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DESCRIPCION
Nuevo péptido antigeno del melanoma y usos del mismo
Sector de la técnica

La invencion se refiere a péptidos antigenos de melanoma llamados MELOE y su uso para prevenir, tratar y
diagnosticar el melanoma.

Estado de la técnica

Los melanomas son tumores agresivos, frecuentemente metastasicos derivados de melanocitos o células névicas
relacionadas con melanocitos. Los melanomas representan aproximadamente el tres por ciento de todos los
canceres cutaneos e incluso cuando esta localizado aparentemente en la piel, hasta el 30 % de los pacientes
desarrollan metastasis sistémica. Las modalidades clinicas de tratamiento del melanoma incluyen cirugia, radiacion
y quimioterapia. Después ha surgido la inmunoterapia y la terapia génica como métodos prometedores para tratar el
melanoma. Los resultados de Rosenberg han mostrado que la transferencia adoptiva a pacientes con melanoma
metastasico de linfocitos que se infiltran en tumores (TIL) que reconocen antigenos de cancer, son capaces de
mediar en la regresién de cancer metastasico en el 35 al 40 % de los pacientes con melanoma.

En los ultimos veinte afos, se han identificado muchos antigenos de melanoma humano reconocidos por linfocitos T
(documento WO 96/21734) usando diversos métodos tales como clonacion de ADNc, purificacién de péptido unido a
MHC o induccién de linfocitos T contra péptidos o proteinas candidatos. Estos antigenos se han clasificado en varios
grupos: antigenos de diferenciacion melanocitica (tales como Melan-A/MART-1) (1), antigenos de linea germinal de
cancer, compartidos por varios tumores y células de linea germinal masculina (tales como antigenos MAGE) (2, 3),
antigenos mutados generados por alteraciones genéticas (tales como CDK4) (4), antigenos sobreexpresados en
diversos tipos tumorales (tales como PRAME) (5), y antigenos expresados de forma aberrante en tumores (tales
como NA17-A y NA88-A) (6, 7). Sin embargo, a pesar de su alto nimero, la inmunogenicidad de estos antigenos no
se ha dilucidado aun, a excepcién de Melan-A/MART-1. De hecho, la inmunogenicidad del antigeno Melan-A en
melanoma se ha sugerido fuertemente por el analisis de varios protocolos de inmunoterapia activa (8,9) y pasiva
(10-15) que se dirigen a este antigeno.

La identificacion de antigenos de melanoma adicionales con un potencial inmunogénico documentado sigue siendo
un asunto importante para abordar para la inmunoterapia de cancer, especialmente para el melanoma.

Objeto de la invencion

Un objeto de la invencién es un péptido antigeno de melanoma que es una secuencia de aminoacidos de menos de
50 aminoacidos de longitud, que comprende el motivo de aminoacidos:

- TX2NDECWPX, (SEC ID N®: 2)
en el que Xz es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina,
o
- RX2PPKPPLXs (SEC ID N°: 3)
en el que X es cisteina, leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina.

Otro objeto de la invencion es un vector de expresién que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
el péptido antigeno de melanoma de la invencion.

Otro objeto de la invencién es una célula hospedadora que comprende dicho vector de expresion.
Otro objeto de la invencién es un anticuerpo o fragmento del mismo que se une con MELOE-1 o0 MELOE-2.

Otro objeto de la invencién es un multimero de MHC/péptido que comprenden un péptido antigeno de melanoma de
la invencién.

Otro objeto de la invencién es una composicién inmunizante que comprende

a) al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencién,
b) al menos un vector de expresién de la invencién,
c) al menos una célula hospedadora de la invencion,
d) al menos un anticuerpo de la invencion o

e) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un péptido antigeno de melanoma de la
nvencion.

(
(
(
(
(
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Otro objeto de la invencion es un linfocito T que reconoce especificamente un péptido antigeno de melanoma de la
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invencion.
Otro objeto de la invencién es una composicion para terapia adoptiva que comprende dichos linfocitos T.
Otro objeto de la invencién es un método para producir dichos linfocitos T que comprenden las etapas de:

(a) estimular las PBMC o los TIL obtenidos de un sujeto con al menos un péptido antigeno de melanoma de la
invencion,

(b) enriquecer la poblacion de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de melanoma
usados en (a),

(c) opcionalmente clonar dicha poblacién de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de
melanoma usados en (a).

Otro objeto de la invencion es dicha composicion inmunizante para prevenir o tratar el melanoma en un sujeto que lo
necesite.

Otro objeto de la invenciéon es un método in vitro para diagnosticar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que
comprende detectar la expresion de al menos uno de:

- ARNm de MELOE (SEC ID Ne: 1),
- polipéptido MELOE-1 (SEC ID N2: 4),
- polipéptido MELOE-2 (SEC ID N2: 5),

en una muestra obtenida de dicho sujeto.

Otro objeto de la invencion es un método para controlar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende
determinar la frecuencia de linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigeno de melanoma de la
invencion.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término “péptido” se refiere a una secuencia de aminoacidos que tiene
menos de 50 aminoacidos. Como se usa en el presente documento, el término “péptido” abarca secuencias de
aminodcidos que tienen menos de 50 aminoacidos, menos de 40 aminoacidos, menos de 30 aminodcidos, menos de
25 aminoacidos, menos de 20 amino&cidos, menos de 15 aminoacidos o0 menos de 10 aminodacidos.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina capaz de unirse
especificamente con un antigeno, tipicamente y preferentemente uniéndose con un epitopo o determinante
antigénico o dicho antigeno. El término “anticuerpo” también incluye proteinas recombinantes que comprenden los
dominios de unidn, asi como variantes y fragmentos de anticuerpos. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos
incluyen Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2, dsFv, scFv, sc(Fv)2, diacuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpos.

“Variantes conservativas para funcién” como se usa en el presente documento se refiere a en las que un resto de
aminodcido dado en una proteina o enzima se ha cambiado (insertado, suprimido o sustituido) sin alterar la
conformacion y funcién general del polipéptido. Dichas variantes incluyen proteinas que tienen alteraciones de
aminoacidos tales como deleciones, inserciones y/o sustituciones. Una “delecion” se refiere a la ausencia de uno o
mas aminoacidos en la proteina. Una “insercion” se refiere a la adicién de uno o mas aminoacidos en la proteina.
Una “sustituciéon” se refiere al reemplazo de uno o mas aminoacidos por otro resto de aminodacido en la proteina.
Tipicamente, se reemplaza un aminoacido dado por un aminoacido con uno que tiene propiedades similares (tales
como, por ejemplo, polaridad, potencial de enlaces de hidrégeno, acido, basico, hidréfobo, aromatico y similares).
Aminoacidos distintos de los indicados como conservados pueden diferir en una proteina de modo que el porcentaje
de similitud de secuencia de proteinas o aminoacidos entre dos proteinas cualesquiera de funcion similar puede
variar y puede ser, por ejemplo, del 70 % al 99 % como se determina de acuerdo con un esquema de alineamiento
tal como por el método de grupos, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una “variante
conservativa para funcion” también incluye un polipéptido que tiene al menos 60 % de identidad de aminoacidos
como se determina por los algoritmos BLAST o FASTA, preferentemente al menos 75 %, mas preferentemente al
menos 85 %, aun preferentemente al menos 90 %, y aun mas preferentemente al menos 95 %, y que tiene
propiedades o funciones iguales o sustancialmente similares a la proteina nativa o parental con la que se compara.
Dos secuencias de aminoacidos son “sustancialmente homélogas” o “sustancialmente similares” cuando mas del 80
%, preferentemente mas del 85 %, preferentemente mas del 90 % de los aminodcidos son idénticos, o0 mas de
aproximadamente el 90 %, preferentemente mas del 95 % son similares (funcionalmente idénticos) sobre la longitud
completa de la secuencia mas corta. Preferentemente, las secuencias similares y homologas se identifican por
alineamiento usando, por ejemplo, el programa de apilaciéon GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for
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the GCG Package, Version 7, Madison, Wisconsin) o cualquiera de los algoritmos de comparacién de secuencia
tales como BLAST, FASTA, etc.

La expresién “Complejo Mayor de Histocompatibilidad” (MHC) es una designacion genérica que se pretende que
abarque los sistemas de antigenos de histocompatibilidad descritos en diferentes especies incluyendo los antigenos
de leucocitos humanos (HLA).

El término “melanoma”, como se usa en el presente documento, incluye, pero sin limitacién, melanomas, melanomas
metastasicos, melanomas derivados de melanocitos o células névicas relacionadas con melanocitos,
melanocarcinomas, melanoepiteliomas, melanosarcomas, melanoma in situ, melanoma de proliferacion superficial,
melanoma nodular, melanoma lentigo maligno, melanoma lentiginoso acral, melanoma ocular, melanoma invasivo o
sindrome de lunar atipico familiar y melanoma (FAM-M). Dichos melanomas en mamiferos pueden estar provocados
por anomalias cromosémicas, crecimiento degenerativo y trastornos del desarrollo, agentes mitogénicos, radiacion
ultravioleta (UV), infecciones virales, expresion tisular inapropiada de un gen, alteraciones en la expresion de un gen
0 agentes carcinogénicos.

El término “tratar” un trastorno o afeccidn se refiere a invertir, aliviar o inhibir el proceso de uno o mas sintomas de
dicho trastorno o afeccion. El término “prevenir” un trastorno o afeccién se refiere a prevenir uno o mas sintomas de
dicho trastorno o afeccién.

El término “diagnosticar” como se usa en el presente documento se refiere al proceso de identificar una afeccion
médica o enfermedad. Como se usa en el presente documento, el término “marcador” o “biomarcador” se refiere a
una molécula usada como una diana para analizar las muestras biologicas del sujeto.

Una “muestra biol6gica” como se usa en el presente documento se refiere a una diversidad de tipos de muestra
obtenidos de un sujeto y puede usarse en un ensayo de diagnéstico o de control. Las muestras biol6gicas incluyen
pero sin limitacion sangre, suero, plasma, liquido ascitico, efusiones, muestras de tejido sélido tales como muestra
de ensayo de biopsia o cultivos tisulares o células derivadas de los mismos, y la descendencia de los mismos,
muestras clinicas, células en cultivo, sobrenadantes celulares, lisados celulares. Por ejemplo, las muestras
biolégicas incluyen células obtenidas de una muestra tisular recogida de un sujeto que se sospecha que tiene un
melanoma.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” indica un mamifero, tal como un roedor, un felino, un
canino y un primate. Preferentemente, un sujeto de acuerdo con la invencién es un ser humano.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” como se usa en el presente documento se entiende para una cantidad
minima de agente activo que es necesaria para proporcionar un beneficio terapéutico a un sujeto. Por ejemplo, una
“cantidad terapéuticamente eficaz del agente activo” para un sujeto es una cantidad del agente activo que induce,
alivia o provoca una mejora en los sintomas patoldgicos, progresién de enfermedad o afecciones fisicas asociadas
con la enfermedad que afecta al sujeto.

El término “adyuvante” como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o una mezcla que puede
ser no inmunogénico cuando se administra en el hospedador solo, pero que aumenta la respuesta inmunitaria del
hospedador a un antigeno cuando se administra conjuntamente con ese antigeno.

La invencién

Para identificar nuevos antigenos de melanoma, los inventores estudiaron poblaciones de TIL que se habian
infundido a pacientes de melanoma en una situacién con adyuvante, después de escision de ganglio linfatico
invadido, entre 1994 y 2002, y que aun no han tenido recaida (16). Los autores han mostrado previamente una
correlacion entre la infusion de TIL especificos de melanoma y prevencién de la recaida (17). Mas recientemente,
han mostrado una correlacion entre la infusion de TIL especificos de Melan-A/MART-1 y prevencién de la recaida de
pacientes tratados con HLA-A2 (14). No obstante, en varias poblaciones de TIL infundidos a pacientes sin recaida,
una fraccion significativa de TIL especificos de tumor siguen siendo de especificidad desconocida. Para caracterizar
completamente estos TIL especificos de tumor y para buscar un nuevo o nuevos antigenos tumorales implicados en
la prevencién de recaida, los inventores usaron una poblacion de TIL infundida a un paciente M170 en 1998, que
aln hoy no ha tenido recaida (18). Esta poblacién de TIL HLA-A2 contenia una fraccién significativa de TIL reactivos
para melanoma, entre los que estaban presentes linfocitos especificos de Melan-A/A2 y linfocitos de especificidad
desconocida.

El estudio de estos linfocitos de especificidad desconocida condujo a los inventores a identificar una nueva
secuencia de ARNm (SEC ID N2 1) llamada meloe (sobreexpresada en melanoma) que se sobreexpresa en
melanoma, y que codifica polipéptidos reconocidos por TIL autélogos en el contexto de HLA-A2.

La invencién proporciona una secuencia de acido nucleico SEC ID N2 1, que codifica dos péptidos antigenos de
melanoma nuevos reconocidos por linfocitos T: MELOE-1 y MELOE-2.
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MELOE-1 esta codificado por la fase abierta de lectura 1230-1370 pb de SEC ID N°: 1 y MELOE-2 esta codificado
por la fase abierta de lectura 285-404 pb de SEC ID N¢: 1.

Los inventores identificaron dos motivos peptidicos especificos: TLNDECWPA en MELOE-1 y RCPPKPPLA en
MELOE-2, siendo dichos motivos capaces de unirse con la molécula HLA-A2 e inducir una respuesta de linfocitos T.

Con respecto a los motivos peptidicos capaces de unirse con HLA-A2, se conoce en la técnica que el 22 aminoacido
del extremo N terminal puede ser leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y el aminoacido en el extremo C
terminal puede ser leucina o valina (39,40).

Por lo tanto, un objeto de la invencién es un péptido antigeno de melanoma que comprende el motivo de
aminoacidos:

(a) TXa2NDECWPX,g (SEC ID N2: 2)

en el que Xz es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina,

o

(b) RX2PPKPPLXg (SEC ID N2: 3)

en el que Xz es cisteina, leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina.

En una realizacion de la invencién, por “péptido antigeno de melanoma” se entiende un péptido capaz de unirse con
una molécula HLA y provocar una respuesta celular o humoral en un sujeto.

En una primera realizacién de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma puede comprender un motivo
especifico de modo que el polipéptido se una con una molécula de HLA e induzca una respuesta de CTL.

En una segunda realizacién de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma puede comprender un motivo
especifico de modo que el polipéptido se una con una molécula de HLA e induzca una respuesta de linfocitos T
auxiliares.

En una realizacién de la invencion, dichos péptidos antigenos de melanomas como se han descrito anteriormente en
el presente documento estan restringidos por HLA-A2.

Dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminoacidos de menos de 50 aminoacidos de longitud
que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N2 2 o SEC ID N2 3 como se ha definido anteriormente en el
presente documento.

