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DESCRIPCION

Composicion de péptidos tumor-asociados y relacionados con la vacuna contra el cancer para el tratamiento de
glioblastoma (GBM) y otros canceres

La presente invencion se refiere a péptidos inmunoterapéuticos y a su uso en inmunoterapia, en particular, en la
inmunoterapia del cancer. La presente invencion se refiere especificamente a una composicién farmacéutica, la cual
comprende un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 2, y un péptido consistente en
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 3, asi como un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En concreto,
la composicion de los péptidos de la presente invencion puede ser utilizada en composiciones vacunales para
desencadenar respuestas inmunitarias antitumorales contra gliomas.

Antecedentes de lainvencién

Los gliomas son tumores cerebrales originados en las células gliales del sistema nervioso. Las células gliales,
llamadas por lo comun neuroglia o simplemente glia, son células no neuronales que proporcionan soporte y
nutricion, mantienen la homeostasia, forman la mielina e intervienen en la transmision de sefales en el sistema
nervioso. Los dos tipos mas importantes de glioma son el astrocitoma y el oligodendroglioma, llamados asi por el
tipo de célula glial que los origina, esto es, astrocitos y oligodendrocitos. En el grupo de los astrocitomas se
encuentra el glioblastoma multiforme (denominado en lo sucesivo glioblastoma) que es el tumor cerebral maligno
mas frecuente en adultos pues supone alrededor del 40% de los tumores cerebrales malignos y alrededor del 50%
de los gliomas (CBTRUS, 2006). El glioblastoma invade con agresividad el sistema nervioso central y entre todos
los gliomas es el que ostenta el nivel mas alto de malignidad (grado IV). Pese a los avances en el tratamiento
logrados merced a mejoras en las técnicas de neuroimagen, la microcirugia y las opciones terapéuticas como la
temozolomida o la radiacion, el glioblastoma sigue siendo incurable (Macdonald, 2001; Burton and Prados, 2000;
Prados and Levin, 2000). La tasa de letalidad de este tumor cerebral es muy alta: la esperanza de vida media oscila
entre 9y 12 meses desde el diagndstico. La supervivencia a 5 afios durante el periodo de observaciéon comprendido
entre 1986 y 1990 fue del 8,0%. Hasta la fecha, la supervivencia cinco afios después del tratamiento agresivo que
incluye la reseccion macroscopica del tumor sigue siendo inferior al 10% (Burton and Prados, 2000; Nieder et al.,
2000; Napolitano et al., 1999; Dazzi et al., 2000). A tenor de lo anterior queda patente la necesidad de nuevos
métodos terapéuticos eficaces.

El grado de indiferenciacién de las células tumorales del glioblastoma es el mas elevado de todos los tumores
cerebrales, lo que explica su alto potencial de migracion y proliferaciéon y su elevada invasividad y, por ende, su
prondstico funesto. Los glioblastomas provocan la muerte por el crecimiento rapido, agresivo e infiltrante que
demuestran en el cerebro. El crecimiento infiltrante es el responsable del caracter inoperable de estos tumores. Los
glioblastomas también son relativamente resistentes a la radioterapia y la quimioterapia, por lo que la recurrencia
postratamiento es elevada. Ademas, la respuesta inmunitaria contra las células neoplasicas resulta claramente
ineficaz a la hora de lograr su erradicacion total después de la reseccion y la radioterapia (Roth and Weller, 1999;
Dix et al., 1999; Sablotzki et al., 2000).

El glioblastoma se clasifica en primario (de novo) y secundario dependiendo de las diferencias en el mecanismo
génico de la transformacion maligna que experimentan los astrocitos indiferenciados o las células precursoras
gliales. El glioblastoma secundario afecta a personas jévenes menores de 45 afos. A lo largo de 4 o 5 afios, en
promedio, el glioblastoma secundario evoluciona de un astrocitoma de bajo grado a un astrocitoma indiferenciado.
Por el contrario, el glioblastoma primario afecta sobre todo a personas mas mayores, con una media de edad de 55
afos. Por norma general el glioblastoma primario aparece como un glioblastoma fulminante caracterizado por la
progresion del tumor en 3 meses desde el estado sin anomalias clinicas ni patolégicas (Pathology and Genetics of
the Nervous Systems. 29-39 (IARC Press, Lyon, Francia, 2000)).

El glioblastoma migra a lo largo de los nervios mielinizados y se disemina ampliamente por el sistema nervioso
central. En la mayoria de casos el tratamiento quirdrgico solo consigue un efecto terapéutico limitado (Neurol. Med.
Chir. (Tokio) 34, 91-94, 1994; Neurol. Med. Chir. (Tokio) 33, 425-458, 1993; Neuropathology 17, 186-188, 1997)
(Macdonald, 2001; Prados and Levin, 2000).

Las células del glioma maligno eluden la deteccion del sistema inmunitario del anfitrion mediante la produccién de
agentes inmunodepresores que alteran la proliferaciéon de los linfocitos T y la produccién por parte de estos de la
citocina inmunoestimulante IL-2 (Dix et al., 1999).

Las neoplasias intracraneales pueden surgir en cualquiera de las estructuras o tipos celulares del SNC: encéfalo,
meninges, glandula pituitaria, craneo, e incluso tejido embrionario residual. La incidencia anual total de tumores
cerebrales primarios en Estados Unidos es de 14 casos por 100. 000. Los tumores cerebrales primarios mas
frecuentes son los meningiomas, que representan el 27% de los tumores cerebrales primarios, y los glioblastomas,
que suponen otro 23% (los glioblastomas suponen el 40% de los tumores cerebrales malignos en los adultos).
Muchos de esos tumores son agresivos y presentan un alto grado. En la poblacion pediatrica los tumores cerebrales
primarios son los tumores sélidos mas frecuentes y la segunda causa de muerte por cancer después de la leucemia.
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A dia de hoy prosigue la busqueda de un tratamiento eficaz contra el glioblastoma. Para combatir tales células
neoplasicas se esta estudiando la inmunoterapia, o el tratamiento basado en el reclutamiento del sistema
inmunitario. Los primeros resultados alentadores en el tratamiento del glioblastoma los obtuvo Northwest
Therapeutics con «DCVax Brain» en estudios inmunoterapéuticos en humanos, en el curso de los cuales se
pudieron generar respuestas de CTL especificas de antigeno que prolongaron la mediana del tiempo de
supervivencia respecto al tratamiento estandar con una toxicidad minima (Heimberger et al., 2006).

Carcinoma colorrectal

Segun la Sociedad Americana contra el Cancer (American Cancer Society), el cancer colorrectal (CCR) es el tercer
tipo de cancer mas habitual en Estados Unidos puesto que afecta a mas de 175. 000 nuevos pacientes cada afio. En
Estados Unidos, Japén, Francia, Alemania, ltalia, Espafia y Reino Unido el nUmero de pacientes afectados supera
los 480. 000. Ello lo convierte en una de las principales causas de muerte por cancer en los paises industrializados.
Las investigaciones sugieren que el cancer colorrectal tiene su origen en la interaccidon entre factores hereditarios y
ambientales. En la mayor parte de los casos los pdlipos adenomatosos parecen ser los precursores de los tumores
colorrectales, aunque el proceso de transicion puede durar muchos afios. El principal factor de riesgo del cancer
colorrectal es la edad, ya que el 90% de los casos se diagnostican a partir de los 50 afios. Otros factores de riesgo
referidos por la American Cancer Society son el consumo de alcohol, la alimentacion rica en grasas o carnes rojas y
una ingesta insuficiente de frutas y verduras. La incidencia sigue aumentando especialmente en zonas como Japén,
donde como posibles causas se barajan la occidentalizacion de la alimentacion, con la ingesta excesiva de grasas y
carne y la reduccion del consumo de fibra. Con todo, la incidencia no aumenta al mismo ritmo que en el pasado, lo
cual se atribuye al aumento de las exploraciones preventivas y a la extirpacion de los polipos que de lo contrario se
habrian convertido en tumores malignos.

A semejanza de la mayoria de los tumores sdlidos el tratamiento de primera linea consiste en cirugia, aunque sus
ventajas siguen estando limitadas a los pacientes en fase inicial y una parte importante de los casos se diagnostica
cuando la enfermedad ya se encuentra en fases avanzadas. El tratamiento de referencia contra el cancer colorrectal
avanzado consiste en regimenes de quimioterapia basados en el fluorouracilo. Los protocolos denominados
FOLFOX (leucovorina/5-FU mas oxaliplatino en infusién) y FOLFIRI (irinotecan y leucovorina en bolo y 5-FU en
infusién continua) constituyen la mayor parte de tales regimenes.

La introduccion de los citotoxicos de tercera generacién como el irinotecan y el oxaliplatino ha renovado las
esperanzas de lograr mayor eficacia, pero el pronéstico sigue siendo relativamente malo y el indice de supervivencia
suele rondar generalmente los 20 meses cuando la enfermedad es metastasica. Por tanto, sigue existiendo una
importante necesidad de mejorar los resultados contra la enfermedad.

Recientemente ha hecho aparicion una nueva generacién de medicamentos, agentes dirigidos contra moléculas,
como por ejemplo Avastin (bevacizumab) y Erbitux (cetuximab), y cerca de 40 compuestos contra diferentes
estadios del cancer colorrectal se hallan en las ultimas etapas de desarrollo clinico. Las combinaciones de varios de
estos compuestos aumentan las posibles opciones de tratamiento que cabe esperar en el futuro. La gran mayoria de
las sustancias se encuentra en la fase Il de desarrollo clinico, siendo el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) la diana de la mayor parte de ellos, puesto que alrededor del 80% de los pacientes afectados por el cancer
colorrectal presentan regulada al alza la expresién de dicho receptor.

En la actualidad se estan efectuando ensayos clinicos con pacientes en estadio Il que combinan la quimioterapia
con anticuerpos monoclonales (AcM) recientemente autorizados (cetuximab + irinotecan o FOLFOX4; bevacizumab
en monoterapia o con FOLFOX4). Se prevén periodos de observaciéon de tres o cuatro afios para disponer de
resultados estadisticamente significativos de dichos ensayos.

Los anticuerpos monoclonales (AcM) que actualmente se utilizan en oncologia ofrecen en general buenas garantias
de no interferir con la inmunoterapia activa. De hecho, existen datos preclinicos que apuntan a que la neutralizacion
del VEGF (por la accion del bevacizumab) contribuye positivamente a la activacion de los linfocitos T mediada por
las células dendriticas (CD).

