 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 152 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 153 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 154 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 155 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 156 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
157 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 158 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 159 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 160 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 161 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 162 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 163 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 164 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 165 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 166 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 167 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 168 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 169 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 170
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 171 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 172 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 173 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 174 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 175 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 176 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 177 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 178 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 179 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 180 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 181 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 182 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
183 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 184 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 185 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 186 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 187 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 188 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 189 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 190 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 191 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 192 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 193 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 194 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 195 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 196
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 197 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 198 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 199 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 200 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 201 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 202 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 203 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 204 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 205 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 206 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 207 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 208 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
209 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 210 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 211 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 212 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 213 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 214 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 215 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 216 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 217 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 218 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 219 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 220 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 221 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 222
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 223 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 224 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 225 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 226 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 227 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 228 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 229 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 230 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 231 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 232 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 233 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 234 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
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235 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 236 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 237 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 238 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 239 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 240 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 241 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 242 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 243 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 244 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 245 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 246 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 247 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 248
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 249 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 250 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 251 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 252 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 253 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 254 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 255 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 256 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 257 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 258 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 259 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 260 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
261 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 262 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 263 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 264 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 265 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 266 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 267 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 268 de SEQ 10 NO: 1, por ejemplo el
residuo 269 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 270 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 271 de SEQ ID NO:
1, tal como el residuo 272 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 273 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 274
de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 275 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 276 de SEQ ID NO: 1, por
ejemplo el residuo 277 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 278 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 279 de
SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 280 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 281 de SEQ ID NO: 1, tal como el
residuo 282 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 283 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 284 de SEQ ID NO:
1, por ejemplo el residuo 285 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 286 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo
287 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 288 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 289 de SEQ ID NO: 1, tal
como el residuo 290 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 291 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 292 de SEQ
ID NO: 1, por ejemplo el residuo 293 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 294 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el
residuo 295 de SEQ ID NO: 1, tal como el residuo 296 de SEQ ID NO: 1, por ejemplo el residuo 297 de SEQ ID NO:
1,

con la condicion de que la longitud de un fragmento dado, medida como el nimero de residuos de aminoacido, es
mas corta que o igual que el resultado obtenido restando de 297 (el nimero de residuos en la secuencia de ML-IAP
de longitud completa) la posicién (el numero) en SEQ ID NO: 1 del residuo de amino&cido N-terminal del fragmento
en cuestion.

A continuacion en el presente documento en la tabla 1 se indican fragmentos muy preferidos de ML-IAP y se
caracterizan por su valor de Cso (uM) como la concentracion del péptido requerida para la mitad de la unién maxima
a HLA-A2. El intervalo de valores indicado en subindice indica la posicién del primer amino&cido en la secuencia.

Tabla 1
Fragmento de ML-IAP Secuencia Cso (uM)

ML-1AP245 RLQEERTCKYV (SEQ ID NO: 297) 1
ML-1AP2g0 QLCPICRAPV (SEQ ID NO: 298) 20
ML-1APgo RLASFYDWPL (SEQ ID NO: 299) 0,2
ML-IAP154 LLRSKGRDFV (SEQ ID NO: 300) 10
ML-1AP230 VLEPPGARDYV (SEQ ID NO: 301) >100
ML-1APgg PLTAEVPPEL (SEQ ID NO: 302) >100
ML-IAP261 SIVFVPCG Sin union
ML-IAPz4 SLGSPVLGL (SEQ ID NO: 35) 1
ML-1APs4 QILGQLRPL (SEQ ID NO: 55) 1
ML-1APgg LTAEVPPEL (SEQ ID NO: 100) 0,9
ML-1APg3 GMGSEELRL (SEQ ID NO: 84) 30
ML-1AP200 ELPTPRREYV (SEQ ID NO: 200) Sin unién

Fragmentos de polipéptido de ML-IAP muy preferidos

En un aspecto, la presente solicitud se refiere a un fragmento de polipéptido que puede provocar una respuesta de
células T especifica, comprendiendo dicho fragmento un péptido que consiste en al menos 9 residuos de aminoacido
consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1), en el que dicho péptido se selecciona del grupo que consiste en rlgeertck
(SEQ ID NO: 245), qilgqlrpl (SEQ ID NO: 55), Itaevppel (SEQ ID NO: 100), gmgseelrl (SEQ ID NO: 84), elptprrev
(SEQ ID NO: 200), rlgeertckv (SEQ ID NO: 297), glcpicrapv (SEQ ID NO: 298), lirskgrdfv (SEQ ID NO: 300),
vleppgardv (SEQ ID NO: 301) y pltaevppel (SEQ ID NO: 302); y comprendiendo dicho fragmento de polipéptido
como méximo 100 aminoécidos.

Preferiblemente el fragmento de polipéptido comprende como méaximo 90, mas preferiblemente como méximo 80,
incluso mas preferiblemente como maximo 70, aun mas preferiblemente como maximo 60, incluso mas
preferiblemente como maximo 70, aun mas preferiblemente como maximo 60, incluso mas preferiblemente como
maximo 50, aun mas preferiblemente como maximo 40, incluso mas preferiblemente como méaximo 30, adin mas
preferiblemente como maximo 20, incluso mas preferiblemente como maximo 18, aun mas preferiblemente como
maximo 16, incluso mas preferiblemente como maximo 15, ain mas preferiblemente como maximo 14, incluso mas
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preferiblemente como maximo 13, aun mas preferiblemente como maximo 12, tal como como maximo 11, por
ejemplo como maximo 10, tal como como maximo 9 aminoacidos.

Se prefiere que el fragmento de polipéptido comprenda al menos 9, tal como al menos 10, por ejemplo al menos 11,
tal como al menos 12, por ejemplo al menos 13, tal como al menos 14, por ejemplo al menos 15 aminoacidos
consecutivos de ML-IAP (SEQ ID: 1). Por tanto, el fragmento de polipéptido puede consistir en 9, tal como 10, por
ejemplo 11, tal como 12, por ejemplo 13, tal como 14, por ejemplo 15 aminoacidos consecutivos de SEQ ID: 1, que
comprende (SEQ ID NO: 245), (SEQ ID NO: 55), (SEQ ID NO: 100), (SEQ ID NO: 84), (SEQ ID NO: 200), (SEQ ID
NO: 297), (SEQ ID NO: 298), (SEQ ID NO: 300), (SEQ ID NO: 301) o (SEQ ID NO: 302).

Caracterizacion funcional de fragmentos de ML-IAP preferidos

Fragmentos de ML-IAP muy preferidos segun la presente solicitud son fragmentos de ML-IAP que pueden provocar
una respuesta de células T especifica, que puede ser o bien una respuesta de células T citotoxicas o bien una
respuesta de células T cooperadoras, pero que es preferiblemente una respuesta de células T citotdxicas. Pueden
usarse varios métodos del estado de la técnica diferentes para identificar fragmentos de péptido que pueden
provocar una respuesta de células T especifica. Sin embargo, es dificil predecir si un péptido dado podra provocar
una respuesta de células T especifica. Aunque modelos informéticos pueden predecir epitopos funcionales,
habitualmente se requiere evidencia experimental con el fin de verificar si un epitopo predicho es de hecho un
epitopo funcional. Ni siquiera fragmentos que se asocian con moléculas de CMH con alta afinidad daran lugar
necesariamente a una respuesta de células T determinada por ejemplo mediante ensayo ELISPOT (véase a
continuacion en el presente documento) o en un individuo.

Por tanto, en una realizacion de la presente solicitud, se prefiere que los fragmentos de ML-IAP puedan asociarse
con una molécula de CMH, se prefiere incluso mas que el fragmento pueda asociarse con una molécula de CMH de
clase |. Moléculas de clase | de CMH preferidas son moléculas de clase | de CMH que se producen con frecuencia,
por ejemplo las moléculas de clase | de CMH descritas a continuacion en el presente documento. La asociacion
entre ML-IAP y una molécula de CMH puede determinarse por ejemplo usando el ensayo de ensamblaje descrito a
continuacion en el presente documento.

Un fragmento de ML-IAP preferido descrito en la solicitud puede caracterizarse por tener un valor de Cso, medido
como la concentracién (uM) del fragmento de polipéptido requerida para la mitad de la unién maxima a una molécula
de CMH, preferiblemente a una molécula de clase | de CMH, en el intervalo de desde 500 hasta 1000, tal como en el
intervalo de 200 a 500, por ejemplo en el intervalo de 100 a 200, tal como en el intervalo de 50 a 100, por ejemplo en
el intervalo de 25 a 50, tal como en el intervalo de 10 a 25, por ejemplo en el intervalo de 5 a 10 tal como en el
intervalo de 1 a 5, por ejemplo en el intervalo de 0,1 a 1 tal como en el intervalo de 0,05 a 0,1, por ejemplo inferior a
0,05. Dicha molécula de clase | de CMH puede ser cualquier molécula de clase | de CMH, por ejemplo una molécula
de HLA-A, tal como HLA-A2. Moléculas de clase | de CMH preferidas son moléculas de clase | de CMH que se
producen con frecuencia, por ejemplo las moléculas de clase | de CMH descritas a continuaciéon en el presente
documento.

Fragmentos de ML-IAP mas preferidos incluyen fragmentos de ML-IAP en los que el valor de Csp es inferior a
1000 pM, incluso més preferiblemente inferior a 200 uM, aun mas preferiblemente inferior a 100 uM, aun incluso
mas preferiblemente inferior a 75 uM, incluso mas preferiblemente inferior a 50 uM, aln mas preferiblemente inferior
a 40 uM, incluso mas preferiblemente inferior a 31 uM, aun mas preferiblemente inferior a 25 uM, incluso mas
preferiblemente inferior a 10 uM, adn mas preferiblemente inferior a 5 uM, incluso mas preferiblemente inferior a
1 uM, adn mas preferiblemente inferior a 0,5 puM, incluso mas preferiblemente inferior a 0,2 uM, ain maés
preferiblemente inferior a 0,1 uM, incluso més preferiblemente inferior a 0,05 uM, en los que el valor de Cs es la
concentracion del péptido requerida para la mitad de la unién maxima a una molécula de CMH, preferiblemente a
una molécula de clase | de CMH. Dicha molécula de clase | de CMH puede ser cualquier molécula de clase | de
CMH, tal como una molécula de HLA-A, por ejemplo HLA-A2. Moléculas de clase | de CMH preferidas son
moléculas de clase | de CMH que se producen con frecuencia, por ejemplo las moléculas de clase | de CMH
descritas a continuacion en el presente documento.

Se prefiere que el valor de Csp se determine segun el ensayo de ensamblaje descrito a continuacion en el presente
documento.

Por consiguiente, en una realizacién de la presente invencién pueden seleccionare fragmentos de ML-IAP preferidos
del grupo que consiste en ML-IAP2g0, ML-IAPg3, ML-IAP154, ML-IAP245, ML-1APss y ML-IAPg9. Pueden seleccionarse
fragmentos de ML-IAP mas preferidos del grupo que consiste en ML-1AP245, ML-1APs4 y ML-IAPgg.

Ensayo de ensamblaje

Pueden llevarse a cabo ensayos de ensamblaje g)ara determinar la union de los péptidos sintéticos a moléculas de
CMH de clase | marcadas metabdlicamente con [ 5S]-metionina tal como se describe a continuacion. El experto en la
técnica apreciara que el protocolo puede adoptarse para cualquier péptido y cualquier molécula de CMH de clase |I.
Previamente se ha demostrado que la concentracién de péptido que da como resultado la mitad de la unién maxima
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en un ensayo de ensamblaje para determinar la unién del péptido a CMH de clase | es una buena aproximacion de
Ka'®

En resumen, se marcaron metabdlicamente células deficientes en TAP con [358]-metionina (Amersham, Freiburg,
Alemania). Se lisaron las células en 0,5 ml de tampdn de lisis (NaCl 150 mM, TrisHCI 50 mM, NP-40 al 0,5% (Fluka,
Buchs, Suiza), EDTA 5 mM, pH 7,5) con Mega-9 al 0,5% (Sigma, St. Louis, EE.UU.) en presencia de inhibidores de
proteasa (PMSF 2 mM, yodoacetamida 5 mM, pepstatina 2 pg/ml, leupeptina 2 ug/ml) con o sin péptido sintético
(para una lista de péptidos de control positivos, véase la tabla 2).

Tras 20 min. de incubacion, se extrajeron los nucleos celulares mediante centrifugacion (5 min., 10.000 g) y 50 pl
(10% v/v) de microorganismos Staphylococcus aureus recién lavados (Pansorbin, Calbiochem, Nottingham, R.U.). Al
dia siguiente se retir6 Pansorbin mediante centrifugacion (12 min., 16.000 g) y se afadié el anticuerpo monoclonal
apropiado a una concentracion final de 10 pg/ml, se incub6 durante 90 min., seguido por adicion de proteina A-
Sepharose (75 pl, 10% v/v) e incubacion durante 1 h. Se lavaron las perlas 4 veces y se almacenaron a -20°C hasta
el andlisis mediante electroforesis.

Para determinar la unlon de péptido a HLA-B*2705 y H-2K" se us6 un ensayo de ensamblaje modificado tal como se
describi6 anteriormente®. Cuando se transfectan en células T2, B*2705 y K* son inusualmente estables en ausencia
de péptido afiadido. Para evitar esto, se introdujo una etapa de calentamiento leve con el fin de desestabilizar
preferiblemente moléculas de CMH que permanecen vacias tras la incubacion con péptido. En resumen, se incuban
los lisados celulares con péptido durante 2 h a 4°C, permitiendo la unién de péptido a moléculas de clase | vacias. A
contlnuacmn se calentaron los lisados celulares (60°C durante 5 min. para T2-B*2705 o 55°C durante 2 min. para
T2-K ) Entonces se afiadié Pansorbin a las muestras como en el ensayo de ensamblaje convencional.

Electroforesis

En el caso de un ensayo de ensamblaje con el anticuerpo monoclonal W6/32 dependiente de la conformacion
especifico para clase | de HLA, se eluyeron muestras en tampén de reduccion (urea 9,5 M, NP-40 al 2%, 2-
mercaptoetanol al 5%, Ampholine al 2%, intervalo de pH de 3,5-9,5 (Pharmacia Biotech, U(P;)sala Suecia)) y se
enfocaron durante 16 h a 880 V en geles de isoelectroenfoque (IEF) de poliacrilamida al 5,5%

Se eluyeron muestras de ensayos de ensamblaje con anticuerpos especificos para alelo mediante ebullicion (5 min.)
en tampoén de reduccién de SDS (TrisHCI 50 mM pH 6,8, SDS al 2%, 2-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10%, azul
de bromofenol al 2,5%) y se sometieron a electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12% (1 h a 200 V). Se fijaron
todos los geles en &cido acético al 10% con metanol al 5% y se secaron sobre papel 3 MM (Whatman, Maidstone,
R.U.). Se cuantificaron bandas de cadena pesada de CMH usando el programa Imagequant Phosphorimager
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, EE.UU.). La intensidad de la banda esta directamente relacionada con la
cantidad de complejo de CMH de clase | unido a péptido recuperado durante el ensayo. Por tanto, puede
determinarse el valor de Cso (uM) como la concentracién del péptido requerida para la mitad de la union maxima a
CMH. Las afinidades de union de los péptidos analizados se determinan segun su eficacia de estabilizaciéon de
moléculas de clase | de HLA. La afinidad de union se representa como la concentracion de péptido requerida para
alcanzar la mitad de la estabilizacién méaxima de una molécula de HLA apropiada. Andlisis previos han mostrado que
los valores de Cso medidos en este ensayo se ajustan bien con la constante de disociacion (Kd) del complejo

Puede realizarse una prediccion de epitopos usando un algoritmo adecuado, preferiblemente un algoritmo basado
en el libro “MHC Ligands and Peptide Motifs” de H.G. Rammensee, J. Bachmanna y S. Stevanovic. Sin embargo, tal
prediccion de epitopos no es fiable, y por tanto se prefiere dentro de la presente invencion que se identifiquen
fragmentos de ML-IAP usando ensayos ELISPOT y/o ensayos de unién tal como se describe en otras partes en el
presente documento. Un método de prediccién de epitopos es usando el algoritmo de prediccion de epitopos
SYFPEITHI. Pueden encontrarse explicaciones adicionales sobre el algoritmo en HG Rammensee, Bachmann, NPN
Emmerich, OA Bachor y S Stevanovic (1999) SYFPEITHI: database for MHC ligands and peptide motifs.
Immunogenetics 50:213-219. La base de datos de SYFPEITHI puede encontrarse en el sitio de Internet:
http://syfpeithi.omi-heidelberg.com/scripts/CMHServer.dll/home.htm.

El algoritmo calcula la fuerza de ligamiento predicha a un tipo de HLA definido para una secuencia de amino&cidos.
Un ML-IAP preferido tiene una fuerza de ligamiento predicha a una molécula de HLA dada calculada usando dicho
algoritmo de al menos 10, preferiblemente al menos 12, mas preferiblemente al menos 15, incluso mas
preferiblemente al menos 16, tal como al menos 18, por ejemplo al menos 20.

Sin embargo, fragmentos incluso mas preferidos descritos en la solicitud son fragmentos de ML-IAP que pueden
provocar una respuesta de células T especifica determinada mediante un ensayo ELISPOT, por ejemplo el ensayo
ELISPOT descrito a continuacion en el presente documento. Algunos fragmentos de ML-IAP, aunque no se unen a
CMH con alta afinidad, todavia pueden dar lugar a una respuesta de células T determinada mediante ELISPOT.
Otros fragmentos de ML-IAP pueden ser capaces de unirse a CMH con alta afinidad y dar lugar a una respuesta de
células T determinada mediante ELISPOT. Ambas clases de fragmentos son fragmentos preferidos segun la
invencion.
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Por tanto, fragmentos preferidos descritos en la solicitud son fragmentos de ML-IAP que pueden provocar una
respuesta de células T especifica medida mediante un ensayo ELISPOT, en el que se miden mas de 50 puntos
esgeciﬁcos para fragmento por 10° células, mas preferiblemente por 10" células, incluso mas preferiblemente por
10° células, atin mas preferiblemente por 10° células, por ejemplo por 10* células.

Por tanto, en una realizacién descrita en la solicitud, pueden seleccionarse fragmentos de ML-IAP preferidos del
grupo que consiste en ML-IAP245 (SEQ ID NO: 297), ML-1AP2g, (SEQ ID NO: 298) y ML-IAP230, (SEQ ID NO: 301).
Fragmentos preferidos adicionales son péptidos que comprenden o incluso mas preferiblemente que consisten en
SEQ ID NO: 245.

ELISPOT

Estimulacién de antigenos de PBL

Se obtuvo sangre periférica de pacientes con melanoma antes de la vacunacion y tras una serie de vacunaciones.
Con el fin de identificar precursores de células T especificos para péptido, se usaron linfocitos de sangre periférica
(PBL) directamente en el ELISPOT (denominado ELISPOT directo). Sin embargo, para ampliar la sensibilidad del
ensayo ELISPOT, se estimularon PBL una vez in vitro antes del andlisis*”*®. En el dia 0, se descongelaron PBL o
ganglios linfaticos aplastados y se sembraron en placa a 2 ml/pocillo a una concentracién de 2 X 10° células en
placas de 24 pocillos (Nunc, Dinamarca) en medio X-vivo (Bio Whittaker, Walquersville, Mariland), suero humano
inactivado por calor al 5% y L-glutamina 2 mM en presencia de 10 uM de péptido. Dos dias después, se afiadieron
20 Ul/ml de interleucina 2 (IL-2) recombinante (Chiron, Ratingen, Alemania) a los cultivos. Se sometieron a prueba
las células en cultivo para determinar la reactividad en ELISPOT en el dia 8.