En otra realizacion de la invencién, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminodacidos de
menos de 45 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N2: 2 o SEC ID N 3 como
se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otra realizacion de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminoacidos de
menos de 40 amino&cidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N%: 2 o SEC ID N®: 3 como
se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otra realizacion de la invencién, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminodacidos de
menos de 30 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N2: 2 o SEC ID N2 3 como
se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otra realizacion de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminoacidos de
menos de 20 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N2: 2 o SEC ID N2 3 como
se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otra realizacion de la invencién, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminodacidos de
menos de 15 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N2: 2 o SEC ID N%: 3 como
se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otra realizacién de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma es una secuencia de aminoacidos de 9, 10
u 11 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de aminoacidos SEC ID N%: 2 o SEC ID N2 3 como se ha
definido anteriormente en el presente documento.

En una realizacién de la invencion, dicho péptido antigeno de melanoma se selecciona del grupo que consiste en
MELOE-1 que tiene la secuencia SEC ID N%: 4 y MELOE-2 que tiene la secuencia SEC ID N°: 5.

SEC ID N%: 4 MSCVGYPDEATSREQFLPSEGAACPPWHPSERISSTLNDECWPASL

SEC ID N2: 5 MSENAGGAVARTATAFCALVSPTPQPRCPPKPPLAALCQ
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En otra realizacion de la invencién, dicho péptido antigeno de melanoma se selecciona del grupo que consiste en
péptidos MELOE-1 que tienen la secuencia SEC ID N2 6 a SEC ID N2 20 y péptidos MELOE-2 que tienen la
secuencia SEC ID N2 21 a SEC ID N¢: 38.

MELOE-1 SEC ID N® 6 Xa=L |X¢=A [TLNDECWPA
MELOE-1 SEC ID N2 7 Xa2=M [Xg=A [TMNDECWPA
MELOE-1 SEC ID N® 8 Xa=V |Xg=A [TVNDECWPA
MELOE-1 SEC ID N®9 Xo = Xo=A |TINDECWPA
MELOE-1 SECIDN210 (X2=Q (Xo=A |TQNDECWPA
MELOE-1 SECIDN®¢11 |Xo=L |Xo=V |TLNDECWPV
MELOE-1 SECIDN®12 (Xz= Xo=V |TMNDECWPV
MELOE-1 SECIDN213 |X2=V (X¢=V |TVNDECWPV
MELOE-1 SECIDN®14 (Xz=| Xo=V |TINDECWPV
MELOE-1 SECIDN215 |X2=Q (Xo=V |TQNDECWPV
MELOE-1 SECIDN®¢16 |Xo=L |Xo=L |TLNDECWPL
MELOE-1 SECIDN®17 |Xo2=M |Xo=L |TMNDECWPL
MELOE-1 SECIDN®18 |X2=V |Xo=L |TVNDECWPL
MELOE-1 SECIDN®19 (Xo=| Xo=L |TINDECWPL
MELOE-1 SECIDN220 |X2=Q (X¢=L |TQNDECWPL
MELOE-2 SECIDN221 |X2=C (X¢=A |RCPPKPPLA
MELOE-2SECIDN222 |[Xo=L ([Xo=A |RLPPKPPLA
MELOE-2SECIDN®223 |Xa=M (X9=A |RMPPKPPLA
MELOE-2SECIDN?24 [Xo=V [X9=A |RVPPKPPLA
MELOE-2 SECIDN®25 (Xz=I Xo=A |RIPPKPPLA
MELOE-2SECIDN226 |[Xo=Q ([X9=A |RQPPKPPLA
MELOE-2 SECIDN227 |X2=C ([X¢=V |RCPPKPPLV
MELOE-2SECIDN®228 |Xo=L [X9=V |RLPPKPPLV
MELOE-2 SECIDN®29 (Xz= Xo=V |RMPPKPPLV
MELOE-2SECIDN230 [Xa=V [X9=V |RVPPKPPLV
MELOE-2 SECIDN®31 (Xz=I Xo=V |RIPPKPPLV
MELOE-2SECIDN®232 [Xo=Q [X9=V |RQPPKPPLV
MELOE-2 SECIDN®233 |X2=C ([X¢=L |RCPPKPPLL
MELOE-2SECIDN®234 |Xo=L ([Xo=L |RLPPKPPLL
MELOE-2 SECIDN®35 (Xz= Xo=L |RMPPKPPLL
MELOE-2SECIDN236 |[Xa=V [X9=L |RVPPKPPLL
MELOE-2 SECIDN®37 (X2=I Xo=L |RIPPKPPLL
MELOE-2SECIDN®238 [Xo=Q ([Xo=L |RQPPKPPLL

La invencién también abarca péptidos que son variantes conservativas para la funcion de péptidos antigenos de
melanoma que comprenden SEC ID N% 2 o SEC ID N% 3 como se ha descrito anteriormente en el presente
documento.
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Tipicamente, la invencion abarca péptidos sustancialmente idénticos a péptidos antigenos de melanoma que
comprenden SEC ID N2: 2 o SEC ID N%: 3 en los que uno o mas restos se han sustituido de forma conservativa con
un resto funcionalmente similar y que presentan los aspectos funcionales de los péptidos antigenos de melanoma
que comprenden SEC ID N2 2 y SEC ID N2 3 como se ha descrito anteriormente en el presente documento, es
decir que aun son capaces de unirse con una molécula de HLA sustancialmente de la misma manera que un péptido
que consiste en la secuencia de aminodcidos dada. Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la
sustitucion de un resto no polar (hidroéfobo) tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, la sustitucion de
un resto polar (hidréfilo) por otro tal como entre arginina y lisina, entre glutamina y asparagina, entre glicina y serina,
la sustitucién de un resto basico tal como lisina, arginina o histidina por otro, o la sustituciéon de un resto acido, tal
como acido aspartico o acido glutamico u otro.

La expresion “sustitucion conservativa” también incluye el uso de un resto quimicamente derivatizado en lugar de un
resto no derivatizado. “Derivado quimico” se refiere a un péptido objeto que tiene uno o mas restos quimicamente
derivatizados por la reaccién de un grupo lateral funcional. Los ejemplos de dichas moléculas derivatizadas incluyen,
por ejemplo, las moléculas en las que los grupos amino libres se han derivatizado para formar clorhidratos de amina,
grupos p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los
grupos carboxilo libres pueden derivatizarse para formar sales, metil y etil ésteres u otros tipos de ésteres o
hidracidas. Los grupos hidroxilo libres pueden derivatizarse para formar derivados de O-acilo u O-alquilo. El
nitrégeno de imidazol de histidina puede derivatizarse para formar N-im-bencilhistidina. Los derivados quimicos
también incluyen péptidos que contienen uno o mas derivados de aminacidos de origen natural de los veinte
aminoacidos convencionales. Por ejemplo: 4-hidroxiprolina puede sustituir a prolina; 5-hidroxilisina puede sustituir a
lisina; 3-metilhistidina puede sustituir a histidina; homoserina puede sustituir a serina; y ornitina puede sustituir a
lisina.

En una realizacion de la invencion, el péptido antigeno de melanoma consiste esencialmente en una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con SEC ID N2: 6 a 38 o una variante de la misma.

De acuerdo con la invencion, “que consiste esencialmente en” significara que un péptido de acuerdo con la presente
invencion, ademas de la secuencia de acuerdo con cualquiera de SEC ID N® 6 a SEC ID N° 38 o una variante de la
misma, contiene tramos localizados N y/o C terminal adicionales de aminoacidos que no forman necesariamente
parte del péptido que actia como secuencia principal del péptido que comprende el motivo de unién y como un
epitopo inmunogénico.

De acuerdo con la invencién, los péptidos antigenos de melanoma de la invencién pueden obtenerse sintetizando
los péptidos de acuerdo con el método para sintesis peptidica conocido en la técnica.

Otro objeto de la invencion es un vector de expresién que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacidos que comprende SEC ID N°: 2 o SEC ID N2 3 como se ha descrito anteriormente en
el presente documento.

En una realizaciéon de la invencion, dicho vector de expresion comprende la secuencia de acido nucleico
correspondiente a la fase abierta de lectura 1230-1370 pb de SEC ID N2: 1.

En otra realizaciéon de la invencién, dicho vector de expresion comprende la secuencia de &cido nucleico
correspondiente a la fase abierta de lectura 285-404 pb de SEC ID N¢: 1.

En otra realizaciéon de la invencién, dicho vector de expresion comprende la secuencia de &cido nucleico
correspondiente a la fase abierta de lectura 1230-1370 pb de SEC ID N°: 1 combinada con la secuencia de acido
nucleico correspondiente a la fase abierta de lectura 285-404 pb de SEC ID N: 1.

En otra realizacién de la invencidn, dicho vector de expresion comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica SEC ID N2: 4 o SEC ID N¢: 5.

En otra realizacién de la invencién, dicho vector de expresién comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido que comprende al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N% 6 a
SEC ID Ne: 38.

De acuerdo con la invencién, los vectores de expresién adecuados para su uso en la invencién pueden comprender
al menos un elemento de control de la expresion unido operativamente con la secuencia de acido nucleico. Los
elementos de control de la expresion se insertan en el vector para controlar y regular la expresion de la secuencia de
acido nucleico. Los ejemplos de elementos de control de la expresion incluyen, pero sin limitacion, sistema lac,
regiones operadoras y promotoras del fago lambda, promotores de levadura y promotores derivados de polioma,
adenovirus, retrovirus, lentivirus o SV40. Los elementos operativos adicionales preferidos o requeridos incluyen,
pero sin limitacion, secuencia lider, codones de terminacion, senales de poliadenilacion y cualquier otra secuencia
necesaria o preferida para la transcripcion apropiada y posterior traduccion de la secuencia de acido nucleico en el
sistema hospedador. Se entendera por un experto en la materia que la combinacién correcta de elementos de
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control de la expresién requeridos o preferidos dependera del sistema hospedador seleccionado. Se entendera
ademas que el vector de expresidon contendra elementos adicionales necesarios para la transferencia y posterior
replicacién del vector de expresién que contiene la secuencia de acido nucleico en el sistema hospedador. Los
ejemplos de dichos elementos incluyen, pero sin limitacion, origenes de replicacion y marcadores seleccionables. Se
entenderda ademas por un experto en la materia que dichos vectores se construyen facilmente usando métodos
convencionales o disponibles en el mercado.

Otro objeto de la invencién es una célula hospedadora que comprende un vector de expresion como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con la invencion, son ejemplos de células hospedadoras que pueden usarse las células eucariotas, tales
como células animales, vegetales, de insectos y de levadura y células procariotas, tales como E. coli. Los medios
por los que el vector que porta el gen puede introducirse en las células incluyen, pero sin limitacion, microinyeccién,
electroporacién, transduccion o transfeccion usando DEAE-dextrano, lipofeccion, fosfato calcico u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la materia.

En una realizacion preferida, se usan vectores de expresidon eucariotas que actdan en células eucariotas. Los
ejemplos de dichos vectores incluyen, pero sin limitacién, vectores virales tales como retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociado, virus del herpes, virus vaccinia, poxvirus, poliovirus; lentivirus, vectores de expresién bacterianos,
plasmidos, tales como pcDNA3 o los vectores de transferencia de baculovirus. Las lineas celulares eucariotas
preferidas incluyen, pero sin limitacion, células COS, células CHO, células Hela, células NIH/3T3, células 293
(ATCC N2 CRL1573), células T2, células dendriticas o monocitos.

En una realizacion de la invencion, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se une con MELOE-1 (SEC ID N2: 4).
En otra realizacion de la invencién, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se une con MELOE-2 (SEC ID N2: 5).

En una realizacion de la invencion, dicho anticuerpo es monoclonal. En otra realizacién de la invencién, dicho
anticuerpo es policlonal.

Dichos anticuerpos pueden prepararse facilmente, por ejemplo, de acuerdo con el método descrito en “Antibodies: A
laboratory manual”, Lane H. D. et al. eds, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1989 o Antibody
Engineering: Methods and Protocols, 2003, Benny K. Lo.

Otro objeto de la invencién es un multimero MHC/péptido que comprende un péptido antigeno de melanoma (SEC
ID N%: 6 a 38) como se ha descrito anteriormente en el presente documento. De acuerdo con la invencién, dicho
multimero de MHC/péptido incluye, pero sin limitaciéon, un dimero, trimero, tetramero o pentamero de MHC/péptido.

En una realizacién de la invencién, dicho multimero de MHC/péptido es un multimero de HLA-A2/péptido.
Se describen métodos para obtener tetrameros de MHC/péptido en los documentos W096/26962 y WO01/18053.

En una realizacién de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido puede usarse para visualizar poblaciones de
linfocitos T que son especificas para el complejo HLA-A2/péptido antigeno de melanoma como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

En otra realizacion de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido puede usarse para la deteccién y/o el
aislamiento por exploracién (en citometria de flujo o por exploracién inmunomagnética) de poblaciones de linfocitos
T que son especificas para un complejo de HLA/péptido antigeno de melanoma como se ha descrito anteriormente
en el presente documento.

En otra realizacién de la invencion, dicho multimero de HLA-A2/péptido puede usarse para la deteccion y/o el
aislamiento por exploracién (en citometria de flujo o por exploracién inmunomagnética) de poblaciones de linfocitos
T que son especificas para un complejo de HLA-A2/péptido antigeno de melanoma como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

Otro objeto de la invenciéon son perlas recubiertas con multimeros de MHC/péptido como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

Otro objeto de la invencién es una composicion inmunizante que comprende

) al menos un péptido antigeno de melanoma como se ha descrito anteriormente en el presente documento,
) al menos un vector de expresién como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

) al menos una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

) al menos un anticuerpo como se ha descrito anteriormente en el presente documento, 0
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ha descrito anteriormente en el presente documento.

En una realizacion, dicha composicién inmunizante comprende el péptido antigeno de melanoma MELOE-1 que
tiene la secuencia SEC ID N°: 4 o el péptido antigeno de melanoma MELOE-2 que tiene la secuencia SEC ID N¢: 5.

En otra realizacion de la invencién, dicha composicion inmunizante comprende al menos un péptido antigeno de
melanoma seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N%: 6 a SEC ID N¢: 38.

La administracion profilactica de la composicién inmunizante de la invencion deberia actuar para prevenir o atenuar
el melanoma en un mamifero. En una realizacion preferida los mamiferos, preferentemente seres humanos, con alto
riesgo de melanoma se tratan de forma profilactica con la composicion inmunizante de la invencién. Los ejemplos de
dichos mamiferos incluyen, pero sin limitacién, seres humanos con un historial familiar de melanoma, seres
humanos con un historial de lunares atipicos, seres humanos con un historial de sindrome de FAM-M o seres
humanos aquejados de melanoma previamente resecado y por lo tanto en riesgo de reaparicion.

Cuando se proporciona de forma terapéutica, la composicion inmunizante de la invencién se proporciona para
potenciar la propia respuesta inmunitaria del paciente al antigeno de melanoma presente en el melanoma o
melanoma metastasico.