Carcinoma de prostata y otros tumores

Con una cifra estimada de 27. 050 fallecimientos en 2007, el cancer de prostata es la principal causa de muerte por
cancer en varones. Aunque los indices de deceso se han reducido entre la poblacion blanca y afroamericana desde
principios de los 90, el nivel registrado entre los varones afroamericanos duplica con creces el de los hombres de
raza blanca. El cancer de préstata es el mas diagnosticado en los varones. Por motivos que siguen sin estar claros,
la incidencia es significativamente mayor entre los varones afroamericanos que entre los de raza blanca. La
incidencia del cancer de prostata ha cambiado notablemente durante los ultimos 20 afios: experimenté un rapido
incremento entre 1988 y 1992 para reducirse drasticamente entre 1992 y 1995 y volvié a repuntar ligeramente desde
1995. Estas tendencias reflejan en gran parte el aumento de los programas de deteccién del cancer de prostata
mediante el analisis sanguineo del antigeno especifico de la prostata (PSA). EI moderado incremento de la
incidencia acaecido durante la ultima década probablemente pueda atribuirse a la generalizacién del reconocimiento
preventivo del PSA entre los varones menores de 65 afios. La incidencia del cancer de préstata se ha estabilizado
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entre los mayores de 65 afios. Los indices marcaron su maximo entre los hombres de raza blanca en 1992 (237,6
por cada 100.000 varones) y en 1993 entre los varones afroamericanos (342,8 por cada 100.000 varones).

El tratamiento del cancer de prostata puede implicar la espera en observacion, cirugia, radioterapia, ultrasonidos
focalizados de alta intensidad (HIFU), quimioterapia, hormonoterapia o cierta combinacién de los anteriores. La
mejor opcién depende de la fase de la enfermedad, de la escala de Gleason y del nivel de PSA. Otros factores
importantes incluyen la edad del varén, el estado general de salud y su actitud frente a los posibles tratamientos y
los posibles efectos secundarios. Puesto que todos los tratamientos pueden provocar importantes efectos
secundarios, como por ejemplo disfuncion eréctil e incontinencia urinaria, los debates sobre dichos tratamientos
suelen centrarse en equilibrar los objetivos de la terapia y las posibles alteraciones en el estilo de vida.

Cuando el cancer se ha extendido fuera de la glandula prostatica, las opciones de tratamiento cambian
significativamente, por lo que la mayor parte de los médicos que tratan el cancer de prostata utiliza una serie de
nomogramas para pronosticar la probabilidad de la propagacion. Los tratamientos consistentes en la espera en
observacion, HIFU, radioterapia, criocirugia y cirugia suelen ofrecerse a los varones cuyo cancer permanece
confinado en la préstata. La terapia hormonal y la quimioterapia suelen reservarse para los casos en que la
enfermedad se ha extendido fuera de la prostata, aunque hay excepciones: la radioterapia puede utilizarse para
algunos tumores avanzados Yy la terapia hormonal se emplea para algunos tumores en fase inicial. La crioterapia, la
terapia hormonal y la quimioterapia también pueden ofrecerse si el tratamiento inicial falla y el cancer avanza.

En un numero importante de pacientes con carcinoma de préstata que son sometidos a prostatectomia radical por la
sospecha clinica de que el crecimiento sigue limitado al érgano, el analisis histolégico confirmatorio de la
preparacién quirdrgica revela que el tumor esta extendido a nivel local y se propaga fuera de los limites del érgano.
Estos pacientes presentan un elevado riesgo de recidiva local precoz, normalmente detectable por un incremento de
los niveles de PSA que se traduce en una recaida bioquimica. Las opciones terapéuticas en esta situacion incluyen
la radioterapia externa y la ablacién hormonal. No obstante, el valor de estos enfoques terapéuticos, especialmente
en lo que concierne a prolongar la supervivencia del paciente a largo plazo, no deben considerarse como probados.
Ademas, deben tenerse en cuenta posibles complicaciones asociadas con el tratamiento, como, por ejemplo, el
desarrollo de estenosis uretral (radioterapia), la pérdida de la libido y la impotencia, el riesgo de reduccion de las
sales calcicas del esqueleto que puede acarrear o agravar la osteoporosis y el notable incremento del riesgo de
fracturas 6seas patoldgicas (ablaciéon hormonal).

Mas del 90% de los casos de cancer de préstata se descubren en los estadios local y regional. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios de los pacientes diagnosticados en dichos estadios se aproxima al 100%. Durante
los ultimos 25 afios, el indice de supervivencia a 5 afios de todos los estadios combinados ha pasado del 69% a casi
el 90%. Segun los datos mas recientes, la supervivencia relativa a 10 afos es del 93%, mientras que a los 15 afios
es del 77%. Las espectaculares mejoras de la supervivencia, especialmente a 5 afios, son atribuibles en parte a la
mayor precocidad de los diagnosticos y a las mejoras del tratamiento. Con todo, la supervivencia desciende
notablemente cuando el cancer se ha extendido a otros tejidos y 6rganos.

Cancer de pulmon

Se calcula que en 2007 se diagnosticaran 210.000 nuevos casos en Estados Unidos, cifra que supone en torno al
15% de los diagnodsticos de cancer. La incidencia esta cayendo notablemente entre los hombres, desde un maximo
de 102 casos por cada 100.000 varones en 1984 hasta 78,5 en 2003. En las mujeres esta estabilizandose tras un
largo periodo de incremento. Clinicamente el cancer de pulmén se divide, a efectos de tratamiento, en dos grupos: el
carcinoma microcitico de pulmoén (13%) y el no microcitico (87%).

Al cancer de pulmén se debe la mayor parte de fallecimientos relacionados con el cancer, tanto en hombres como
en mujeres. Se estima que en 2007 se produciran 160.390 fallecimientos, que representan alrededor del 29% del
total de muertes por cancer. Desde 1987, cada afo han fallecido mas mujeres a causa del cancer de pulmén que del
cancer de mama. La tasa de mortalidad en la poblacién masculina ha seguido cayendo notablemente entre 1991 y
2003, a un ritmo aproximado del 1,9% por afio. La mortalidad por cancer de pulmoén entre las mujeres esta
estabilizandose, tras haber experimentado un aumento incesante durante varias décadas. Estas tendencias en la
mortalidad por cancer de pulmén reflejan el descenso del tabaquismo durante los ultimos 30 afios.

Las opciones de tratamiento vienen determinadas por el tipo (microcitico o no) y la fase del cancer, e incluyen
cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapias biolégicas dirigidas, como bevacizumab (Avastin®) y erlotinib
(Tarceva®). La cirugia suele ser el tratamiento de eleccidn para los canceres localizados. Algunos estudios recientes
indican que la tasa de supervivencia del cancer de pulmén no microcitico en fase inicial mejora si se aplica
quimioterapia tras la cirugia. Como la enfermedad acostumbra a estar extendida cuando se descubre, suele
recurrirse a la radioterapia y la quimioterapia, a veces en combinacién con la cirugia. La quimioterapia sola o
combinada con radiacion es el tratamiento elegido habitualmente para el carcinoma microcitico de pulmén. Con este
régimen un alto porcentaje de pacientes experimentan remision, que en algunos casos es duradera.

El indice de supervivencia relativa para el cancer de pulmén después de 1 afio se ha incrementado ligeramente
desde el 37% en 1975-1979 hasta el 42% en 2002, en gran medida gracias a las mejoras en las técnicas quirirgicas
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y las terapias combinadas. No obstante, el indice combinado de supervivencia a 5 afios para todos los estadios es
tan solo del 16%. El indice de supervivencia es del 49% en los casos que son detectados cuando la enfermedad aun
esta localizada. Pero solo el 16% de los canceres de pulmén se diagnostica en este estadio inicial.

Tabla 1: Estimacion de los nuevos casos de cancer y fallecimientos segun el sexo en Estados Unidos en 2007
(American Cancer Society. Cancer Facts & Figures, 2007. Atlanta: American Cancer Society, 2007.) Cancer Facts &
Figures 2007. Atlanta: American Cancer Society; 2007.)

Localizacién Estimacién de nuevos casos Estimacién de fallecimientos
Ambos Varones Mujeres Ambos Varones Mujeres
Sexos Sexos

Glioma y cerebro 20.500 11.170 9.330 12.740 7.150 5.590

Mama 180.510 2.030 178.480 40.910 450 40.460

Prostata 218.890 218.890 27.050 27.050

Esoéfago 15.560 12.130 3.430 13.940 10.900 3.040

Colon 112.340 55.290 57.050 52.180 26.000 26.180

RifiéNn 51.190 31.590 19.600 12.890 8.080 4.810

Pancreas 37.170 18.830 18.340 33.370 16.840 16.530

Carcinomas 1.000.000 sin datos | sin datos sin datos sin datos sin datos

escamocelulares;

neoplasias

queratinociticas

cutaneo

Leucemia 44.240 24.800 19.440 21.790 12.320 9.470

Pulmoén 213.380 114.760 98.620 160.390 89.510 70.880

Linfoma no | 63.190 34.210 28.990 18.660 9.600 9.060

hodgkiniano

Ovarios 22.430 22.430 15.280 15.280

Melanoma 59.940 33.910 26.030 8.110 5.220 2.890

El documento WO 02/074237 describe la proteina entera de la SEQ ID N. ° 2 (FABP7), pero no revela respuestas de
linfocitos T contra la proteina.

Asi pues, sigue existiendo necesidad de nuevas opciones de tratamiento eficaz y seguro para el glioblastoma, tumor
de prostata, cancer de mama, cancer de esofago, cancer colorrectal, carcinoma de células claras de células renales,
cancer de pulmén, del SNC, cancer de ovarios, melanoma, cancer de pancreas, carcinomas escamocelulares,
leucemia y meduloblastoma, asi como para otros tumores que muestran una sobreexpresion de survivina, de forma
que se mejore el bienestar de los pacientes sin utilizar quimioterapia u otros farmacos que puedan provocar efectos
secundarios graves.

Descripcion detallada de la invencion

Todos los términos utilizados en la presente memoria se definen del modo indicado a continuacién a menos que se
indique lo contrario. El término «péptido» designa aqui una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si
tipicamente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes.
Los péptidos tienen preferiblemente 9 aminoacidos de longitud, pero pueden tener solo 8 aminoacidos de longitud,
pero también hasta 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18 aminoacidos de longitud.