Ensayo ELISPOT

El ensayo ELISPOT usado para cuantificar células efectoras que liberan interferon y especificas para epitopo
peptidico se adaptd a partir de Lalvani et al.¥ y Scheibenbogen et al.®. En resumen, se recubrieron placas de 96
pocillos con fondo de nitrocelulosa (MultiScreen MAIP N45, Millipore) durante la noche a 4°C con 7,5 pg/ml de
anticuerpo anti-IFN-y (1-D1 K, Mabtech, Suecia) en 75 ul de PBS estéril. Posteriormente, se lavaron los pocillos seis
veces con PBS, y se bloqued la unién no especifica mediante medio X-vivo durante 2 horas a 37°C. Se afiadieron
células o PBL recién aislados, que se habian estimulado una vez in vitro, por duplicado a diferentes concentraciones
de células (desde 10° hasta 10° células por pocillo para PBL no estimulados, y desde 3X10° — 3X10* células por
pocillo para PBL que se habian estimulado una vez in vitro), en 100 ul de medio X-vivo. Entonces se afiadieron
péptidos a cada pocillo hasta una concentracion final de 2 uM y se incubaron durante la noche a 37°C.

Al dia siguiente, se desecharon los medios y se lavaron los pocillos (seis veces) con PBS que contenia el 0,05% de
Tween (PBS/Tw) antes de la adicién de anticuerpo secundario biotinilado (7-B6-1-Biotin, Mabtech) a 0,5 pg/ml en
75 ul de PBS que contenia el 1% de BSA y el 0,02% de NaNs; (PBS/BSA). Se incubaron las placas a temperatura
ambiente durante 2 horas. Se lavaron los pocillos (seis veces) con PBS/Tw. Después se afiadieron 75 ul de
conjugado de avidina-enzima (AP-Avidin, Calbiochem) diluido 1:2000 en PBS/BSA a cada pocillo y se incubaron
durante 1 hora. Se prepar6 el sustrato enzimatico NBT/BCIP de manera reciente segun las instrucciones del
fabricante (Gibco, codigo 18280-016) y se afiadieron 75 ul a cada pocillo y se incubaron durante 5-10 min. Se
termind la reaccién lavando con agua del grifo tras la aparicién de puntos de color morado oscuro. Entonces se
contaron los puntos usando el sistema Alphalmager (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EE.UU.) y pudo calcularse la
frecuencia de CTL especificos para péptido como el nimero de células formadoras de punto.

Se prefiere que el ensayo ELISPOT se realice usando PBL derivados de un individuo que no se haya inmunizado
previamente con ML-IAP o un fragmento del mismo. Mas preferiblemente, dicho individuo no se ha sometido a
ninguna clase de terapia inmunitaria contra una enfermedad neoplasica. Por tanto, se prefiere por ejemplo que el
individuo no se haya inmunizado previamente con células tumorales. PBL de individuos que se han sometido a
terapia inmunitaria, en particular terapia inmunitaria que comprende ML-IAP, pueden dar un resultado positivo contra
un péptido dado en un ensayo ELISPOT, aunque los PBL de una persona que no habia recibido tratamiento no
habrian dado un resultado positivo.

En aln otra realizacion descrita en la solicitud, fragmentos de ML-IAP preferidos son fragmentos que pueden activar
el crecimiento de células T in vitro. En particular, fragmentos de ML-IAP preferidos inducen la expansién de CTL
especificos para antigeno usando DC cargadas con dichos fragmentos. A continuacion en el presente documento se
describe un método de expansion de CTL especificos para antigeno. Por consiguiente, fragmentos de ML-IAP muy
preferidos incluyen fragmentos en los que pueden recogerse mas de 10° CTL especificos para antigeno, mas
preferiblemente 10°, incluso mas preferiblemente 10’ CTL especificos para antigeno, tras 4 ciclos de estimulacion
comenzando con 10* PBMC tal como se describe a continuacion en el presente documento.

Expansion de CTL especificos para antigeno usando DC cargadas con antigeno

Se realiz6 la generacion de células dendriticas (DC) tal como se describe™. Se sembraron PBMC en placas de 85 mm
(placas de cultivo bacteriologico, Primaria o tisular, Falcon, n.° de cat. 1005, 3038 6 3003; Becton Dickinson, Hershey,
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EE.UU.) a una densidad de 50X10° células por placa en 10 ml de medio de cultivo completo y se incubaron a 37°C y CO;
al 5% durante 1 h. Tras un control microscopico de la adherencia, se retiré la fraccién no adherente y se afiadieron (dia
0) 10 ml de medio completo reciente, caliente (RPMI 1640 (n.° de producto 12-167, Bio Whittaker, Walguersville, EE.UU.)
complementado con gentamicina (Refobacin 10, Merck, Darmstadt, Alemania) a una concentracion final de 20 ug/ml,
glutamina a una concentracion final de 2 mM (n.° de producto 17-605, Bio Whittaker) y plasma humano inactivado por
calor al 1% (56° durante 30 min.). Se centrifugaron las fracciones no adherentes y se sembraron una vez mas en placas
de cultivo tisular de 85 mm nuevas para su readherencia. Se descartd la fraccion no adherente de estas placas
“nuevamente sembradas” tras 1 h de adherencia. Se cultivaron todas las fracciones adherentes hasta el dia 1, después
se extrajo cuidadosamente medio de cultivo de modo que no se retiraron células poco adherentes, y se afiadié nuevo
medio de cultivo que contenia GM-CSF (concentracion final de 800 U/ml) e IL-4 (concentracién final de 1000 U/ml). Se
afiadieron citocinas de nuevo en el dia 3 en 3 ml de medio reciente (que contenia 8000 U de GM-CSF y 10.000 U de IL-
4) por placa. En el dia 5 se recogieron todas las células no adherentes, se contaron y volvieron a sembrarse en medio
completo reciente (que contenia citocinas en la misma dosificacion que la descrita anteriormente) en placas de 6 pocillos
a una densidad de 5X10° células/pocillo en 3 ml de medio. En el dia 6 se afiadieron 750 pl de medio condicionado con
monocitos (MCM) para inducir la maduracion de DC, y en el dia 7 u 8 se recogieron las células.

Todas las preparaciones de DC se enriquecieron altamente en DC maduras mostrando > 90% un fenotipo
caracteristico mediante citometria de flujo (HLA-DR+++, CD86+++, CD40+, CD25+, CD14-). Mas del 80% de las
células expresaron el antigeno CD83 como marcador para DC maduras.

Se prepard6 MCM de la siguiente manera: se prepararon placas bacterioldgicas recublertas con Ig (85 mm, Falcon
1005) inmediatamente antes de su uso. Como inmunoglobulina, se us6 Sandoglobin™ (Novartis). Se realizé el
recubrimiento con 10 ml de inmunoglobulina (10 pg/ml) diluida (con PBS sin calcio o magnesio, Bio Whittaker)
durante 10 min. a temperatura ambiente. Tras el procedimiento de recubnmlento se aclararon las placas dos veces
con PBS sin calcio 0 magnesio (Bio Whittaker). Se sembraron 50X10° PBMC en estas placas en medio completo sin
citocinas y se incubaron a 37°C, CO; al 5% durante 20 h. Entonces se recogi6 el medio condicionado con monocitos,
se centrifugd a 1360 g durante 10 min. (22°C), se esterilizé por filtracion (filtros de 0,22 pum, Millipore, Molsheim,
Francia) y se congel6 en alicuotas a -20°C.

Se pulsaron 5X10° células DC/pocillo con péptido limitado a HLA 50 pg/ml, por ejemplo un fragmento de ML IAP,
durante 2 h a 37°C péptido. Se cultivaron conjuntamente aproximadamente 10* PBMC/pocillo y 5 X 10° DC
autélogas cargadas con antigeno/pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos en 200 pl de medio MCM/pocillo
complementado con plasma aut6logo al 5%. En el dia 7, volvieron a estimularse las PBMC con DC cargadas con
antigeno. Tras un total de 4 a 5 ciclos de estimulacién se enriquecieron linfocitos T CD8+ a partir de PBMC mediante
deplecién de células CD4", CD11b", CD16", CD19*, CD36" y CD56" con clasificacién celular magnética usando un
dispositivo midiMACS (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Alemania). La poblacion resultante consistié en
>90% de células T CD8".

Para la expansion de CTL especificos, tales como CTL especificos para tumor, se transfirieron las células T
enrlquemdas en CD8 a matraces de 25 cm?’ recubiertos con AcM anti-CD3/anti-CD28, tal como se describié
prewamente En resumen, se recubrieron matraces de 25 cm?’ (Falcon, Heidelberg, Alemania) con AcM anti-CD3
humano (OKT3, Ortho Pharmaceutical Corp., Raritan, NJ) y AcM anti-CD28 humano (L293, Becton Dickinson) a una
concentracion de 1 ug/ml en PBS/tampén HEPES 100 mM (pH 9). Tras la incubacion durante la noche a 4°C, se
lavaron los matraces recublertos dos veces con PBS. Se colocaron células T CD8" sobre los matraces previamente
recubiertos y lavados a 5 X 10° células/ml en 10 ml de medio MCM complementado con suero AB humano al 10%
(PAA Laboratories GmbH, Coelbe, Alemania) y 100 Ul de IL-2/ml (EuroCetus, Amsterdam, Paises Bajos). Volvieron
a estimularse las células con AcM anti-CD3/anti-CD28 una vez por semana, se cambié el medio de cultivo e IL-2
(100 Ul/ml) dos veces por semana. Parte de los CTL purificados con CD8 se expandieron mediante nueva
estimulacion semanal con PBL o DC cargadas con antigeno.

En algunas realizaciones descritas en la solicitud, fragmentos de ML-IAP preferidos son fragmentos que pueden
presentarse por una molécula de CMH especifica. Por tanto, fragmentos de ML-IAP muy preferidos pueden ser
fragmentos que pueden provocar una respuesta de células T especifica en un individuo con un tipo de tejido
especifico. A continuacion en el presente documento se indican moléculas de CMH preferidas segun la invencion.

En particular, los péptidos indicados a continuacion en el presente documento son péptidos preferidos para su uso
en un individuo del tipo de tejido especifico:

HLA-A1
MLIAP85 GSEELRLAS  (SEQ ID NO: 86)
MLIAP50 HVDGQILGQ (SEQID NO:51)
MLIAP120 DKVRCFFCY (SEQID NO: 121)
MLIAP213 AQEPGGVSP (SEQID NO: 213)
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MLIAP230
MLIAP86
MLIAP166
MLIAP100
MLIAP119
HLA-A3
MLIAP245
MLIAP218
MLIAP288
MLIAP106
MLIAP242
MLIAP253
MLIAP253
MLIAP244
MLIAP153
MLIAP106
MLIAP255
MLIAPS5
MLIAP126
HLA-A24
MLIAP80
MLIAP147

VLEPPGARD
SEELRLASFY
VQETHSQLLG
TAEVPPELLA
QDKVRCFFCY

RLQEERTCK
GVSPAEAQR
PVRSRVRTF
ELLAAAGFF
QLRRLQEER
KVCLDRAVS
KVCLDRAVSI
RRLQEERTCK
FLLRSKGRDF
ELLAAAGFFH
CLDRAVSIVF
ILGQLRPLTE
FCYGGLQSWK

AFPGMGSEEL
WFPSCQFLL

HLA-B7/HLA-B35

MLIAP193
MLIAP81
MLIAP2
MLIAP31
MLIAP276
MLIAP31
MLIAP190
HLA-B27
MLIAP32
MLIAP236
MLIAP289
MLIAP237
MLIAP76
MLIAP122

VPASGYPEL
FPGMGSEEL
GPKDSAKCL
GPRSLGSPV
APGLQLCPI
GPRSLGSPVL

APSVPASGY

PRSLGSPVL
ARDVEAQLR
VRSRVRTFL
RDVEAQLRR
SRGPAFPGM
VRCFFCYGGL

ES 2415336713

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

230)
303)
304)
305)
306)

245)
218)
288)
107)
242)
253)
307)
308)
309)
310)
311)
312)
313)

314)
147)

193)
82)
3)
32)
276)
315)
190)

33)
236)
289)
237)
77)
316)
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MLIAP244 RRLQEERTCK (SEQIDNO: 317)
MLIAP249 ERTCKVCLDR (SEQID NO: 318)
Un péptido muy preferido es MLIAP245 RL Q EE R T C K (SEQ ID NO: 245).

En otra realizacion descrita en la solicitud, fragmentos de ML-IAP preferidos son fragmentos que pueden dar lugar a
una respuesta de células T especifica sin conducir a la produccion de anticuerpos. Se han descrito en la técnica
anterior epitopos que so6lo conducen a una respuesta de células T, pero no a una respuesta de Ingg'?’o.

Métodos de identificacion de fragmentos

En un aspecto, la presente solicitud también se refiere a métodos de seleccion de un péptido que comprende un
fragmento de ML-IAP para su uso en una composicion de vacuna que comprende las etapas de

i) proporcionar un individuo que no se ha sometido a terapia inmunitaria
i) proporcionar fragmentos de ML-IAP
iii) someter a prueba respuestas de células T especificas contra fragmentos de ML-IAP en dicho individuo

iv) seleccionar fragmentos de ML-IAP en los que dicha respuesta de células T corresponde a 0 es mejor que un
criterio de seleccion predeterminado.

La respuesta de células T puede someterse a prueba segun cualquier método adecuado, sin embargo se prefiere
gue someter a prueba dicha respuesta de células T comprenda un ensayo ELISPOT. El ensayo ELISPOT es
preferiblemente el ensayo descrito anteriormente en el presente documento.

Preferiblemente, se seleccionan fragmentos que dan lugar a mas de 50 puntos especificos para péptido por 10° células
en un ensayo ELISPOT, preferiblemente el ensayo ELISPOT descrito anteriormente en el presente documento.

Composiciones de vacuna y usos de las mismas

La presente solicitud describe en una realizacion una composicion inmunogénica tal como una composiciéon de
vacuna que puede dar lugar por ejemplo a una respuesta de células T especifica. La composicion de vacuna
comprende ML-IAP (SEQ ID NO: 1), y/o uno o més fragmentos del mismo. Preferiblemente, las composiciones de
vacuna comprenden ML-IAP aislado y/o uno o mas fragmentos aislados del mismo. El término “péptido de ML-IAP”
tal como se usa a continuacion en el presente documento se refiere a ML-IAP (SEQ ID NO: 1) y a fragmentos del
mismo tal como se describe en otras partes en el presente documento. Cualquiera de los fragmentos de ML-IAP
descritos anteriormente en el presente documento puede estar comprendido dentro de dicha vacuna, en particular
los fragmentos de ML-IAP preferidos descritos anteriormente pueden estar comprendidos dentro de una vacuna.

Por tanto, las composiciones de vacuna descritas en la solicitud pueden comprender méas de un fragmento de ML-IAP
diferente, tal como 2, por ejemplo 3, tal como 4, por ejemplo 5, tal como 6, por ejemplo 7, tal como 8, por ejemplo 9, tal
como 10, tal como un nimero de fragmentos en el intervalo de desde 5 hasta 10, por ejemplo en el intervalo de desde
10 hasta 15, tal como en el intervalo de desde 15 hasta 20, por ejemplo en el intervalo de desde 20 hasta 30, tal como
en el intervalo de desde 30 hasta 40, por ejemplo en el intervalo de desde 40 hasta 60, tal como en el intervalo de
desde 60 hasta 100, por ejemplo en el intervalo de desde 100 hasta 200 fragmentos de ML-IAP diferentes.

La composicion de vacuna puede comprender al menos 1, mas preferiblemente al menos 2, incluso mas
preferiblemente al menos 3, aun mas preferiblemente al menos 4, por ejemplo al menos 5, tal como al menos 6, por
ejemplo 7 fragmentos de ML-IAP diferentes que pueden cada uno asociarse con una molécula de HLA diferente
seleccionada del grupo que consiste en HLA-A2, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B27 y HLA-B44.

En una realizacion descrita en la solicitud, los diferentes fragmentos de ML-IAP se seleccionan de manera que una
composicion de vacuna comprende fragmentos que pueden asociarse con moléculas de CMH diferentes, tales como
moléculas de clase | de CMH diferentes, es decir los fragmentos de ML-IAP se limitan a HLA especificos.
Preferiblemente, una composicion de vacuna comprende fragmentos que pueden asociarse con las moléculas de clase
I de CMH que se producen con la mayor frecuencia. Se indican moléculas de clase | de CMH preferidas en otras partes
en el presente documento. Por tanto, composiciones de vacuna preferidas comprenden diferentes fragmentos que
pueden asociarse con al menos 2 moléculas de clase | de CMH preferidas, mas preferiblemente al menos 3 moléculas
de clase | de CMH preferidas, incluso mas preferiblemente al menos 4 moléculas de clase | de CMH preferidas.

En otra realizacion descrita en la solicitud, la composiciéon de vacuna comprende uno o mas fragmentos que pueden
asociarse con una molécula de clase | de CMH y uno o mas fragmentos que pueden asociarse con una molécula de
clase Il de CMH. Por tanto, preparaciones de vacunas peptidicas que pueden usarse segun la presente invencion
pueden comprender un péptido de ML-IAP limitado a clase | y/o un péptido de ML-IAP limitado a clase Il y/o péptidos de
fusion que comprenden ambos péptidos. Por tanto, una composicidon de vacuna de este tipo puede preferiblemente
provocar una respuesta de células T citotdxicas especifica y/o una respuesta de células T cooperadoras especifica.
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La composicion de vacuna puede comprender ademas un adyuvante y/o un portador. A continuacién en el presente
documento se facilitan ejemplos de adyuvantes y portadores Utiles. Por tanto ML-IAP, o el fragmento del mismo,
presente en la composicion puede asociarse con un portador tal como por ejemplo una proteina o una célula
presentadora de antigeno tal como por ejemplo una célula dendritica (DC) que puede presentar ML-IAP o un
fragmento del mismo a una célula T.

Adyuvantes son cualquier sustancia cuya adicion a la composicién de vacuna aumenta o modifica de otro modo la
respuesta inmunitaria frente a ML-IAP o a un fragmento. Portadores son estructuras de soporte, por ejemplo un
polipéptido o un polisacarido, con los que puede asociarse ML-IAP, o el fragmento del mismo.

Pueden seleccionarse adyuvantes por ejemplo del grupo que consiste en: AIK(SO4)2, AINa(SOa4)2, AINH4(SO.), silice,
alumbre, AI(OH)3, Cas(POQa4)2, caolin, carbono, hidroxido de aluminio, muramil dipéptidos, N-acetil-muramil-L-treonil-
D-isoglutamina (thr-DMP), N-acetil-nomuramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11687, también denominado nor-MDP),
N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP
19835A, también denominado MTP-PE), RIBI (MPL+TDM+CWS) en una emulsién del 2% de escualeno/Tween-
80.RTM, lipopolisacéaridos y sus diversos derivados, incluyendo lipido A, adyuvante completo de Freund (FCA),
adyuvantes incompletos de Freund, adyuvante 65 de Merck, polinucledtidos (por ejemplo, acidos poli-IC y poli-AU),
cera D de micobacteria, tuberculosis, sustancias encontradas en Corynebacterium parvum, Bordetella pertussis y
miembros del género Brucella, liposomas u otras emulsiones lipidicas, Titermax, ISCOMS, Quil A, ALUN (véanse los
documentos US 58767 y 5.554.372), derivados de lipido A, derivados de toxina del célera, derivados de HSP,
derivados de LPS, matrices peptidicas sintéticas o GMDP, interleucina 1, interleucina 2, Montanide ISA-51 y QS-21.
Los adyuvantes preferidos para usarse con la invencion incluyen Montanide ISA-51 y QS-21.

Montanide ISA-51 (Sepplc, Inc.) es un adyuvante a base de aceite mineral andlogo al adyuvante incompleto de
Freund, que debe administrarse como una emulsién. QS-21 (Anti-genics; Aquila Biopharmaceuticals, Framingham,
MA) es una saponina soluble en agua, altamente purificada, que se manipula como una disolucién acuosa. Los
adyuvantes QS-21 y Montanide ISA-51 pueden proporcionarse en viales estériles de un Unico uso.