En una realizacién de la invencién, los péptidos de la invencion pueden conjugarse con lipoproteina o administrarse
en forma liposémica o con un adyuvante.

En una realizacién, dicha composicién inmunizante es una composicién farmacéutica.

En dicha realizacién, dicha composiciéon inmunizante, para uso humano, comprende al menos un péptido antigeno
de melanoma como se ha descrito anteriormente en el presente documento o al menos un anticuerpo como se ha
descrito anteriormente en el presente documento, junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables vy,
opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos. El vehiculo o los vehiculos deben ser “aceptables” en el sentido de
ser compatibles con los otros ingredientes de la composicion y no deletéreos para el receptor de la misma. Las
composiciones inmunizantes pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden
prepararse por cualquier método bien conocido en la técnica farmacéutica. Las composiciones inmunizantes
adecuadas para administracion intravenosa, intradérmica, intramuscular, subcutanea o intraperitoneal comprenden
convenientemente soluciones acuosas estériles del agente activo con soluciones que son preferentemente
isoténicas con la sangre del receptor. Dichas composiciones pueden prepararse convenientemente disolviendo
principios activos sélidos en agua que contiene sustancias fisiol6gicamente compatibles tales como cloruro sédico
(por ejemplo 0,1-2,0 M), glicina y similares, y que tienen un pH tamponado compatible con condiciones fisiologicas
para producir una soluciéon acuosa, y haciendo dicha solucién estéril. Estos pueden estar presentes en recipientes
unitarios o de multidosis, por ejemplo, ampollas selladas o frascos.

Las composiciones inmunizantes de la invencién pueden incorporar un estabilizador. Son estabilizadores ilustrativos
el polietilenglicol, proteinas, sacaridos, aminoacidos, acidos inorganicos y acidos organicos que pueden usarse bien
por si solos o bien como mezclas. Estos estabilizadores se incorporan preferentemente en una cantidad de 0,11-
10.000 partes en peso por partes en peso del agente activo. Si van a usarse dos 0 mas estabilizadores, su cantidad
total esta preferentemente dentro del intervalo especificado anteriormente. Estos estabilizadores se usan en
soluciones acuosas a la concentracién y al pH apropiados. La presién osmotica especifica de dichas soluciones
acuosas esta generalmente en el intervalo de 0,1-3,0 osmoles, preferentemente en el intervalo de 0,8-1,2. El pH de
la solucién acuosa se ajusta para que esté dentro del intervalo de 5,0-9,0, preferentemente dentro del intervalo de 6-
8.

Pueden emplearse métodos farmacéuticos adicionales para controlar la duracion de la accién. Pueden conseguirse
preparaciones de liberacién controlada mediante el uso de polimeros para formar complejo con o absorber los
péptidos de la invencion. El suministro controlado puede ejercitarse seleccionando macromoléculas apropiadas (por
ejemplo poliéster, poliaminoacidos, polivinilpirrolidona, etilenvinilacetato, metilcelulosa, carboximetilcelulosa o
protamina sulfato) y la concentracion de macromoléculas asi como los métodos de incorporacién para controlar la
liberacion. Otro método posible para controlar la duracién de la accién por preparaciones de liberacion controlada es
incorporar los péptidos antigenos de melanoma de la invencion a particulas de un material polimérico tales como
poliésteres, poliaminoacidos, hidrogeles, poli(acido lactico) o copolimeros de etileno vinilacetato. Como alternativa,
en lugar de incorporar estos agentes en particulas poliméricas, es posible atrapar estos materiales en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo,
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, o en
sistemas de suministro farmacoldgico coloidales, por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina,
microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas o en macroemulsiones.

Cuando se desean preparaciones orales, las composiciones pueden combinarse con vehiculos tipicos, tales como
lactosa, sacarosa, almidon, talco, estearato de magnesio, celulosa cristalina, metil celulosa, carboximetil celulosa,
glicerina, alginato sddico o goma arabiga entre otros.
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La inmunizaciéon de un sujeto con la composicién inmunizante de la invencion puede realizarse por métodos
convencionales, por ejemplo, en presencia de adyuvantes convencionales. Los ejemplos de adyuvantes
convencionales incluyen, pero sin limitacion, sales metalicas, emulsiones de aceite en agua, agonistas de receptor
de tipo Toll, saponinas, lipido A, alquil glucosaminida fosfato, adyuvante de Freund, hemocianina de lapa californiana
(KLH), manano, BCG, alumbre, citocinas tales como IL-1, IL-2, factor estimulante de colonias de macrofagos, y
factor de necrosis tumoral; y (6) otras sustancias que actian como agentes inmunoestimuladores tales como
péptidos de muramilo o componentes de la pared celular bacteriana, toxinas, toxoides y ligandos de TLR.

La composicion inmunizante puede administrarse por cualquier via apropiada para produccién de anticuerpos y/o
activacién de linfocitos T tales como intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea y similares. La
composicién inmunizante puede administrarse una vez o en intervalos periédicos hasta que se produce un titulo
significativo de células inmunitarias anti MELOE-1 o MELOE-2 o anticuerpo anti MELOE-1 o MELOE-2. La presencia
de células inmunitarias anti MELOE-1 o MELOE-2 puede evaluarse midiendo la frecuencia de los CTL (linfocitos T
citotoxicos) precursores contra los péptidos antigenos de melanoma de la invencion antes de y después de la
inmunizacién por marcaje de tetramero especifico (13) o por un ensayo de analisis de precursores de CTL (41). El
anticuerpo puede detectarse en el suero usando un inmunoensayo.

También pueden usarse anticuerpos dirigidos a los antigenos de melanoma de la invencion directamente como
agentes antimelanoma. Para preparar anticuerpos, puede inmunizarse un animal hospedador usando la proteina
MELOE-1 (SEC ID N¢ 4) o MELOE-2 (SEC ID N®: 4) u otros péptidos antigenos de melanoma como se ha descrito
anteriormente en el presente documento. El suero o plasma del hospedador se recoge después de un tiempo
apropiado para proporcionar una composicion que comprende anticuerpos reactivos para dichos péptidos antigenos
de melanoma. La fraccién de gama globulina o los anticuerpos IgG pueden obtenerse, por ejemplo, mediante el uso
de sulfato de amonio saturado o DEAE Sephadex, u otras técnicas conocidas por los expertos en la materia. Los
anticuerpos estan sustancialmente sin muchos de los efectos secundarios adversos que pueden estar asociados con
otros agentes antineoplésicos tales como quimioterapia.

La composicién inmunizante de la invencion que comprende anticuerpos como se ha descrito anteriormente en el
presente documento puede hacerse aliin mas compatible con el sistema hospedador minimizando respuestas del
sistema inmunitario adversas potenciales. Esto se consigue retirando toda o una parte de la parte de Fc de un
anticuerpo de especie ajena o usando un anticuerpo de la misma especie que el sujeto hospedador, por ejemplo, el
uso de anticuerpos de hibridomas humanos/humanos. Pueden producirse anticuerpos humanizados (es decir, no
inmunogénicos en un ser humano), por ejemplo, reemplazando una parte inmunogénica de un anticuerpo con una
parte correspondiente, pero no inmunogénica (es decir, anticuerpos quiméricos). Dichos anticuerpos quiméricos
pueden contener la parte de unién a antigeno o reactiva de un anticuerpo de una especie y la parte Fc de un
anticuerpo (no inmunogénico) de una especie diferente. Los ejemplos de anticuerpos quiméricos incluyen, pero sin
limitacion, quimeras de mamifero no humano-ser humano, quimeras de roedor-ser humano, quimeras de murino-ser
humano y rata-ser humano.

Se conocen bien en la técnica métodos para obtener dichos anticuerpos, anticuerpos quiméricos y anticuerpos
quiméricos humanizados.

La composicion inmunizante que comprende los anticuerpos de la invencion también puede usarse como un medio
para potenciar la respuesta inmunitaria. Los anticuerpos pueden administrarse en cantidades similares a las usadas
para otras administraciones terapéuticas de anticuerpo. Por ejemplo, se administra gamma globulina agrupada en un
intervalo de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100 mg por sujeto. Por lo tanto, los anticuerpos reactivos
con los péptidos antigenos de melanoma de la invencién pueden administrarse de forma pasiva solos o junto con
otras terapias antineoplasicas a un mamifero aquejado de melanoma. Los ejemplos de terapias antineoplasicas
incluyen, pero sin limitacién, quimioterapia, radioterapia, terapia de inmunoterapia adoptiva con TIL. Los anticuerpos
0 anticuerpos quiméricos descritos en el presente documento también pueden acoplarse con moléculas de toxinas,
radiois6topos y farmacos por métodos convencionales. Los ejemplos de toxinas con los que pueden acoplarse los
anticuerpos incluyen, pero sin limitacién, ricina o toxina diftérica. Los ejemplos de farmacos o agentes
quimioterapéuticos incluyen, pero sin limitacion, ciclofosfamida o doxorrubicina. Los ejemplos de radiois6topos
incluyen, pero sin limitacion, 31 Los anticuerpos conjugados covalentemente con los agentes anteriormente
mencionados pueden usarse en inmunoterapia del cancer para tratar el melanoma.

Si el sujeto para inmunizar ya esta aquejado de melanoma o melanoma metastasico, la composiciéon inmunizante de
la invencion puede administrarse junto con otros tratamientos terapéuticos. Los ejemplos de otros tratamientos
terapéuticos incluyen, pero sin limitacién, inmunoterapia de linfocitos T adoptiva, coadministracion de citocinas u
otros farmacos terapéuticos para melanoma.
En una realizacién de la invencién, dicha composicién inmunizante que comprende

(a) al menos un péptido antigeno de melanoma como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(b) al menos un vector de expresion como se ha descrito anteriormente en el presente documento,
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(c) al menos una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente en el presente documento,
(d) al menos un anticuerpo como se ha descrito anteriormente en el presente documento o
(e) al menos un acido nucleico que codifica al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencion,

puede comprender ademas
(a’) al menos un péptido MART-1 o Melan-A como se ha descrito en el documento EP1630229,
(b’) al menos un vector de expresién que comprende un acido nucleico que codifica un péptido MART-1,
(c’) al menos una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de (b’),
(d’) al menos un anticuerpo o fragmento del mismo que reconoce especificamente un péptido MART-1, o
(e’) al menos un acido nucleico que codifica un péptido MART-1.
Los ejemplos de péptidos MART-1 incluyen, pero sin limitacion, AAGIGILTV (SEC ID N®: 39), EAAGIGILTV (SEC ID
N¢: 40), AAGIGILTVI (SEC ID N@: 41), ELAGIGILTV (SEC ID N¢: 42).

La dosis de péptidos antigenos del melanoma de la invencién o péptidos MART-1 para administrar a un sujeto
pueden ajustarse segun sea apropiado dependiendo de, por ejemplo, la enfermedad para tratar, la edad y el peso
corporal de dicho sujeto. Los intervalos de péptidos antigenos de melanoma de la invencion o péptidos MART-1 que
pueden administrarse son de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg por sujeto, las dosis preferidas
son de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg por sujeto.

La composicién inmunizante de la invencion puede evaluarse en primer lugar en modelos animales, inicialmente
roedores, y en primates no humanos y finalmente en seres humanos. La seguridad de los procedimientos de
inmunizacién se determina buscando el efecto de inmunizacién en la salud general del animal inmunizado (cambio
de peso, fiebre, comportamiento de apetito) y buscando cambios patoldgicos en las autopsias. Después del ensayo
inicial en animales, pueden ensayarse los pacientes con cancer de melanoma. Se usarian métodos convencionales
para evaluar la respuesta inmunitaria del paciente para determinar la eficacia de la composiciéon inmunizante.

Otro objeto de la invencion es una célula presentadora de antigenos que comprende un antigeno de HLA complejo y
un péptido antigeno de melanoma de la invencion.

En una realizacion de la invencion, dicho antigeno de HLA complejo es un antigeno de HLA-A2.
En una realizacion de la invencion, dicha célula presentadora de antigenos deriva del sujeto para tratar.

La expresién “célula presentadora de antigenos” (APC) se refiere a cualquier célula que exprese un antigeno de
HLA capaz de presentar el péptido antigeno de melanoma de la invencion en su superficie. Se prefieren células
dendriticas, que se ha indicado que tienen una capacidad presentadora de antigenos especialmente alta. En otra
realizacién, también pueden usarse APC artificiales tales como células de mamifero (fibroblastos, células
endoteliales, queratinocitos), células de insecto o lineas celulares.

Para preparar dichas APC de la invencién, se aislan células que tienen una capacidad presentadora de antigenos
del sujeto para tratar, y se someten a pulsos ex vivo con al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencién
para formar un complejo con el antigeno de HLA-A2.

En caso de que se usen células dendriticas, las APC de la invencién pueden prepararse de la siguiente manera. Se
aislan linfocitos de sangre periférica del sujeto para tratar por el método de Ficoll; se separan células adherentes de
células no adherentes; las células adherentes se cultivan después en presencia de GM-CSF e IL-4 para inducir
células dendriticas; y las células dendriticas se someten a pulsos cultivando con al menos un péptido antigeno de
melanoma de la invencion para obtener las APC de la invencidn. Las células dendriticas deberian exponerse al
péptido antigeno de melanoma durante suficiente tiempo para permitir que los antigenos se internalicen y se
presenten en la superficie de células dendriticas. Las células dendriticas resultantes pueden después volver a
administrarse al sujeto para tratar. Dichos métodos se describen en los documentos W093/20186 y EP0563485.

Otro objeto de la invencion es una composicion para inmunoterapia activa que comprende células presentadoras de
antigenos que comprenden un antigeno de HLA complejo y un péptido antigeno de melanoma de la invencion.

En una realizacion de la invencion, dichas células presentadoras de antigenos comprenden un antigeno de HLA-A2
complejo y un péptido antigeno de melanoma de la invencién.

Dichas APC pueden esta contenidas preferentemente en solucion salina fisiologica, solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), medio de cultivo o similares. La administracién puede realizarse, por ejemplo, por via intravenosa, por
via hipodérmica o por via intradérmica.

Devolviendo la composicién anteriormente descrita para inmunoterapia activa al cuerpo del sujeto, pueden inducirse
eficazmente CTL especificos en el paciente que es positivo para meloe, y de este modo puede tratarse el tumor.
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Otro objeto de la invencién es un linfocito T que reconoce especificamente el péptido antigeno de melanoma de la
invencion.

En una realizacion de la invencién, dicho linfocito T es un linfocito T citotéxico.
En otra realizacion de la invencién, dicho linfocito T esta restringido a HLA-A2.
En otra realizacion de la invencion, dicho linfocito T es un clon de linfocitos T.

En otra realizacion, dicho linfocito T es un linfocito T modificado genéticamente que expresa un TCR que reconoce
especificamente el péptido antigeno de melanoma de la invencion.

Otro objeto de la invencién es una composicién para terapia adoptiva que comprende dichos linfocitos T como se ha
descrito anteriormente en el presente documento que reconoce especificamente el péptido antigeno de melanoma
de la invencién.