El término «oligopéptido» designa aqui una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente
mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. La longitud del
oligopéptido no es crucial en la invencion, siempre que se mantenga el epitopo o epitopos adecuados. Los
oligopéptidos suelen tener una longitud inferior a unos 30 aminoacidos y mayor de 14, aproximadamente.
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El término «polipéptido» designa una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente por enlaces
peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. La longitud del polipéptido no es
crucial en la invencion, siempre que se mantengan los epitopos adecuados. En contraste con los términos «péptido»
y «oligopéptido», el término «polipéptido» se refiere a las moléculas de mas de unos 30 residuos de aminoacidos de
longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucleétido que codifica dicha molécula es «inmunogénico» (y, por lo tanto,
un inmunégeno en la presente invencién), si es capaz de inducir una respuesta inmunitaria. En el caso de la
presente invencion, la inmunogenicidad se define mas especificamente como la capacidad para desatar una
respuesta por parte de los linfocitos Tipo lo tanto, un inmundgeno seria una molécula que es capaz de inducir una
respuesta inmunitaria y, en el caso de la presente invencién, una molécula capaz de inducir una respuesta de los
linfocitos T.

Un «epitopo» de un linfocito T requiere un péptido corto que esté unido a un receptor MHC de clase | o clase Il,
formando un complejo ternario (cadena alfa de MHC de clase I, beta-2-microglobulina y péptido) que puede ser
reconocido por un linfocito T que lleve un receptor de linfocito T que coincida y que se una al complejo MHC/péptido
con la afinidad adecuada. Los péptidos que se unen a moléculas MHC de clase | suelen tener una longitud de entre
8 y 14 aminoacidos, y mas habitualmente de 9 aminoacidos. Los epitopos de linfocitos T que se unen a moléculas
MHC de clase |l suelen tener una longitud de entre 12 y 30 aminoacidos. En el caso de los péptidos que se unen a
moléculas MHC de clase Il, el mismo péptido y el epitopo del linfocito T correspondiente pueden compartir un
segmento central comun pero en cambio diferir en la longitud total como consecuencia de secuencias flanqueantes
de diferentes longitudes en direccion ascendente del extremo amino de la secuencia central y descendente con
respecto a su terminal carboxilico, respectivamente. Los receptores MHC de clase Il presentan una conformacion
mas abierta; de la misma manera, los péptidos unidos a receptores MHC de clase Il no se enclavan completamente
en la estructura de la hendidura de uniéon del péptido de la molécula MHC de clase Il, como ocurre con la hendidura
de unién del péptido de la molécula MHC de clase les de notar que éste no es el caso para el péptido con arreglo a
la SEQ ID n.°1, puesto que pequeias variaciones en la longitud del péptido ocasionan un gran descenso de la
actividad (véase mas abajo).

En el ser humano hay tres locus genéticos diferentes que codifican las moléculas MHC de clase | (las moléculas
MHC del ser humano también se denominan antigenos leucocitarios humanos [HLA]): HLA-A, HLA-B y HLA-C. HLA-
A*01, HLA-A*02 y HLA-A*11 son ejemplos de distintos alelos MHC de clase | que se pueden expresar a partir de
estos locus.

Tres locus diferentes del genoma humano albergan los genes MHC de clase II: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-Duplos
receptores MHC de clase Il son heterodimeros que constan de una cadena alfa y una beta, las cuales se insertan en
la membrana celular a través de una region transmembrana. HLA-DRB1*04 y HLA-DRB1*07 son dos ejemplos de
diferentes alelos beta MHC de clase Il que se sabe que estan codificados en estos locus. Los alelos de clase Il son
muy polimorfos: por ejemplo, se han descrito varios cientos de alelos HLA-DRB1 distintos. En la Tabla 2 se
muestran las frecuencias de expresion en diversas poblaciones del alelo HLA-A*02 y de los serotipos mas
frecuentes del locus HLA-DR.

Tabla 2: Frecuencias de expresion F del HLA*AO2 y de los serotipos HLA-DR mas frecuentes. Las frecuencias se
infieren de las frecuencias haplotipicas Gt en la poblacién norteamericana adaptadas de Mori y cols. (Mori et al.,
1997) empleando la férmula de Hardy-Weinberg F=1-(1—Gf)2.Las combinaciones de A*02 con determinados alelos
HLA-DR podrian ser mas o menos abundantes de lo esperado a partir de sus frecuencias aisladas debido al
desequilibrio de ligamiento. Para mas detalles véase Chanock y cols. (Chanock et al., 2004).

Frecuencias de expresién de los serotipos HLA-DR y HLA*02 en subpoblaciones de
Norteamérica

Alelo HLA Americanos de | Afroamericanos Americanos de | Hispanoamericanos
raza blanca origen asiatico

A*02 49,1% 34,1% 43,2% 48,3%

DR1 19,4% 13,2% 6,8% 15,3%

DR2 28,2% 29,8% 33,8% 21,2%

DR3 20,6% 24,8% 9,2% 15,2%

DR4 30,7% 11,1% 28,6% 36,8%

DR5 23,3% 31,1% 30,0% 20,0%

DR6 26,7% 33,7% 25,1% 31,1%
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DR7 24,8% 19,2% 13,4% 20,2%
DR8 57% 12,1% 12,7% 18,6%
DR9 2,1% 5,8% 18,6% 2,1%

Por tanto, a efectos terapéuticos y de diagndstico seria muy deseable contar con un péptido que se uniese, con la
afinidad adecuada, a varios receptores HLA de clase Il distintos. Todo péptido que se une a varias moléculas HLA
de clase |l distintas recibe el nombre de ligando promiscuo.

En la presente memoria, la referencia a una secuencia de ADN incluye tanto ADN monocatenario como bicatenario.
Por lo tanto, la secuencia especifica, a menos que el contexto indique otra cosa, se refiere al ADN monocatenario de
dicha secuencia, a la doble cadena formada por dicha secuencia con su complementaria (ADN bicatenario) y a la
cadena complementaria de dicha secuencia. El término «region codificante» hace referencia a la porciéon de un gen
que, o bien de forma natural o normal, codifica el producto de expresién de dicho gen en su ambiente genémico
natural, por ejemplo, la region que codifica in vivo el producto de expresion natural del gen.

La regién codificante puede formar parte de un gen normal, mutado o alterado, o incluso puede provenir de una
secuencia de ADN, o gen, sintetizada integramente en el laboratorio con métodos bien conocidos para los expertos
en la sintesis de ADN.

El término «secuencia nucleotidica» hace referencia a un heteropolimero de desoxirribonucleétidos.

La secuencia nucleotidica que codifica un péptido, oligopéptido o polipéptido en particular puede ser natural o estar
construida de forma sintética. Generalmente, los segmentos de ADN que codifican los péptidos, polipéptidos y
proteinas de la presente invencion se ensamblan a partir de fragmentos de ADNc y de oligonucleétidos cortos de
enlace, o a partir de una serie de oligonucleétidos, con el fin de proporcionar un gen sintético capaz de ser
expresado en una unidad transcripcional recombinante que comprenda elementos reguladores derivados de un
operén microbiano o virico.

El término «producto de expresion» define al polipéptido o a la proteina que es el producto natural de la traduccion
del gen y cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifiquen los equivalentes resultantes de la degeneracion
del codigo genético y, por tanto, que codifican el mismo aminoacido o aminoacidos.

El término «fragmento”, cuando se refiere a una secuencia de codificacion, define una porcién de ADN que no
comprende la region codificante completa, cuyo producto de expresion retiene esencialmente la misma actividad o
funcién biolégica que el producto de expresion de la regién codificante completa.

El término «segmento de ADN» hace referencia a un polimero de ADN, en la forma de un fragmento separado o
como componente de un constructo de ADN mayor, que deriva de ADN aislado por lo menos una vez en una forma
sustancialmente pura, es decir, sin materiales enddégenos contaminantes y en una cantidad o concentracion que
permite la identificacion, la manipulaciéon y la recuperacion del segmento y de sus secuencias nucleotidicas
constituyentes mediante métodos bioquimicos estandar como, por ejemplo, mediante un vector de clonacién. Dichos
segmentos se suministran en forma de un marco de lectura abierto sin interrupciones por secuencias internas no
traducidas, o intrones, que suelen estar presentes en los genes eucariotas. Las secuencias de ADN no traducidas
pueden estar presentes en direccion 3' (downstream) desde el marco de lectura abierto, donde no interfieren con la
manipulacion o la expresion de las regiones codificantes.

El término «cebador» define una secuencia corta de acidos nucleicos que puede aparearse con una cadena de ADN
y que proporciona un extremo 3'OH libre en el que una polimerasa de ADN puede comenzar la sintesis de una
cadena de desoxirribonucleétidos.

El término «promotor» define una regién de ADN implicada en la unién de la polimerasa de ARN para iniciar la
transcripcion.

El término «marco de lectura abierto (ORF)»designa una serie de tripletes que codifican aminoacidos sin ningun
codon de terminacion y que forman una secuencia (potencialmente) traducible en proteina.

El término «aislado» define el material que se extrae de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si ocurre
de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado,
pero ese mismo polinucleétido o polipéptido lo estara si queda separado de parte o de todos los materiales
coexistentes en el sistema natural. Dichos polinucleétidos pueden formar parte de un vector y/o tales polinucleétidos
o polipéptidos pueden formar parte de una composicion y seguir estando aislados en el sentido de que dicho vector
0 composicion no es parte de su entorno natural.

Los polinucleétidos, y los polipéptidos recombinantes o inmundgenos, descritos de conformidad con la presente
invencién también pueden presentarse en forma «purificada». El término «purificado» no implica pureza absoluta;
7
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mas bien, se utiliza como definicién relativa y puede incluir preparaciones altamente purificadas o preparaciones tan
s6lo parcialmente purificadas, tal y como los expertos en la materia entienden dichos términos. Por ejemplo, los
clones individuales aislados de una genoteca de ADNc se han purificado de manera convencional hasta obtener una
homogeneidad electroforética. Se contempla expresamente la purificacion del material de inicio o del material natural
hasta, al menos, un orden de magnitud; preferiblemente, dos o tres érdenes de magnitud; y, con mayor preferencia,
cuatro o cinco 6rdenes de magnitud. Ademas, se contempla expresamente el polipéptido reivindicado que tiene una
pureza de, preferiblemente, el 99,999%, o, al menos, del 99,99% o el 99,9%; y, mas convenientemente, del 99% por
peso o mayor.