Adyuvantes preferidos adicionales que pueden usarse en composiciones de vacuna que comprenden ML-IAP, y/o
uno o més fragmentos del mismo, son por ejemplo cualquier sustancia que fomenta una respuesta inmunitaria. Con
frecuencia, el adyuvante de eleccidon es adyuvante completo o incompleto de Freund, o microorganismos de B.
pertussis muertos, usados por ejemplo en combinacion con antigeno precipitado por alumbre. Se proporciona una
discusién general de adyuvantes en Goding, Monoclonal Antibodies: Principles & Practice (22 edicién, 1986) en las
paginas 61-63. Sin embargo, Goding indica que cuando el antigeno de interés tiene bajo peso molecular, o es poco
inmunogénico, se recomienda el acoplamiento con un portador inmunogénico. Los ejemplos de tales moléculas
portadoras incluyen hemocianina de lapa californiana, albdmina sérica bovina, ovoalbimina e inmunoglobulinas
aviares. También se ha sugerido que diversos extractos de saponina son Utiles como adyuvantes en composiciones
inmunogénicas. Recientemente se ha propuesto usar factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), una citocina bien conocida, como un adyuvante (documento WO 97/28816).

En la siguiente tabla se indican funcionalidades deseables de adyuvantes que pueden usarse segun la presente
invencion.

Tabla 1. Modos de accion de adyuvantes

Accién

Tipo de adyuvante

Beneficio

1. Inmunomodulacién

2. Presentacion

3. Induccién de CTL

4. Direccionamiento

5. Generacion de depdésito

Moléculas o proteinas
pequefias que modifican la
citocinas

Moléculas o complejos generalmente
anfipaticos que interaccionan  con
inmundgeno en su conformacion nativa

« Particulas que pueden unirse o encerrar
inmunogeno y que pueden fusionarse con,
0 romper, membranas celulares

» Emulsiones w/o para union directa de
péptido a CMH-1 de superficie celular

» Adyuvantes particulados que se unen a
inmunégeno. Adyuvantes que saturan
células de Kupffer

» Adyuvantes de hidratos de carbono que
seleccionan como diana receptores de
lectina en macréfagos y DC

* Emulsién w/o a corto plazo

Microesferas o nanoesferas a largo plazo

generalmente
red de

Regulacién por incremento de la
respuesta inmunitaria. Selecciéon de
Thl o Th2

Aumento de la respuesta de
anticuerpos neutralizantes. Mayor
duracion de respuesta
Procesamiento citosdlico de
proteina que proporciona péptidos
limitados a clase 1 correctos
Proceso sencillo si se conoce(n)
péptido(s) promiscuo(s)

Uso eficaz de adyuvante e
inmunoégeno

Como anteriormente. También puede
determinar el tipo de respuesta si es
selectivo de direccionamiento
Eficacia

Posibilidad de vacuna de una Unica
dosis

Fuente: Cox, J.C., y Coulter, A.R. (1997). Vaccine 15, 248-56.
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Una composicién de vacuna descrita en la solicitud puede comprender mas de un adyuvante diferente. Ademas, la
invencién abarca una composicién terapéutica que comprende ademas cualquier sustancia adyuvante incluyendo
cualquiera de las anteriores o combinaciones de las mismas. También se contempla que ML-IAP, 0 uno o mas
fragmentos del mismo y el adyuvante pueden administrarse por separado en cualquier secuencia apropiada.

Un portador puede estar presente independientemente de un adyuvante. La funciéon de un portador puede ser por
ejemplo aumentar el peso molecular, en particular, de fragmentos de ML-IAP con el fin de aumentar su actividad o
inmunogenicidad, conferir estabilidad, aumentar la actividad bioldgica o0 aumentar la semivida en suero. Ademas, un
portador puede ayudar a presentar ML-IAP, o los fragmentos del mismo, a células T. El portador puede ser cualquier
portador adecuado conocido por el experto en la técnica, por ejemplo una proteina o una célula presentadora de
antigeno. Una proteina portadora puede ser, pero no se limita a, hemocianina de lapa californiana, proteinas de
suero tales como transferrina, albumina sérica bovina, albimina sérica humana, tiroglobulina u ovoalbimina,
inmunoglobulinas u hormonas, tales como insulina o acido palmitico. Para la inmunizacion de seres humanos, el
portador debe ser un portador fisiolégicamente aceptable, aceptable para seres humanos y seguro. Sin embargo, el
toxoide del tétanos y/o el toxoide de la difteria son portadores adecuados en una realizacion de la invencion.
Alternativamente, el portador puede ser dextranos, por ejemplo Sepharose.

En una realizacién, la composicion de vacuna puede comprender células dendriticas. Las células dendriticas (DC)
pueden prepararse y usarse en un procedimiento terapéutico segun cualquier protocolo adecuado, por ejemplo, tal
como se describe a continuacion en el presente documento. El experto en la técnica apreciard que el protocolo
puede adaptarse para usarse con pacientes con diferente tipo de HLA y diferentes enfermedades. El péptido en el
siguiente procedimiento puede ser cualquier fragmento de ML-IAP tal como por ejemplo fragmentos de ML-IAP
descritos en el presente documento, en particular fragmentos de ML-IAP preferidos descritos en el presente
documento.

Vacunas basadas en DC y procedimientos terapéuticos que usan DC

Se incluyeron pacientes con cancer, tales como por ejemplo pacientes con melanoma metastasico en estadio IV con
enfermedad progresiva, en un ensayo de vacunacion basada en DC, por ejemplo tras no haber logrado responder a
guimioterapia. Todos los pacientes proporcionaron su consentimiento informado para participar en la vacunacion
experimental y para donar sangre para la monitorizacion inmunolégica.

La determinacion del tipo de HLA seroldgico reveld que los pacientes eran HLA-A2. Se pulsaron células dendriticas
(DC) con péptido limitado a HLA 50 ug/ml durante 1 h a 37°C péptido y se administraron 5 x 10° células por via
subcutanea en el dia 1 y 14, posteriormente cada 4 semanas, leucaféresis adicional tras 5 vacunaciones.

Todas las preparaciones de vacuna estaban altamente enriquecidas en DC maduras mostrando > 90% un fenotipo
caracteristico mediante citometria de flujo (HLA-DR+++, CD86+++, CCD40+, CCD25+, CD14-). Mas del 80% de las
células expresaron el antigeno CD83 como marcador para DC madura. El péptido usado en el ensayo de
vacunacion se sintetizé con una calidad de GMP por Clinalfa (pureza >98%).

Se realiz6 la generaciéon de DC para su uso clinico y el control de calidad tal como se describe®’. Se sembraron
PBMC en placas de 85 mm (placas de cultivo bacteriolégico, Primaria o tisular, Falcon, n.° de cat. 1005, 3038 ¢
3003; Becton Dickinson, Hershey, EE.UU.) a una densidad de 50X10° células por placa en 10 ml de medio de cultivo
completo y se incubaron a 37°C y CO; al 5% durante 1 h. Tras un control microscépico de la adherencia, se retir6 la
fraccion no adherente y se afadieron (dia 0) 10 ml de medio completo reciente, caliente (RPMI 1640 (n.° de producto
12-167, Bio Whittaker, Walquersville, EE.UU.) complementado con gentamicina (Refobacin 10, Merck, Darmstadt,
Alemania) a una concentracion final de 20 pg/ml, glutamina a una concentracion final de 2 mM (n.° de producto 17-
605, Bio Whittaker) y plasma humano inactivado por calor al 1% (56° durante 30 min.).

Se centrifugaron las fracciones no adherentes y se sembraron una vez mas en placas de cultivo tisular de 85 mm
nuevas para su readherencia. Se descartd la fraccion no adherente de estas placas “nuevamente sembradas” tras 1
h de adherencia. Se cultivaron todas las fracciones adherentes hasta el dia 1, después se extrajo cuidadosamente
medio de cultivo de modo que no se retiraron células poco adherentes, y se afiadié nuevo medio de cultivo que
contenia GM-CSF (concentracion final de 800 U/ml) e IL-4 (concentracién final de 1000 U/ml). Se afiadieron
citocinas de nuevo en el dia 3 en 3 ml de medio reciente (que contenia 8000 U de GM-CSF y 10.000 U de IL-4) por
placa. En el dia 5 se recogieron todas las células no adherentes, se contaron y volvieron a sembrarse en medio
completo reciente (que contenia citocinas en la misma dosificacion que la descrita anteriormente) en placas de 6
pocillos a una densidad de 5X10° células/pocillo en 3 ml de medio. En el dia 6 se afiadieron 750 pl de medio
condicionado con monocitos (MCM) para inducir la maduracién de DC, y en el dia 7 u 8 se recogieron las células.

Se prepar6 MCM (medio condicionado con monocitos) de la siguiente manera: se prepararon placas bacteriologicas
recubiertas con Ig (85 mm, Falcon 1005) inmediatamente antes de su uso. Como inmunoglobulina, se us6
Sandoglobin(TM) (Novartis). Se realiz6 el recubrimiento con 10 ml de inmunoglobulina (10 pg/ml) diluida (con PBS sin
calcio o magnesio, Bio Whittaker) durante 10 min. a temperatura ambiente. Tras el procedimiento de recubrimiento
se aclararon las placas dos veces con PBS sin calcio o magnesio (Bio Whittaker). Se sembraron 50X10° PBMC en
estas placas en medio completo sin citocinas y se incubaron a 37°C, CO- al 5% durante 20 h. Entonces se recogio el
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medio condicionado con monocitos, se centrifugé a 1360 g durante 10 min. (22°C), se esterilizé por filtracion (filtros
de 0,22 um, Millipore, Molsheim, Francia) y se congelé en alicuotas a -20°C.**342

Vacunas peptidicas

Pueden prepararse y administrarse composiciones de vacuna usando cualquier protocolo convencional conocido por
un experto en la técnica. A continuacion se facilita un ejemplo no limitativo de preparacién de una composicion de
vacuna segun la invencion asi como un ejemplo no limitativo ejemplo de administracién de una vacuna de este tipo.
El experto en la técnica apreciara que el protocolo puede adaptarse facilmente a cualquiera de las composiciones de
vacuna descritas en el presente documento.

Por ejemplo, pueden sintetizarse péptidos de ML-IAP, por ejemplo, en la UVA Biomolecular Core Facility con un
extremo terminal de NH, con amida libre y un extremo terminal de COOH con &cido libre. Cada uno se proporcioné
como un péptido liofilizado, que entonces se reconstituyd en agua estéril y se diluyé con disoluciéon de Ringer lactato
(LR, Baxter Healthcare, Deerfield, IL) como tampdn para una concentracion final del 67-80% de disolucion de Ringer
lactato en agua. Entonces se esterilizaron por filtracion estas disoluciones, se colocaron en viales de vidrio de
borosilicato y se presentaron para una serie de estudios de garantia de calidad incluyendo confirmacién de la
identidad, esterilidad, seguridad general y pureza, segun directrices de la FDA, tal como se define en la nhorma IND
6453. Pruebas de estabilidad de péptidos demostraron que no habia reduccién de la pureza o de la concentracion
de péptido cuando se almacenaron estas disoluciones de péptidos a -20°C durante 3 afios.

En circunstancias practicas, los pacientes recibiran una vacuna que comprende aproximadamente 100 pg de un
péptido de ML-IAP limitado a HLA de clase | con o sin un péptido cooperador de ML-IAP limitado a HLA de clase II.
Se vacunan los pacientes, por ejemplo, con aproximadamente 100 ug del péptido de HLA de clase | en adyuvante
solo, o0 se vacunaron, por ejemplo, con aproximadamente 100 pg del péptido limitado a HLA de clase | mas 190 pg
del péptido cooperador limitado a clase Il. Se calcul6 la dosis superior del péptido cooperador para proporcionar
cantidades equimolares de los epitopos cooperador y citotoxico. Adicionalmente, pueden vacunarse los pacientes
con un péptido més largo que comprende las secuencias de aminoacidos de ambos péptidos.

Los péptidos anteriores, en 1 ml de disolucion acuosa, pueden administrarse o bien como disolucién/suspension con
aproximadamente 100 ug de QS-21, o bien como emulsion con aproximadamente 1 ml de adyuvante Montanide
ISA-51.

Se inmunizan los pacientes, por ejemplo, en el dia O y en los meses 1, 2, 3, 6, 9 y 12, con los péptidos mas
adyuvante, para un total de siete inmunizaciones. Con raras exgeﬁciones, se administran las vacunaciones en el
mismo brazo con cada vacuna. Se administraron los péptidos s.c. 3

Moléculas de CMH

En una realizacion descrita en la solicitud, fragmentos de ML-IAP preferidos son fragmentos que pueden asociarse
con una molécula de CMH. Dado que diferentes moléculas de CMH tienen diferentes afinidades por un péptido
dado, pueden preferirse diferentes fragmentos de ML-IAP con diferentes realizaciones de la invencién. La invencién
también se refiere a composiciones que comprenden diferentes fragmentos de ML-IAP, que tienen preferiblemente
afinidad por diferentes moléculas de CMH.

Moléculas de CMH preferidas segun la presente invencion son moléculas de clase | de CMH y moléculas de clase I
de CMH, mas preferiblemente moléculas de clase | de CMH.

Moléculas de clase | de CMH preferidas son las moléculas de clase | de CMH que se producen mas cominmente.
En una realizacion de la presente invencion, las moléculas de clase | de CMH preferidas pueden seleccionarse del
grupo que consiste en HLA-A2, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B27 y HLA-B44.

Composiciones preferidas segin la presente invencion comprenden al menos 1, mas preferiblemente al menos 2,
incluso méas preferiblemente al menos 3, aun mas preferiblemente al menos 4, por ejemplo al menos 5, tal como al
menos 6, por ejemplo 7 fragmentos de ML-IAP diferentes que pueden cada uno asociarse con una molécula de HLA
diferente seleccionada del grupo que consiste en HLA-A2, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B27 y HLA-
B44.

A modo de ejemplo, una composicion preferida puede comprender un péptido de ML-IAP que puede asociarse con
HLA-A2 y un péptido de ML-IAP que puede asociarse con HLA-A1 y un péptido de ML-IAP que puede asociarse con
HLA-A3 y un péptido de ML-IAP que puede asociarse con HLA-A24.

Métodos ex vivo para obtener y cultivar células T

En una realizacion, la solicitud describe un método para activar y expandir células T especificas para ML-IAP o
fragmentos del mismo asi como a células T obtenidas mediante tales métodos. Preferiblemente, los métodos se
refieren a células T citotéxicas especificas para fragmentos de ML-IAP. Los métodos comprenden preferiblemente
las etapas de cultivar conjuntamente células T y ML-IAP, o al menos un fragmento del mismo, activando asi las
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células T, y opcionalmente aislar células T especificas para ML-IAP activadas o células T especificas para
fragmentos de ML-IAP.

Cultivar conjuntamente células T y ML-IAP o fragmentos del mismo puede realizarse mediante cualquier método
convencional. Por ejemplo pueden usarse métodos que implican células presentadoras de antigeno, tales como
células dendriticas (DC). Por tanto, el método puede comprender generar y cargar células dendriticas (DC)
derivadas de monocitos con fragmento(s) de ML-IAP y cultivar conjuntamente dichas DC y monocitos de sangre
periférica (PBMC) que comprenden células T o células T purificadas a partir de PBMC. Opcionalmente, entonces
pueden aislarse las células T especificas para ML-IAP. Preferiblemente, las células T especificas para ML-IAP son
células T citotoxicas.

Un método preferido para generar y cargar DC derivadas de monocitos y para cultivar conjuntamente DC y
monocitos de sangre periférica (PBMC) se describié anteriormente en el presente documento en la seccién
“Expansion de CTL especificos para antigeno usando CD cargadas con antigeno”:

Sin embargo, pueden usarse diferentes clases de células presentadoras de antigeno (APC) con la invencion.

En un ejemplo, se proporciona un método para la inmunizacion in vitro con células de Drosophila como APC. Por
tanto, el método puede comprender generar células de Drosophila melanogaster que expresan una o mas moléculas
de HLA diferentes, cargar dichas células de Drosophila melanogaster con fragmento(s) de ML-IAP y cultivar
conjuntamente dichas células de Drosophila con monocitos de sangre periférica (PBMC) que comprenden células T
o células T purificadas a partir de PBMC. Asi, pueden generarse células T especificas para ML-IAP. Preferiblemente,
dichas células T son células T citotdxicas. Opcionalmente, las células T pueden aislarse posteriormente. Una ventaja
de usar células de Drosophila melanogaster es que no son viables a 37°C.

Se usaron células de Drosophila melanogaster como APC**“°. Estas células son vehiculos eficaces para la

presentacion de péptidos en el contexto de clase | de HLA, especialmente para la inmunizacion de novo de CTL
CD8". Se transdujo la linea celular de Drosophila Schneider S2 (coleccién americana de cultivos tipo CRL 10974,
Rockville, MD) con HLA-A2.1, CD80 (B7-1) y CD54 (molécula de adhesién mtracelular 1) con un vector de plasmido
pRmHa-3. Se hicieron crecer células de Drosophila en medio de Schneider (10 células/ml) con suero bovino fetal al
10% y CuSO4 a 27°C, la temperatura Optima para estas células de insecto. Se recogieron, se lavaron y volvieron a
suspenderse en medio X-press (Bio Whittaker, Walquersville, MD) que contenia 100 ug/ml del epitopo peptidico
limitado a HLA.

Se obtuvieron células T CD8" a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante seleccion
positiva con un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-CD8 novedoso capturado con una perla magnética de oveja anti-
ratén (Dynal, Lake Success, NY)

Tras la incubacion a 27°C con el epitopo peptidico limitado a HLA durante 3 horas, se incubaron las células de
Drosophila con las células T CD8" a 37°C a una razén de 1:10 en medio RPMI 1640 que contenia suero autélogo al
10%. Dos dias después, se afadieron 20 Ul de IL-2 y 30 Ul de IL-7 al medio de crecimiento. Se continud la
incubacién durante 1 semana, tras lo cual se sustituyeron las células de Drosophila con PBMC irradiadas aut6logas
(30 Gy) y el péptido Ilmltado a HLA. Esto se repiti6 para un ciclo de estimulacién adicional, tras lo cual se sometieron
a prueba las células T CD8" para determinar la citotoxicidad mediante un ensayo de liberacién de *'Cr de 4 horas.
La preparacion final contenia al menos el 92% de células T CD8", con el 4% o menos de células (linfocitos citoliticos
naturales) CD16" y el 4% o menos de células T CD4".

La presente solicitud también se refiere a métodos de tratamiento de un estado clinico en un individuo que lo
necesita, que comprende realizar la (re)infusion de células T especificas para ML-IAP en el mismo. Ademas, la
invencion se refiere al uso de células T especificas para ML-IAP para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de un estado clinico en un individuo que lo necesita y a medicamentos para tratar un estado clinico que
comprende células T especificas para ML-IAP como principio activo.

En la técnica se conocen métodos de (re)infusion de células T en un individuo. A continuacion en el presente
documento se expone un ejemplo de un método adecuado.

En aun otra realizacién se proporciona un método para obtener células T a partir de un individuo y realizar la
relnfu5|on de las células T tras la inmunizacién ex vivo. Se realiz6 la leucaféresis para obtener aproxmadamente 1x
10% células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Tras tres ciclos (3 semanas) de inmunizacion in vitro, se
realizaron pruebas bacterioldgicas y micolégicas formales para verificar la estabilidad antes de administrar las
células.

No permanecian células de Drosophila en la preparacion de CTL tras el procedimiento de inmunizacion. Las células
de Drosophila son viables a 27°C, pero no son viables a 37°C. Ademas, se realizaron dos ciclos de inmunizacién con
cambios de medio cada vez tras la inmunizacion inicial con las células de mosca. Finalmente, se usé la reaccién en
cadena de la polimerasa con el fin de detectar ADN de Drosophila residual en la preparacion final de CTL antes de la
reinfusion. ADN de Drosophila estaba uniformemente ausente mediante este método sensible.
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Para la infusion en el paciente, volvieron a suspenderse los CTL en 200 ml de solucién salina al 0,9% con albUmina
sérica humana al 5% en un envase de transferencia (Baxter [McGaw Park, IL], n.° de catalogo 4R-2014, bolsa de
plastico de infusion de células de sangre) y se administraron por via intravenosa a lo largo de un periodo de 1 hora
en la unidad de trasplante de células madre. Enfermeras experimentadas midieron los signos vitales cada 15
minutos y monitorizaron a los pacientes para detectar signos de toxicidad o de reacciones de hipersensibilidad
inmediata.