En el caso del melanoma, se ha observado que una inmunoterapia adoptiva en la que se cultivan infiltrados de
linfocitos T intratumorales tomados del sujeto para tratar ex vivo en grandes cantidades, y después se devuelve al
paciente consigue una mejora terapéutico.

Se prefiere que los linfocitos T estén contenidos en solucién salina fisiologica, solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), medio de cultivo o similares para su mantenimiento estable. La administracién puede conseguirse, por
ejemplo, por via intravenosa o por via intratumoral. Devolviendo a los linfocitos T que reconocen especificamente el
péptido antigeno de melanoma de la invencién al cuerpo del sujeto, se potencia la toxicidad de dichos linfocitos T en
células tumorales en el paciente que es positivo para meloe. Las células tumorales se destruyen y de este modo se
consigue el tratamiento del tumor.

Los ejemplos de donde pueden aislarse los linfocitos T incluyen, pero sin limitacion, linfocitos de células de sangre
periférica (PBL), ganglios linfaticos o linfocitos de infiltracién tumoral (TIL).

Dichos linfocitos pueden aislarse de tumor o sangre periférica del individuo para tratar por métodos conocidos en la
técnica y cultivarse in vitro. Los linfocitos se cultivan en medio tal como RPMI o RPMI 1640 durante 2-5 semanas,
preferentemente durante 2-3 semanas. La viabilidad se evalGa por el ensayo de exclusion de colorante azul de
tripano. Los linfocitos se exponen al péptido antigeno de melanoma de la invencion durante toda la duracion del
cultivo.

En una realizacién preferida los linfocitos se exponen al péptido antigeno de melanoma de la invenciéon a una
concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 microgramos (ug)/ml por 10" células durante toda la
duracién del cultivo de linfocitos. Pueden afadirse citocinas al cultivo de linfocitos tales como IL-2.

El péptido antigeno de melanoma de la invencién puede afadirse al cultivo en presencia de células presentadoras
de antigeno tales como células dendriticas o células de linea celular de melanoma irradiada alogénica.

Después de sensibilizarse al péptido, los linfocitos T se administran al sujeto que necesite dicho tratamiento.

Los ejemplos de como estos linfocitos T sensibilizados pueden administrarse al mamifero incluyen pero sin
limitacion, por via intravenosa, por via intraperitoneal o por via intralesional. Los parametros que pueden evaluarse
para determinar la eficacia de estos linfocitos T sensibilizados incluyen, pero sin limitacion, la produccién de células
inmunitarias en el sujeto que se trata o la regresion tumoral. Se usan métodos convencionales para evaluar estos
parametros. Dicho tratamiento puede proporcionarse junto con citocinas o células genéticamente modificadas
(Rosenberg, S. A. et al. (1992) Human Gene Therapy, 3: 75-90; Rosenberg, S. A. et al. (1992) Human Gene
Therapy, 3: 57-73).

Otro objeto de la invencidon es una composiciéon para terapia adoptiva que comprende linfocitos T restringidos por
HLA-A2 que reconoce especificamente el péptido antigeno de melanoma de la invencion, que comprende ademas
linfocitos T restringidos por HLA-A2 que reconocen especificamente un péptido MART-1 / Melan-A.

Se conocen en la técnica linfocitos T restringidos por HLA-A2 que reconocen especificamente un péptido MART-1 /
Melan-A 'y se han descrito en Vignard et al., 2005.

Otro objeto de la invencién es un método para producir linfocitos T que reconocen especificamente un péptido
antigeno de melanoma de la invencién, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) estimular PBMC o linfocitos de infiltracion tumoral (TIL) obtenidos de un sujeto con al menos un péptido
antigeno de melanoma de la invencién,
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(b) enriquecer la poblacion de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de melanoma
usados en (a),

(c) opcionalmente clonar dicha poblacién de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de
melanoma usados en (a).

Puede llevarse a cabo enriquecimiento y/o clonaciéon usando un multimero de MHC/péptido como se ha descrito
anteriormente en el presente documento. La clonacion también puede llevarse a cabo por métodos convencionales.

En una realizaciéon de la invencion, los linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigeno de
melanoma de la invencion estan restringidos por HLA-A2. En dicha realizacién, puede llevarse a cabo
enriquecimiento y/o clonacion usando un multimero de HLA-A2/péptido como se ha descrito anteriormente en el
presente documento.

Puede llevarse a cabo estimulaciéon de PBMC con al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencion solo,
o presentado por una célula presentadora de antigenos tal como células dendriticas o células de lineas celulares de
melanoma irradiadas alogénicas. Tipicamente, también pueden afiadirse citocinas tales como IL-2 al cultivo.

Otro objeto de la invencién es una composicion para terapia adoptiva que comprende linfocitos que reconocen
especificamente el péptido antigeno de melanoma de la invencién para prevenir o tratar el melanoma en un sujeto
que lo necesite, en el que dicho linfocitos T van a volver a administrarse al sujeto.

En una realizacién, dichos linfocitos que reconocen especificamente el péptido antigeno de melanoma de la
invencion estan restringidos por HLA-A2.

Otro objeto de la invencién es una composicién inmunizante que comprende

(a) al menos un péptido antigeno de melanoma como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(b) un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido antigeno de
melanoma definido en (a) como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(c) una célula hospedadora que comprende un vector de expresion definido en (b) como se ha descrito
anteriormente en el presente documento,

(d) un anticuerpo que reconoce especificamente un péptido antigeno de melanoma definido en (a) como se ha
descrito anteriormente en el presente documento, o

(e) al menos un acido nucleico que codifica al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencion,

para prevenir o tratar el melanoma en un sujeto que o necesite.

Otro objeto de la invencién es una composicion para inmunoterapia que comprende células presentadoras de
antigenos que comprenden una molécula de HLA y un péptido antigeno de melanoma de la invencion.

En una realizacién, dicho HLA complejo/péptido es un HLA-A2 complejo/péptido antigeno de melanoma de la
invencion.

La invencién también se refiere a un método para tratar el melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de

(a) al menos un péptido antigeno de melanoma como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(b) un vector de expresién como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(c) una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente en el presente documento,

(d) un anticuerpo como se ha descrito anteriormente en el presente documento, 0

(e) al menos un acido nucleico que codifica al menos un péptido antigeno de melanoma de la invencion.

La invencién también se refiere a un método para tratar el melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de linfocitos T que reconoce especificamente el péptido antigeno
de melanoma de la invencién. En una realizacion, dichos linfocitos T estan restringidos por HLA-A2.

La invencion también se refiere a un método para tratar el melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de células presentadoras de antigenos que comprenden un
antigeno de HLA complejo y un péptido antigeno de melanoma de la invenciéon. En una realizacion, dicho HLA
complejo/péptido es un HLA-A2 complejo/péptido de antigeno de melanoma de la invencion.

Los inventores han observado que el nivel de expresion de ADNc de meloe fue mayor en melanomas que en
melanocitos y que la expresion de meloe fue muy baja en otras lineas celulares tumorales tales como lineas
celulares tumorales de mama o pulmén.

Por lo tanto, un objeto de la invencién es meloe como un biomarcador de melanoma.
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Otro objeto de la invenciéon es un método in vitro para diagnosticar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que
comprende detectar la expresioén de al menos uno de:

- ARNm de meloe (SEC ID N2: 1),
- péptido MELOE-1 (SEC ID N2 4),
- péptido MELOE-2 (SEC ID N¢: 5),

en una muestra obtenida de dicho sujeto.

Los ejemplos de métodos para determinar el nivel de transcripcién de ADNc de meloe incluyen, pero sin limitacion,
transferencia de Northern, proteccion de RNasa, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativa, PCR
en tiempo real.

Estan presentes ARNm de meloe y proteinas MELOE-1 y MELOE-2 en células de melanoma. Es por lo tanto un
aspecto de la invencién proporcionar sondas de &cido nucleico de meloe para utilizar en la deteccion de ARN de
meloe o proteinas MELOE-1 o MELOE-2 o alteraciones en el nivel de ARNm de meloe o proteinas MELOE-1 o
MELOE-2 en muestras biologicas aisladas de un sujeto aquejado de melanomas. Por alteraciones en el nivel de
ARN de meloe o proteinas MELOE-1 o MELOE-2, se entiende un aumento o reduccion en el nivel de un ARN o
proteinas MELOE-1 o MELOE-2 en relacién con una muestra de control o la aparicion o desaparicion del ARNm de
meloe o proteinas MELOE-1 o MELOE-2 en relacion con una muestra de control. La deteccién en las alteraciones
de ARNm de meloe o proteinas MELOE-1 o0 MELOE-2 permitira el diagnéstico o la evaluacién de la patologia. Por lo
tanto, las alteraciones del nivel de ARNm de meloe o proteinas MELOE-1 o MELOE-2 pueden ser predictivas del
prondstico para el mamifero aquejado.

En otra realizacién, el acido nucleico de meloe de la presente invencién puede usarse en hibridacion in situ en tejido
de mamifero para determinar el sitio preciso o sitio subcelular de la expresién del gen meloe dentro de un tejido. Un
método preferido para marcar la secuencia de acido nucleico de meloe es sintetizar una sonda de ARN marcada con
°S por transcripcion in vitro utilizando polimerasa SP6. Se conocen en la técnica métodos convencionales para
preparacion de tejidos para sintesis in situ de sondas y deteccion de sefal. La sonda se pone en contacto después
con secciones tisulares de mamifero y se realizan andlisis in situ por métodos convencionales. Los ejemplos de
tejidos que pueden usarse incluyen, pero sin limitacién, embriones de mamifero, tejidos de mamifero adulto, tales
como piel, ganglios linfaticos y retina, muestras de ensayo de biopsia, muestras de ensayo de patologia y muestras
de ensayo de necropsia. En una realizacion preferida, pueden usarse sondas in situ de meloe para evaluar la
expresion de ARN de meloe en tejido enfermo con respecto a melanoma temprano invasivo para caracterizar las
fases de crecimiento radial y vertical de la lesion de melanoma y evaluar los margenes de la enfermedad dentro del
tejido.

En otra realizacién de la invencién, los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse en inmunoensayos para
detectar la proteina MELOE-1 o MELOE-2 en muestras biolégicas. En este método, los anticuerpos de la invencion
se ponen en contacto con una muestra bioldgica y se detecta la formacién de un complejo entre el péptido antigeno
de melanoma y el anticuerpo. Los inmunoensayos de la presente invenciéon pueden ser radioinmunoensayo, ensayo
de transferencia de Western, ensayo inmunofluorescente, inmunoensayo enzimatico, ensayo quimioluminiscente,
ensayo inmunohistoquimico y similares. Se conocen en este campo técnicas convencionales para ELISA. Dichos
ensayos pueden ser inmunoensayos directos, indirectos, competitivos o no competitivos como se describe en la
técnica. Las muestras bioldgicas apropiadas para dichos ensayos de deteccién incluyen tejidos de mamifero,
melanoma y lineas celulares de melanocitos, piel, retina, ganglios linfaticos, muestras de ensayo de patologia,
muestras de ensayo de necropsia y muestras de ensayo de biopsia. Pueden aislarse proteinas de muestras
biolégicas por métodos convencionales.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden usarse por lo tanto en inmunoensayos para detectar proteinas
MELOE-1 o MELOE-2 o la alteracién en el nivel de expresion de estas proteinas en muestras bioldgicas aisladas de
mamiferos aquejados de una enfermedad o trastorno. Los ejemplos de muestras biolégicas incluyen, pero sin
limitacion, tejidos de mamifero, muestras de tejido de biopsia, muestras de biopsia de melanoma y ganglio linfatico,
muestras de patologia y tisulares. Los ejemplos de enfermedades que pueden evaluarse por estos inmunoensayos
incluyen, pero sin limitacion, melanomas vy tejidos que son sitios secundarios para metastasis de melanoma. Por
alteracion en el nivel de expresion, se entiende un aumento o una reduccién de la proteina MELOE-1 o MELOE-2 o
partes de la misma en relaciéon con una muestra de control. Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse
por lo tanto en un inmunoensayo para diagnosticar, evaluar o pronosticar a un mamifero aquejado de melanoma.

En otra realizacién de la invencion, pueden usarse antisueros de conejo que contienen anticuerpos que reconocen
especificamente los péptidos antigenos de melanoma de la invencién para detectar dichos péptidos en Analisis de
Transferencia de Western. Usando métodos convencionales, los conejos pueden inmunizarse con al menos un
péptido antigeno de melanoma de la invencion conjugado con vehiculos. Preferentemente, pueden usarse de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg de antigeno en adyuvante, mas preferentemente puede usarse
aproximadamente 1 mg de antigeno en adyuvante. El animal recibe dosis de refuerzo similares y el titulo de
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antisueros se evalla por ensayo de ELISA. Se obtienen niveles satisfactorios de antisueros cuando el titulo de
anticuerpo antipéptido alcanza una meseta. Este anticuerpo puede usarse en los inmunoensayos convencionales
descritos anteriormente.

Otro objeto de la invencion es un método para controlar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende
determinar la frecuencia de linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigeno de melanoma de la
invencion.

En una realizacién de la invencion, dichos linfocitos T estan restringidos por HLA-A2.

En una realizacion de la invencién, la frecuencia de linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigeno
de melanoma de la invencién puede determinarse usando un multimero de MHC/péptido como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con la invencion, un aumento en la frecuencia de linfocitos T que reconocen especificamente un péptido
antigeno de melanoma de la invencién se correlaciona con prevencion de la recaida.

Otro objeto de la invencién es un kit que comprende:

- un anticuerpo que reconoce especificamente MELOE-1 o MELOE-2,
- cebadores o sondas para la deteccion de ARNm de meloe, y/o
- un multimero de MHC/péptido que comprende un péptido antigeno de melanoma de la invencién.

En una realizacion, dicho kit comprende ademas un soporte sélido, en el que dicho soporte sélido se selecciona del
grupo que consiste en pocillos de bandejas de reaccion, tubos de ensayo, perlas de poliestireno, tiras, membranas y
microparticulas.

En otra realizacion, dicho kit comprende ademas un marcador, en el que dicho marcador se selecciona del grupo
que consiste en enzimas, radiois6topos, compuestos fluorescentes y compuestos quimioluminiscentes.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para el fin de ilustrar diversas realizaciones de la invencién.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Seleccion y caracterizacion de clones de linfocitos T. (A) % de linfocitos T productores de TNF y de
linfocitos T positivos para tetrdmero HLA- A2/Melan Anz7L en la poblacion de TIL M170 en respuesta a la linea
celular de melanoma autéloga. Se incubaron 10° TIL y 2x1 0° células de melanoma durante 5 horas, en presencia
de Brefeldina A, se tifieron con tetramero HLA-A2/Melan- AA27L, se fijaron y se tifieron con anticuerpo anti TNF en
un tampén de permeabilizacion. Se analizaron después 10* linfocitos T por citometria de flujo. (B y C) secrecion
de TNF por el clon de linfocitos T M17O 48 (B) y el clon de CTL M170.51 (C) en respuesta a la linea celular de
melanoma autéloga. Se anadieron 10* CTL a 3x10* células de melanoma M170, en presencia de anticuerpos de
bloqueo dirigidos contra HLA de clase |, A2 y B/C, diluido a 1/50 (barras negras), 1/500 (barras sombreadas) y
1/5000 barras blancas. Se evalué la reactividad de clones de CTL por un ensayo de liberacion de TNF.