Los productos acidos nucleicos y los polipéptidos que son productos de expresion descritos conforme a la presente
invencién, asi como los vectores de expresion que contienen dichos acidos nucleicos y/o dichos polipéptidos,
pueden utilizarse en «forma enriquecida». Tal y como se usa aqui, el término «enriquecido» significa que la
concentracion del material es, al menos, unas 2, 5, 10, 100 o 1000 veces su concentracion natural (por ejemplo),
mas ventajosamente 0,01% por peso, y, preferiblemente, aproximadamente de 0,1% al menos, por peso. También
se contemplan preparaciones enriquecidas de alrededor del 0,5%, 1%, 5%, 10% y 20% por peso. Las secuencias,
constructos, vectores, clones y otros materiales que comprenden la presente invencion pueden utilizarse, segun
convenga, en su forma enriquecida o aislada.

El término «fragmento activo» define un fragmento que genera una respuesta inmunitaria (es decir, que posee
actividad inmunoégena) cuando se administra —solo u, opcionalmente, con un adyuvante adecuado- a un animal, que
puede ser un mamifero como, por ejemplo, un conejo o un ratén, sin excluir a un ser humano; dicha respuesta
inmunitaria adopta la forma de estimulacién de una respuesta de linfocitos T en el animal receptor como, por
ejemplo, el ser humano. De forma alternativa, el «fragmento activortambién se puede usar para inducir una
respuesta de linfocitos T in vitro.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos «porcién», «segmento»y «fragmento», cuando se utilizan
en relacion a los polipéptidos, hacen referencia a una secuencia continua de residuos, como residuos de
aminoacidos, secuencia que es un subconjunto de una secuencia mayor. Por ejemplo, si un polipéptido se somete a
un tratamiento con cualquiera de las endopeptidasas habituales, como la ftripsina o la quimotripsina, los
oligopéptidos resultantes de dicho tratamiento representaran porciones, segmentos o fragmentos del polipéptido
inicial. Esto significa que cualquiera de esos fragmentos, necesariamente y como parte de su secuencia de
aminoacidos, va a contener un segmento, fragmento o porcidn que es sustancialmente idéntica, si no lo es
exactamente, a una secuencia de las SEQ ID n.° 1 a 12, que corresponde a la estructura natural, o a las proteinas
«precursoras»de las SEQ ID n.° 1 a 12. Utilizados en relacion con los polinucleétidos, dichos términos se refieren a
los productos generados por el tratamiento de dichos polinucleétidos con cualquiera de las endonucleasas
habituales.

Conforme a la presente invencion, el término «identidad porcentual»o «porcentaje idéntico», al referirse a una
secuencia, significa que una secuencia se compara con una secuencia reivindicada o descrita después de alinear la
secuencia que se va a comparar (la «secuencia comparada») con la secuencia descrita o reivindicada (la
«secuencia de referencia»). La identidad porcentual se determina entonces con la siguiente formula:

Identidad porcentual = 100 [l -(C/R)]

donde C es el numero de diferencias entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada a lo largo de la
alineacion entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada, donde

(i) cada base o aminoacido de la secuencia de referencia que no tiene una base o aminoacido alineados en la
secuencia comparada y

(i) cada hueco (gap) de la secuencia de referencia y

(iii) cada base o aminoacido alineado de la secuencia de referencia que difiere de una base o aminoacido alineado
de la secuencia comparada, constituye una diferencia;

y R es el numero de bases o aminoacidos de la secuencia de referencia a lo largo de la alineacién con la secuencia
comparada con cualquier hueco creado en la secuencia de referencia, también contabilizado como una base o un
aminoacido.

Si existe una alineacion entre la secuencia comparada y la secuencia de referencia para la que la identidad
porcentual, calculada como se ha especificado arriba, es aproximadamente igual o mayor que una identidad
porcentual minima especificada, entonces la secuencia comparada guarda la identidad porcentual minima
especificada con la secuencia de referencia, aunque puedan existir alineaciones en las que la identidad porcentual
calculada arriba resulte menor que la identidad porcentual especificada.

Los péptidos originales descritos aqui se pueden modificar mediante la sustitucion de uno o mas residuos en sitios
diferentes, posiblemente selectivos, dentro de la cadena peptidica, si no se especifica de otra manera. Dichas
sustituciones pueden ser de naturaleza conservadora como, por ejemplo, si un aminoacido es reemplazado por un
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aminoacido de estructura y caracteristicas similares, como en el caso de un aminoacido hidréfobo que es sustituido
por otro aminoacido hidréfobo. Aiun mas conservador seria el reemplazo de aminoacidos de tamario y naturaleza
quimica igual o similar como, por ejemplo, si una leucina se reemplaza por isoleucina. En diversos estudios de
variaciones de secuencias en familias de proteinas homologas naturales, determinadas sustituciones de
aminoacidos se toleran con mas frecuencia que otras, y éstas muestran a menudo una correlacién con similitudes de
tamanfo, carga, polaridad e hidrofobicidad entre el aminoacido original y su reemplazo, siendo ésta la base para la
definicion de las «sustituciones conservadoras».

Las sustituciones conservadoras se definen como intercambios dentro de uno de los cinco grupos siguientes: Grupo
1: residuos alifaticos pequefios, no polares o ligeramente polares (Ala, Ser, Thr, Pro y Gly); Grupo 2: residuos
polares cargados negativamente y sus amidas (Asp, Asn, Glu y GIn); Grupo 3: residuos polares cargados
positivamente (His, Arg y Lys); Grupo 4: residuos alifaticos grandes no polares (Met, Leu, lle, Val y Cys); y Grupo 5:
residuos grandes aromaticos (Phe, Tyry Trp).

Las sustituciones menos conservadoras pueden implicar el reemplazo de un aminoacido por otro con caracteristicas
similares pero diferenciado de alguna manera en el tamafio, como en el reemplazo de un residuo de isoleucina por
alanina. Los reemplazos muy poco o nada conservadores pueden implicar la sustituciéon de un aminoéacido acido por
otro polar, o incluso por uno de caracter basico. Estas sustituciones «radicales» no se pueden descartar, sin
embargo, como potencialmente inefectivas, ya que los efectos quimicos no son totalmente predecibles y las
sustituciones radicales bien pueden provocar efectos inesperados imposibles de predecir de otra forma a partir de
principios quimicos simples.

Naturalmente, dichas sustituciones pueden implicar otras estructuras distintas de los aminoacidos L habituales. De
esta forma, aminoacidos D podrian sustituir a los aminoacidos L que habitualmente se encuentran en los péptidos
antigénicos de la invencion y, aun asi, quedar englobados en la descripcion del presente documento. Ademas, los
aminoacidos que poseen grupos R no estandar (es decir, grupos R distintos de los presentes en los 20 aminoacidos
comunes de las proteinas naturales) también pueden ser utilizados como sustitutos para producir inmunégenos y
polipéptidos inmunogénicos de conformidad con la presente descripcion.

Si se descubre que las sustituciones en mas de una posicion dan lugar a un péptido con actividad antigénica
sustancialmente equivalente o mayor, como se define mas abajo, entonces las combinaciones de dichas
sustituciones se probaran para determinar si las sustituciones combinadas provocan efectos aditivos o sinérgicos en
la antigenicidad del péptido. Como maximo, se sustituiran hasta 4 posiciones simultdneamente dentro del péptido.

El término «respuesta de linfocitos T» define la proliferacién y la activacion especificas de las funciones efectoras
inducidas por un péptido in vitro o in vivo. En el caso de los linfocitos T citotoxicos (CTL) restringidos a MHC de clase
I, las funciones efectoras pueden consistir en la lisis de células diana presentadoras naturales de péptido o bien
sensibilizadas de manera repetida con un péptido o con un precursor del mismo; la secrecion de citocinas,
preferiblemente de interferon gamma, TNF-alfa o IL-2 inducida por péptido; la secrecion de moléculas efectoras,
preferiblemente granzimas o perforinas inducidas por péptido; o la desgranulaciéon. En el caso de los linfocitos T
cooperadores restringidos a MHC de clase I, las funciones efectoras pueden ser la secrecion inducida por péptido
de citocinas, preferiblemente de IFN-gamma, TNF-alfa, IL-4, IL-5, IL-10 o IL-2, o la desgranulacion inducida por
péptido. Las funciones efectoras posibles de los CTL y de los linfocitos T cooperadores no se limitan a esta lista.

Abordajes inmunoterapéuticos para el tratamiento

La estimulacion de una respuesta inmunitaria depende de la presencia de antigenos que sean reconocidos como
extrafios por el sistema inmunitario del hospedador. El descubrimiento de la existencia de antigenos asociados a
tumores ha suscitado la posibilidad de utilizar el sistema inmunitario del hospedador para intervenir sobre el
crecimiento de los tumores. Actualmente se estan explorando diversos mecanismos para aprovechar los
mecanismos de defensa humorales y celulares del sistema inmunitario en la inmunoterapia contra el cancer.

Ciertos elementos de la respuesta inmunitaria celular son capaces de reconocer especificamente y destruir las
células tumorales. El aislamiento de linfocitos T citotdxicos (CTL) entre las células infiltradas en los tumores o en la
sangre periférica hace pensar que tales células desempefian un papel importante en las defensas inmunitarias
naturales contra el cancer (Cheever et al., Annals N. Y. Acad. Sci. 1993 690:101-112; Zeh HJ, Perry-Lalley D,
Dudley ME, Rosenberg SA, Yang JC; J Immunol. 1999, 162(2):989-94; High avidity CTLs for two self-antigens
demonstrate superior in vitro and in vivo antitumor efficacy). En concreto, en dicha respuesta desempefian un papel
importante los linfocitos T CD8-positivos, los cuales reconocen péptidos incorporados en las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que normalmente estan compuestos por 8 a 10 residuos de
aminoacidos procedentes de proteinas o productos ribosémicos defectuosos (DRIP) localizados en el citosol
(Schubert U, Anton LC, Gibbs J, Norbury CC, Yewdell JW, Bennink JR. ; Rapid degradation of a large fraction of
newly synthesized proteins by proteasomes; Nature 2000; 404(6779):770-774). Las moléculas MHC del ser humano
también se denominan antigenos leucocitarios humanos (HLA).

Existen dos clases de moléculas MHC: las moléculas MHC de clase |, que se encuentran en la mayoria de células
nucleadas y presentan péptidos derivados de la escision proteolitica principalmente de proteinas endégenas,
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citosdlicas o nucleares, DRIPS y péptidos grandes. No obstante, los péptidos derivados de compartimentos
endosdmicos o de fuentes exdgenas también se encuentran con frecuencia ligados a moléculas de MHC de clase |.
Esta via no clasica de presentaciéon por la clase | se denomina presentaciéon cruzada en la bibliografia. Las
moléculas de MHC de clase Il, presentes mayoritariamente en las células presentadoras de antigeno (APC)
especializadas, presentan predominantemente péptidos de proteinas exégenas que son captadas por las APC
mediante endocitosis y después son procesadas por las mismas. Al igual que en la clase |, en las moléculas de MHC
de clase Il se han descrito otras vias alternativas para el procesamiento de antigenos que permiten a los péptidos
procedentes de fuentes enddgenas ser presentados por ellas (p. ej., autofagocitosis). Los complejos formados por
un péptido y una molécula de MHC de clase | son reconocidos por los linfocitos T citotoxicos CD8-positivos
portadores del TCR apropiado y, por su parte, los complejos formados por un péptido y una molécula de MHC de
clase Il son reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos portadores del TCR apropiado.