Terapia de combinacién

La presente solicitud describe ademas composiciones farmacéuticas y kit de partes para su uso en terapia de
combinacion.

La terapia de combinacion tal como se usa en el presente documento indica el tratamiento de un individuo que lo
necesita con mas de un método diferente. Por tanto, la terapia de combinacién puede implicar en un aspecto la
administracion de una composicion farmacéutica o un kit de partes que comprende una composicion de vacuna tal
como se describié anteriormente en el presente documento y un medicamento anticancerigeno. Los medicamentos
anticancerigenos pueden ser cualquiera de los medicamentos descritos a continuacion en el presente documento,
por ejemplo un agente quimioterapico o un agente inmunoterapico.

En particular, la terapia de combinacién puede implicar la administracion a un individuo de un agente quimioterapico
y/o un agente inmunoterapico en combinacion con uno o mas de i) ML-IAP, o un fragmento del mismo, ii) una célula
presentadora de antigeno que presenta ML-IAP vy iii) una célula T especifica para péptido de ML-IAP activada. Sin
embargo, la terapia de combinacién también puede implicar radioterapia, terapia génica y/o cirugia.

Por tanto, la terapia de combinacion puede incluir la administraciéon, simultdnea o secuencialmente en cualquier
orden, de por ejemplo:

i) ML-IAP y/o fragmentos del mismo + al menos un agente quimioterapico
i) ML-IAP y/o fragmentos del mismo + al menos un agente inmunoterapico

iii) célula presentadora de antigeno que presenta ML-IAP y/o fragmentos del mismo + al menos un agente
guimioterapico

iv) célula presentadora de antigeno que presenta ML-IAP y/o fragmentos del mismo + al menos un agente
inmunoterapico

v) células T activadas + al menos un agente quimioterapico
vi) células T activadas + al menos un agente inmunoterapico

Las combinaciones adicionales incluyen i) y ii); iii) y iv); v) y vi); i) y iii); i) y iv), 1) y v); i) y vi); ii) y iii); ii) y iv); i) y v); i)
y vi); i) y v); i) y vi); iv) y v); iv) y vi); i) y iv) y cualquiera de v) y vi).

El agente quimioterapico puede ser por ejemplo metotrexato, vincristina, adriamicina, cisplatino, cloroetilnitrosoureas
gue no contienen azucar, 5-fluorouracilo, mitomicina C, bleomicina, doxorubicina, dacarbazina, taxol, fragilina,
meglamina GLA, valrubicina, carmustina y poliferposano, MM1270, BAY 12-9566, inhibidor de RAS famesil
transferasa, inhibidor de famesil transferasa, MMP, MTA/LY231514, LY264618/lometexol, Glamolec, CI-994, TNP-
470, Hycamtin/topotecdn, PKC412, Valspodar/PSC833, Novantrone/mitoxantrona, Metaret/suramina, Batimastat,
E7070, BCH-4556, CS-682, 9-AC, AG3340, AG3433, Incel/VX-710, VX-853, zZD0101, ISI641, ODN 698, TA
2516/marmistat, BB2516/marmistat, CDP 845, D2163, PD183805, DX8951f Lemonal DP 2202, FK 317,
Picibanil/OK-432, AD 32/valrubicina, Metastron/derivado de estroncio, Temodal/temozolomida, Evacet/doxorubicina
liposémica, Yewtaxan/paclitaxel, Taxol/paclitaxel, Xeload/capecitabina, Furtulon/doxifluridina, Cydopax/paclitaxel
oral, taxoide oral, SPU-077/cisplatino, HMR 1275/flavopiridol, CP-358 (774)/EGFR, CP-609 (754)/inhibidor de
oncogén de RAS, BMS-182751/platino oral, UFT(tegafur/uracilo), Ergamisol/levamisol,
eniluracilo/776C85/potenciador de  5FU, Campto/levamisol, Camptosar/irinotecan, Tumodex/ralitrexed,
Leustatin/cladribina, = Paxex/paclitaxel,  Doxil/doxorubicina  liposémica,  Caelyx/doxorubicina  liposémica,
Fludara/fludarabina, Pharmarubicin/epirubicina, DepoCyt, ZD1839, LU 79553/bis-naftalimida, LU 103793/dolastatina,
Caetyx/doxorubicina liposémica, Gemzar/gemcitabina, ZD 0473/Anormed, YM 116, simientes de yodo, inhibidores
de CDK4 y CDK2, inhibidores de PARP, D4809/dexifosamida, Ifes/Mesnex/ifosamida, Vumon/tenipésido,
Paraplatin/carboplatino, Plantinol/cisplatino, Vepeside/etopdsido, ZD 9331, Taxotere/docetaxel, profarmaco de
guanina arabindsido, analogo de taxano, nitrosoureas, agentes alquilantes tales como melfalan y ciclofosfamida,
amino-glutetimida, asparaginasa, busulfano, carboplatino, clorambucilo, citarabina HCI, dactinomicina, daunorubicina
HCI, fosfato sodico de estramustina, etopésido (VP16-213), floxuridina, fluorouracilo (5-FU), flutamida, hidroxiurea
(hidroxicarbamida), ifosfamida, interferon alfa-2a, alfa-2b, acetato de leuprolida (anadlogo de factor liberador de
LHRH), lomustina (CCNU), mecloretamina HCI (mostaza nitrogenada), mercaptopurina, mesna, mitotano (o0.p’-DDD),
mitoxantrona HCI, octreotida, plicamicina, procarbazina HCI, estreptozocina, citrato de tamoxifeno, tioguanina,
tiotepa, sulfato de vinblastina, amsacrina (m-AMSA), azacitidina, eritropoyetina, hexametil-melamina (HMM),
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interleucina 2, mitoguazona (metil-GAG; metil-glioxal-bis-guanilhidrazona; MGBG), pentostatina (2'-
desoxicoformicina), semustina (metil-CCNU), teniposido (VM-26) y sulfato de vindesina. Ademas, el agente
quimioterapico puede ser cualquiera de los agentes quimioterapicos mencionados en la tabla 3 del documento US
6.482.843, columnas 13 a 18.

El agente inmunoterapico puede ser por ejemplo Ributaxin, Herceptin, Quadramet, Panorex, IDEC-Y2B8, BEC?2,
C225, Oncolym, SMART MI 95, ATRAGEN, Ovarex, Bexxar, LDP-03, ior t6, MDX-210, MDX-11, MDX-22, OV103,
3622W94, anticuerpo anti-VEGF, Zenapax, MDX-220, MDX-447, MELIMMUNE-2, MELIMMUNE-1, CEACIDE,
Pretarget, NovoMAb- G2, TNT, Gllomab-H, GNI-250, EMD-72000, LymphoCide, CMA 676, Monopharm-C, 4B5, ior
egf.r3, ior c5, BABS, anticuerpo anti-FLK-2, MDX-260, Ac ANA, Ac SMART 1 D10, Ac SMART ABL 364 e
ImMmuRAIT-CEA. Ademas el agente inmunoterapico puede ser cualquier citocina o interferon.

Las composiciones terapéuticas o composiciones de vacuna de la invencion también pueden usarse en combinacion
con otras estrategias anticancerigenas, y tales terapias de combinacion son eficaces en la inhibicion y/o eliminacion
de la metéstasis o el crecimiento tumoral. Los métodos de la presente invencion pueden usarse ventajosamente con
otras modalidades de tratamiento, incluyendo, sin limitacion, radiacion, cirugia, terapia génica y quimioterapia.

La “terapia de combinacién” puede incluir la introduccion de acidos nucleicos heterdlogos en células adecuadas,
generalmente conocido como terapia génica. Por ejemplo, la terapia génica puede implicar la introduccion de genes
supresores de tumor o genes promotores de la apoptosis en células tumorales. Alternativamente, pueden
introducirse en células tumorales secuencias de acido nucleico que inhiben la expresion de oncogenes o de genes
que inhiben la apoptosis. Ademas, pueden introducirse genes que codifican para enzimas que pueden conferir a las
células tumorales sensibilidad frente a agentes quimioterapicos. Por consiguiente, la presente invencién en una
realizacién proporciona un método que comprende la etapa de tratar el cancer introduciendo un vector génico,
codificando una proteina que puede convertir enzimaticamente un profarmaco, es decir, un compuesto no toxico, en
un compuesto toxico. En el método descrito en la solicitud, la secuencia de &cido nucleico terapéutica es un acido
nucleico que codifica para un producto, provocando el producto la muerte celular por si mismo o en presencia de
otros farmacos. Un ejemplo representativo de un acido nucleico terapéutico de este tipo es uno que codifica para
timidina cinasa de virus del herpes simple. Ejemplos adicionales son timidina cinasa de virus de la varicela zoster y
citosina desaminasa de genes bacterianos, que pueden convertir 5-fluorocitosina en el compuesto altamente
citotoxico 5- fluorouracilo.

Indicaciones clinicas gue pueden tratarse con la presente invenciéon

Las composiciones de vacuna o las composiciones terapéuticas/farmacéuticas dadas a conocer en el presente
documento pueden usarse para tratar varios estados clinicos diferentes. Ademas, la presente solicitud describe
métodos de tratamiento de dichos estados clinicos en un individuo que lo necesita, métodos de diagnostico de
dichos estados clinicos y uso de ML-IAP o fragmentos del mismo para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de un estado clinico en un individuo que lo necesita asi como medicamentos para tratar un estado
clinico que comprende ML-IAP o fragmentos del mismo como principio activo.

En una realizacion preferida descrita en la solicitud, el estado clinico es un céancer. Se pretende que el término
“cancer”, tal como se usa en el presente documento, abarque cualquier céncer, enfermedad neoplésica y
preneoplasica. Dicho cancer puede seleccionarse por ejemplo del grupo que consiste en carcinoma de colon, cancer
de mama, cancer pancredtico, cancer de ovario, cancer de préstata, fiborosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangeosarcoma, sarcoma
linfangeoendotelial, sinovioma, mesotelioma, sarcoma de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de
células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma
de glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de conducto biliar, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmon,
carcinoma de pulmoén de células pequefas, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioblastomas, neurinomas,
craneofaringiomas, schwannomas, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma,
pinealoma, hemangioblastoma, neurinoma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma,
retinoblastoma, leucemias y linfomas, leucemia linfocitica aguda y leucemia mielocitica aguda, policitemia vera,
mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, y enfermedad de cadenas pesadas, leucemias no linfociticas
agudas, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena crénica, enfermedad de Hodgkin, linfomas no Hodgkin,
cancer de recto, canceres urinarios, canceres uterinos, canceres orales, canceres de piel, cancer de estdémago,
tumores cerebrales, cancer de higado, cancer de laringe, cancer de es6fago, tumores de mama, leucemia linfoide
aguda (ALL) nula infantil, ALL timica, ALL de células B, leucemia mieloide aguda, leucemia mielomonocitoide,
leucemia megacariocitoide aguda, linfoma de Burkitt, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica y leucemia
de células T, carcinoma de pulmén de células pequefias y grandes no pequefias, leucemia granulocitica aguda,
tumores de células germinales, cancer endometrial, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, leucemia linfoide
cronica, leucemia de células pilosas y cancer de tiroides.

En realizaciones preferidas descritas en la solicitud, el estado clinico es un tipo de céancer que expresa
frecuentemente ML-IAP o un tipo de cancer en el que lineas celulares derivadas de dicho tipo de cancer expresan
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frecuentemente ML-IAP. Por ejemplo lineas celulares derivadas de melanomas malignos expresan frecuentemente
ML-IAP*? mientras que lineas celulares derivadas de cancer de mama con frecuencia no expresan ML-IAP?. Sin
embargo, se prefiere mucho que el estado clinico sea un cancer que expresa ML-IAP. En una realizacion preferida,
el estado clinico es melanoma maligno.

En otra realizacion descrita en la solicitud, el estado clinico es una enfermedad autoinmunitaria.

Las enfermedades autoinmunitarias pueden agruparse de manera no estricta en las que se limitan principalmente a
6rganos o tejidos especificos y las que afectan a todo el cuerpo. Los ejemplos de trastornos especificos de 6rganos
(con el 6rgano afectado) incluyen esclerosis multiple (recubrimiento de mielina en prolongaciones de neuronas),
diabetes mellitus tipo | (pancreas), tiroiditis de Hashimoto (glandula tiroidea), anemia perniciosa (estdmago),
enfermedad de Addison (glandulas suprarrenales), miastenia grave (receptores de acetilcolina en la unién
neuromuscular), artritis reumatoide (revestimiento de las articulaciones), uveitis (0jo), psoriasis (piel), sindrome de
Guillain-Barre (células nerviosas) y enfermedad de Grave (tiroides). Las enfermedades autoinmunitarias sistémicas
incluyen lupus eritematoso sistémico y dermatomiositis.

Otros ejemplos de trastornos de hipersensibilidad incluyen asma, eczema, dermatitis atopica, dermatitis de contacto,
otras dermatitis eccematosas, dermatitis seborreica, rinitis, liquen plano, pénfigo, penfigoide ampolloso, epidermdlisis
ampollosa, urticaria, angioedemas, vasculitis, eritemas, eosinofilias cutaneas, alopecia areata, aterosclerosis, cirrosis
biliar primaria y sindrome nefrotico. Las enfermedades relacionadas incluyen inflamaciones intestinales, tales como
enfermedad celiaca, proctitis, gastroenteritis eosinofilica, mastocitosis, enfermedad inflamatoria del intestino,
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, asi como alergias relacionadas con alimentos.

El individuo que necesita tratamiento puede ser cualquier individuo, preferiblemente un ser humano. Los péptidos
tendran generalmente diferentes afinidades para diferentes moléculas de HLA. Por tanto, en las realizaciones de la
presente invencién en las que la composicién de vacuna o la composicion farmacéutica comprende péptidos de ML-
IAP, se prefiere que una composiciéon de vacuna o una composicion farmacéutica que va a administrarse a un individuo
dado comprenda al menos un péptido que puede asociarse con moléculas de HLA de ese individuo particular.

Los métodos segun la presente invencion permiten la vacunacion incluso de individuos que no han recibido
tratamiento inmunoldgico, porque las composiciones de vacuna segun la invencion comprenden preferiblemente
fragmentos de ML-IAP inmunolégicamente dominantes. Por tanto, en una realizacion de la presente invencion, el
individuo que necesita tratamiento no se ha sometido anteriormente a terapia inmunitaria frente a una enfermedad
neoplasica. En particular se prefiere que el individuo no se haya sometido anteriormente a una terapia inmunitaria
que comprenda inmunizaciéon con un componente que comprende ML-IAP o un fragmento del mismo. Por tanto, por
ejemplo, se prefiere que dicho individuo no se haya inmunizado con una célula tumoral que expresa ML-IAP.

Composiciones farmacéuticas

Por consiguiente, la solicitud en realizaciones preferidas describe composiciones farmacéuticas que comprenden
ML-IAP (SEQ ID NO: 1) y/o variantes o fragmentos de esas moléculas tal como se definié anteriormente en el
presente documento para el tratamiento de trastornos patologicos relacionados con, o mediados por, ML-IAP.

Pueden formularse composiciones terapéuticas Utiles desde el punto de vista farmacéutico y/o veterinario segun
métodos conocidos tales como la adicion de uno 0 mas excipientes o portadores aceptables desde el punto de vista
farmacéutico o veterinario. Pueden encontrarse ejemplos de tales excipientes, portadores y métodos de formulacién,
por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co, Easton, PA). Para formar una
composicion aceptable desde el punto de vista farmacéutico o veterinario adecuada para la administracion eficaz, tales
composiciones contendran una cantidad eficaz de un modulador de polipéptido, acido nucleico, anticuerpo o
compuesto.

Se administran composiciones terapéuticas o de diagnostico descritas en la solicitud a un individuo (mamifero, ser
humano o animal) o se usan en cantidades suficientes para tratar o diagnosticar trastornos relacionados con
apoptosis. La cantidad eficaz puede variar segun una variedad de factores tales como el estado, peso, sexo y edad
del individuo. Otros factores incluyen el modo de administracion.

El término derivado funcional incluye una molécula que contiene restos quimicos adicionales que no son
normalmente parte de la molécula de base. Tales restos pueden mejorar la solubilidad, semivida, absorcion, etc. de
la molécula de base. Alternativamente, los restos pueden atenuar efectos secundarios indeseables de la molécula
de base o reducir la toxicidad de la molécula de base. Se describen ejemplos de tales restos en una variedad de
textos, tales como Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Las composiciones farmacéuticas y veterinarias adecuadas para su uso tal como se describe en la solicitud incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propoésito
previsto. La determinacion de una dosis eficaz esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica. La dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente o bien en ensayos de cultivo celular, por ejemplo, de células
neoplasicas, o bien en modelos animales, habitualmente ratones, conejos, perros o cerdos. También se usa el
modelo animal para lograr un intervalo de concentracion y via de administracion deseables. Entonces puede usarse
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tal informacién para determinar dosis y vias administracion Utiles en seres humanos y otros animales. Una dosis
terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de compuesto, péptido, anticuerpo o acido nucleico que mejora o
previene un estado apoptotico disfuncional. La dosificacion exacta la elige el médico individual a la vista del paciente
gue va a tratarse.

Pueden usarse compuestos identificados seglin los métodos dados a conocer en el presente documento asi como
anticuerpos terapéuticos, acidos nucleicos terapéuticos y péptidos contemplados en el presente documento solos a
dosificaciones apropiadas definidas mediante pruebas rutinarias con el fin de obtener una modulacién 6ptima de la
actividad de livina. Ademas, puede ser deseable la administracion conjunta o administracion secuencial de estos y
otros agentes.

Las composiciones farmacéuticas o veterinarias pueden administrarse al individuo por una variedad de vias tales
como subcutanea, tépica, oral e intramuscular. La administracién de composiciones farmacéuticas se logra por via
oral o por via parenteral. Los métodos de administracion parenteral incluyen administracion tépica, intraarterial
(directamente en el tejido), intramuscular, subcuténea, intramedular, intratecal, intraventricular, intravenosa,
intraperitoneal o intranasal. La presente invencién también tiene el objetivo de proporcionar formulaciones
farmacéuticas adecuadas tdpicas, orales, sistémicas y parenterales para su uso en los métodos de tratamiento
novedosos de la presente invencion. Las composiciones que contienen compuestos identificados segin esta
invencion como principio activo para su uso en la modulacién de una proteina que media en la apoptosis pueden
administrarse en una amplia variedad de formas de dosificacion terapéuticas en vehiculos convencionales para la
administracion. Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse en formas de dosificacion orales tales como
comprimidos, capsulas (incluyendo cada una formulaciones de liberaciéon controlada y de liberacion sostenida),
pastillas, polvos, granulos, elixires, tinturas, disoluciones, suspensiones, jarabes y emulsiones, o0 mediante inyeccion.
Igualmente, también pueden administrarse en forma intravenosa (tanto en bolo como infusion), intraperitoneal,
subcutanea, topica con o sin oclusiébn o intramuscular, todas usando formas bien conocidas por los expertos
habituales en las técnicas farmacéuticas. Puede emplearse una cantidad eficaz pero no toxica del compuesto, acido
nucleico o péptido deseado como agente modulador de la apoptosis.

La dosificacion diaria de los productos puede variarse a lo largo de un amplio intervalo de desde 0,001 hasta
1.000 mg por ser humano adulto/al dia. Para la administracién oral, las composiciones se administran
preferiblemente en forma de comprimidos ranurados o no ranurados que contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0,
10,0, 15,0, 25,0 y 50,0 miligramos del principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacién al paciente que va
a tratarse. Habitualmente se administra una cantidad eficaz del farmaco a un nivel de dosificacion de desde
aproximadamente 0,0001 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia. El intervalo es mas
particularmente de desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta 10 mg/kg de peso corporal al dia. Incluso mas
particularmente, el intervalo varia entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 1 mg/kg.