Figura 2. (A y B) respuesta de TNF del clon de CTL M170.48 (A) y el clon de CTL M170.51 (C) a lineas celulares
tumorales HLA-A*0201. Se uso la linea celular M6, HLA-A2 negativa, como un control negativo. (C) respuesta de
IFN-y de los clones de CTL M170.48 y M170.51 a melanocitos HLA-A*0201. La linea celular M170 se afnadié
como un control positivo.

Figura 3. Caracterizacion del ADNc que codifica el antigeno reconocido. (A y B) respuestas de TNF de
M170.48 (A) y M170.51 (B) a células COS-7 (relacién E/T 1/3) transfectadas con los plasmidos indicados. Se
afadieron clones de linfocitos T dos dias después de la transfeccién y se evalud la reactividad de clones de CTL
por un ensayo de liberacion de TNF. (C) Comparacién de las secuencias de nucle6tidos de ADNc de meloe y
BC008026 y localizacién de esta secuencia en el gen de HDAC4. Los nucle6tidos indicados corresponden a SNP
entre la secuencia de meloe aislada de lineas celulares tumorales M134 y A498 y la secuencia de meloe aislada
de las lineas celulares M 117 y SW480, y la secuencia de ADNc BC008026.

Figura 4. Caracterizacion de péptidos derivados de meloe reconocidos por los clones de linfocitos T
M170.48 y M170.51 T. (A) Estructura del ADNc de meloe. Las cajas negras corresponden a ORF ensayadas con
respecto al reconocimiento por el clon de CTL. (B) respuestas de TNF de M170.48 y M170.51 a células COS-7
(relacion E/T 1/3) transfectadas con los plasmidos indicados. Se afiadieron clones de linfocitos T 2 dias después
de la transfeccion y se evalud la reactividad de los clones de CTL por un ensayo de liberacién de TNF. (C)
secuencias de aminodcidos de la ORF 1230-1370 y la ORF 285-404 de meloe aislada de la biblioteca de ADNc
M134. (D y E) Citotoxicidad del clon de CTL M170.48 (D) y el clon de CTL M170.51 (E) contra linfocitos T2 con
pulsos de péptidos. Las células diana se marcaron con cromo durante 60 minutos y se incubaron durante 30
minutos con una serie de los péptidos indicados. Se afadieron clones de linfocitos T a una relacion E/T de 10/1 y
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después se midio la liberacion de cromo después de un periodo de incubacién de 4 horas.

Figura 5. Expresion preferente de ADNc de meloe en lineas celulares de melanoma medada por qPCR, e
influencia de la expresion de meloe en la activacion de clones de CTL especificos. (A) Se ensayaron cuatro
lineas celulares de melanoma, una de cancer de mama, dos de carcinoma renal y una de cancer de pulmén por
gPCR con respecto a la expresion de meloe. Se uso6 la expresién génica de RPLPO y macroglobulina 2 como
controles internos. La expresion relativa de meloe se calculé después de la normalizacion sobre la eficacia de la
reaccion de PCR y la expresién media de estos dos genes constitutivos, indicada con respecto a su expresion
normalizada en melanocitos. (B) Secrecion de TNF por el clon de CTL M170.48 en respuesta a lineas celulares
tumorales HLA-A2 no transfectadas (barras blancas), o transfectadas con plasmidos de expresién de meloe
(barras sombreadas) o meloe-1 (barras negras). Se transfectaron transitoriamente células tumorales con 100 ng
de cada plasmido, con un kit de reactivo de lipofectamine. Se afadieron 10* CTL a 3x10* células diana, y se
evalud la reactividad de los clones de CTL por un ensayo de liberacion de TNF. (C) Expresion relativa de meloe
medida por gPCR en 16 tejidos sanos humanos.

Figura 6. Deteccion de CTL especificos de MELOE-1/A2 y MELOE-2 en TIL infundidos a pacientes de
melanoma sin recaida y anadlisis de la diversidad de repertorio de TIL especificos de MELOE-1. (A)
Poblaciones de TIL HLA-A2 marcadas con el tetramero A2/MELOE-136.44. Panel superior: TIL infundidos a
pacientes sin recaida y panel inferior: TIL infundidos a pacientes con recaida. Los TIL se coincubaron con
tetramero de MELOE-1 y mAb anti CD8. Los valores indican el % de células positivas para tetramero entre TIL
CD8*. (B) Marcaje de linfocitos T especificos de A2/MELOE-2,7.35 en poblacién de TIL M278. Los TIL se
marcaron conjuntamente con anticuerpo CD8, tetrameros A2/MELOE-136-44 y A2/ MELOE-227.35. Los valores
indican la fraccién de linfocitos T positivos entre los TIL CD8 positivos. (C) Se evalué la diversidad de repertorio
de poblaciones clasificadas por multimero marcando con 25 mAb anti VB. Los insertos ilustran la pureza de cada
poblacién de TIL clasificada, evaluada por marcaje con tetramero especifico de MELOE-1.

Figura 7. Reactividad de TIL especificos de MELOE-1/A2 y MELOE-2 contra lineas celulares tumorales
HLA-A2

(A) Lisis de la linea celular de melanoma M170 (simbolos negros) y de la linea celular de carcinoma de
pulmén 1355 (simbolos abiertos) por el clon de CTL M170.48 Y poblaciones de TIL especificos de MELOE-1.
Se cultivaron conjuntamente células tumorales marcadas con 'Cr con linfocitos T a diversas relaciones E/T.
Se midié la liberacion de cromo en los sobrenadantes después de un periodo de incubacién de 4 horas.

(B) Produccion de citocinas por el clon de CTL M170.48 y poblaciones de TIL especificos de MELOE-1 en
respuesta a células de melanoma M170. Se incubaron células efectoras y diana a una relacién 1/2 en
presencia de Brefeldina A, se tifieron con anticuerpo anti TNF (barras blancas), anticuerpo anti IFN-y (barras
sombreadas) o anticuerpo anti IL2 (barras negras) y se analizaron 10* linfocitos T por citometria de flujo.

(C) Produccion de TNF-a, IFN-y, GM-CSF e IL-2 por el clon de linfocitos T especifico de MELOE-2 (M170.51)
y la poblacion especifica clasificada por MELOE-2 (s-M278), en respuesta a dos lineas celulares de
melanoma HLA-A2 positivas y una linea celular de melanoma HLA-A2 negativa.

Figura 8. Frecuencias de linfocitos T especificos de MELOE-136-44 y Melan-Aaz7 entre PBMC de donantes sanos
HLA-A2 y pacientes de melanoma. Se clasificaron aproximadamente 10® PBMC con tetrameros conjugados con
PE de acuerdo con un método recientemente descrito (42). Después se recogi6 la muestra tefiida completa en
un Facs Canto (BD Immunocytometry Systems) y se analizé con software FlowJow. El porcentaje de células
positivas para tetramero entre los linfocitos CD8" se estimd a partir del nimero de células positivas para
tetramero en la fraccién enriquecida y a partir de la fraccién de células CD8" en PBMC totales. En donantes
sanos, también se estimaron las frecuencias de linfocitos especificos de Melan-Aaz7./A2, como un control interno
del método de clasificacion.

Figura 9. Andlisis fenotipico de linfocitos T especificos de A2/MELOE-1 en circulacion ex vivo en donantes sanos
y pacientes con melanoma. Después de clasificar con tetrdmeros conjugados con PE, las preparaciones de
linfocitos se tifieron con un céctel de marcadores de exclusion conjugados con Pacific blue (CD14, CD16, CD19),
CD8"™%  CD45RAPEYY" cD27*°°*" CD28 PerCP-Cy5.5 y CD62-L7"°, e inmediatamente se analizaron por
citometria de flujo. (A y B) Patrén de expresion de CD45RA/CD62L (izquierda) o CD28/CD27 (derecha)
clasificados en linfocitos T positivos dobles para CD8/MELOE-1, de donantes sanos (A) y pacientes con
melanoma (B). Los numeros indican la fraccion de donantes sanos o pacientes con melanoma con el fenotipo
correspondiente.

Figura 10. Citotoxicidad de clones de CTL especificos de MELOE-1 contra células T2 con pulsos de péptidos.
Las células diana se marcaron con cromo durante 60 minutos y se incubaron durante 30 minutos con una serie
de péptido MELOE-136.44. Se anadieron clones de linfocitos T derivados de donantes sanos (A), PBMC de
pacientes con melanoma (B) y TIL (C) a una relacién de E/T de 10/1 y después se midi6 la liberacién de cromo
después de un periodo de incubacion de 4 horas. (D) CE50 media de los clones de linfocitos T especificos de
MELOE-1 en respuesta al péptido de MELOE-136-44, de acuerdo con su origen. Se compararon las CE50 usando
andlisis estadisticos realizados con InStat 2.01. Los datos se analizaron usando ensayo de comparacion de
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Kruskal-Wallis. * p=0,019, considerado significativo.

Figura 11. Lisis de lineas celulares de melanoma M170 (HLA-A2 positiva, panel superior) y M6 (HLA-A2
negativa, panel inferior) por clones de linfocitos T especificos de MELOE-1 derivados de donantes sanos, PBMC
de pacientes con melanoma y TIL. Se cultivaron conjuntamente células tumorales marcadas con *'Cr con
linfocitos T a relaciones de E/T 10/1 y 1/1. Se midi6 la liberacién de cromo en los sobrenadantes después de un
periodo de incubacion de 4 horas.

Ejemplos

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Material y métodos

Lineas celulares y cultivos de TIL

Se expandieron poblaciones de linfocitos T a partir de muestras crioconservadas de TIL (derivado de ganglios
linfaticos invadidos por tumor) infundidos a pacientes de melanoma incluidos en un protocolo de fase I/ll. Este
ensayo clinico se dirigié a la comparacion de la supervivencia de pacientes con melanoma de estadio Ill tratados
aleatoriamente por IL-2 solamente o TIL+IL-2, en una situacién con adyuvante (16). Las muestras de TIL se
expandieron de acuerdo con un procedimiento previamente descrito (32, 33). Los TIL que contenian linfocitos T
especificos de tumor se clonaron por dilucién limitante (34) y los clones de linfocitos T especificos de tumor se
amplificaron como se ha descrito previamente (33). Las lineas celulares de melanoma y linea celular de carcinoma
colorrectal C4-A se establecieron respectivamente en la unidad de terapia celular y en el laboratorio de los
inventores. Se obtuvieron células de fibrosarcoma de ratén WEHI 164 clon 13 y COS-7 de T. Boon (LICR, Bruselas,
Bélgica). Las lineas celulares de carcinoma de ovario (OVCAR-3, 0114) y la linea celular de carcinoma renal A498
fueron un regalo de C. Sai (INSERM U892, Nantes, Francia). Las lineas celulares de carcinoma colorrectal (CaCo-2,
Sw480, Sw707, LS174T), la linea celular de carcinoma renal HTC1186, la linea celular de carcinoma de mama 734-B,
fueron regalos de M. Grégoire (INSERM U601, Nantes, Francia), S. Chouaib (INSERM U487, Villejuif, Francia) y D.
Jager (Klinik und Poliklinik fir Onkologie, Zarich, Alemania). La linea celular de cancer de mama MCF-7 se obtuvo
de la ATCC. Los melanocitos normales (98M09 y 01M08), fueron regalos de M. Regnier (L’Oréal Laboratory, Paris,
Francia). Las lineas celulares EBV-B fueron regalos de H. Vié (INSERM U601, Nantes, Francia).

Andlisis funcional de linfocitos T

La actividad citotéxica de linfocitos T se midié en un ensayo 4-h convencional contra células marcadas con e
(células T2 cargadas con péptido o lineas celulares tumorales) (23). Se realizé la medicién de TNF producido por
linfocitos T en respuesta a células tumorales o células COS-7 transfectadas (19) como se ha descrito previamente,
usando células WEHI 164 clon 13 (35). Se produjeron en el laboratorio de los inventores mAb contra HLA de clase |
(clon W6.32), HLA-B/C (clon B1.23.2), HLA-A2 (clon BB7.2) afiadido a los cultivos en algunos experimentos, a partir
de hibridomas obtenidos de la ATCC para anticuerpos W6.32 y BB7.2 y de F. Lemonier (Instituto Pasteur, Francia)
para el anticuerpo B1.23.2. Se realiz6 tincion intracelular de citocinas como se ha descrito previamente en linfocitos
T estimulados (36). Para tincion de citocinas intracitoplasmaticas, después de un periodo de estimulaciéon de 6 horas
con células de melanoma a una relacién de E:T de 1:2, en presencia de brefeldina A a 10 ug/ml (Sigma, St Louis
MO, Estados Unidos), se marcaron linfocitos T con un anticuerpo anti CD8 acoplado a APC (BD Biosciences,
Francia) y se fijaron durante 10 minutos a temperatura ambiente paraformaldehido al 4 % en PBS (SIGMA). Se
tiieron linfocitos fijados para produccién de citocinas usando anticuerpos especificos anti TNF-a, anti-IFN-y, anti-
GM-CSF vy anti-IL2 (BD Biosciences, Francia), como se ha descrito previamente. Después de teiiir, las células se
resuspendieron en PBS y se analizaron en un citometro de flujo LSR usando software Cell Quest.

Biblioteca de ADNCc y construcciones de ORF

La biblioteca de ADNc M134 se ha insertado en pcDNA3.1 como se ha descrito previamente (20) y se introdujeron
por electroporacion plasmidos recombinantes en Escherichia coli XL1 (Stratagene). Para explorar, se constituyeron
800 grupos de 100 bacterias resistentes a ampicilina. Se extrajo ADN plasmidico de cada grupo con el kit de
Miniprep QlAprep Spin (QIAGEN). El plasmido positivo se secuencié por la Instalacién de Secuenciacién de ADN del
IFR 26 (Nantes, Francia). Las diversas ORF de secuencias de meloe se generaron por PCR (véase Tabla | para los
cebadores). Se disefiaron oligonucleétidos con adaptadores EcoRIl y Xhol para subclonar en pcDNA3, y con una
secuencia Kozak (gccaccATG) para el cebador superior, y un codén de parada para el cebador inferior.

Péptidos sintéticos

Se obtuvieron péptidos de Eurogentec (Angers, Francia). Se controlé la pureza (> 70 % o > 90 % para produccion de
tetrameros) por cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa. Los péptidos se liofilizaron, se disolvieron
en DMSO a 10 mg/ml y se almacenaron a -20 °C.