Los linfocitos T cooperadores CD4+ cumplen un importante papel en la organizacion de las funciones efectoras de
las respuestas antitumorales de los linfocitos T y, por esta razon, la identificacion de los epitopos derivados de
antigenos asociados a tumor (AAT) que reconocen los linfocitos T CD4+ puede ser de gran importancia para el
desarrollo de productos farmacéuticos que desencadenen respuestas inmunitarias antitumorales (Kobayashi,H., R.
Omiya, M. Ruiz, E. Huarte, P. Sarobe, J. J. Lasarte, M. Herraiz, B. Sangro, J. Prieto, F. Borras-Cuesta, and E. Celis.
Identification of an antigenic epitope for helper T lymphocytes from carcinoembryonic antigen. Clin. Cancer Res.
2002, 8:3219-3225, Gnjatic, S., D. Atanackovic, E. Jager, M. Matsuo, A. Selvakumar, N. K. Altorki, R. G. Maki, B.
Dupont, G. Ritter, Y. T. Chen, A. Knuth, and L. J. Old. Survey of naturally occurring CD4+ T-cell responses against
NY-ESO-1 in cancer patients: Correlation with antibody responses. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2003,
100(15):8862-7). Los linfocitos TCD4+ pueden dar lugar a aumentos locales del IFNgamma (Qin Z, Schwartzkopff J,
Pradera F, Kammertoens T, Seliger B, Pircher H, Blankenstein T; A critical requirement of interferon gamma-
mediated angiostasis for tumor rejection by CD8+ T cells; J Cancer Res; 2003, 63(14):4095-4100).

En modelos de mamifero como el ratén se ha demostrado que los linfocitos T CD4-positivos pueden inhibir la
manifestacion de los tumores sin el concurso de las células efectoras CTL (los linfocitos T CD8-positivos) a través de
la inhibicién de la angiogénesis mediante la secrecion de interferén gamma (IFN-y) (Qin, Z. and T. Blankenstein.
CD4+ T-cell-mediated tumor rejection involves inhibition of angiogenesis that is dependent on IFN gamma receptor
expression by nonhematopoietic cells. Immunity. 2000, 12:677-686). Ademas, se ha demostrado que los linfocitos T
CD4-positivos pueden contrarrestar la progresion tumoral mediante la inducciéon de respuestas de anticuerpos al
reconocer péptidos de antigenos asociados a tumor presentados por moléculas HLA de clase Il (Kennedy, R. C., M.
H. Shearer, A. M. Watts, and R. K. Bright. CD4+ T lymphocytes play a critical role in antibody production and tumor
immunity against simian virus 40 large tumor antigen. Cancer Res. Res. 2003, 63:1040-1045). A diferencia de lo que
sucede con los péptidos asociados a tumor reconocidos por moléculas HLA de clase |, hasta la fecha el numero
descrito de ligandos de clase Il derivados de antigenos asociados a tumor (AAT) es pequefio (www. cancerimmunity.
org, www. syfpeithi. de).

Puesto que la expresidon constitutiva de las moléculas HLA de clase Il solo se da normalmente en las células
inmunitarias (Mach, B., V. Steimle, E. Martinez-Soria, and W. Reith. Regulation of MHC class Il genes: lessons from
a disease. Annu. Rev. Immunol. 1996, 14:301-331), se creia imposible aislar péptidos de clase Il directamente de los
tumores primarios. Sin embargo, los inventores han logrado identificar con éxito cierto numero de epitopos de MHC
de clase Il directamente de los tumores (EP 1642905, EP 1760088; Dengjel J, Nastke MD, Gouttefangeas C,
Gitsioudis G, Schoor O, Altenberend F, Miller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M, Hennenlotter J, Wernet D, Stenzl
A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovi¢ S.; Unexpected abundance of HLA class Il presented peptides in primary
renal cell carcinomas; Clin Cancer Res. 2006; 12:4163-4170).

En ausencia de inflamacion, la expresion de las moléculas MHC de clase Il se circunscribe principalmente a las
células del sistema inmunitario, en concreto a las células presentadoras de antigeno (APC), como, por ejemplo,
monocitos, células derivadas de monocitos, macréfagos y células dendriticas. En pacientes oncoldgicos se ha
descubierto con sorpresa que algunas células tumorales expresan moléculas MHC de clase Il (Dengjel J, Nastke
MD, Gouttefangeas C, Gitsioudis G, Schoor O, Altenberend F, Miller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M,
Hennenlotter J, Wernet D, Stenzl A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovi¢ S.; Unexpected abundance of HLA class
Il presented peptides in primary renal cell carcinomas; Clin Cancer Res. 2006; 12:4163-4170).

Para que un péptido desencadene una respuesta inmunitaria celular, debe unirse a una molécula de MHC. Este
proceso depende del alelo de la molécula de MHC y de los polimorfismos especificos de la secuencia de
aminoacidos del péptido. Los péptidos que se unen a las MHC de clase | suelen tener una longitud de 8 a 10
residuos de aminoacidos y suelen contener dos residuos conservados (“anclaje”) en su secuencia que interactuan
con la hendidura de unién correspondiente de la molécula de MHC. De este modo, cada alelo del MHC tiene un
«motivo de unidon» que determina qué péptidos pueden unirse especificamente a la hendidura de union
(Rammensee HG, Bachmann J, Stevanovic S. MHC ligands and peptide motifs, Landes Bioscience, USA, 1997).

En la reaccion inmunitaria dependiente de MHC, los péptidos no sélo tienen que ser capaces de unirse a ciertas
moléculas de MHC expresadas por las células tumorales, sino que también deben ser reconocidos por linfocitos T
portadores de receptores de linfocitos T especificos (TCR).
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Los antigenos que son reconocidos por los linfocitos T especificos del tumor, esto es, los epitopos, pueden ser
moléculas derivadas de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de transcripcion, etc.
Ademas, los antigenos asociados a tumor, por ejemplo, también pueden estar presentes Unicamente en células
tumorales, por ejemplo, en forma de productos de genes mutados. Otra clase importante de antigenos asociados a
tumores son los antigenos especificos de tejido, como los antigenos «cancer-testiculo» (CT) que se expresan en
diferentes tipos de tumores y en el tejido sano de los testiculos.

Se han descubierto varios antigenos asociados a tumores. Ademas, se han invertido muchos esfuerzos en identificar
nuevos antigenos asociados a tumores. Ciertos grupos de antigenos asociados a tumores, también denominados en
la técnica como antigenos especificos de tumores, son especificos de tejido. Los ejemplos incluyen, sin animo de
limitacion, la tirosinasa en el caso del melanoma, el PSA y el PSMA en el del cancer de prostata y translocaciones
cromosémicas como bcr/abl en el linfoma. Sin embargo, muchos antigenos asociados a tumores identificados
aparecen en multiples tipos de tumores, y algunos, como las proteinas oncogénicas y/o los genes supresores de
tumores (estos ultimos genes son revisados por ejemplo para el cancer renal en Linehan WM, Walther MM, Zbar B.
The genetic basis of cancer of the kidney. J Urol. 2003 Dec; 170 (6Pt1):2163-72), que realmente causan el evento de
transformacion, estan presentes en casi todos los tipos de tumores. Por ejemplo, proteinas celulares normales que
controlan el crecimiento y la diferenciacién celular, como la p53 (un ejemplo de gen supresor de tumores), ras, c-
met, myc, pRB, VHL y HER-2/neu, pueden acumular mutaciones que ocasionan una regulacion al alza de la
expresion de estos productos génicos, lo que los convierte en oncogénicos (McCartey et al. Cancer Research, 1998,
15:58 2601-5; Disis et al. Ciba Found. Symp. 1994, 187:198-211). Estas proteinas mutantes también pueden ser la
diana de una respuesta inmunitaria especifica contra el tumor en multiples tipos de cancer.

La inmunoterapia en pacientes con cancer tiene por objeto activar especificamente células del sistema inmunitario,
sobre todo los llamados linfocitos T citotdxicos (CTL, también llamados «células asesinas»o linfocitos T CD8-
positivos), contra las células tumorales pero no contra el tejido sano. Las células tumorales difieren de las células
sanas por la expresién de proteinas asociadas a tumor. Las moléculas HLA situadas en la superficie de la célula
presentan partes del contenido celular al exterior, lo cual permite a los linfocitos T citotdxicos distinguir una célula
sana de una tumoral. Esto se lleva a cabo descomponiendo todas las proteinas del interior de la célula en péptidos
cortos que a continuacion se ligan a moléculas HLA y se presentan en la superficie celular (Rammensee et al.,
1993). Los péptidos que son presentados en las células tumorales, pero nada o muy poco en las células sanas del
cuerpo, se denominan péptidos asociados a tumor (TUMAP).

Para que las proteinas sean reconocidas por los linfocitos T citotéxicos como antigenos especificos o asociados a
tumor y puedan ser empleadas como tratamiento, deben cumplir ciertos prerrequisitos. El antigeno debe ser
expresado principalmente por células tumorales y no por tejidos sanos normales o, de hacerlo, deben serlo en
cantidades comparativamente pequefas. Y no soélo es conveniente que el antigeno de interés esté presente
unicamente en un tipo de tumor, sino que lo esté también en altas concentraciones (niUmero de copias del péptido
por célula). Los antigenos especificos de tumor y asociados a tumor proceden a menudo de proteinas que
intervienen directamente en la transformacién de una célula normal en una célula tumoral a causa de su funcion, por
ejemplo porque intervienen en el control del ciclo celular o en la apoptosis. Ademas, también las dianas ulteriores de
las proteinas que son las causantes directas de la transformacién pueden estar reguladas al alza y, por tanto, estar
asociadas indirectamente al tumor. Tales antigenos asociados indirectamente a los tumores también pueden ser las
dianas para una estrategia de vacunacion. En ambos casos es esencial que la secuencia de aminoacidos del
antigeno contenga epitopos, puesto que el péptido (péptido inmunogénico) derivado de un antigeno asociado a
tumor debe desencadenar una respuesta de los linfocitos T en condiciones in vitro o in vivo.