Evidentemente, el nivel de dosificacion variard dependiendo de la potencia del compuesto particular. Determinados
compuestos seran mas potentes que otros. Ademas, el nivel de dosificacion variara dependiendo de la
biodisponibilidad del compuesto. Cuanto mas biodisponible y potente es el compuesto, menos compuesto necesitara
administrarse mediante cualquier via de administracion, incluyendo, pero sin limitarse a, la administracién oral.

Las dosificaciones de moduladores de livina se ajustan cuando se combinan para lograr efectos deseados. Por otra
parte, las dosificaciones de estos diversos agentes pueden optimizarse independientemente y combinarse para
lograr un resultado sinérgico en el que la patologia se reduce mas de lo que se reduciria si se usara cualquiera de
los agentes solo. Los expertos en la técnica emplearan formulaciones diferentes para nucledtidos que para proteinas
o sus inhibidores.

También se proporcionan terapias de combinacion que comprenden la etapa de administrar las composiciones de
vacuna segun la invencién en combinaciéon con un agente quimioterapico y/o un agente inmunoterapico y/o una
vacuna contra el cancer.

Variantes y equivalentes funcionales de ML-IAP

La presente solicitud también describe variantes y equivalentes funcionales de los fragmentos indicados
anteriormente de ML-IAP.

La afinidad de diversas moléculas de HLA hacia un péptido dado depende de la secuencia de dicho péptido. En la
tabla 2 a continuacion en el presente documento se describen los aminoacidos en una posicion dada dentro de un
péptido que da como resultado la afinidad superior de dicho péptido hacia una molécula de HLA dada.

Por tanto, a continuacion en el presente documento se indican variantes preferidas de péptidos de ML-IAP con alta
afinidad hacia una molécula de HLA particular con una indicacion de la posicion en la que se ha producido
preferiblemente una sustitucion para cada uno de los fragmentos indicados anteriormente. En la tabla se indica el
residuo de aminoacido preferido en la posicién respectiva de la variante.

Por consiguiente, a modo de ejemplo, una variante de péptido de ML-IAP preferida que puede unirse a HLA-B54
tiene una prolina en la segunda posicion.
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Tabla 2. Motivos de residuo de anclaje primario empleados

Alelo de
HLA

Posicion 1

Posicién 2

Posicion 3

Posicion 5

Posiciéon 6

Posicion 7

Extremo C-
terminal

HLA-AL
HLA-A2
HLA-A3
HLA-A11
HLA-A23
HLA-A24
HLA-A25
HLA-A26
HLA-A28
HLA-A29
HLA-A30
HLA-A31
HLA-A32
HLA-A33
HLA-A34
HLA-A66
HLA-A68
HLA-A69
HLA-A74
HLA-B5
HLA-B7
HLA-B8
HLA-B14
HLA-B15
(B62)

HLA-B17
HLA-B27
HLA-B35
HLA-B37
HLA-B38
HLA-B39
HLA-B40
(B60,61)
HLA-B42
HLA-B44
HLA-B46
HLA-B48
HLA-B51
HLA-B52
HLA-B53
HLA-B54
HLA-B55
HLA-B56
HLA-B57
HLA-B58
HLA-B67
HLA-B73
HLA-Cw1
HLA-Cw2
HLA-Cw3
HLA-Cw4
HLA-Cw6
HLA-Cw6
HLA-Cw8
HLA-Cw16
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Equivalentes funcionales y variantes se usan de manera intercambiable en el presente documento. Cuando son
polipéptidos, las variantes se determinan basandose en su grado de identidad o en su grado de homologia con
cualquier secuencia predeterminada de secuencias de aminoacidos consecutivos de un fragmento de ML-IAP, tal
como por ejemplo SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 290.
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Por tanto, inicialmente se define una secuencia de residuos de aminoacido de ML-IAP consecutivos y luego se
definen variantes y equivalentes funcionales en relacibn con la misma. Por consiguiente, las variantes
preferiblemente tienen una identidad de secuencia de al menos el 75%, por ejemplo una identidad de secuencia de
al menos el 80%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 85%, por ejemplo una identidad de secuencia
de al menos el 90%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 91%, por ejemplo una identidad de
secuencia de al menos el 91%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 92%, por ejemplo una identidad
de secuencia de al menos el 93%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 94%, por ejemplo una
identidad de secuencia de al menos el 95%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 96%, por ejemplo
una identidad de secuencia de al menos el 97%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 98%, por
ejemplo una identidad de secuencia del 99%, con la secuencia de residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP
predeterminada.

La identidad de secuencia se determina en una realizacion utilizando fragmentos de péptidos que comprenden al
menos 9 aminoacidos contiguos y que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos idéntica en un 80%,
tal como en un 85%, por ejemplo en un 90%, tal como en un 95%, por ejemplo en un 99% a la secuencia de
aminoéacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 290, respectivamente, determinandose la identidad en
porcentaje con el algoritmo GAP, BESTFIT o FASTA en la version de paquete de software 7.0 de Wisconsin
Genetics, usando pesos de hueco por defecto.

Los siguientes términos se usan para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos:
“secuencia predeterminada”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”. Una “secuencia predeterminada” es una secuencia definida usada como base
para una comparacion de secuencias; una secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia
mas grande.

Puede realizarse una alineaciéon Optima de secuencias para alinear una ventana de comparacion mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, mediante el algoritmo de
alineacion por homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la busqueda por el método
de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 85: 2444, mediante implementaciones
informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en la version de paquete de software 7.0 de
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccién, y se
selecciona la mejor alineacion (es decir, la que da como resultado el mayor porcentaje de homologia en la ventana
de comparacion) generada por los diversos métodos.

El término “identidad de secuencia” significa que dos secuencias de aminoacidos son idénticas en la ventana de
comparacion.

El término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas de manera
optima en la ventana de comparacién, determinando el niumero de posiciones en las que se producen residuos de
aminoacido idénticos en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones correspondientes, dividiendo el
numero de posiciones correspondientes entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir,
el tamafio de ventana) y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Aplicado a polipéptidos, un grado de identidad de secuencias de aminoacidos es una funcion del ndmero de
aminoéacidos idénticos en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos. Un grado de homologia o
similitud de secuencias de aminoacidos es funcién del nimero de aminodacidos, es decir estructuralmente
relacionados, en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos.

El término “identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas, cuando estan alineadas de manera 6ptima,
tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando pesos de hueco por defecto, comparten una identidad de
secuencia de al menos el 75 por ciento, tal como una identidad de secuencia de al menos el 80 por ciento, por
ejemplo una identidad de secuencia de al menos el 85 por ciento, tal como por ejemplo una identidad de secuencia
de al menos el 90 por ciento, por ejemplo una identidad de secuencia de al menos el 95 por ciento, tal como una
identidad de secuencia de al menos el 98 por ciento, o incluso una identidad de secuencia de al menos el 99 por
ciento, en comparacién con una secuencia predeterminada en una ventana de comparacion de al menos 9 residuos
de aminoacido, tal como 10 residuos de aminoacido, por ejemplo 11 residuos de aminoacido, tal como 12 residuos
de aminoécido, por ejemplo 13 residuos de aminoacido, tal como 14 residuos de aminoacido, por ejemplo 15
residuos de aminoéacido, tal como 20 residuos de aminoacido, por ejemplo 30 residuos de aminoacido, tal como 40
residuos de aminoéacido, por ejemplo 50 residuos de aminoacido, tal como 60 residuos de aminoacido, por ejemplo
70 residuos de aminoacido, tal como 80 residuos de aminoacido, por ejemplo 90 residuos de aminoéacido, tal como
100 residuos de aminoacido, por ejemplo 110 residuos de aminoacido, tal como 120 residuos de aminoéacido, por
ejemplo 130 residuos de aminoéacido, tal como 140 residuos de aminoacido, por ejemplo 150 residuos de
aminoécido, tal como 175 residuos de aminoacido, por ejemplo 200 residuos de aminoacido, tal como 225 residuos
de aminoécido, por ejemplo 250 residuos de aminoacido, tal como 275 residuos de aminoacido, por ejemplo 297
residuos de aminoacido. Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticas difieren en sustituciones
de aminoacidos conservativas.
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Una secuencia “no relacionada” o “no homdloga” comparte una identidad de menos del 40%, aunque
preferiblemente una identidad de menos del 25%, con una secuencia de aminoacidos de ML-IAP de la presente
invencion.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas se refieren en una realizacién a la capacidad de intercambio de
residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoéacidos que tiene cadenas laterales
alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales
alifaticas-hidroxilo es serina y treonina, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida
es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina,
y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo
de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos preferidos de
sustitucion de aminoéacidos conservativa son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-
valina y asparagina-glutamina.

Adicionalmente, las variantes también se determinan basandose en un nimero predeterminado de sustituciones de
aminoacidos conservativas tal como se define a continuacion en el presente documento. La sustitucion de
amino&cido conservativa, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la sustitucion de un aminoacido
(dentro de un grupo de aminoacidos predeterminado) por otro aminoacido (dentro del mismo grupo), mostrando los
aminoacidos caracteristicas similares o sustancialmente similares.

Dentro del significado del término “sustitucion de aminoacidos conservativa” tal como se aplica en el presente
documento, un aminoacido puede sustituirse por otro dentro de los grupos de aminoacidos indicados a continuacion
en el presente documento:

Aminoacidos que tienen cadenas laterales polares (Asp, Glu, Lys, Arg, His, Asn, GIn, Ser, Thr, Tyr y Cys)
Aminoacidos que tienen cadenas laterales no polares (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Pro y Met)
Aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas (Gly, Ala Val, Leu, lle)

Aminoécidos que tienen cadenas laterales ciclicas (Phe, Tyr, Trp, His, Pro)

Aminoécidos que tienen cadenas laterales aromaticas (Phe, Tyr, Trp)

Aminoécidos que tienen cadenas laterales acidas (Asp, Glu)

Aminoécidos que tienen cadenas laterales basicas (Lys, Arg, His)

Aminoacidos que tienen cadenas laterales de amida (Asn, GIn)

Aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo (Ser, Thr)

Aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre (Cys, Met)

Aminoacidos neutros, débilmente hidréfobos (Pro, Ala, Gly, Ser, Thr)

Aminoécidos hidrofilos, acidos (GIn, Asn, Glu, Asp) y

Aminoécidos hidrofobos (Leu, lle, Val)

Por consiguiente, una variante o un fragmento de la misma tal como se describe en la solicitud puede comprender al
menos una sustitucién, tal como una pluralidad de sustituciones introducidas independientemente entre si. Esta claro
a partir del resumen anterior que la misma variante o fragmento de la misma puede comprender mas de una
sustitucion de aminoacidos conservativa de mas de un grupo de aminoacidos conservativos tal como se definié
anteriormente en el presente documento.

La adicién o delecion de al menos un aminoacido puede ser una adicién o delecion de desde preferiblemente 2
hasta 250 aminoacidos, tal como desde 10 hasta 20 aminoacidos, por ejemplo desde 20 hasta 30 aminoacidos, tal
como desde 40 hasta 50 aminoacidos. Sin embargo, adiciones o deleciones de mas de 50 aminoacidos, tales como
adiciones de desde 50 hasta 100 aminoacidos, adicién de 100 a 150 aminoacidos, adicion de 150-250 aminoacidos,
también estdn comprendidas dentro de la presente invencién. La delecion y/o la adiciébn puede ser
(independientemente entre si) una delecion y/o una adicion dentro de una secuencia y/o en el extremo de una
secuencia.

Los fragmentos de polipéptido tal como se describe en la solicitud, incluyendo cualquier equivalente funcional de los
mismos, pueden comprender en una realizacion una secuencia de residuos de aminoacido de ML-IAP consecutivos
de menos de 250 residuos de aminoécido, tal como menos de 240 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de
225 residuos de aminoéacido, tal como menos de 200 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 180 residuos
de aminoécido, tal como menos de 160 residuos de aminoéacido, por ejemplo menos de 150 residuos de aminoacido,
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tal como menos de 140 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 130 residuos de aminoacido, tal como
menos de 120 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 110 residuos de aminoacido, tal como menos de 100
residuos de aminoéacido, por ejemplo menos de 90 residuos de aminoacido, tales como menos de 85 residuos de
aminoacido, por ejemplo menos de 80 residuos de aminoéacido, tal como menos de 75 residuos de aminoéacido, por
ejemplo menos de 70 residuos de aminoéacido, tal como menos de 65 residuos de aminoacido, por ejemplo menos
de 60 residuos de aminoécido, tal como menos de 55 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 50 residuos de
aminoacido, tal como menos de 45 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 30 residuos de aminoacido, tal
como menos de 25 residuos de aminoacido, por ejemplo menos de 20 residuos de aminoacido, tal como menos de
15 residuos de aminoacido, por ejemplo 14 residuos de aminoacido consecutivos, tal como 13 residuos de
aminoacido consecutivos, por ejemplo 12 residuos de aminoacido consecutivos, tal como 11 residuos de aminoacido
consecutivos, por ejemplo 10 residuos de aminoacido consecutivos, tal como 9 residuos de aminoacido consecutivos
de ML-IAP (SEQ ID NO: 1).

La “equivalencia funcional” tal como se usa en la presente invencién, se establece segun una realizacion preferida
haciendo referencia a la funcionalidad correspondiente de un fragmento predeterminado de la secuencia.

La equivalencia funcional puede establecerse por ejemplo mediante afinidades de unién similares a las moléculas de
clase | de HLA, o potencia similar demostrada mediante ensayos ELISPOT.

Se entendera que los equivalentes funcionales o variantes de un fragmento de ML-IAP tal como se describe en el
presente documento muestran secuencias de aminoacidos que difieren gradualmente de secuencias predeterminadas,
preferidas, a medida que aumenta el nimero y el alcance de inserciones, deleciones y sustituciones incluyendo
sustituciones conservativas. Esta diferencia se mide como una reduccion en la homologia entre una secuencia
predeterminada, preferida, y el fragmento variante de ML-IAP o equivalente funcional de ML-IAP.

Todos los fragmentos de ML-IAP que comprenden o que consisten en residuos de aminoécido de ML-IAP
consecutivos asi como las variantes y equivalentes funcionales de los mismos estan incluidos dentro del alcance de
esta invencion, independientemente del grado de homologia que muestran con una secuencia predeterminada. El
motivo para esto es que es muy probable que algunas regiones de los fragmentos de ML-IAP puedan mutar
facilmente o puedan delecionarse completamente, sin ningun efecto significativo sobre, por ejemplo, la actividad de
union del fragmento resultante.

Una variante funcional obtenida mediante sustitucion puede mostrar bien alguna forma o grado de actividad de union
nativa, y todavia ser menos homologa, si se sustituyen residuos que contienen cadenas laterales de aminoacidos
similares en funcionalidad. Similar en funcionalidad, a este respecto, se refiere a caracteristicas dominantes de las
cadenas laterales tales como hidréfobas, basicas, neutras o acidas, o a la presencia o ausencia de impedimento
estérico. Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, el grado de identidad no es una medida principal de
qgue un fragmento sea una variante o equivalente funcional de un fragmento predeterminado preferido segin la
presente invencion.

La homologia entre secuencias de aminoacidos puede calcularse usando algoritmos bien conocidos tales como uno
cualquiera de BLOSUM 30, BLOSUM 40, BLOSUM 45, BLOSUM 50, BLOSUM 55, BLOSUM 60, BLOSUM 62,
BLOSUM 65, BLOSUM 70, BLOSUM 75, BLOSUM 80, BLOSUM 85 y BLOSUM 90.

Ha de considerarse que los fragmentos que comparten homologia con fragmentos que comprenden o que consisten
en residuos de aminoacido de ML-IAP consecutivos se encuentran dentro del alcance de la presente invencion
cuando son homologos preferiblemente en al menos aproximadamente el 90 por ciento, por ejemplo homdlogos en
al menos el 92 por ciento, tal como homologos en al menos el 94 por ciento, por ejemplo homdlogos en al menos el
95 por ciento, tal como homélogos en al menos el 96 por ciento, por ejemplo homdélogos en al menos el 97 por
ciento, tal como homdlogos en al menos el 98 por ciento, por ejemplo homélogos en al menos el 99 por ciento con
un fragmento de ML-IAP predeterminado. Segun una realizacién de la invencion, los porcentajes de homologia
indicados anteriormente son porcentajes de identidad.

Factores adicionales que pueden tenerse en cuenta cuando se determina la equivalencia funcional segun el
significado usado en el presente documento son i) la capacidad de los antisueros para detectar un fragmento de ML-
IAP segun la presente invencion, o ii) la capacidad de un fragmento de ML-IAP funcionalmente equivalente para
competir con un fragmento de ML-IAP predeterminado en un ensayo. Geysen ha descrito un método para
determinar una secuencia de aminoacidos inmunogénicamente activos con una secuencia de aminoacidos conocida
en el documento US 5.595.915 y se incorpora al presente documento como referencia.

En el documento US 6.013.478, que se incorpora al presente documento como referencia, se describe un método
adicional adaptable de manera adecuada para determinar relaciones de estructura y funcién de fragmentos de
péptido. Ademas, el experto en la técnica conoce métodos de someter a ensayo la unidén de una secuencia de
aminoacidos a un resto de receptor tal como por ejemplo a un receptor de células T.

Ademas de las sustituciones conservativas introducidas en cualquier posicién de fragmentos de ML-IAP preferidos,
también puede ser deseable introducir sustituciones no conservativas en una cualquiera o mas posiciones de un
fragmento de este tipo. Una sustitucion no conservativa que conduce a la formacién de un fragmento funcionalmente
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equivalente por ejemplo i) diferiria sustancialmente en la polaridad, por ejemplo un residuo con una cadena lateral no
polar (Ala, Leu, Pro, Trp, Val, lle, Leu, Phe o Met) sustituido por un residuo con una cadena lateral polar tal como
Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn o GIn o un aminoacido cargado tal como Asp, Glu, Arg o Lys, o la sustitucion de un
residuo cargado o polar por uno no polar; y/o ii) diferiria sustancialmente en su efecto sobre la orientacion de
estructura principal polipeptidica tal como sustitucién de Pro o Gly por otro residuo; y/o iii) diferiria sustancialmente
en la carga eléctrica, por ejemplo sustitucion de un residuo cargado negativamente tal como Glu o Asp por un
residuo cargado positivamente tal como Lys, His o Arg (y viceversa); y/o iv) diferiria sustancialmente en el
impedimento estérico, por ejemplo sustitucién de un residuo voluminoso tal como His, Trp, Phe o Tyr por uno que
tiene una cadena lateral menor, por ejemplo Ala, Gly o Ser (y viceversa).

Las variantes obtenidas mediante la sustitucion de aminoacidos pueden producirse en una realizacion preferida
basandose en valores de hidrofobicidad e hidrofilicidad y en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena
lateral de aminoacido, incluyendo carga, tamafio y similares. Los expertos en la técnica conocen bien sustituciones
de aminoacidos a modo de ejemplo que tienen en cuenta diversas de las caracteristicas anteriores e incluyen:
arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a variantes funcionales que comprenden aminoacidos
sustituidos que tienen valores hidrdéfilos o indices hidropaticos que estan dentro de +/- 4,9, por ejemplo dentro de
+/- 4,7, tal como dentro de +/- 4,5, por ejemplo dentro de +/- 4,3, tal como dentro de +/- 4,1, por ejemplo dentro de
+/- 3,9, tal como dentro de +/- 3,7, por ejemplo dentro de +/- 3,5, tal como dentro de +/- 3,3, por ejemplo dentro de
+/- 3,1, tal como dentro de +/- 2,9, por ejemplo dentro de +/- 2,7, tal como dentro de +/- 2,5, por ejemplo dentro de
+/- 2,3, tal como dentro de +/- 2,1, por ejemplo dentro de +/- 2,0, tal como dentro de +/- 1,8, por ejemplo dentro de
+/- 1,6, tal como dentro de +/- 1,5, por ejemplo dentro de +/- 1,4, tal como dentro de +/- 1,3 por ejemplo dentro de
+/- 1,2, tal como dentro de +/- 1,1, por ejemplo dentro de +/- 1,0, tal como dentro de +/- 0,9, por ejemplo dentro de
+/- 0,8, tal como dentro de +/- 0,7, por ejemplo dentro de +/- 0,6, tal como dentro de +/- 0,5, por ejemplo dentro de
+/- 0,4, tal como dentro de +/- 0,3, por ejemplo dentro de +/- 0,25, tal como dentro de +/- 0,2 del valor del aminoéacido
gue se ha sustituido.