PCR en tiempo real
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Se extrajo ARN total de lineas celulares tumorales, melanocitos y lineas celulares de B-EBV por reactivo de Trizol
Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia). Se obtuvo ARN de tejidos sanos de Clontech (Francia). La calidad de las
muestras de ARN se controlé usando un bioanalizador Agilent y todas las muestras mostraron un RIN>7. Se realiz
retrotranscripcién usando 1 ug de ARN total, hexdmeros aleatorios y transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen).
Se llevo a cabo la cuantificacion relativa de la expresion de meloe, RPLPO y microglobulina 2 usando Brilliant
SYBR Green QPCR en el Mx4000 (Stratagene Europe, Amsterdam, Paises Bajos). Se afiadieron 10 ng de ADNc de
las muestras a la mezcla maestra de SYBR Green (Stratagene para Mx4000) con cebadores directos e inversos
(Tabla I) a 200 nM en un volumen final de 25 pl. La termociclacion fue una etapa a 95 °C durante 10 minutos,
seguida de 40 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, 63 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 1 minuto. La eficacia de
la reaccion de PCR se determind con series de ADNc diluido 10 veces de M170, realizadas en paralelo para
representar las curvas patrén para meloe, RPLPO y microglobulina p2. Se incluyeron series de diluciones por
duplicado como patrones en cada ciclo. Los valores de ciclo umbral (CT) medios de reacciones de PCR por
duplicado se normalizaron para promediar los valores de CT para dos genes constitutivos (microglobulina B2 y
RPLPO) de las mismas preparaciones de ADNc. La relacion de expresién relativa de un gen diana se calculd
basandose en la eficacia de PCR (E) y la desviacion de CT entre una linea celular dada (x) y una linea celular de
referencia (calibrador), expresado en comparacién con la media de los genes constitutivos (37).

Relacién:(E diana)ACTdiana (calibrador—><)/media ((E COnstitutiVO)ACTconstitutivo (calibrador-x))

Marcaje de tetramero y V3

Se generaron mondémeros o3 mutados de HLA-A*0201/MELOE-1 y HLA-A*0201/Melan-A por la instalacion de
proteinas recombinantes (INSERM U892, Nantes, Francia), como se ha descrito previamente (38). Se incubaron
conjuntamente poblaciones de TIL y el clon de linfocitos T M170.48 durante 1 hora a 4 °C en oscuridad con
tetramero de MELOE-1 (10 pg/ml) y mAb de CD8 (5 ug/ml) y se analizaron 10* acontecimientos en un FACSCalibur.
Se us6 un panel de 25 mAb anti VB (VB1, -2, -3, -4, -5,1, -5,2, -5,3, -6, -7, -7,2, -8, -9, -11, -12, -13,1, -13,2, -13,6, -
14, -16, -17, -18, -20, -21,3, -22 y -23) para analizar la diversidad de poblaciones de TIL clasificadas (Immunotech
Beckman-Coulter, Marsella, Francia).

Clasificacion de células inmunomagneéticas y expansion de poblaciones clasificadas de linfocitos T

Se incubaron monémeros de HLA-A*0201/MELOE-1 (20 ug/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente con 6,7x10°
perlas recubiertas de estreptavidina (Dynabeads M-280 estreptavidina, DYNAL, Compiegne, Francia) y se lavaron
en PBS-0,1 %. Se rotaron 5x10° TIL durante 4 horas a 4 °C con perlas recubiertas con monémeros (23, 38).
Después de diez lavados, las células recubiertas con perlas se expandieron usando un protocolo de estimulacion de
linfocitos T policlonales (33).

Frecuencia y estado de linfocitos T especificos de MELOE-13s-44 en PBMC HLA-A*0201 de donante sano y paciente
con melanoma.

Se recogieron 108 PBMC de donantes sanos HLA-A2 (EFS, Nantes, Francia) o de pacientes con melanoma HLA-A2
(regalo de D. Schadendorf, Universidad de Essen, Alemania y B. Dreno, hospital de Nantes, Francia). Se realizd
marcaje con tetrameros conjugados con PE vy clasificacién de acuerdo con un método descrito recientemente (42).
Se anadio6 tetramero de MELOE-1 conjugado con PE a una concentracion de 50 pug/ml, y las células se incubaron a
4 °C durante 1 hora, seguido de dos lavados en 15 ml de tampdén helado (PBS + BSA 0,1 %). Las células tefiidas
con tetramero se resuspendieron después en un volumen de 0,9 ml de tampén, se mezclaron con 0,1 ml de
microperlas magnéticas conjugadas con anticuerpo anti PE (Miltenyi Biotech, Francia) y se incubaron a 4 °C durante
30 minutos, seguido de dos lavados con 10 ml de tampdn clasificador. Las células se resuspendieron después en 3
ml de tampon y se pasaron sobre una columna LS imantada (Miltenyi Biotech, Francia). La columna se lavé con 3 ml
de tampédn tres veces y después se retird del campo magnético. Las células unidas se eluyeron pasando 5 ml de
tampo6n clasificador a través de la columna con un émbolo. Las fracciones enriquecidas resultantes se
resuspendieron en 0,5 ml de tampén clasificador, y se retiré un volumen pequefio para recuento celular mientras que
el resto de la muestra se tifié con un coctel de anticuerpos marcados con fluorocromo especificos para CD14, CD16,
CD19, CD8, CD45RA, CD27, CD28, CD62-L y CD127 (BD Biosciences, Francia). Después se recogi6 la muestra
tefiida completa en un Facs Canto (BD Immunocytometry Systems) y se analizé con software FlowJow. El porcentaje
de células positivas para tetramero entre linfocitos CD8* se estimé a partir del nimero de células positivas para
tetramero en la fraccién enriquecida y de la fraccion de células CD8+ en PBMC totales.

Anadlisis funcional de linfocitos T
La avidez relativa de clones de linfocitos T especificos de MELOE-126.44 ¥ su reactividad antitumoral se midié

respectivamente en un ensayo de 4-h convencional contra células T2 cargadas con péptido marcado con ¥Cr y
hacia las lineas celulares de melanoma HLA-A2. Brevemente, las células diana (células de melanoma o T2 pulsadas
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con péptidos) se incubaron con 100 uCi de Naz’'CrOy4 (Oris Industrie, Gif-sur-Yvette, Francia) a 37 °C durante 1
hora. Para ensayos de reconocimiento de péptidos, se preincubaron células T2 con una serie de concentraciones de
péptido MELOE-126.44 durante 1 hora a 37 °C. Después del cocultivo de 4 h, se mezclaron 25 ul de sobrenadante
con 100 ul de céctel de centelleo (Optiphase Supermix, Wallak, Reino Unido) para medir el contenido radiactivo. Se
compar6 la CE50 usando analisis estadistico realizado con InStat 2.01. Los datos se analizaron usando el ensayo de
comparacién de Kruskal-Wallis, seguido del postensayo de Dunn. P<0,05 se consider6 significativo.

Resultados
Seleccion y caracterizacion de clones de linfocitos T

La poblacién de TIL M170 contenia el 16 % de linfocitos reactivos a melanoma, entre ellos el 5 % eran especificos
del epitopo Melan-A/A2 y el 11 % eran de especificidad desconocida (Figura 1A). Esta poblacion de TIL se ensayd
después con respecto a reconocimiento de un panel grande de antigenos conocidos transfectados en células COS,
con las moléculas del HLA de clase | del paciente M170 (19) y no pudo detectarse ninguna respuesta aparte de la
respuesta de Melan-A/A2 (datos no mostrados), lo que sugiere que esta poblacidon contenia linfocitos especificos
para un nuevo o nuevos antigenos tumorales. Para caracterizarlos, los inventores derivaron clones de linfocitos T
CD8" reactivos para tumores por dilucién limitante. Ocho de estos clones de CTL mostraron patrones de reactividad
coherentes con el reconocimiento de un nuevo o nuevos antigenos y dos de ellos, denominados en lo sucesivo en el
presente documento M170.48 y M170.51, se caracterizaron adicionalmente para determinar el contexto de HLA
restringiendo su reconocimiento. Como se ilustra por la figura 1B y 1C, el reconocimiento de la linea celular de
melanoma autéloga por estos dos clones de CTL se produce en el contexto de HLA-A2. Para establecer la
distribucion del antigeno diana, los inventores ensayaron la reactividad de clones de linfocitos T para diversas lineas
celulares tumorales de HLA-A2 incluyendo melanomas, carcinomas ovaricos, carcinomas de pulmén, carcinomas de
mama, carcinomas renales y carcinomas de colon, usando un ensayo de liberacion de TNF. Como se muestra en la
figura 2a y 2B, estos clones de linfocitos T reconocieron todas las lineas celulares de melanoma HLA-A2 ensayadas
pero ninguno de los otros tipos de células tumorales HLA-A2. Ademas, estos dos clones de linfocitos T reconocieron
débilmente los melanocitos HLA-A2 (figura 2C). Sin embargo, esta reactividad fue mucho menor que la vista
habitualmente con clones de linfocitos T especificos de Melan-A/A2 (datos no mostrados).

Identificacion del ADNc que codifica el antigeno.

Los inventores exploraron una biblioteca de ADNc derivada de la linea celular de melanoma M134 (20) en células
COS-7 cotransfectadas con pHLA-A*0201 para caracterizar el Ag reconocido por los clones de linfocitos T M170.48
y M170.51. Entre 800 grupos de 100 ADNpc ensayados, el mismo grupo de plasmidos resultd positivo para los dos
clones de CTL, y el plasmido individual, que codificaba el antigeno reconocido por M170.48 (Figura 3A) y M170.51
(Figura 3B) se recuperoé de él después de una etapa de clonacion. Este inserto, concretamente meloe, que abarca
2128 pb, se secuencié y se descubrié que contenia una cola de poli(A) y que era similar al clon BC008026 aislado
por el consorcio NIH MGC (21). Después de la clonacion del vector de expresion, la cotransfeccion de ADNc de
BC008026 con HLA A*0201 en COS-7 también indujo el reconocimiento por los clones de linfocitos T M170.48 y
M170.51 (Figura 3A y 3B), aunque esta dos secuencias difirieron en cuatro SNP (Figura 3C). Para controlar el
impacto de estos SNP en el reconocimiento de los dos clones de linfocitos T, los inventores secuenciaron el ADNc
aislado de lineas celulares reconocidas (M134, M117) y no reconocidas (A498, SW480), y mostraron que este
polimorfismo no afectaba al reconocimiento de lineas celulares tumorales. El andlisis de secuencia de meloe mostré
una colinealidad perfecta con el ADN gendmico, obtenida por comparaciéon con la secuencia del genoma humano
publicado por Celera (22), que indic6é ausencia de corte y empalme. Finalmente, se descubrié que esta secuencia se
localizaba en el tercer intrén del gen HDAC-4 (Gene ID N2 9759), en el cromosoma 2, en orientacion antisentido en
comparacion con la secuencia del gen HDAC-4.

Identificacion de los péptidos reconocidos por clones de linfocitos T M170.48 y M170.51.

El ADNc de meloe no contiene una ORF larga, sino multiples ORF cortas (figura 4A). La ORF potencial descrita por
el contorcién NIH MGC se localizd entre 486 y 689 pb (21). Los inventores ensayaron esta ORF y tres ORF
adicionales (cajas negras en la Figura 4A), con respecto al reconocimiento por M170.48 y M170.51, después de
transfecciéon en células COS-7, con el ADNc de HLA-A*0201 (Figura 4B). Las ORF ensayadas se seleccionaron
basandose en los resultados preliminares obtenidos en fragmentos de PCR de meloe (datos no mostrados).

La ORF 1230-1370 pb codifica la proteina que porta el péptido reconocido por el clon de linfocitos T M170.48
especifico, y la ORF 285-404 pb codifica la proteina que porta el péptido reconocido por el clon de linfocitos T
M170.51 especifico (Figura 4C). Estas ORF codifican respectivamente una proteina de 46 y 39 aminoacidos. Los
inventores ensayaron el reconocimiento de diversos péptidos derivados de estas dos secuencias capaces de unirse
con el HLA A*0201, con una alta estabilidad como se predice por analisis de BIMAS (http://www-bimas.cit.nih.gov).

Se ensayaron dos nonapéptidos, con respecto a su reconocimiento por el clon de linfocitos T M170.48, después de

cargar en células T2. Solamente se reconocié la secuencia 36-44 «TLNDECWPA» (Figura 4D y datos no
mostrados). Los inventores ensayaron después el reconocimiento de dos péptidos adicionales derivados de este
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nonapéptido. Los inventores observaron que la adiciéon de la serina en el extremo C terminal (posicion 45) redujo
drasticamente la respuesta de su clon de CTL (circulos negros en la Figura 3D) y que la delecién de la alanina en el
extremo C terminal (posicién 44) anuld la respuesta de clones CTL (circulos abiertos en la Figura 4D). En
conclusion, el péptido éptimo reconocido por el clon de CTL M170.48 parecia ser el nonapéptido 36-44
(TLNDECWPA), con una lisis semimaxima de 10 M (cuadrados negros en la Figura 4D).

Se ensayaron varios nonapéptidos con respecto a su reconocimiento por el clon de linfocitos T M170.51, después de
cargar en células T2. Solamente se reconocio la secuencia 27-35 «RCPPKPPLA» (Figura 4E y datos no mostrados).
Los inventores ensayaron el reconocimiento de péptidos adicionales derivados de este nonapéptido. Los inventores
observaron que la adicion de la alanina en el extremo C terminal (posicién 36) reducia drasticamente la respuesta de
su clon de CTL (circulos negros en la Figura 4E) y que la delecién de la arginina en el extremo N terminal (posicién
27) anulaba la respuesta de clones de CTL (circulos abiertos en la Figura 4D), incluso cuando se afiadia la leucina
en el extremo C terminal (cuadrados abiertos en la Figura 4D). En conclusion, el péptido 6ptimo reconocido por el
clon de CTL M170.51 parecia ser el nonapéptido 27-35 (RCPPKPPLA), con una lisis semimaxima de 5x10° M
(cuadrados negros en la Figura 4D).