Basicamente, cualquier péptido capaz de unirse a una molécula de MHC puede actuar como un epitopo de linfocito
T. Un prerrequisito para la inducciéon de una respuesta de linfocitos T in vitro o in vivo es la presencia de un linfocito
T dotado del correspondiente TCR y la ausencia de tolerancia hacia ese epitopo en particular. Los linfocitos T
cooperadores desempefian un papel importante en la coordinacién de la funcién efectora de los CTL en la
inmunidad antitumoral. Los epitopos reconocidos por los linfocitos T cooperadores que desencadenan una respuesta
de los linfocitos T cooperadores del tipo TH1 apoyan las funciones efectoras de los CTL CD8+, que incluyen
funciones citotoxicas dirigidas contra las células tumorales que muestran en su superficie complejos de MHC/péptido
asociado a tumor. De esta forma, los epitopos de los péptidos asociados a tumores que son reconocidos por los
linfocitos T cooperadores, solos o en combinacion con otros péptidos asociados a tumores, pueden servir como
principios activos farmacéuticos en composiciones vacunales destinadas aestimular respuestas inmunitarias
antitumorales.

Dado que ambos tipos de respuesta, la dependiente de CD8 y la de CD4, contribuyen conjunta y sinérgicamente al
efecto antitumoral, la identificacion y caracterizacion de los antigenos asociados a tumor reconocidos por los CTL
CD8+ (moléculas de MHC de clase I) o por los CTL CD4-positivos (moléculas de MHC de clase Il) es importante
para el desarrollo de vacunas antitumorales. Por consiguiente uno de los fines de la presente invencion consiste en
proveer composiciones de péptidos que contengan péptidos de unién a complejos MHC de cualquiera de las clases.

Los primeros ensayos clinicos con péptidos asociados a tumores fueron iniciados a mediados de la década de 1990
por Boon y cooperadores, principalmente para la indicacion de melanoma. Las mejores respuestas clinicas en los
ensayos oscilaron entre el 10% y el 30%. En ningun ensayo clinico sobre una vacuna peptidica en monoterapia se
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han descrito efectos adversos graves o autoinmunidad severa. Se han descrito formas leves de vitiligo en algunos
pacientes que habian sido tratados con péptidos asociados a melanoma.

Sin embargo, la sensibilizacién de un tipo de CTL no suele bastar para erradicar todas las células tumorales. Los
tumores mutan mucho y, por tanto, son capaces de responder rapidamente a los ataques de los CTL cambiando su
patron de proteinas para no ser reconocidos por estos. A fin de contrarrestar los mecanismos de evasién tumoral, en
la vacunacién se emplean diversos péptidos especificos. De este modo se puede desplegar un amplio ataque
simultaneo contra el tumor por parte de varios clones de CTL a la vez. Asi se puede reducir la posibilidad de que el
tumor eluda la respuesta inmunitaria. Esta hipotesis ha sido confirmada recientemente en un estudio clinico que
trataba a pacientes con melanoma avanzado. Con pocas excepciones, los pacientes que presentaban al menos tres
respuestas de linfocitos T distintas, manifestaron respuestas clinicas objetivas o enfermedad estable (Banchereau et
al., 2001) asi como un aumento de la supervivencia (comunicacion personal de J. Banchereau), mientras que a la
inmensa mayoria de los pacientes con menos de tres respuestas de los linfocitos T se les diagnosticé enfermedad
en progresion.

En un estudio de los solicitantes se observaron efectos semejantes en pacientes aquejados por carcinoma de
células renales que fueron tratados con una vacuna compuesta de 13 péptidos distintos (H. Singh-Jasuja, S. Walter,
T. Weinschenk, A. Mayer, P. Y. Dietrich, M. Staehler, A. Stenzl, S. Stevanovic, H. Rammensee, J. Frisch; Correlation
of T-cell response, clinical activity and regulatory T-cell levels in renal cell carcinoma patients treated with IMA901, a
novel multi-peptide vaccine; Reunion de ASCO 2007 Péster n.° 3017; M. Staehler, A. Stenzl, P. Y. Dietrich, T. Eisen,
A. Haferkamp, J. Beck, A. Mayer, S. Walter, H. Singh, J. Frisch, C. G. Stief; An open label study to evaluate the
safety and immunogenicity of the peptide based cancer vaccine IMA901, Reunién de ASCO 2007; Péster n.° 3017).

La tarea mas importante en el desarrollo de una vacuna antitumoral no sélo consiste en identificar y caracterizar
nuevos antigenos asociados a tumores y los epitopos inmunogénicos para los linfocitos T cooperadores derivados
de los mismos, sino también en combinar diferentes epitopos para aumentar las probabilidades de obtener una
respuesta contra mas de un epitopo en cada paciente. Por consiguiente, uno de los objetos de la presente invencion
consiste en ofrecer combinaciones de secuencias de aminoacidos de péptidos que tengan la capacidad de unirse a
una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | (HLA de clase I). Otro objeto de la
presente invencion consiste en ofrecer una vacuna antitumoral eficaz que esté basada en una combinacién de los
péptidos.

En la presente invencion, los inventores aislaron directamente de tumores de mamifero y después caracterizaron
péptidos que se unen a moléculas HLA de clase | o Il, es decir, muestras primarias procedentes principalmente de
pacientes con glioblastoma, pero también muestras de tejido primario de cancer colorrectal, carcinoma de células
renales, cancer de pulmoén, cancer de pancreas, melanoma maligno y cancer de estomago.

La presente descripcidon proporciona péptidos que proceden de antigenos asociados con la oncogénesis, y que
tienen la capacidad de unirse lo suficiente a moléculas de MHC (HLA) de clase Il para desencadenar una respuesta
inmunitaria por parte de los leucocitos humanos, especialmente de los linfocitos, especialmente de los linfocitos T,
especialmente de los linfocitos T CD4-positivos, y especialmente de los linfocitos T CD4-positivos que median en las
respuestas inmunitarias de tipo Tns.

La presente invencion proporciona péptidos que proceden de antigenos asociados con la oncogénesis, y que tienen
la capacidad de unirse lo suficiente a moléculas de MHC (HLA) de clase | para desencadenar una respuesta
inmunitaria por parte de los leucocitos humanos, especialmente de los linfocitos, especialmente de los linfocitos T,
especialmente de los linfocitos T citotdxicos CD8-positivos, asi como combinaciones de los dos que sean
especialmente Utiles para la vacunacion de pacientes aquejados de cancer.

De acuerdo con la presente invencion, el objeto se resuelve proporcionando una composicidon farmacéutica que
comprende un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 2, y un péptido consistente en
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 3, asi como un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden comprender, ademas, como minimo otro
péptido adicional constituido por una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo consistente en la SEQ ID N.
°1ylas SEQIDN.°4 a SEQID N. °12. Los péptidos también pueden tener enlaces no peptidicos.

Tal y como se describe en la presenta memoria mas adelante, se ha comprobado que, con la excepcion de MET-
005, todos los péptidos que forman la base de la presente invencion son presentados por células portadoras de
MHC de clase |. Asi pues, estos péptidos concretos, asi como otros péptidos que contengan la secuencia (péptidos
derivados), desencadenan una respuesta de linfocitos T especificos, aunque la magnitud de esa respuesta puede
variar segun el péptido de que se trate y segun el paciente. Las diferencias, entre otras razones, podrian deberse a
mutaciones en los péptidos. La persona versada en la materia conoce bien los métodos aplicables para determinar
la magnitud de la respuesta que desata un péptido concreto, en particularsi consulta los ejemplos expuestos en la
presente memoria y en la bibliografia correspondiente.

Los péptidos proceden de antigenos asociados a tumores, especialmente de antigenos asociados a tumores que
intervienen en procesos como, por ejemplo, la protedlisis, angiogénesis, crecimiento celular, regulacién del ciclo
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celular, division celular, regulacién de la transcripcion, regulacion de la traduccién, invasion de tejidos, etc. La Tabla
3 expone los péptidos y la funcién de la proteina de la cual derivan.

Tabla 3: Péptidos (2 y 3 de conformidad con la presente invencion) y funcién de la proteina original

SEQ ID|ID del Se une a
N.° péptido Secuencia Simbolo del gen  [Funcién MHC
1 CSP-001 TMLARLASA CSPG4 Proteoglucano HLA-A*02

transmembrana implicado
en la neovascularizacion

2 FABP7-001 [LTFGDVVAV FABP7 Proteina de unién a acidos|HLA-A*02
grasos especifica del SNC
3 NLGN4X- INLDTLMTYV NLGN4X Molécula de  adhesionHLA-A*02
001 celular
4 TNC-001 AMTQLLAGV TNC Proteina de matriz|HLA-A*02
extracelular
5 NRCAM-001 |GLWHHQTEV NRCAM Molécula de adhesion alHLA-A*02
células neuronales
6 IGF2BP3- |KIQEILTQV IGF2BP3 Proteina de union a ARNm [HLA-A*02
001
7 BCA-002 ALWAWPSEL BCAN Proteoglucano HLA-A*02
8 MET-005 TFSYVDPVITSISPKYG MET Receptor de factor de|TUMAP de
crecimiento HLA de clase
| elongado

Proteoglucano de sulfato de condroitina 4 (CSPG4)

El CSPG4 (proteoglucano de sulfato de condroitina) representa un proteoglucano de sulfato de condroitina integrado
en la membrana. Es conocido por ser un marcador superficial de progresiéon precoz del melanoma, implicado en la
estimulacién de la proliferacion, la migracion y la invasion de las células tumorales. EI CSPG4 se expresa
intensamente en >90% de las lesiones de melanoma humano. Aunque el CSPG4 no es estrictamente especifico de
tumor, las respuestas de los linfocitos T CD4+ reactivos a tumores en pacientes con melanoma y en individuos
sanos reconocen el CSPG4egs709 en células de melanoma que expresan el HLA-DR11 en ausencia de
autoinmunidad (Erfurt et al., 2007).