La importancia de los indices de aminoéacidos hidrdéfilos e hidropéticos para conferir funcién bioldgica interactiva en
una proteina se entiende bien en la técnica (Kyte & Doolittle, 1982 y Hopp, patente estadounidense n.° 4.554.101,
incorporandose cada uno en el presente documento como referencia).

Los valores de indice hidropatico de amino&cidos tal como se usan en el presente documento son: isoleucina (+4,5);
valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4);
treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina
(-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5) (Kyte & Doolittle, 1982).

Los valores de hidrofilicidad de aminoacidos son: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 +- 0,1); glutamato
(+3,0 +- 0,1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 +- 0,1);
alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina
(-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4) (documento U.S. 4.554.101).

Ademas de los compuestos de peptidilo descritos en el presente documento, pueden formularse compuestos
estéricamente similares para imitar a las partes clave de la estructura peptidica y tales compuestos también pueden
usarse de la misma manera que los péptidos de la invencién. Esto puede lograrse mediante técnicas de modelado y
disefio quimico conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, puede emplearse esterificacion y otras
alquilaciones para modificar el extremo amino terminal, por ejemplo, de una estructura principal peptidica de di-
arginina, para imitar a la estructura tetrapeptidica. Se entendera que todos los constructos estéricamente similares
se encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

Las variantes y equivalentes funcionales de ML-IAP también incluyen derivados de ML-IAP o fragmentos de los
mismos, por ejemplo ML-IAP o fragmentos de ML-IAP sustituidos con uno 0 mas restos quimicos.

Dentro de la presente invencion también se engloban péptidos con alquilaciones N-terminales y esterificaciones C-
terminales. Los equivalentes funcionales también comprenden conjugados de agregacion o covalentes y glicosilados
formados con el mismo u otros fragmentos de ML-IAP, incluyendo dimeros o restos quimicos no relacionados. Tales
equivalentes funcionales se preparan mediante la unién de funcionalidades a grupos que se encuentran en el
fragmento incluyendo en uno cualquiera o ambos de los extremos N- y C-terminal, mediante medios conocidos en la
técnica.

Los equivalentes funcionales pueden comprender por tanto fragmentos de ML-IAP conjugados con amidas o ésteres
alifaticos o acilicos del extremo carboxilo terminal, alquilaminas o residuos que contienen cadenas laterales de
carboxilo, por ejemplo, conjugados con alquilaminas en residuos de acido aspartico; derivados de O-acilo de
residuos que contienen grupos hidroxilo y derivados de N-acilo del aminoacido amino-terminal o residuos que
contienen grupos amino, por ejemplo conjugados con fMet-Leu-Phe o proteinas inmunogénicas. Los derivados de
grupos acilo se seleccionan del grupo de restos alquilo (incluyendo alquilo normal de C3 a C10), que forman de ese
modo especies de alcanoilo, y compuestos carbociclicos o heterociclicos, que forman de ese modo especies de
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aroilo. Los grupos reactivos son preferiblemente compuestos difuncionales conocidos per se para su uso en
reticulacién de proteinas para dar lugar a matrices insoluble a través de grupos laterales reactivos.

Los equivalentes funcionales de agregacion o covalentes y derivados de los mismos son Utiles como reactivos en
inmunoensayos o para procedimientos de purificacion por afinidad. Por ejemplo, un fragmento de ML-IAP segun la
presente invencién puede insolubilizarse mediante union covalente a Sepharose activada con bromuro de cianégeno
mediante métodos conocidos per se 0 puede adsorberse a superficies de poliolefina, o bien con o bien sin
reticulacién de glutaraldehido, para su uso en un ensayo o purificacion de anticuerpos anti-fragmento de ML-IAP o
receptores de la superficie celular. Los fragmentos también pueden marcarse con un grupo detectable, por ejemplo,
marcarse con radioyodo mediante el procedimiento de la cloramina T, unirse covalentemente a quelatos de tierras
raras o conjugarse a otro resto fluorescente para su uso por ejemplo en ensayos de diagnostico.

Los fragmentos de ML-IAP segun la invencién pueden sintetizarse tanto in vitro como in vivo. En una realizacion, los
fragmentos de ML-IAP de la invencién se sintetizan mediante sintesis automatizada. Puede emplearse cualquiera de
las técnicas de fase sélida disponibles comercialmente, tal como el método de sintesis en fase sélida de Merrifield,
en el que los aminoacidos se afiaden secuencialmente a una cadena de aminoacidos en crecimiento. (Véase
Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 1963).

El equipo para la sintesis automatizada de polipéptidos esta disponible comercialmente de proveedores tales como
Applied Biosystems, Inc. de Foster City, Calif., y puede operarse generalmente segun las instrucciones del
fabricante. La sintesis en fase sélida permitirda la incorporacion de sustituciones de aminoéacidos deseables en
cualquier fragmento de ML-IAP segun la presente invencion. Se entenderd que pueden combinarse sustituciones,
deleciones, inserciones o cualquier subcombinacién de las mismas para llegar a una secuencia final de un
equivalente funcional. Se entendera que las inserciones incluyen fusiones amino-terminales y/o carboxilo-terminales,
por ejemplo con una proteina hidréfoba o inmunogénica o un portador tal como cualquier polipéptido o estructura de
soporte que pueda servir como portador.

También se proporcionan oligdmeros que incluyen dimeros que incluyen homodimeros y heterodimeros de
fragmentos de ML-IAP segin la invencion y se encuentran dentro del alcance de la invencion. Los equivalentes
funcionales y variantes de fragmentos de ML-IAP pueden producirse como homodimeros o heterodimeros con otras
secuencias de aminoéacidos o con secuencias de ML-IAP nativas. Los heterodimeros incluyen dimeros que
contienen fragmentos de ML-IAP inmunorreactivos asi como fragmentos de ML-IAP que no necesitan tener ni
ejercer ninguna actividad biolégica.

Ejemplos

La siguiente seccion sirve para describir mas completamente la manera de usar la invencion descrita anteriormente,
asi como para exponer los mejores modos contemplados para llevar a cabo diversos aspectos de la invencion. Se
entiende que estos ejemplos no sirven en modo alguno para limitar el auténtico alcance de esta invencion, sino que
mas bien se presentan para fines ilustrativos.

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Péptidos

Todos los péptidos se adquirieron de Research Genetics (Huntsville, AL, EE.UU.) y se proporcionaron con una
pureza >80% tal como se verific6 mediante andlisis de HPLC y EM. Todos los péptidos usados se indican en la tabla
1.

Ensayo de ensamblaje para unién de péptidos a moléculas de CMH de clase |

Se llevaron a cabo ensayos de ensamblaje para determinar la unién de los péptidos sintéticos a moléculas de CMH
de clase | marcadas metabodlicamente con [368]-metionina tal como se describe'>*¢. El ensayo de ensamblaje se
basa en la estabilizacion de la molécula de clase | tras la carga del péptido a la linea celular deficiente en
transportador de péptidos T2. Posteriormente, se inmunoprecipitan cadenas pesadas de CMH estables plegadas
correctamente usando anticuerpos dependientes de conformacién. Tras la electroforesis en |IEF, se expusieron los
geles a pantallas de deteccién y cuantificacion de la radiactividad y se cuantificd la union de péptidos usando el
programa Imagequant Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Estimulacién antigénica de PBL

Para ampliar la sensibilidad del ensayo ELISPOT, se estimularon PBL una vez in vitro antes del andlisis*”*®. En el

dia 0, se descongelaron PBL o ganglios linfaticos aplastados y se sembraron en placa a 2 mi/pocillo a una
concentracion de 2 x 10° células en placas de 24 pocillos (Nunc, Dinamarca) en medio X-vivo (Bio Whittaker,
Walquersville, Mariland), suero humano inactivado por calor al 5% y L-glutamina 2 mM en presencia de 10 [IM de
péptido. Dos dias después, se afiadieron 20 Ul/ml de interleucina 2 (IL-2) recombinante (Chiron, Ratingen,
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Alemania) a los cultivos. Se sometieron a prueba las células en cultivo para determinar la reactividad en ELISPOT
en el dia 12.

Ensayo ELISPOT

Se realizé el ensayo ELISPOT usado para cuantificar células efectoras que liberan interferén-0 especificas para
epitopo peptidico tal como se describid anteriormente®®. En resumen, se recubrieron placas de 69 pocillos con
fondo de nitrocelulosa (MultiScreen MAIP N45, Millipore, Hedehusene, Dinamarca) con anticuerpo anti-IFN-y (1-
D1K, Mabtech, Nacka, Suecia). Se lavaron los pocillos, se bloquearon mediante medio X-vivo y se afiadieron las
células por duplicado a diferentes concentraciones de células. Entonces se afiadieron péptidos a cada pocillo y se
incubaron las placas durante la noche. Al dia siguiente, se desecharon los medios y se lavaron los pocillos antes
de la adicién de anticuerpo secundario biotinilado (T-B6-1-Biotin, Mabtech). Se incubaron las placas durante 2
horas, se lavaron y se afiadi6 conjugado de avidina-enzima (AP-Avidin, Calbiochem, Life Technologies) a cada
pocillo. Se incubaron las placas a TA durante 1 hora y se afiadi6 el sustrato enzimatico NBT/BCIP (Gibco, Life
Technologies) a cada pocillo y se incubaron a TA durante 5-10 min. Se terminé la reaccion lavando con agua del
grifo tras la aparicion de puntos de color morado oscuro. Se contaron los puntos usando el sistema Alphalmager
(Alpha Innotech, San Leandro, CA. EE.UU.) y pudo calcularse la frecuencia de CTL especificos para péptido a
partir de los nimeros de células formadoras de punto. Todos los ensayos se realizaron por duplicado para cada
antigeno peptidico.

Ejemplo 2

El presente ejemplo demuestra que ML-IAP se reconoce como antigeno tumoral en pacientes con cancer ya que
ML-IAP se somete a respuestas de células T.

Se examind la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ML-IAP para determinar epitopos peptidicos
concebibles nonamérico de HLA-A2 y decamérico de HLA-A2 usando los residuos de anclaje especificos para HLA-
A2 principaleszo.

Se sintetizaron doce péptidos deducidos de ML-IAP y se examinaron para determinar la union a HLA-A2 en
comparacion con el epitopo de control positivo de alta afinidad por HLA-A2 de HIV-1 pola7e.as4 (ILKEPVHGV) (tabla
1). La concentracién de péptido requerida para la mitad de la recuperacion maxima del CMH de clase | (valor de Csp)
fue de 0,2 uM para el control positivo.

Cinco péptidos de ML-IAP se unieron con alta afinidad similar a la del control positivo; MLIAP245, MLIAPgo, MLIAP34,
MLIAPss y MLIAPgy (Cso = 1, 0,2, 1, 1 y 0,9 [IM, respectivamente) (tabla 1). Los péptidos MLIAP2g0, MLIAPg3 y
MLIAP1s4 se unieron en comparacion con afinidad intermedia (Cso = 20, 30 y 10 uM, respectivamente), mientras que
los péptidos MLIAP23, y MLIAPgs sélo se unieron débilmente a HLA-A2 (Csp >100 puM). Dos de los péptidos
examinados (MLIAP2s1, MLIAP290) N0 se unieron a HLA-A2 (tabla 1).

Usando el ensayo de secrecion de IFN-y ELISPOT, se examind la presencia de respuestas de células T especificas
contra la ML-IAP deducida, los péptidos de unién a HLA-A2 en células T de sangre periférica (n = 7) o TIL (n = 22)
de pacientes con melanoma. La alta sensibilidad de este ensayo permite la deteccién fiable de tan sélo 10-100
células T especificas/1 millon. Ademas, antes del andlisis, se estimularon las células T una vez in vitro para ampliar
la sensibilidad. Se ha demostrado previamente que este método es altamente eficaz para identificar epitopos
peptidicos reconocidos por CTL en pacientes con cancer'®*# En cambio, otros ensayos ex vivo tales como tincién
de IFN-y intracelular o analisis de tetrameros mediante citometria de flujo requieren frecuencias de células T
especificas aproximadamente 10 veces superiores para su deteccion.

En la primera serie de experimentos se examiné la reactividad de las células T contra los 12 péptidos de ML-IAP
deducidos. Basandose en estos resultados preliminares también se incluyd el péptido ML-IAP23, de unién a HLA-A2
débil ademas de los péptidos de mejor unién para el andlisis adicional. Las respuestas de CTL mas fuertes se
detectaron contra el péptido ML-IAP2g0 (QLCPICRAPYV) de unién a HLA-A2 intermedia y tales respuestas pudieron
detectarse tanto en TIL como en PBL.

La figura 1 ilustra estas respuestas espontaneas fuertes detectadas en TIL y PBL de tres pacientes con melanoma
(figura 1 A-D); cada punto representa una célula que produce INF-y, reactiva frente a péptidos. Se calcul6 el nimero
promedio de puntos por péptido usando un dispositivo de barrido CCD y un sistema informatico (figura 1 E).
Ademas, se pudo detectar una respuesta contra ML-IAP2g en una de las muestras de PBL y en TIL de siete
pacientes (figura 2). Ademas, se detectd una respuesta contra el péptido ML-IAP245 (RLQEERTCKYV) de union a
HLA-A2 fuerte en cinco de las muestras de TIL y una de las de PBL (figura 2). Ademas, se identificéd reactividad
contra el péptido ML-IAPgy (RLASFYDWPL) de unién a HLA-A2 fuerte en siete muestras de TIL y en PBL de dos
pacientes (figura 2). De manera sorprendente, se detecté una respuesta contra el péptido ML-IAP230
(VLEPPGARDYV) de unién a HLA-A2 débil en seis cultivos de TIL y en dos muestras de PBL aun cuando este
péptido no pudo estabilizar la molécula de HLA-A2 (figura 2).
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Once de las 22 muestras de TIL y tres de las siete muestras de PBL no mostraron ninguna respuesta especifica
para ML-IAP (datos no mostrados). Por tanto, se detectaron respuestas espontaneas de células T contra ML-IAP en
aproximadamente la mitad de los pacientes examinados.

Por consiguiente, se analizaron fragmentos del polipéptido de ML-IAP para determinar la presencia de motivos de
unién a HLA-A2 vy, tras la identificacion satisfactoria, los fragmentos se usaron para someter a prueba la reactividad
especifica de células T en pacientes con melanoma mediante el ensayo ELISPOT. Siguiendo esta estrategia, se
identificaron satisfactoriamente respuestas de CTL fuertes contra el péptido ML-IAP2g de union a HLA-A2
intermedia.

Pudieron detectarse respuestas espontaneas mas débiles contra tres epitopos peptidicos adicionales, los péptidos
MLIAP245 y MLIAPg de union a HLA-A2 fuerte y el péptido MLIAP23, de union muy débil. A este respecto, merece la
pena observar que hay muchos factores que determinan una respuesta de CTL contra un péptido dado. Estos
incluyen el nivel de expresion del polipéptido fuente relevante, procesamiento, transporte de TAP, nivel de expresién
del CMH de clase | sobre la superficie celular, repertorio de TCR, sensibilidad de CTL, inmunosupresion y
citocinas®®. Por tanto, la union del péptido a clase | es uno de varios factores diferentes que determinan la
inmunogenicidad de un péptido dado. Adicionalmente, a diferencia de los péptidos extrafios, cuando se expresan
péptidos propios sobre la superficie de la célula a alta densidad debido a la alta afinidad de unién de CMH, parece
inducirse tolerancia y las células T reactivas se eliminan o inactivan®*.

Posteriormente, con frecuencia muchos epitopos inmunodominantes en respuestas de CTL a polipéptidos propios
pueden ser determinantes subdominantes o cripticos, en vez de dominantes. Esto puede explicar la observacion de
que muchos epitopos de antigenos de melanoma humano, que son polipéptidos progios no mutados, tales como
gp100 y MART-1, tienen afinidades de unién relativamente bajas a CMH de clase 1°. Dado que la eficacia de la
inmunoterapia tumoral depende lo méas probablemente de la avidez de los CTL reclutados*, podrian ser importantes
los epitopos tumorales de baja afinidad TAA, siempre que puedan movilizar su repertorio de CTL especifico y que se
presenten por células tumorales de manera suficientemente eficaz como para reconocerse por CTL.

Ejemplo 3

Uno de los epitopos limitados al antigeno HLA-A2 identificado de ML-IAP fue el péptido decamérico ML-1AP245
(RLQEERTCKY). El siguiente ejemplo se refiere al péptido nonamérico analogo ML-1AP245.255 (RLQEERTCK).

El péptido decamérico se presenta por células de melanoma en el contexto del antigeno HLA-A2. Para investigar si
el péptido nonamérico se genera asimismo por la maquinaria de procesamiento de antigenos y posteriormente se
presenta en el contexto del antigeno HLA-A3, se analizaron PBL de 14 pacientes con melanoma positivo para
antigeno HLA-A3 para determinar las respuestas inmunitarias espontdneas por medio de ELISPOT contra este
péptido. Para este fin, cinco de los pacientes con melanoma albergaban una respuesta inmunitaria de mas de 200
células T especificas para ML-IAP4s.253 (RLQEERTCK) por 10° células CD8+ (figura 3).

Por tanto, estan presentes respuestas inmunitarias espontaneas contra este epitopo en aproximadamente un tercio
de los pacientes positivos para antigeno HLA-A3.

La caracterizacion de mdltiples epitopos de ML-IAP con diferentes elementos de restriccion de clase | amplia el
potencial clinico de este antigeno diana de dos formas importantes: Por una parte, aumenta el nUmero de pacientes
elegibles para inmunoterapia basandose en péptidos derivados de ML-IAP, puesto que aunque el antigeno HLA-A2
es una de las moléculas de clase | de HLA expresadas con mas frecuencia, todavia se expresa soélo en
aproximadamente el 50% de los pacientes con melanoma. El antigeno HLA-A3 se expresa en el 30% de los
pacientes34. Se encuentra coexpresion en aproximadamente el 10% de los pacientes. Por tanto, puede vacunarse
aproximadamente al 70% de los pacientes con los epitopos de ML-IAP identificados.

Por otra parte, es probable que la seleccion como diana colectiva de varios elementos de restriccion disminuya el
riesgo de escape inmunitario por pérdida de alelo de HLA de clase |. La pérdida de un Unico alelo de HLA de clase |
es un componente significativo de las alteraciones del CMH descritas en las células cancerosas, mientras que la
pérdida total de expresién de HLA de clase | es un acontecimiento bastante infrecuente. Aunque el porcentaje de
pacientes que expresan tanto antigenos HLA-A2 como HLA-A3 sélo es del 10%, la identificacion de epitopos para
otros alelos de HLA de clase | si que aumenta este porcentaje de pacientes con solapamiento alélico.

Ejemplo 4
Se detectaron células T reactivas para ML-IAP in situ de la siguiente manera.

Se obtuvieron multimeros de mondémeros especificos para HLA-A2 y ML-IAP24s5/HLA-A2 usando moléculas de
dextrano, que se conjugaron tanto con estreptavidina como con isotiocianato de fluoresceina. Se usaron complejos
de CMH multimerizados para tefir material congelado, fijado con acetona, tal como se describio anteriormente™** y
se visualizaron células especificas para antigeno usando un microscopio laser confocal. Se analizaron secciones de
melanoma primario de seis pacientes y pudieron detectarse facilmente CLT reactivos para ML-1AP2gp y ML-IAP24s in
situ en el microentorno tumoral de dos de los pacientes (figura 4).
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Ejemplo 5

Para caracterizar la capacidad funcional de los CTL reactivos para ML-IAP, se aislaron estas células por medio de
perlas magnéticas recubiertas con complejos HLA-A2/ML-IAP de manera similar a la descrita en Schrama et al.,
2001%. Se aislaron directamente células especificas para ML-1AP245 a partir de PBL (figura 5A). Se enriquecieron las
células reactivas para ML-IAP2gp a partir de TIL de un ganglio linfatico con infiltracién de melanoma tras estimularse
una vez in vitro con péptido. Estas células lisaron a células T2 de una manera especifica de péptido (figura 4B).
Adicionalmente, se sometié a prueba la citotoxicidad de los CTL reactivos para ML-IAP2g, contra la linea de
melanoma autéloga FM72, la linea celular de melanoma apareada con HLA-A2, FM93 y la linea celular de
melanoma de apareamiento erréneo con HLA, FM56. Este analisis revel6 que las células T reactivas para ML-IAP2g0
lisaron eficazmente las lineas celulares de melanoma tanto antélogas como apareada con HLA. En cambio, no se
observo citotoxicidad contra la linea celular de melanoma negativa para HLA-A2, FM56 ni contra la célula diana de
linfocitos citoliticos naturales K562 (figura 4C).