Meloe esta sobreexpresado en melanomas

Para explicar la ausencia de reconocimiento de lineas celulares tumorales distintas de melanomas, los inventores
compararon el nivel de transcripcion de ADNc de meloe por gPCR en un panel de lineas celulares tumorales HLA-
A2 y melanocitos. El nivel medio de expresién de meloe en dos melanocitos de HLA-A2 se us6 como una referencia
para establecer su expresion relativa en otras lineas celulares. Este analisis mostr6 que la expresion de meloe en
melanomas era mayor que en melanocitos, variando los valores de 3 a 34 veces mayor, mientras que esta expresion
era significativamente menor en otras lineas celulares tumorales, variando los valores de 5 a 338 veces menor
(Figura 5A). Estos resultados muestran que este antigeno esta sobreexpresado en melanomas y por lo tanto las
proteinas codificadas por la ORF 1230-1370 y 285-404 se llamaron respectivamente “MELOE-1” para “antigeno
sobreexpresado en melanoma 17 y MELOE-2 para “antigeno sobreexpresado en melanoma-2”. Ademas, la
transfeccion de ADNc de meloe o meloe-1 en lineas celulares tumorales no reconocidas por HLA-A2 indujo su
reconocimiento por el clon de linfocitos T M170.48 (Figura 5B), mostrando que la ausencia de reconocimiento de
estas lineas celulares tumorales se debia a la infraexpresion de ADNc de meloe. Finalmente, para abordar la
cuestion de la expresion de este antigeno en tejidos sanos, los inventores realizaron qPCR en un panel de 16
tejidos. Parece que la expresion de meloe en tejidos sanos siempre era menor que en los melanocitos. La mayor
expresion de meloe se descubrié en cerebro completo y fetal pero permanecié respectivamente 1,5 y 1,8 veces por
debajo de su expresiéon en melanocitos (Figura 4C). En general, estos resultados sugieren que este antigeno podria
marcarse como diana con seguridad en protocolos de inmunoterapia en melanoma, siempre que su
inmunogenicidad pudiera documentarse.

Presencia de linfocitos especificos de MELOE-1 en poblaciones de TIL infundidos a pacientes sin recaida.

Para abordar la cuestién de la inmunogenicidad de este nuevo epitopo, se usé un tetramero de HLA-A2/péptido para
buscar la presencia de linfocitos especificos entre 30 poblaciones de TIL HLA-A2 derivadas de ganglios linfaticos
invadidos por melanoma. Todas esas poblaciones de TIL se han infundido a pacientes con melanoma en una
situacion con adyuvante, entre 1998 y 2002. Después de este tratamiento, 21 de estos pacientes sufrieron recaidas
y 9 permanecieron sin recaidas. Usando un tetramero de HLA/péptido especifico, los inventores detectaron la
presencia de linfocitos T especificos de MELOE-1/A2 en poblaciones de TIL 5/9 que se habian infundido a pacientes
sin recaida, variando las frecuencias del 0,07 % al 3,8 % entre TIL CD8" (figura 6A, panel superior). Por el contrario,
los inventores no observaron la presencia de dichos linfocitos T entre los TIL infundidos a los 21 pacientes HLA-A2
que sufrieron recaidas. Se muestra un ejemplo de 5 de estas 21 poblaciones TIL negativas en la Figura 6A, panel
inferior. Estos resultados documentan la existencia de una correlacion entre la presencia de linfocitos especificos de
MELOE-1 entre TIL infundidos y prevencién de recaida (p<0,001), y por lo tanto sugieren la inmunogenicidad
potencial de este nuevo epitopo de melanoma HLA-A2. Los inventores también detectaron linfocitos T especificos de
MELOE-2 en una poblacién de TIL M278, que también contenia linfocitos especificos de MELOE-1 (Figura 6B).

Finalmente, para abordar la cuestion de la diversidad y reactividad tumoral del repertorio especifico de MELOE-1/A2,
se clasificaron linfocitos especificos por clasificacion inmunomagnética basada en mondmeros (23), de las 5
poblaciones de TIL positivas. Los insertos de la figura 6B ilustran la pureza de TIL clasificados, evaluada por marcaje
con tetrameros especificos. Los inventores también intentaron clasificar 5 poblaciones de TIL negativas con perlas
recubiertas con monémeros, pero no se obtuvieron células especificas de MELOE-1 (datos no mostrados). Este
ultimo resultado documento formalmente la ausencia de dichas células en estas poblaciones, o al menos mostré que
las frecuencias de linfocitos T especificos de MELOE-1 eran demasiado bajas para permitir su purificacién por
clasificacion de multimero. La diversidad de uso de VP TCR de poblaciones clasificadas se evalu6 con un panel de
25 anticuerpos anti VB que representan las cadenas V[ mas frecuentemente expresadas dentro de un repertorio
normal. En poblaciones clasificadas M117, M170 y M278, se expresaron significativamente 8 o 6 cadenas Vj
diferentes (por encima del 1 %) por TIL especificos de MELOE-1/A2, lo que indica la presencia de un repertorio de
TCR especifico mas bien policlonal (Figura 6c). La diversidad de TCR de TIL clasificadas M 134 fue mucho menor,
con una fuerte dominancia de linfocitos que expresaban la cadena VB13.1 (Figura 6C). Esto puede relacionarse con
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la baja fraccion de linfocitos T especificos de MELOE-1 presentes en esta poblacion antes de su clasificaciéon (0,3 %
de TIL CD8", Figura 6A), probablemente escasamente diverso. Finalmente, los inventores no pudieron determinar la
cadena VP dominante expresada por TIL clasificados a partir de M180, con el panel de anticuerpos de los
inventores. Por lo tanto, no pudo observarse uso de VB dominante dentro de estas tres poblaciones de TIL
clasificadas. Finalmente, para apoyar el papel potencial de transferencia de TIL especificos de MELOE-1/A2 en la
prevencion de la recaida, los inventores estudiaron la reactividad de poblaciones TIL clasificadas en lineas celulares
de melanoma HLA-A*0201 que expresaban espontaneamente el antigeno MELOE-1. Todas las lineas de linfocitos T
clasificadas fueron liticas contra lineas celulares de melanoma (Figura 7A y datos no mostrados) y produjeron IFN-y
y TNF tras la estimulacién por estas células, con niveles similares al clon de CTL M170.48, y en un menor grado IL-2
(Figura 7B y datos no mostrados). Los linfocitos especificos de MELOE-2 clasificados de la poblacién de TIL M278
también eran reactivos contra lineas celulares de melanoma HLA-A2, como se ilustra por la produccién de citocinas
en respuesta a una estimulacién con la linea de melanoma HLA-A2 M170 (Figura 7C).

Frecuencia y estado de linfocitos T especificos de MELOE-135.44 en PBMC y TIL de donantes sanos HLA-A2 y
pacientes con melanoma.

Se clasificaron 10 PBMC por marcaje tetramérico de acuerdo con el método descrito por Moon et al. (20). Las
células clasificadas se analizaron inmediatamente por tincién multicolor. La frecuencia de linfocitos T especificos de
MELOE-1 entre linfocitos CD8* se dedujo a partir del nimero total de células clasificadas positivas para
CD8/tetramero y el numero total de linfocitos CD8 entre las PBMC antes de la clasificacion. Como control, se realizé
el mismo analisis en linfocitos T CD8 especificos de Melan-A. El nimero de células positivas tetraméricas
recuperadas después de la etapa de clasificacion varié entre 50 y 400 para células especificas de MELOE-1 y entre
400 y 4000 para células especificas de Melan-A. Con respecto a donantes sanos la frecuencia de linfocitos T
especificos de MELOE-126.44 entre células CD8+ varioé de 1,8 x 10® a 1,8 x 10, mientras que la de linfocitos T
especificos de Melan-Aaz7. varié de 1,8 x 10°a2,5x 10" (Figura 8, S|mbolos negros) Las frecuencias observadas
en pacientes de melanoma eran mas bien similares, variando de 2,2 x 10%a 1,7 x 107 para linfocitos T especificos
de MELOE-1 y de 2,2 x 10°a2x10* para linfocitos especificos de Melan-A (Figura 8, simbolos abiertos). Después
se fenotiparon los linfocitos T especificos de CD8/MELOE-1 con respecto a CD45RA, CD62L, CD28 y CD27 por
citometria de flujo multiparamétrica (43, 44).

Los linfocitos T CD8+ A2/MELOE-1 en circulacion detectados en 4/6 donantes sanos presentaron un fenotipo
predommantemente virgen (CD45RA®°/CD28*/CD27/CD62L"), (Figura 9A), mientras que en 2/6 donantes, las
células tetramero® presentaron altas proporciones (69 y 58 %) de linfocitos T de memoria
(CD45RA°/CD28*/CD27*/CD62L") (Figura 9A). Con respecto a pacientes con melanoma, los inventores también
observaron estos dos fenotipos diferentes. De hecho, los linfocitos T especificos de MELOE-1 de 3/6 pacientes
presentaron principalmente un fenotipo virgen (Figura 9B). Por el contrario, en los 3 pacientes restantes, del 59 al 85
% de células especificas de A2/MELOE-1 presentaron un fenotipo de memoria.

Avidez relativa y reactividad tumoral de clones de linfocitos T especificos de MELOE-1

15/18 clonotipos pudieron amplificarse adicionalmente para analizar su avidez por células T2 cargadas con el
péptido especifico de MELOE 1. Como se muestra en la figura 4A, la CE50 de los clonotipos derivados de donantes
sanos varié de 0,5 a 10° uM de péptido MELOE-136.44 (Figura 10A). La avidez de clonotipos especificos de MELOE-
1 derlvados de PBMC o TIL de pacientes estaba menos dispersa, variando la CE50 respectivamente de 5x10% a
4x10™* uM y de 8x10™ a 8x10”" uM (Figura 10B y C). En general, los clonotipos especificos de MELOE-1 derivados
de pacientes con melanoma parecian tener una mejor avidez hacia el péptido MELOE-136.44, que los clonotipos
especificos derivados de donantes sanos (Figura 10D), aunque todos expresan la cadena Vo2.1. Esta diferencia fue
significativa (p=0,019) entre clones de linfocitos T derivados de PBMC de donantes sanos y los derivados de TIL de
melanoma.

Después se ensayé la reactividad tumoral de los diferentes clonotipos en lineas celulares de melanoma HLA-A2. La
Figura 11 ilustra los resultados obtenidos en una linea celular de melanoma positiva para HLA-A2 (M170: panel
superior) y una linea celular de melanoma negativa para HLA-A2 (M6: panel inferior). El clonotipo M171.1 no pudo
ensayarse con respecto a reactividad tumoral porque no consiguié expandirse adicionalmente. Todos los clonotipos
derivados de pacientes (PBMC y TIL) fueron citotoxicos para la linea celular M170, mientras que solamente 2 de los
5 clonotipos derivados de donantes sanos eran liticos contra esta linea celular (HD1.21 y HD3.38). Estos dos
clonotipos presentaron la mejor CE50 de los 5 clonotipos derivados de donantes sanos: respectivamente 10 y 10°
uM.

Analisis
El gen meloe esta localizado en el tercer intron del gen de histona desacetilasa 4 (HDAC-4) y se traduce en
orientacion antisentido en comparaciéon con el gen de HDAC-4 (24). Hay una perfecta colinealidad entre el gen

meloe y su ADNc correspondiente, que muestra una ausencia de corte y empalme de este gen. Ademas, la
estructura de este ADNc de 2,1 kb es mas bien poco habitual, con multiples fases abiertas de lectura cortas, en lugar
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de una unica ORF larga. Dos proteinas respectivamente modificadas por la ORF1230-1370 (MELOE-1) y la ORF2g5.404
(MELOE-2) contienen péptidos que se reconocieron por clones de CTL derivados de TIL especificos de melanoma,
en el contexto de HLA-A*0201. Estos clones de CTL reconocieron todas las lineas celulares de melanoma HLA-
A*0201 ensayadas, y en menor grado melanocitos HLA-A*0201. Por otro lado, estos clones de linfocitos T no
consiguieron reconocer ninguna de las otras lineas celulares tumorales ensayadas (Figura 2).

El antigeno de meloe podria clasificarse en la familia de “antigenos de diferenciacién melanocitica”, debido a su
expresion en melanocitos y lineas celulares de melanoma (25). No obstante, podria clasificarse también en la familia
de antigenos expresados de forma aberrante, debido a la localizacién particular del gen de meloe en el tercer intrén
del gen de HDAC-4, siguiendo el ejemplo del antigeno de NA17-A, localizado en un intrén del gen de GnT-V (6). A
diferencia de los antigenos de diferenciacion clasica tales como Melan-A o tirosinasa (18, 26, 27), los inventores
detectaron por PCR cuantitativa una expresién residual del gen meloe en otras lineas celulares de cancer, incluso si
este nivel de expresion era demasiado bajo para inducir su reconocimiento por el clon de CTL especifico de los
inventores, como se ha mostrado recientemente para un epitopo tumoral de prostata de raton derivado de la histona
H4 (28). Meloe también difiere de un antigeno de diferenciacion clésica por su sobreexpresién en melanomas, en
comparacién con melanocitos normales. Por lo tanto, parece que meloe se sobreexpresa especificamente en
melanomas y, por lo tanto, este nuevo antigeno presenta las propiedades tanto de especificidad de tejido como de
sobreexpresion en cancer. Las razones de su sobreexpresion en melanomas podia deberse a la regulacion del
promotor de meloe. Como se ha descrito para el gen MAGE-1, un proceso transitorio y general de desmetilacion en
tumores podria seguirse de una inhibicion persistente de remetilacion debido a la presencia de factores de
transcripcion especificos de melanoma (29). De esta manera, la sobreexpresion de meloe en melanomas podria
deberse a la hipometilacién de su promotor en lineas celulares de melanoma. De otra manera, los factores de
transcripcion especificos de melanoma, tales como MITF que controla la expresion de los tres antigenos de
diferenciacion melanociticos principales (30, 31), también podrian controlar la sobreexpresién de meloe en
melanomas.

Debido a su expresién ampliamente compartida por lineas celulares de melanoma, y a la existencia de epitopos
reconocidos por los clones de CTL reactivos para melanoma en el contexto de HLA-A*0201, los antigenos de
MELOE-1 y MELOE-2 podrian ser dianas prometedoras para futuros protocolos de inmunoterapia de melanoma,
siempre que su uso siga siendo seguro en pacientes y que su inmunogenicidad pueda documentarse.

Los datos de los inventores proporcionan algunos argumentos con respecto a la seguridad de inmunizacién de
pacientes con este antigeno o de transferencia adoptiva con CTL especificos. De hecho, el nivel de expresion de
meloe en tejidos sanos es siempre menor que en melanocitos, que se reconocen débilmente por clones de CTL
especificos de MELOE-1 y MELOE-2, en un menor grado que por CTL especificos de Melan-A (Figuras 4C, 1C y
datos no mostrados). Ademas, ninguna de las otras lineas celulares de cancer HLA-A*0201 fue capaz de inducir
espontaneamente ninguna reactividad de los dos CTL especificos (Figura 2), incluso después de un tratamiento de
48 horas con IFN-y (datos no mostrados). El clon de CTL especifico de MELOE-1 podria activarse solamente por
dichas lineas celulares tumorales cuando se transfectaron previamente por el ADNc de meloe o el ADNc codificante
de ORFi230-1370 (Figura 5B), que muestra que el nivel de expresion de meloe en otras lineas celulares cancerosas
era demasiado bajo para inducir la activacién de linfocitos especificos. Siendo este nivel de expresion similar al
medido en tejidos sanos por qPCR (Figura 5C), esto sugiere que una inmunizaciéon con este antigeno no deberia
inducir reacciones deletéreas en tejidos sanos, aunque se podria esperar la induccién de algo de vitiligo debido a la
expresion de meloe en melanocitos.