La expresion del CSPG4 potencia la diseminacion de las células mediada por integrinas, la fosforilacion de FAK
(cinasa de adhesion focal) y la activaciéon de ERK1/2 (cinasa regulada por sefial extracelular) (Yang et al., 2004).
Asimismo, existen cada vez mas indicios procedentes de datos in vitro de que el CSPG4 desempeia un importante
papel en la angiogénesis tumoral. Asi pues, en los tumores positivos para CSPG4 se ha observado una tasa de
neovascularizacién y volumenes vasculares notablemente elevados, y se ha comprobado que el CSPG4 secuestra
la angiostatina, cosa que normalmente inhibe la proliferacion de las células endoteliales y la angiogénesis. Los vasos
inmaduros también contienen pericitos positivos para CSPG4, lo cual apunta a la intervenciéon de esta poblacion
celular en la modulacion de la proliferacion de las células endoteliales por medio del bloqueo de los efectos
inhibitorios de la angiostatina durante el desarrollo de los vasos (Chekenya et al., 2002b).

La expresion de CSPG4 también ha sido descrita en algunos tejidos normales aparte de en los pericitos activados
en las células endoteliales, condrocitos, células musculares lisas, ciertos queratinocitos basales de la epidermis, asi
como en células del foliculo piloso (Campoli et al., 2004).

En el curso de la angiogénesis y como respuesta a patologias del SNC, las células de alta motilidad que expresan el
CSPG4 sufren rapidos cambios morfolégicos y son reclutadas en puntos donde esta teniendo lugar crecimiento y
reparacion vascular. EI CSPG4 se sobreexpresa tanto en las células tumorales como en los pericitos de los vasos
sanguineos de tumores cerebrales malignos (Chekenya and Pilkington, 2002). Con la implantacion de células
procedentes de una linea celular humana de glioma positiva para CSPG4 en cerebros de ratas atimicas
inmunodeficientes se pudo demostrar que estos tumores presentan una densidad microvascular superior a la de las
ratas control, lo cual implica que la expresién del CSPG4 regula tanto la funcidon como la estructura de la vasculatura
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tumoral derivada del hospedador (Brekke et al., 2006). En un experimento de xenoinjerto consistente en implantar
material bidépsico de GBM a ratas atimicas, el CSPG4 se identific6 como asociado principalmente a los vasos
sanguineos tanto en los pericitos como en los componentes de la membrana basal de la vasculatura tumoral y su
expresion también estuvo asociada con zonas de elevada proliferacion celular (Chekenya et al., 2002a). Ademas, la
expresion del CSPG4 corrid paralela a la progresion del tumor en un modelo de implantacion de glioma (Wiranowska
et al., 2006). La progresion maligna se mantiene por la intercomunicacion entre el tumor y su estroma, por la cual el
estroma activado nutre a las células neoplasicas proliferativas e invasivas, aportando nueva vasculatura,
componentes de la matriz extracelular y factores de crecimiento estimuladores. En ese contexto, elCSPG4
desempefia un papel importante en la activacion del tumor-estroma a través de alteraciones en la adhesion,
migracion y proliferacion celulares y en la morfogénesis vascular (Chekenya and Immervoll, 2007).

El CSPG4 se expresa diferencialmente en los gliomas humanos, con mayor expresion en los gliomas de alto grado
que en los de bajo (Chekenya et al., 1999). La elevada expresién del CSPG4 aparece correlacionada con la
multirresistencia farmacologica mediada por el aumento de la activacion de la via de sefalizacion de la a3p1-
integrina/PI3K y sus dianas ulteriores, que promueve la supervivencia de la célula (Chekenya et al., 2008).

Proteina de unién a acidos grasos 7, cerebro (IMA-FABP7-001)

Las proteinas de unién a acidos grasos (FABP) son proteinas citosdlicas de 14-15 kDa, que supuestamente
intervienen en la captacion, transporte y orientacion de los acidos grasos (AG). Se cree que aumentan la solubilidad
de los AG en el citoplasma durante su transporte entre los compartimentos con membrana y que transportan los AG
hasta sus destinos nucleares (Glatz et al., 2002). Las FABP podrian modular la concentracién de AG y de este modo
influir en varias funciones celulares como la actividad enzimatica, la expresion génica y el crecimiento y
diferenciacion celular (Glatz and Storch, 2001).

El tejido nervioso alberga cuatro de los nueve tipos de FABP conocidos, con una distribucién espacio-temporal
caracteristica (Veerkamp and Zimmerman, 2001). La FABP7 se expresa mucho en las células gliales radiales en
todo el sistema nervioso central en desarrollo, pero después disminuye gradualmente en el adulto (Feng and Heintz,
1995; Shimizu et al., 1997). Es necesaria para la diferenciacion de la glia inducida por las neuronas y la subsiguiente
migracion de las neuronas a lo largo de las prolongaciones gliales, pero no ejerce efecto alguno en la proliferaciéon y
la adhesion celular (Feng et al., 1994; Kurtz et al.,, 1994). En las células de Schwann la expresion de FABP7
depende de la via de sefializacion del EGFR independiente de Ras, y regula las interacciones entre dichas células y
los axones en los nervios periféricos normales y en los tumores de nervios periféricos (Miller et al., 2003).

El ARNm de la FABP7 se expresa en tejidos de origen neuroepitelial, asi como en gliomas (grados lll y IV de la
OMS). El gen se ha localizado en la banda cromosémica 6g22-23, region que también acoge el protooncogén c-myc
y que con frecuencia sufre pérdida de heterocigosidad en el glioma. El analisis de estirpes celulares de glioma ha
demostrado que la FABP7 se coexpresa a menudo con la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP), lo cual sugiere
que la célula de origen del glioma maligno podria ser una célula precursora de astrocitos que es capaz de expresar
ambas proteinas en condiciones normales o como resultado de la formacion de un tumor (Godbout et al., 1998). La
proteina FABP7 presenta una expresion moderada o intensa en el nucleo y en el citoplasma en el marco del GBM.
Las células de glioma transfectadas con FABP7 presentan una migracién cinco veces mayor que las células control.
Asi pues, la supervivencia total mas breve asociada con la sobreexpresién de FABP7, especialmente en el GBM,
podria deberse al aumento de la migracion y la invasion de las células tumorales en el parénquima cerebral
circundante (Liang et al., 2005). Otros analisis de la distribucién de FABP7 en tumores de astrocitoma indican la
presencia de niveles elevados de esta proteina en regiones infiltrantes de los tumores, lo cual apunta a una
importante funcion de la FABP7 en la infiltracion de las células malignas en los tejidos cerebrales adyacentes (Mita
et al., 2007). La FABP7 muestra niveles variables de expresion y de localizacién intracelular en los tejidos gliales y
en todos los grados de astrocitoma. No obstante, sobre todo en lo relativo a su localizacién nuclear, la FABP7
parece estar asociada con el fenotipo infiltrante de las células de glioma y las vias del EGFR, puesto que se detecta
su translocacion nuclear tras la activacion del EGFR y esta asociada con un mal pronéstico en el GBM EGFR-
positivo. Asimismo, en el astrocitoma de grado | no se observa inmunorreactividad nuclear a la FABP7 (Liang et al.,
2006; Kaloshi et al., 2007).

Neuroligina 4, ligada al cromosoma X (IMA-NLGN4X-001)

La neuroligina 4, ligada al cromosoma X pertenece a la familia de proteinas de adhesion celular que parecen
desempefiar un papel en la maduracion y la funcion de las sinapsis neuronales. Los miembros de la familia de la
neuroligina presentan una organizacion estructural afin, con un péptido sefial N-terminal, un dominio similar a la
esterasa con dos sitios de corte y empalme alternativo, una pequefia regiéon de conexion con baja identidad de
secuencia situada frente al dominio transmembrana, y una corta parte citosélica con un extremo C-terminal muy
conservado. En el corazén se han hallado concentraciones relativamente altas del ARNm de la neuroligina 4. En el
higado, el musculo esquelético y el pancreas se han detectado niveles de expresion mas bajos, en tanto que en el
cerebro, la placenta, el pulmdn y el rifion apenas se detecta ARNm de dicha proteina (Bolliger et al., 2001).
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Las mutaciones del gen NLGN4 ligado a X son una causa potencial de trastornos del espectro autista y se han
descrito mutaciones en varios pacientes con autismo, sindrome de Asperger y retraso mental (Jamain et al., 2003;
Laumonnier et al., 2004; Lawson-Yuen et al., 2008).

Se han descrito algunas asociaciones del NLGN4X con el cancer: En tumores estromales gastrointestinales se ha
observado sobreexpresion del NLGN4X en pacientes pediatricos y adultos jévenes respecto a los adultos de edad
mas avanzada (Prakash et al., 2005).

Tenascina C (hexabraquién) (IMA-TNC-001)

La matriz extracelular que rodea las células tumorales es distinta de la matriz extracelular de los tejidos normales. La
tenascina C (TNC) es una proteina de la matriz extracelular que experimenta una regulacion al alza muy acusada en
procesos estrechamente vinculados con la actividad migratoria como son el desarrollo embrionario (Bartsch et al.,
1992), la cicatrizacion de heridas (Mackie et al., 1988) y los procesos neoplasicos (Chiquet-Ehrismann, 1993;
Chiquet-Ehrismann and Chiquet, 2003). Ademas, la TNC aparece sobreexpresada en vasos tumorales que muestran
un elevado indice proliferativo, lo cual indica su implicacién en la angiogénesis neoplasica (Kim et al., 2000). En el
tejido humano normal la expresion de la TNC solo se detecta en raras ocasiones, mientras que en los gliomas
presenta elevados niveles de expresion (Bourdon et al., 1983). La hipoxia puede estimular la expresion de la TNC
(Lal et al., 2001), bien a través del TGFbeta1, lo cual proporciona un mecanismo para la invasién del parénquima
sano por los gliomas de alto grado (Hau et al., 2006), bien a través de la gastrina, que modula significativamente la
migracion de las células de GBM humanas (Kucharczak et al., 2001). La TNC regula a la baja la tropomiosina1 y por
ello desestabiliza las fibras de estrés de actina. Ademas, causa la regulacién a la baja del inhibidor de la ruta de Wnt
Dickkopf1. Dado que el descenso de la expresion de la tropomiosinal y el aumento de la via de sefializacion de las
Whnt estan vinculados estrechamente con la transformacion y la oncogénesis, la TNC modula especificamente estas
vias de sefializacién potenciando la proliferacion de las células de glioma (Ruiz et al., 2004).

En los tejidos de GBM se observa tincion perivascular de TNC alrededor de los vasos sanguineos que irrigan el
tumor, mientras que ésta es menos frecuente en los gliomas de grado Il y lll de la OMS, lo cual indica que la
intensidad de la tincion de TNC esta correlacionada con el grado del tumor y que cuanto mas intensa es, peor es el
pronostico (Herold-Mende et al., 2002). La TNC también contribuye a generar un nicho de citoblastos dentro de la
zona subventricular (ZSV), interviniendo en la organizaciéon de la sefalizacion de los factores de crecimiento para
acelerar el desarrollo de los neurocitoblastos. El efecto predominante de la TNC sobre las células situadas en la ZSV
consiste en la regulacién de la progresion del desarrollo (Garcion et al., 2004). La TNC es el inductor mas potente de
la migracion dirigida de los neurocitoblastos humanos. Asi, la matriz extracelular producida por el tumor ofrece un
entorno permisivo para el tropismo de los neurocitoblastos en células tumorales diseminadas (Ziu et al., 2006).