Los datos presentados anteriormente en el presente documento demuestran que ML-IAP, que es de importancia
crucial para la supervivencia de una célula cancerosa, representa un antigeno tumoral novedoso. Pueden usarse
ventajosamente IAP tales como ML-IAP para fines de vacunacién, ya que la regulacién por disminucion o pérdida de
la expresion de tales polipéptidos (constituyendo por lo demas una forma de escape inmunitario) afectaria al
crecimiento tumoral sostenido. Se identifican péptidos Utiles especificos.
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<170> Patentln version 3.1
<210>1

<211> 297

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

ES 2415336713

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys

1 5

Ser His Trp Ala Ala Gly Asp Gly

20

Arg Ser Leu Gly Ser Pro Val Leu

35

40

Asp His Val Asp Gly Gln Ile Leu

50 55

Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly

65 70

Phe Pro Gly Met Gly Ser Glu Glu

85

Trp Pro Leu Thr Ala Glu Val Pro

100

Phe Phe His Thr Gly His Gln Asp

115

120

Cys

Pro

25

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

105

Lys

37

Leu

10

Thr

Leu

Gln

Thr

Arg

90

Glu

vVal

His

Gln

Asp

Leu

Leu

75

Leu

Leu

Arg

Arg

Glu

Thr

Arg

60

Ser

Ala

Leu

Cys

Gly

Arg

Cys

45

Pro

Arg

Ser

Ala

Phe
125

Pro

Cys

30

Arg

Leu

Gly

Phe

Ala

110

Phe

Gln

15

Gly

Ala

Thr

Pro

Tyxr
95

Ala

Cys

Pro

Pro

Trp

Glu

Ala

80

Asp

Gly

Tyx



ES 2415336713

Gly Gly Leu Gln Ser Trp Lys Arg Gly Asp Asp .Pro Trp Thr His Ala
130 135 140

Lys Trp Phe Pro Ser Cys Gln Phe Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp
145 150 155 160

Phe Val His Ser Val Gln Glu Thr His Ser Gln Leu Leu Gly Ser Trp
165 170 175

Asp Pro Trp Glu Glu Pro Glu Asp Ala Ala Pro Val Ala Pro Ser Val
180 185 190

Pro Ala Ser Gly Tyr Pro Glu Leu Pro Thr Pro Arg Arg Glu Val Gln
195 200 205

Ser Glu Ser Ala Gln Glu Pro Gly Gly Val Ser Pro Ala Glu Ala Gln
210 215 220

Arg Ala Trp Trp Val Leu Glu Pro Pro Gly Ala Arg Asp Val Glu Ala
225 230 235 240

Gln Leu Arg Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys Val Cys Leu Asp
245 250 255

Arg Ala Val Ser Ile Val Phe vVal Pro Cys Gly His Leu Val Cys Ala
260 : 265 270

Glu Cys Ala Pro Gly Leu Gln Leu Cys Pro Ile Cys Arg Ala Pro Val
275 280 285

Arg Ser Arg Val Arg Thr Phe Leu Ser
290 295

<210> 2
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys
1 5

<210> 3

<211>9
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ES 2415336713

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3

Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu
1 5

<210>4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4

Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His
1 5

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5

Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg Gly
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 7

Ser Ala Lys Cys Leu His Arg Gly Pro
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

39
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ES 2415336713

Ala Lys Cys Leu His Arg Gly Pro Gln
1 5

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400>9

Lys Cys Leu His Arxrg Gly Pro Gln Pro
1 5

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 10

Cys Leu His Arg Gly Pro Gln Pro Ser
1 5

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 11

Leu His Arg Gly Pro Gln Pro Ser His
1 5

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 12

His Arg Gly Pro Gln Pro Ser His Trp
1 5

<210>13

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 13

Arg Gly Pro Gln Pro Ser His Trp Ala
1 5

<210> 14
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ES 2415336713

<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

Gly Pro Gln Pro Ser His Trp Ala Ala
1 5

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Pro Gln Pro Ser His Trp Ala Ala Gly
1 5

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Gln Pro Ser His Trp Ala Ala Gly Asp
1 5

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 17

Pro Ser His Trp Ala Ala Gly Asp Gly
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ser His Trp Ala Ala Gly Asp Gly Pro
1 5

<210> 19
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 19

His Trp Ala Ala Gly Asp Gly Pro Thr
1 5

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Trp Ala Ala Gly Asp Gly Pro Thr Gln
1 5

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 21

Ala Ala Gly Asp Gly Pro Thr Gln Glu
1 5

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22

Ala Gly Asp Gly Pro Thr Gln Glu Arg
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 23

Gly Asp Gly Pro Thr Gln Glu Arg Cys
1 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 24

Asp Gly Pro Thr Gln Glu Arg Cys Gly
1 5

<210> 25

42



10

15

20

25

30
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 25

Gly Pro Thr Gln Glu Arg Cys Gly Pro
1 : ) 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 26

Pro Thr Gln Glu Arg Cys Gly Pro Arg
1 5

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27

Thr Gln Glu Arg Cys Gly Pro Arg Ser
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 28

Gln Glu Arg Cys Gly Pro Arg Ser Leu
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 29

Glu Arg Cys Gly Pro Arg Ser Leu Gly
1 5

<210> 30
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 30

Arg Cys Gly Pro Arg Ser Leu Gly Ser
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 31

Cys Gly Pro Arg Ser Leu Gly Ser Pro
1 5

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 32

Gly Pro Arg Ser Leu Gly Ser Pro Val
1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 33

Pro Arg Ser Leu Gly Ser Pro Val Leu
1 5

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 34

Arg Ser Leu Gly Ser Pro Val Leu Gly
1 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 35

Ser Leu Gly Ser Pro Val Leu Gly Leu
1 5

<210> 36
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 36

Leu Gly Ser Pro Val Leu Gly Leu Asp
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 37

Gly Ser Pro Val Leu Gly Leu Asp Thr
1 S

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 38

Ser Pro Val Leu Gly Leu Asp Thr Cys
1 5

<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 39

Pro Val Leu Gly Leu Asp Thr Cys Arg
1 5

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 40

Val Leu Gly Leu Asp Thr Cys Arg Ala
1 5

<210> 41
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 41

Leu Gly Leu Asp Thr Cys Arg Ala Trp
1 5

<210> 42

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 42

Gly Leu Asp Thr Cys Arg Ala Trp Asp
1 5

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 43

Leu Asp Thr Cys Arg Ala Trp Asp His
1 5

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 44

Asp Thr Cys Arg Ala Trp Asp His Val
1 5

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 45

Thr Cys Arg Ala Trp Asp His Val Asp
1 5

<210> 46

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 46

Cys Arg Ala Trp Asp His Val Asp Gly
1 5

<210> 47
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ES 2415336713

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 47

Arg Ala Trp Asp His Val Asp Gly Gln
1 5

<210> 48

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 48

Ala Trp Asp His Val Asp Gly Gln Ile
1 5

<210> 49

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 49

Trp Asp His Val Asp Gly Gln Ile Leu
1 5

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 50

Asp His Val Asp Gly Gln Ile Leu Gly
1 5

<210> 51

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 51

His Val Asp Gly Gln Ile Leu Gly Gln
1 5

<210> 52
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 52

Val Asp Gly Gln Ile Leu Gly Gln Leu
1 5

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Asp Gly Gln Ile Leu Gly Gln Leu Arg
1 5

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 54

Gly Gln Ile Leu Gly Gln Leu Arg Pro
1 5

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 55

Gln Ile Leu Gly Gln Leu Arg Pro Leu
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 56

Ile Leu Gly Gln Leu Arg Pro Leu Thr
1 5

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 57

Leu Gly Gln Leu Arg Pro Leu Thr Glu
1 5
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ES 2415336713

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 58

Gly Gln Leu Arg Pro Leu Thr Glu Glu
1 5

<210> 59

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 59

Gln Leu Arg Pro Leu Thr Glu Glu Glu
1 5

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 60

Leu Arg Pro Leu Thr Glu Glu Glu Glu
1 : ) 5

<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 61

Arg Pro Leu Thr Glu Glu Glu Glu Glu
1 5

<210> 62

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 62

Pro Leu Thr Glu Glu Glu Glu Glu Glu
1 5

<210> 63
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 63

Leu Thr Glu Glu Glu Glu Glu Glu Gly
1 5

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 64

Thr Glu Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala
1 5

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 65

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly
1 5

<210> 66

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 66

Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly Ala
1 5

<210> 67

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly Ala Thr
1 5

<210> 68

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
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Glu Glu Glu Gly Ala Gly Ala Thr Leu
1 5

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 69

Glu Glu Gly Ala Gly Ala Thr Leu Ser
1 5 '

<210> 70

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 70

Glu Gly Ala Gly Ala Thr Leu Ser Arg
1 S

<210>71

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 71

Gly Ala Gly Ala Thr Leu Ser Arg Gly
1 5

<210> 72

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Ala Gly Ala Thr Leu Ser Arg Gly Pro
1 5

<210> 73

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Gly Ala Thr Leu Ser Arg Gly Pro Ala
1 5

<210> 74
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Ala Thr Leu Ser Arg Gly Pro Ala Phe
1 5

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 75

Thr Leu Ser Arg Gly Pro Ala Phe Pro
1 5

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 76

Leu Ser Arg Gly Pro Ala Phe Pro Gly
1 5

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 77

Ser Arg Gly Pro Ala Phe Pro Gly Met
1 5

<210> 78

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 78

Arg Gly Pro Ala Phe Pro Gly Met Gly
1 5

<210>79
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

52
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<400> 79

Gly Pro Ala Phe Pro Gly Met Gly Ser
1 5

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 80

Pro Ala Phe Pro Gly Met Gly Ser Glu
1 5

<210> 81

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 81

Ala Phe Pro Gly Met Gly Ser Glu Glu
1 5

<210> 82

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 82

Phe Pro Gly Met Gly Ser Glu Glu Leu
1 5

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 83

Pro Gly Met Gly Ser Glu Glu Leu Arg
1 5

<210> 84

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 84

Gly Met Gly Ser Glu Glu Leu Arg Leu
1 5

<210> 85
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 85

Met Gly Ser Glu Glu Leu Arg Leu Ala
1 5

<210> 86

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 86

Gly Ser Glu Glu Leu Arg Leu Ala Ser
1 5

<210> 87

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 87

Ser Glu Glu Leu Arg Leu Ala Ser Phe
1 5

<210> 88

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 88

Glu Glu Leu Arg Leu Ala Ser Phe Tyr
1 5

<210> 89

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 89

Glu Leu Arg Leu Ala Ser Phe Tyr Asp
1 5

<210> 90
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

54



10

15

20

25

30
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<400> 90

Leu Arg Leu Ala Ser Phe Tyr Asp Trp
1 5

<210>91

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 91

Arg Leu Ala Ser Phe Tyr Asp Trp Pro
1 5

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 92

Leu Ala Ser Phe Tyr Asp Trp Pro Leu
1 5

<210> 93

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 93

Ala Ser Phe Tyr Asp Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 94

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 94

Ser Phe Tyr Asp Trp Pro Leu Thr Ala
1 5

<210> 95

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

Phe Tyr Asp Trp Pro Leu Thr Ala Glu
1 - . 5
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<210> 96

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 96

Tyr Asp Trp Pro Leu Thr Ala Glu Val
1 5

<210> 97

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 97

Asp Trp Pro Leu Thr Ala Glu Val Pro
1 5

<210> 98

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 98

Trp Pro Leu Thr Ala Glu Val Pro Pro
1 5

<210> 99

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 99

Pro Leu Thr Ala Glu Val Pro Pro Glu
1 5

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 100

Leu Thr Ala Glu vVal Pro Pro Glu Leu
1 5

<210> 101
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 101

Thr Ala Glu Val Pro Pro Glu Leu Leu
1 5

<210> 102

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 102

Ala Glu Val Pro Pro Glu Leu Leu Ala
1 S

<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 103

Glu Val Pro Pro Glu Leu Leu Ala Ala
1 5

<210> 104

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 104

Val Pro Pro Glu Leu Leu Ala Ala Ala
1 5

<210> 105

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 105

Pro Pro Glu Leu Leu Ala Ala Ala Gly
1 5

<210> 106

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 106

Pro Glu Leu Ala Ala Ala Gly Phe
1 5
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<210> 107

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 107

Glu Leu Leu Ala Ala Ala Gly Phe Phe
1 5

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

Leu Leu Ala Ala Ala Gly Phe Phe His
1 5

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 109

Leu Ala Ala Ala Gly Phe Phe His Thr
1 5

<210> 110

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 110

Ala Ala Ala Gly Phe Phe His Thr Gly
1 5

<210> 111

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

Ala Ala Gly Phe Phe His Thr Gly His
1 5

<210> 112
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 112

Ala Gly Phe Phe His Thr Gly His Gln
1 5

<210> 113

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

Gly Phe Phe His Thr Gly His Gln Asp
1 5

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 114

Phe Phe His Thr Gly His Gln Asp Lys
1 5

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 115

Phe His Thr Gly His Gln Asp Lys Val
1 5

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 116

His Thr Gly His Gln Asp Lys Val Arxg
1 5

<210> 117

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117
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Thr Gly His Gln Asp Lys Val Arg Cys
1 5

<210> 118

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 118

Gly His Gln Asp Lys Val Arg Cys Phe
1 5

<210> 119

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 119

His Gln Asp Lys Val Arg Cys Phe Phe
1 5

<210> 120

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 120

Gln Asp Lys Val Arg Cys Phe Phe Cys
1 5

<210> 121

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 121

Asp Lys Val Arg Cys Phe Phe Cys Tyr
1 5

<210> 122

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 122

Lys Val Arg Cys Phe Phe Cys Tyr Gly
1 5

<210> 123

<211>9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 123

Val Arg Cys Phe Phe Cys Tyr Gly Gly
1 5

<210> 124

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 124

Arg Cys Phe Phe Cys Tyr Gly Gly Leu
1 S

<210> 125

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 125

Cys Phe Phe Cys Tyr Gly Gly Leu Gln
1 5

<210> 126

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 126

Phe Phe Cys Tyr Gly Gly Leu Gln Ser
1 5

<210> 127

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 127

Phe Cys Tyr Gly Gly Leu Gln Ser Trp
1 5

<210> 128

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128
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Cys Tyr Gly Gly Leu Gln Ser Trp Lys
1 5

<210> 129

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 129

Tyr Gly Gly Leu Gln Ser Trp Lys Arg
1 5

<210> 130

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 130

Gly Gly Leu Gln Ser Trp Lys Arg Gly
1 , 5

<210> 131

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 131

Gly Leu Gln Ser Trp Lys Arg Gly Asp
1 5

<210> 132

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 132

Leu Gln Ser Trp Lys Arg Gly Asp Asp
1 5

<210> 133

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 133

Gln Ser Trp Lys Arg Gly Asp Asp Pro
1 S

<210> 134

<211>9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 134

Ser Trp Lys Arg Gly Asp Asp Pro Trp
1 5

<210> 135

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 135

Trp Lys Arg Gly Asp Asp Pro Trp Thr
1 5

<210> 136

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 136

Lys Arg Gly Asp Asp Pro Trp Thr His
1 5

<210> 137

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 137

Arg Gly Asp Asp Pro Trp Thr His Ala
1 5

<210> 138

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 138

Gly Asp Asp Pro Trp Thr His Ala Lys
1 5

<210> 139

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139
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Asp Asp Pro Trp Thr His Ala Lys Trp
1 5

<210> 140

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 140

Asp Pro Trp Thr His Ala Lys Trp Phe
1 5

<210> 141

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 141

Pro Trp Thr His Ala Lys Trp Phe Pro
1 5

<210> 142

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142

Trp Thr His Ala Lys Trp Phe Pro Ser
1 5

<210> 143

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 143

Thr His Ala Lys Trp Phe Pro Ser Cys
1 5

<210> 144

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 144

His Ala Lys Trp Phe Pro Ser Cys Gln
1 5

<210> 145
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 145

Ala Lys Trp Phe Pro Ser Cys Gln Phe
1 5

<210> 146

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 146

Lys Trp Phe Pro Ser Cys Gln Phe Leu
1 5

<210> 147

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 147

Trp Phe Pro Ser Cys Gln Phe Leu Leu
1 5

<210> 148

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 148

Phe Pro Ser Cys Gln Phe Leu Leu Arg
1 5

<210> 149

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 149

Pro Ser Cys Gln Phe Leu Leu Arg Ser
1 5

<210> 150
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 150

Ser Cys Gln Phe Leu Leu Arg Ser Lys
1 5

<210> 151

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 151

Cys Gln Phe Leu Leu Arg Ser Lys Gly
1 5

<210> 152

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 152

Gln Phe Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg
1 5

<210> 153

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 153

Phe Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp
1 5

<210> 154

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 154

Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp Phe
1 5

<210> 155

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 155

Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp Phe Val
1 5 :
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<210> 156

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 156

Arg Ser Lys Gly Arg Asp Phe Val His
1 5

<210> 157

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 157

Ser Lys Gly Arg Asp Phe Val His Ser
1 5

<210> 158

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 158

Lys Gly Arg Asp Phe Val His Ser Val
1 5

<210> 159

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 159

Gly Arxrg Asp Phe val His Ser Val Gln
1 5

<210> 160

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 160

Arg Asp Phe Val His Ser Val Gln Glu
1 5

<210> 161
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 161

Asp Phe Val His Ser Val Gln Glu Thr
1 5

<210> 162

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 162

Phe vVal His Ser Val Gln Glu Thr His
1 5

<210> 163

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 163

Val His Ser Val Gln Glu Thr His Ser
1 5

<210> 164

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 164

His Ser Val Gln Glu Thr His Ser Gln
1 5

<210> 165

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 165

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

<210> 166

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 166
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Val Gln Glu Thr His Ser Gln Leu Leu
1 5

<210> 167

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 167

Gln Glu Thr His Ser Gln Leu Leu Gly
1 5

<210> 168

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 168

Glu Thr His Ser Gln Leu Leu Gly Ser
1 5

<210> 169

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 169

Thr His Ser Gln Leu Leu Gly Ser Trp
1 5

<210> 170

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 170

His Ser Gln Leu Leu Gly Ser Trp Asp
1 5

<210> 171

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 171

Ser Gln Leu Leu Gly Ser Trp Asp Pro
1 5

<210> 172
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 172

Gln Leu Leu Gly Ser Trp Asp Pro Trp
1 5

<210> 173

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 173

Leu Leu Gly Ser Trp Asp Pro Trp Glu
1 5

<210> 174

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 174

Leu Gly Ser Trp Asp Pro Trp Glu Glu
i 5

<210> 175

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 175

Gly Ser Trp Asp Pro Trp Glu Glu Pro
1 5

<210> 176

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 176

Ser Trp Asp Pro Trp Glu Glu Pro Glu
1 5

<210> 177
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 177

Trp Asp Pro Trp Glu Glu Pro Glu Asp
1 5

<210> 178

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 178

Asp Pro Trp Glu Glu Pro Glu Asp Ala
1 5

<210> 179

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 179

Pro Trp Glu Glu Pro Glu Asp Ala Ala
1 5

<210> 180

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 180

Trp Glu Glu Pro Glu Asp Ala Ala Pro
1 5

<210> 181

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 181

Glu Glu Pro Glu Asp Ala Ala Pro Val
1 5

<210> 182

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 182

Glu Pro Glu Asp Ala Ala Pro Val Ala
1 5

<210> 183
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<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 183