El segundo punto se refiere a la inmunogenicidad de estos nuevos antigenos especialmente la inmunogenicidad de
los epitopos restringidos por HLA-A*0201. Para responder a esta cuestion principal, los inventores comprobaron la
presencia de linfocitos especificos de MELOE-1 entre poblaciones de TIL que se habian infundido a pacientes con
melanoma de estadio Il después de escision de ganglios linfaticos, en una situacion con adyuvantes. En estudios
retrospectivos de este protocolo de transferencia adoptivo, ya se ha mostrado que la infusién de TIL especificos de
melanoma tuvo un impacto significativo en la prevencion de recaida de pacientes tratados (17). Mas recientemente
se ha descubierto que la supervivencia sin recaida prolongada de pacientes tratados con TIL se correlacionaba con
la infusién de linfocitos especificos de Melan-A (14), aunque una fraccién significativa de TIL especificos de tumor
siguen siendo de especificidad desconocida en varias poblaciones de TIL infundidas a pacientes sin recaida. Los
inventores detectaron una fraccion significativa de linfocitos especificos de MELOE-1 por marcaje tetramérico, en 5/9
poblaciones de TIL infundidas a pacientes con HLA-A2 que permanecieron sin recaida desde 7 a 13 afios, mientras
que no pudo observarse ningun linfocito especifico de MELOE-1 en 21 poblaciones de TIL infundidas a pacientes
con recaida. Resulta interesante que también se han descubierto TIL reactivos para MELOE-2 en poblaciones de
TIL M170 y M278 (datos no mostrados). El andlisis estadistico de estos resultados realizado por un ensayo de Chi?,
documenta una correlacion entre la prevencién de la recaida de pacientes HLA-A2 tratados con TIL y la presencia
de CTL especificos de MELOE-1 entre esos TIL (p<0,001). Este resultado principal proporciona un argumento
potente a favor de la implicacién del antigeno de MELOE-1 en la inmunovigilancia de pacientes tratados por
transferencia adoptiva de TIL. Este papel en la inmunovigilancia no se ha dilucidado formalmente para la mayoria de
antigenos de melanoma identificados, excepto para Melan-A/MART-1, que parece implicado claramente en
respuestas clinicas de pacientes con melanoma tratados por inmunoterapia (10-12, 14, 15). Siguiendo el ejemplo del
antigeno Melan-A, es necesario un repertorio de linfocitos T diverso y reactivo a tumor para desarrollar protocolos de
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transferencia adoptiva de linfocitos T especificos en pacientes con melanoma, y también para ensayos de
vacunacion. Los inventores abordaron este ultimo problema analizando la diversidad y reactividad del repertorio
especifico de MELOE-1 en las 5 poblaciones de TIL que contenian linfocitos T especificos de MELOE-1. Después
de la seleccion de linfocitos T especificos de MELOE-1 de TIL por clasificacion inmunomagnética con perlas
recubiertas con multimero (23), los inventores mostraron que el repertorio especifico de MELOE-1 era diverso en 3/5
poblaciones de TIL, y mucho mas limitado para la poblacién de TIL M134, que contenia una fraccién baja de
linfocitos T especificos de MELOE-1 (Figuras 6A y 6B), que podria explicar esta diversidad mas escasa. Los
inventores no pudieron determinar la cadena o las cadenas VB dominantes expresadas por TIL clasificados por
M180 con su panel de anticuerpos (Figura 6B). El analisis de repertorio de estas poblaciones de TIL no reveld
ninguna reaparicién de un uso de Vf particular, como se ha descrito previamente para el repertorio especifico de
Melan-A (23). Estas cinco poblaciones de TIL especificas de MELOE-1 fueron tan reactivas como el clon de
linfocitos T especifico de M170.48 contra lineas celulares de melanoma HLA-A2, como se muestra por lisis (Figura
7A) y produccién de IFN-y y TNF-a en respuesta a células de melanoma y, en menor grado, produccion de IL-2
(Figura 7B). Ademas, los inventores han demostrado recientemente que los linfocitos T especificos de MELOE-1
también podrian seleccionarse y amplificarse a partir de PBMC de pacientes con melanoma (datos no mostrados),
que sigue siendo la fuente mas conveniente de linfocitos T especificos de tumor utilizable para todos los pacientes
HLA-A2 admitidos en protocolos de transferencia adoptiva.

Usando un método recientemente descrito de enriquecimiento tetramérico (42), los inventores han enumerado y
fenotipado ex vivo linfocitos T especificos de MELOE-1 presentes en donantes sanos HLA-A2 y sangre periférica de
pacientes. Los resultados muestran que estan presentes linfocitos T especificos de MELOE-1 en cada donante sano
y paciente, a frecuencias similares: aproximadamente 10 entre células CD8". Esta frecuencia es aproximadamente
diez veces menor que la frecuencia de linfocitos T especificos de Melan-A. Con la excepcion del antigeno Melan-A,
pocos estudios han establecido frecuencias ex vivo de linfocitos T especificos de antigeno tumoral en sangre
periférica, evitando sus bajas frecuencias su evaluacién directa. No obstante, se han evaluado frecuencias de
linfocitos T especificos de MAGE-3/A1 en donantes sanos por un enfoque de dilucion limitante y revelan una
frecuencia tan baja como 2x1 0”7 entre linfocitos T CD8. Esta frecuencia vari¢ entre 7x10” y 3x1 0% en pacientes que
tenian respuestas inmunitarias a una vacunacién con un virus recombinante que codificaba el antigeno, mientras
que esta frecuencia permanecié a aproximadamente 5x107 en pacientes no sensibles (45). El Unico estudio que
presentaba una alta frecuencia de CTL especificos para un antigeno especifico de tumor se refiere a CTL
especificos para antigeno NY-ESO-1 (aproximadamente 2x10™ entre CD8"), observado solamente en un paciente
con melanoma (46). Por lo tanto, la presencia de linfocitos T especificos de MELOE-1 en pacientes con melanoma
HLA-A2, con una frecuencia aproximadamente 10° entre linfocitos CD8* apoya el desarrollo de protocolos de
inmunoterapia que se dirijan a este antigeno, y esto se refuerza por un estudio reciente que demuestra la relevancia
funcional de la frecuencia del precursor CD8" para la inmunidad tumoral (47).
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<212> ADN
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atccecaccece
gtctecttye
tettecagagy
tgctgttgat
ggcagtcegy
gaggtgeeogt
ctoggtgecec
agcagaaggt
ctteecatgte
tgectetete
aactgetgga
agttgotgge
cttcocecaget
gaaaaaggag
gtoctgtott
ggtggaattt
aggttcaget
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gagtagactg
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ctgctecttag
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geogacageat
cctetggctyg
cagggccect
cgegeacega
ccagygggcgy
tggctggaag
ctagggtgac
tcatcetete
acattcagaa
ggagtgotygg
ttgggtcgag
gaggcaggca
tcagcatgtt
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gaacagatta
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attaggaagc
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atceettecce
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tgagttgtgt
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gggatgcagy
cagatagtgg
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ggtgagccecy
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gecacctteoca
tgectgeect
cctggaggag
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gragtttett
tcgetggetg
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ccaagcttea
ctgttttgat
tttycagaac
geceottaggaa
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cctggggtgg
tgcageattyg
cggegtgtge
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gatcatttte
gaccacccog
gaattttgce
gtgtcatctc
ctgtgattee
cagccaacct
gtcocteoccea
cocaagectyg
coecatgace
cggtgagacy
tcggcgceee
atgaatgtte

ttaataaaaa

<210>2
<211>9

<212>

PRT

<213> artificial

<220>

gcaattetta
ctccacgetce
catttctgaa
ggctcagatc
tctgaccctg
tattagatgc
agattcaggy
tgggtgtgea
gcaccagagt
agtgacactc
ctecacetge
cageecactg
agcggctgec
tttgyggaact

aaatccctta
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ccttcagagy
aatgatgaat
aactcccagy
tggccaggtyg
atgaaatagc
tttggagcaa
gaatctgaga
gagectgeee
tgctgetget
taggattgca
acccagacct
tgggccette
ctgggcocgt
gaatgaggag

aaagttgaaa

<223> péptido antigeno del melanoma 1

<220>
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2)..(2)

<223>XeslL,M,V,l0Q

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>

9)..(9)

<223>XesA,VolL

<400> 2

<210> 3
<211>9

<212>

PRT

<213> artificial

<220>

Thr Xaa Asn Asp Glu Cys Trp Pro Xaa

1

<223> péptido antigeno del melanoma 2

<220>

<221> MISC_FEATURE
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2)..(2)
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tcecacagea
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agcaggagec
gtttttgaag

adaa

1320

1380

1440

1500

1560

1520

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2160

2154



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2514590 T3

<223>XesC,L,M, V,10Q

<220>

<221> MISC_FEATURE

<2225 (9)..(9)

<223>XesA,VolL

<400> 3

<210>4

Arg Xaa Pro Pro Lys Pro Pro Leu Xaa
1 5

<211> 46
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> MELOE-1

<400> 4

<210>5

Met Ser Cys Val Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Fhe
1 5 10 15

Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg
20 25 30

Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala Ser Leu
35 40 45

<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> MELOE-2

<400> 5

<210>6
<211>9

<212> PRT

Met Ser Glu Asn Ala Gly Gly Ala Val Ala Arg Thr Ala Thr Ala Phe
1 5 10 15

Cys Ala Leu Val Ser Pro Thr Pro Gln Pro Arg Cys Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Pro Leu Ala Ala Leu Cys Gln

<213> artificial

<220>

<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 6
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Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

<210>7
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400>7

Thr Met Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

<210>8
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 8

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

<210>9
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400>9

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

<210> 10
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 10

Thr Gln Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

<210> 11
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 11
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Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 12

Thr Met Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

<210> 13
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 13

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

<210> 14
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 14

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

<210> 15
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 15

Thr Gln Asn asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

<210> 16
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 16
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Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

<210> 17
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 17

Thr Met Asn asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

<210> 18
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 18

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

<210> 19
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 19

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

<210> 20
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 1

<400> 20

Thr Gln Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

<210> 21
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 21
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Arg Cys Pro Pro Lys Pro Pro Leu Bla

1

<210> 22
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 22

Arg Leu Pro Pro Lys Pro Pro Leu Ala

1

<210> 23
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 23

Arg Met Pro Pr¢ Lys Pro Pro Leu Ala

1

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 24

Arg Val Pro Pro Lys Pro Pro Leu Ala

1

<210> 25
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 25

aArg Ile Pro Pro Lys Pro Pro Leu Ala

1

<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 26

ES 2514590 T3

5

5
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5

5
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Arg Gln Pro Pro Lys Pro Pro Leu Ala

1

<210> 27
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 27

5

Arg Cys Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 28
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 28

5

Arg Leu Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 29
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 29

5

Arg Met Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 30
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 30

5

Arg Val Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 31

5
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Arg Ile Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 32
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 32

5

Arg Gln Pro Pro Lys Pro Pro Leu Val

1

<210> 33
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 33

5

Arg Cys Pro Pro Lys Pro Pro Leu Leu

1

<210> 34
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 34

5

Arg Leu Pro Pro Lys Pro Pro Leu Leu

1

<210> 35
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 35

5

Arg Met Pro Pro Lys Pro Pro Leu Leu

1

<210> 36
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 36

5
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<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
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Arg Val Pro Pro Lys Pro Pro Leu Leu
1 5

<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 37

<210> 38
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>

Arg Ile Pro Pro Lys Pro Pro Leu Leu
1 5

<223> péptido antigeno del melanoma 2

<400> 38

<210> 39
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido MART-1

<400> 39

<210> 40
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido MART-1

<400> 40

<210> 41
<211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido MART-1

<400> 41

Arg Gln Prc Pro Lys Pro Pro Leu Leu
1 5

Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5

Glu Ala Ala Gly Ile Gly Tle Leu Thr Val
1 5 10

35
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Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val Ile
1 5 10

<210> 42

5 <211>10
<212> PRT
<213> artificial

<220>
10 <223> Péptido MART-1

<400> 42

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val
1 5 10

15
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido antigeno de melanoma que es una secuencia de aminoacidos de menos de 50 aminodcidos de
longitud, que comprende el motivo de aminoacidos:

- TXc2NDECWPX, (SEC ID N@: 2)

en el que Xz es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina,

o

- RX:PPKPPLXg (SEC ID N2: 3)

en el que Xz es cisteina, leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina.

2. Un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho péptido antigeno de
melanoma se selecciona del grupo que consiste en MELOE-1 que tiene la secuencia SEC ID N%: 4 y MELOE-2 que
tiene la secuencia SEC ID N2: 5.

3. Un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho péptido antigeno de
melanoma se selecciona del grupo que consiste en péptidos que tienen la secuencia SEC ID N2: 6 a 38.

4. Un vector de expresién que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica un péptido antigeno de
melanoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresién de acuerdo con la reivindicacién 4.

6. Un anticuerpo o fragmento del mismo que se une con el péptido antigeno de melanoma de acuerdo con la
reivindicacion 2.

7. Un multimero de MHC/péptido que comprende un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con la reivindicacion
3.

8. Una composicion inmunizante que comprende

) al menos un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
) al menos un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 4,

) al menos una célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacién 5,
)

(a
(b
(c
(d) al menos un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6 o

(e) al menos una secuencia de acido nucleico que codifica al menos un péptido antigeno de melanoma de

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

9. Un linfocito T que reconoce especificamente un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

10. Una composicion para terapia adoptiva que comprende linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Un método para producir dichos linfocitos T de acuerdo con la reivindicacion 9, comprendiendo dicho método las
etapas de:

(a) estimular PBMC o linfocitos de infiltracion tumoral obtenidos de un sujeto con al menos un péptido antigeno
de melanoma de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

(b) enriquecer la poblacion de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de melanoma
usados en (a),

(c) opcionalmente clonar dicha poblacién de linfocitos T especificos para el péptido o los péptidos antigenos de
melanoma usados en (a).

12. La composicion para terapia adoptiva de acuerdo con la reivindicacién 10 para uso para prevenir o tratar el
melanoma en un sujeto que lo necesite, en el que dichos linfocitos T que reconocen especificamente un péptido
antigeno de melanoma van a volver a administrarse al sujeto.

13. La composicion inmunizante de acuerdo con la reivindicacién 8 para uso para prevenir o tratar el melanoma en
un sujeto que lo necesite.

14. Un método in vitro para diagnosticar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende detectar la
expresion de al menos uno de:

- ARNm de MELOE (SEC ID Ne: 1)
- polipéptido de MELOE-1 (SEC ID N¢: 4),
- polipéptido de MELOE-2 (SEC ID N¢: 5),
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en una muestra obtenida de dicho sujeto.
15. Un método in vitro para controlar un melanoma en un sujeto que lo necesite, que comprende determinar la

frecuencia de linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigeno de melanoma de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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