Pro Glu Asp Ala Ala Pro Val Ala Pro
1 5

<210> 184

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 184

Glu Asp Ala Ala Pro Val Ala Pro Ser
1 5

<210> 185

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 185

Asp Ala Ala Pro Val Ala Pro Ser Val
1 5

<210> 186

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 186

Ala Ala Pro Val Ala Pro Sexr Val Pro
1 5

<210> 187

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 187

Ala Pro Val Ala Pro Ser Val Pro Ala
1 5

<210> 188
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 188

Pro Val Ala Pro Ser Val Pro Ala Ser
1 5

<210> 189

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 189

Val Ala Pro Ser Val Pro Ala Ser Gly
1 5

<210> 190

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 190

Ala Pro Ser Val Pro Ala Ser Gly Tyr
1 5

<210> 191

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 191

Pro Ser Val Pro Ala Ser Gly Tyr Pro
1 5

<210> 192

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 192

Ser vVal Pro Ala Ser Gly Tyr Pro Glu
1 S

<210> 193

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 193

Val Pro Ala Ser Gly Tyr Pro Glu Leu
1 5

<210> 194
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 194

Pro Ala Ser Gly Tyr Pro Glu Leu Pro
1 5

<210> 195

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 195

Ala Ser Gly Tyr Pro Glu Leu Pro Thr
1 5

<210> 196

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 196

Ser Gly Tyr Pro Glu Leu Pro Thr Pro
1 5

<210> 197

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 197

Gly Tyr Pro Glu Leu Pro Thr Pro Arg
1 5

<210> 198

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 198

Tyr Pro Glu Leu Pro Thr Pro Arg Arg
1 ’ 5

<210> 199
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 199

Pro Glu Leu Pro Thr Pro Arg Arg Glu
1 5

<210> 200

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 200

Glu Leu Pro Thr Pro Arg Arg Glu Val
1 ~ , 5

<210> 201

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 201

Leu Pro Thr Pro Arxrg Arg Glu Val Gln
1 5

<210> 202

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 202

Pro Thr Pro Arg Arg Glu Val Gln Ser
1 5

<210> 203

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 203

Thr Pro Arg Arg Glu Val Gln Ser Glu
1 5

<210> 204

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 204

Pro Arg Arg Glu Val Gln Ser Glu Ser
1 5

<210> 205
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 205

Arg Arg Glu Val Gln Ser Glu Ser Ala
1 5

<210> 206

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 206

Arg Glu Val Gln Ser Glu Ser Ala Gln
1 5

<210> 207

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 207

Glu Val Gln Ser Glu Ser Ala Gln Glu
1 5

<210> 208

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 208

Val Gln Ser Glu Ser Ala Gln Glu Pro
1 5

<210> 209

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 209

Gln Ser Glu Ser Ala Gln Glu Pro Gly
1 5

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

<213> Homo sapiens
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<400> 210

Ser Glu Ser Ala Gln Glu Pro Gly Gly
1 5

<210> 211

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 211

Glu Ser Ala Gln Glu Pro Gly Gly Vval
1 5

<210> 212

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 212

Ser Ala Gln Glu Pro Gly Gly Val Ser
1 5

<210> 213

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 213

Ala Gln Glu Pro Gly Gly Val Ser Pro
1 5

<210> 214

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 214

Gln Glu Pro Gly Gly Val Ser Pro Ala
1 5

<210> 215

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 215

Glu Pro Gly Gly Val Ser Pro Ala Glu
1 5
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<210> 216

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 216

Pro Gly Gly Val Ser Pro Ala Glu Ala
1 5

<210> 217

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 217

Gly Gly Val Ser Pro Ala Glu Ala Gln
1 5

<210> 218

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 218

Gly Val Ser Pro Ala Glu Ala Gln Arg
1 5 :

<210> 219

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 219

Val Ser Pro Ala Glu Ala Gln Arg Ala
1 5

<210> 220

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 220

Ser Pro Ala Glu Ala Gln Arg Ala Trp
1 5 '

<210> 221
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 221

Pro Ala Glu Ala Gln Arg Ala Trp Trp
1 5

<210> 222

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 222

Ala Glu Ala Gln Arg Ala Trp Trp Val
1 5

<210> 223

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 223

Glu Ala Gln Arg Ala Trp Trp Val Leu
1 5

<210> 224

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 224

Ala Gln Arg Ala Trp Trp Val Leu Glu
1 5

<210> 225

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 225

Gln Arg Ala Trp Trp Val Leu Glu Pro
1 5

<210> 226

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 226

Arg Ala Trp Trp Val Leu Glu Pro Pro
1 5
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<210> 227

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 227

Ala Trp Trp Val Leu Glu Pro Pro Gly
1 5

<210> 228

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 228

Trp Txrp Val Leu Glu Pro Pro Gly Ala
1 5

<210> 229

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 229

Trp Val Leu Glu Pro Pro Gly Ala Arg
1 5

<210> 230

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 230

Val Leu Glu Pro Pro Gly Ala Arg Asp
1 5

<210> 231

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 231

Leu Glu Pro Pro Gly Ala Arg Asp Val
1 5

<210> 232
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 232

Glu Pro Pro Gly Ala Arg Asp Val Glu
1 5

<210> 233

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 233

Pro Pro Gly Ala Arg Asp Val Glu Ala
1 5

<210> 234

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 234

Pro Gly Ala Arg Asp Val Glu Ala Gln
1 5

<210> 235

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 235

Gly Ala Arg Asp Val Glu Ala Gln Leu
1 : 5

<210> 236

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 236

Ala Axrg Asp Val Glu Ala Gln Leu Arg
1 5

<210> 237

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 237
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Arg Asp Val Glu Ala Gln Leu Arg Arg
1 5

<210> 238

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 238

Asp Val Glu Ala Gln Leu Arg Arg Leu
1 5

<210> 239

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 239

Val Glu Ala Gln Leu Arg Arg Leu Gln
1 5

<210> 240

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 240

Glu Ala Gln Leu Arg Arg Leu Gln Glu
1 5

<210> 241

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 241

Ala Gln Leu Arg Arg Leu Gln Glu Glu
1 5

<210> 242

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 242

Gln Leu Arg Arg Leu Gln Glu Glu Arg
1 5

<210> 243

<211>9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 243

Leu Axrg Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr
1 5

<210> 244

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 244

Arg Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys
1 5

<210> 245

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 245

Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys
1 5

<210> 246

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 246

Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys Val
1 5

<210> 247

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 247

Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys Val Cys
1 5

<210> 248

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 248
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Glu Glu Arg Thr Cys Lys Val Cys Leu
1 5

<210> 249

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 249

Glu Arg Thr Cys Lys Val Cys Leu Asp
1 5

<210> 250

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 250

Arg Thr Cys Lys Val Cys Leu Asp Arg
1 5

<210> 251

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 251

Thr Cys Lys Val Cys Leu Asp Arg Ala
1 5

<210> 252

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 252

Cys Lys Val Cys Leu Asp Arg Ala Val
1 5

<210> 253

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 253

Lys Val Cys Leu Asp Arg Ala Val Ser
1 5

<210> 254
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 254

Val Cys Leu Asp Arg Ala Val Ser Ile
1 5

<210> 255

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 255

Cys Leu Asp Arg Ala Val Ser Ile Val
1 5

<210> 256

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 256

Leu Asp Arg Ala Val Ser Ile val Phe
1 5

<210> 257

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 257

Asp Arg Ala Val Ser Ile vVal Phe Val
1 5

<210> 258

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 258

Arg Ala Vval Ser Ile Val Phe Val Pro
1 5

<210> 259
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 259

Ala Val Ser Ile Val Phe Val Pro Cys
1 5

<210> 260

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 260

Val Ser Ile Val Phe Val Pro Cys Gly
1 5

<210> 261

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 261

Ser Ile Val Phe Val Pro Cys Gly His
1 5

<210> 262

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 262

Ile Val Phe Val Pro Cys Gly His Leu
1 5

<210> 263

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 263

Val Phe Val Pro Cys Gly His Leu Val
1 5

<210> 264

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 264

Phe val Pro Cys Gly His Leu Val Cys
1 5

<210> 265
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<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 265

Val Pro Cys Gly His Leu Val Cys Ala
1 5

<210> 266

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 266

Pro Cys Gly His Leu Val Cys Ala Glu
1 5

<210> 267

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 267

Cys Gly His Leu Val Cys Ala Glu Cys
1 5

<210> 268

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 268

Gly His Leu Val Cys Ala Glu Cys Ala
1 5

<210> 269

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 269

His Leu Val Cys Ala Glu Cys Ala Pro
1 5

<210> 270
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 270

Leu Val Cys Ala Glu Cys Ala Pro Gly
1 ] 5

<210> 271

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 271

Val Cys Ala Glu Cys Ala Pro Gly Leu
1 5

<210> 272

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 272

Cys Ala Glu Cys Ala Pro Gly Leu Gln
1 5

<210> 273

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 273

Ala Glu Cys Ala Pro Gly Leu Gln Leu
1 5

<210> 274

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 274

Glu Cys Ala Pro Gly Leu Gln Leu Cys
1 5

<210> 275

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 275

Cys Ala Pro Gly Leu Gln Leu Cys Pro
1 5
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<210> 276

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 276

Ala Pro Gly Leu Gln Leu Cys Pro Ile
1 5

<210> 277

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 277

Pro Gly Leu Gln Leu Cys Pro Ile Cys
1 5

<210> 278

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 278

Gly Leu Gln Leu Cys Pro Ile Cys Arg
1 5

<210> 279

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 279

Leu Gln Leu Cys Pro Ile Cys Arg Ala
1 5

<210> 280

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 280

Gln Leu Cys Pro Ile Cys Arg Ala Pro
1 5

<210> 281
<211>9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 281

Leu Cys Pro Ile Cys Arg Ala Pro Val
1 5

<210> 282

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 282

Cys Pro Ile Cys Arg Ala Pro Val Arg
1 5

<210> 283

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 283

Pro Ile Cys Arg Ala Pro Val Arg Ser
1 5

<210> 284

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 284

Ile Cys Arg Ala Pro Val Arg Ser Arg
1 5

<210> 285

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 285

Cys Arg Ala Pro Val Arg Ser Arg Val
1 5

<210> 286

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 286
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Arg Ala Pro Val Arg Ser Arg Val Arg
1 5

<210> 287

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 287

Ala Pro Val Arg Ser Arg Val Arg Thr
1 5

<210> 288

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 288

Pro Val Arg Ser Arg Val Arg Thr Phe
1 5

<210> 289

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 289

Val Arg Ser Arg Val Arg Thr Phe Leu
1 5

<210> 290

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 290

Arg Ser Arg Val Arg Thr Phe Leu Ser
1 5

<210> 291
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 291
Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu
1 5 10
<210> 292
<211>11
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 292

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His
1 5 10

<210> 293

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 293

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg
1 5 10

<210> 294

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 294

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg Gly
1 5 10

<210> 295

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 295

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg Gly Pro
1 S 10

<210> 296

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 296

Met Gly Pro Lys Asp Ser Ala Lys Cys Leu His Arg Gly Pro Gln

1 5 10
<210> 297

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 297
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Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys Val
1 5 10

<210> 298

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 298

Gln Leu Cys Pro Ile Cys Arg Ala Pro Val
1 5 10

<210> 299

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 299

Arg Leu Ala Ser Phe Tyr Asp Trp Pro Leu
1 5 10

<210> 300

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 300

Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp Phe Val
1 5 10

<210> 301

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 301

Val Leu Glu Pro Pro Gly Ala Arg Asp Val
1 5 10

<210> 302
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 302

Pro Leu Thr Ala Glu Val Pro Pro Glu Leu
1 5 10
<210> 303

<211>10
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 303

Ser Glu Glu Leu Arg Leu Ala Ser Phe Tyr
1 5 10

<210> 304

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 304

Val Gln Glu Thr His Ser Gln Leu Leu Gly
1 5 10

<210> 305

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 305

Thr Ala Glu Val Pro Pro Glu Leu Leu Ala
1 . 5 10

<210> 306

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 306

Gln Asp Lys Val Arg Cys Phe Phe Cys Tyr
1 5 10

<210> 307

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 307

Lys val Cys Leu Asp Arg Ala Val Ser Ile
1 5 10

<210> 308

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 308
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Arg Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys
1 5 10

<210> 309

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 309

Phe Leu Leu Arg Ser Lys Gly Arg Asp Phe
1 5 10

<210> 310

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 310

Glu Leu Leu Ala Ala Ala Gly Phe Phe His
1 5 10

<210> 311

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 311

Cys Leu Asp Arg Ala Val Ser Ile Val Phe
1 5 10

<210> 312

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 312

Ile Leu Gly Gln Leu Arg Pro Leu Thr Glu
1 5 10

<210> 313
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 313
Phe Cys Tyr Gly Gly Leu Gln Ser Trp Lys
1 5 10
<210> 314
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<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 314

Ala Phe Pro Gly Met Gly Ser Glu Glu Leu
1 5 10

<210> 315

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 315

Gly Pro Arg Ser Leu Gly Ser Pro Val Leu
1 5 10

<210> 316

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 316

Val Arg Cys Phe Phe Cys Tyr Gly Gly Leu
1 5 10

<210> 317

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 317

Arg Arg Leu Gln Glu Glu Arg Thr Cys Lys
1 5 10

<210> 318

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 318

Glu Arg Thr Cys Lys Val Cys Leu Asp Arg
1 5 10
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REIVINDICACIONES

Fragmento de polipéptido que provoca una respuesta de células T y que comprende un péptido, que consiste en
al menos 9 residuos de aminoacido consecutivos de ML-IAP y se selecciona del grupo que consiste en:

(i) RLQEERTCK (SEQ ID NO: 245),

(i) RLQEERTCKYV (SEQ ID NO: 297),

(iii) QLCPICRAPV (SEQ ID NO: 298),

(iv) VLEPPGARDV (SEQ ID NO: 301);

consistiendo dicho fragmento de polipéptido como maximo en 15 aminoacidos consecutivos.
Fragmento de polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento de polipéptido

() tiene un valor de Cs inferior a 1000, midiéndose dicho valor como la concentracion (uM) del fragmento de
polipéptido requerida para la mitad de la unién méaxima a una molécula de clase | de CMH,

(b) provoca una respuesta de células T que tiene mas de 50 puntos especificos para péptido por 10° células
medida en un ensayo ELISPOT realizado tras estimulacidon previa in vitro; o que tiene mas de 50 puntos
especificos para péptido por 10° células medidos en un ensayo ELISPOT realizado (i) sin estimulacién previa in
vitro; o (ii) usando PBL de un individuo que no se ha sometido a terapia inmunitaria contra una enfermedad
neoplasica, o

(c) puede activar el crecimiento de células T in vitro de modo que pueden recogerse mas de 10° CTL especificos
para antigeno tras cuatro ciclos de estimulacién comenzando con 10* PBMC.

Fragmento de polipéptido segun la reivindicacion 2, en el que dicho valor de Cso es inferior a 100.
Fragmento de polipéptido segun la reivindicacién 2 6 3, en el que dicho valor de Cs es inferior a 31.

Fragmento de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 2 - 4, en el que dicho valor de Cso es inferior a
5.

Fragmento de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, consistiendo dicho fragmento de
polipéptido como méaximo en 10 aminoacidos consecutivos.

Método ex vivo de seleccién de un péptido que comprende un fragmento de ML-IAP para su uso en una
composicion de vacuna, comprendiendo dicho método las etapas de

(i) proporcionar un fragmento de polipéptido que comprende un péptido que consiste en al menos 9 residuos de
aminoacido consecutivos de ML-IAP (SEQ ID NO: 1) seleccionado del grupo que consiste en: RLQEERTCK
(SEQ ID NO: 245), QILGQLRPL (SEQ ID NO: 55), LTAEVPPEL (SEQ ID NO: 100), GMGSEELRL (SEQ ID NO:
84), ELPTPRREV (SEQ ID NO: 200), RLQEERTCKYV (SEQ ID NO: 297), QLCPICRAPV (SEQ ID NO: 298),
LLRSKGRDFV (SEQ ID NO: 300), VLEPPGARDV (SEQ ID NO: 301) y PLTAEVPPEL (SEQ ID NO: 302), en el
gue dicho fragmento de polipéptido consiste como maximo en 15 aminoacidos,

(i) someter a prueba respuestas de células T especificas contra fragmentos de ML-IAP mediante un ensayo
ELISPOT, usando linfocitos de sangre periférica (PBL) aislados derivados de un individuo que no se ha
inmunizado previamente con ML-IAP o un fragmento del mismo, y

(iii) seleccionar fragmentos de ML-IAP en los que dicha respuesta de células T corresponde a, 0 es mejor que, un
criterio de seleccion predeterminado.

Método seguln la reivindicacién 7, en el que dicho criterio de seleccion predeterminado es mas de 50 puntos
especificos para péptido por 10° células en dicho ensayo ELISPOT.

Fragmento de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso como medicamento.

Fragmento de polipéptido segun la reivindicacion 9, para su uso como medicamento para el tratamiento de
enfermedad autoinmunitaria o cancer mediado por o relacionado con ML-IAP.

Composicion de vacuna que comprende al menos un fragmento de polipéptido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 — 6, junto con un portador y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

Composicién de vacuna segun la reivindicacion 11, que comprende un adyuvante seleccionado del grupo que
consiste en Montanide ISA- 51 y QS-21.
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Composicién de vacuna segun la reivindicacion 11, que comprende células dendriticas como portador.

Composicidon de vacuna segun la reivindicacion 11, que comprende mas de un fragmento de polipéptido
diferente, seleccionandose dicho fragmento de polipéptido del grupo que se especifica en la reivindicacion 1.

Composicion de vacuna segln la reivindicacion 12, que comprende al menos dos fragmentos de polipéptido
diferentes, seleccionandose dicho fragmento de polipéptido del grupo que se especifica en la reivindicacion 1,
pudiendo cada uno asociarse con una molécula de HLA diferente seleccionada del grupo que consiste en HLA-
A2, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B27 y HLA-B44.

Composicién farmacéutica que comprende una composicion de vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones
11-15 y un medicamento anticancerigeno seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapico o
inmunoterapico.

Kit de partes que comprende (i) una composicién de vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 11 - 15y
(i) un medicamento anticancerigeno seleccionado del grupo que consiste en un agente quimioterapico o
inmunoterapico.

Uso de uno o mas fragmentos de polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, 0 una composicion
de vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 11 - 15, o una composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 16, o un kit de partes segun la reivindicacién 17, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o cAncer mediado por o relacionado con ML-IAP en un individuo.

Uso segun la reivindicacion 18, en el que al menos uno de dichos fragmentos de polipéptido se limita a una
molécula de HLA presente en dicho individuo.

Uso segun la reivindicacién 18 6 19, en el que dicho individuo no se ha sometido anteriormente a terapia
inmunitaria contra una enfermedad neoplésica.

Anticuerpo que puede reconocer especificamente un fragmento de polipéptido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 6.

Método para activar y expandir células T especificas para ML-IAP o fragmentos del mismo que comprende las
etapas de cultivar conjuntamente células T y uno o mas fragmentos de polipéptido segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

Método segun la reivindicacion 22, comprendiendo el método

(a) generar y cargar células dendriticas (DC) derivadas de monocitos con dicho(s) fragmento(s) de polipéptido y
cultivar conjuntamente dichas DC y monocitos de sangre periférica (PBMC) que comprenden células T,

(o]

(b) generar células de Drosophila melanogaster que expresan una o mas moléculas de HLA diferentes, cargar
dichas células de Drosophila melanogaster con dicho(s) fragmento(s) de polipéptido y cultivar conjuntamente
dichas células de Drosophila con monocitos de sangre periférica (PBMC) que comprenden células T o células T
purificadas a partir de PBMC.

Uso de células T especificas para ML-IAP obtenidas mediante el método segun la reivindicacion 22 6 23, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o cancer.
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