Molécula de adhesion celular neuronal (IMA-NRCAM-001)

La NRCAM (molécula de adhesion celular neuronal) es una molécula de adhesion celular trasmembrana de
neuronas que contiene varios dominios de tipo C2 similares a inmunoglobulina y dominios de fibronectina de tipo IlI.
Interviene en la guia, desarrollo de ramificaciones y la fasciculaciéon de las neuronas (Grumet et al., 1991; Morales
et al., 1993; Stoeckli and Landmesser, 1995; Perrin et al., 2001; Sakurai et al., 2001)mediante la formacién de
interacciones homofilicas y heterofilicas con otras IgCAM (Volkmer et al., 1996; Sakurai et al., 1997; Zacharias et al.,
1999). La NRCAM unida a anquirina (Davis and Bennett, 1994) esta regulada al alza en las células endoteliales que
forman tubos, lo que sugiere su posible intervencion en la formacion de los tubos y en la angiogénesis (Aitkenhead
et al.,, 2002).

La NRCAM es un gen diana de la R-catenina y del complejo de plakoglobina-LEF/TCF que contribuye a la
oncogénesis (Conacci-Sorrell et al., 2002). El dominio exterior de NRCAM se puede desprender de la superficie
celular por actividades similares a las de las metaloproteasas. Este dominio desprendido es capaz de activar varias
vias de sefializacion, potenciar la motilidad celular y desatar la oncogénesis en ratones (Conacci-Sorrell et al., 2005).

La NRCAM aparece regulada al alza en astrocitomas anaplasicos y en tejidos de GBM en comparacion con el
cerebro normal, y las concentraciones elevadas estan correlacionadas con el comportamiento invasivo (Sehgal et
al.,, 1998). El ARN antisentido dirigido contra la NRCAM reduce la capacidad oncogénica de las células de GBM
humanas (Sehgal et al., 1999).

Proteina de union 3 al ARNm del factor de crecimiento insulinoide 2 (IMA-IGF2BP3-001)

La IGF2BP3 pertenece a la familia de las proteinas de unién al ARNm del factor de crecimiento insulinoide-Il,
implicada en la localizacion, recambio y control traduccional del ARNm. La proteina contiene varios dominios KH
(homdlogo con K), que son importantes para la uniéon al ARN, y se sabe que intervienen en la sintesis y el
metabolismo del ARN. La expresién ocurre principalmente en el desarrollo embrionario y ha sido descrita en algunos
tumores. Por ello, la IGF2BP3 se considera una proteina oncofetal (Liao et al., 2005). La presencia de altas
concentraciones del transcrito de IGF2BP3 en numerosos tejidos tumorales en comparacion con tejidos de control
indica que dicha proteina podria desempefiar una funcién en las células transformadas en proliferacion. Esta
hipotesis esta avalada por el hallazgo de que el Unico tejido humano no canceroso que expresa el transcrito de la
IGF2BP3 es la placenta, tejido caracterizado por el crecimiento y la proliferacion celular (Mueller-Pillasch et al.,
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1997).

La bibliografia cientifica no contiene informacion especifica sobre la expresion de la IGF2BP3 en el GBM, pero se ha
descrito su sobreexpresion en otros tipos de cancer.

Por ejemplo, la IGF2BP3 se expresa en muestras de carcinoma renal de células claras y su expresion esta asociada
con un estadio y un grado avanzado de los tumores primarios. Ademas, su expresion positiva estd asociada con un
aumento de entre 5 y 10 veces en el riesgo de metastasis a distancia y con un aumento del riesgo de muerte por
carcinoma renal del 42% al 50% (Hoffmann et al., 2008; Jiang et al., 2006; Jiang et al., 2008). La expresion de la
IGF2BP3 también se ha detectado en el melanoma en comparacién con nevus benignos, en los que no se detectd
expresion aun en presencia de rasgos displasicos (Pryor et al., 2008). En los pacientes aquejados de carcinoma
epidermoide de eséfago se pueden observar linfocitos T especificos para un epitopo peptidico restringido al HLA-
A*2402 derivado de la IGF2BP3 entre los linfocitos infiltrados en el tumor (TIL), los linfocitos de los ganglios linfaticos
regionales y los linfocitos de sangre periférica en el 40% de los casos (Mizukami et al., 2008).

La IGF2BP3 también presenta un elevado nivel de expresién en los carcinomas pancreaticos. En dos estudios >90%
de las muestras de tejido tumoral pancreatico presentaron expresion de la IGF2BP3 revelada por inmunotincion,
mientras que en los tejidos pancreaticos no neoplasicos dieron negativo. Asimismo, la expresién aumentd
progresivamente con el estadio tumoral (Yantiss et al., 2005; Yantiss et al., 2008).

También se ha hallado una elevacion significativa de la expresion de la IGF2BP3 en tumores uroteliales de alto
grado, si bien en general no se expresa en el urotelio benigno ni en los tumores uroteliales de bajo grado. Asimismo,
los pacientes con tumores IGF2BP3-positivos presentan unas tasas de supervivencia sin progresion y de
supervivencia sin enfermedad mucho menores que los afectados por tumores IGF2BP3-negativos (Li et al., 2008;
Sitnikova et al., 2008; Zheng et al., 2008).

BCAN - Brevican (IMA-BCA-002)

El brevican (BCAN) es un miembro especifico del cerebro de la familia de proteoglucanos de sulfato de condroitina
del lectican. Se han descrito dos isoformas de BCAN: una isoforma entera que se segrega en la matriz extracelular y
otra mas corta con una secuencia que predice un anclaje de glucofosfatidilinositol (GPI). La isoforma segregada se
expresa mucho desde el nacimiento hasta los 8 afios de edad y queda regulada a la baja alrededor de los 20 afios,
manteniéndose en niveles bajos en la corteza adulta normal. La isoforma con GPl se expresa en niveles
uniformemente bajos a lo largo del desarrollo (Gary et al., 2000). EI BCAN pertenece a una familia de
proteoglucanos que suelen ser descritos como moléculas de barrera que impiden la motilidad de las células y de las
neuritas en el sistema nervioso adulto (Viapiano and Matthews, 2006). En condiciones in vivo, el BCAN se expresa
alrededor de los limites del torrente migratorio rostral (Jaworski and Fager, 2000) y es un componente importante
regulado al alza de las cicatrices gliales que aparecen a raiz de lesiones neurales (Jaworski et al., 1999).

El BCAN muestra una espectacular regulacién al alza en los gliomas, pues la expresion se multiplica
aproximadamente por siete respecto a los niveles normales (Gary et al., 2000; Gary et al., 1998). La expresion es
detectable en los margenes invasivos de tumores inducidos experimentalmente (Glass et al., 2005) y esta elevada
en tumores con perfiles infiltrativos elevados (Phillips et al., 2006). Desde el punto de vista clinico, la regulacién al
alza del BCAN conlleva una menor supervivencia en los pacientes con gliomas de alto grado (Liang et al., 2005).
Ademas de la regulacion al alza del BCAN en el glioma, es posible que el procesamiento proteolitico de la proteina
entera también contribuya a la invasién (Gary et al., 1998; Nutt et al., 2001). La escisién del BCAN por
metaloproteasas de la familia ADAMTS es un paso necesario para que tenga lugar su efecto favorecedor de la
invasividad en el glioma. Generando una forma mutante especifica de sitio que es resistente a la escision por
ADMATS se ha demostrado que este BCAN «indegradable» es capaz de potenciar la invasion de las células in vitro
y la progresion tumoral in vivo en el marco del glioma (Zhang et al., 1998; Viapiano et al., 2008). A escala molecular,
el BCAN promueve la activacién del EGFR, aumenta la expresion de moléculas de adhesion celular y promueve la
secrecion de fibronectina (Hu et al., 2008).

El ARNm del BCAN no se ha detectado en muestras de corteza adulta humana procedentes de fallecidos sin
complicaciones neuroldgicas. En marcado contraste, su ARNm si se ha detectado en las 27 muestras quirurgicas de
glioma humano que componian una serie, lo cual sitia al BCAN como un posible marcador Unico y selectivo del
glioma (Jaworski et al., 1996).

La regulacion al alza del BCAN en el glioma no sélo conduce en general al aumento de la expresion sino también a
la expresion de isoformas glucosiladas diferencialmente especifica del glioma. A este respecto, B/bag €s un producto
entero del ARNm del BCAN que surge como resultado de la glucosilacién incompleta o reducida de la proteina
central. B/byg se expresa muy poco durante la segunda mitad del desarrollo prenatal y los primeros dias del
desarrollo postnatal, desaparece al primer afio de vida y no se encuentra en el cerebro normal adulto, pero si en
muestras de glioma de alto grado. Un estudio demostré que B/bag estaba presente en todas las muestras de glioma
de alto grado (grados 3 y 4) y que representaba la mitad de la sobreexpresion total por encima de los niveles del
control del BCAN no escindido. Las muestras negativas para B/bag correspondian a los pacientes diagnosticados
con tumores de bajo grado (Viapiano et al., 2005). Esta expresion especifica del glioma de alto grado podria
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representar la reactivacion de los programas tempranos de desarrollo, un mecanismo que ha sido implicado en la
progresion del glioma (Seyfried, 2001). EI IMA-BCA-002 contiene en su secuencia un posible sitio de glucosilacion.
Se ha demostrado que es muy inmundgeno en comparacion con otro péptido derivado del BCAN (IMA-BCA-001)
que carece de sitio de glucosilacion. Es mas, se ha descrito la sobreexpresion selectiva del BCAN en un tipo de
citoblastos cancerosos del GBM que muestran la mayor pluripotencia y oncogenicidad in vivo conocidas (Gunther et
al., 2008).

Protooncogén Met (receptor del factor de crecimiento de hepatocitos) (IMA-MET-005)

El protooncogén MET codifica c-Met, un receptor transmembrana con actividad tirosina-cinasa capaz de modular la
proliferacién, diferenciacion, motilidad, adhesion e invasion celular. Es activado por el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) (Giordano et al., 1989; Trusolino and Comoglio, 2002).

La via de sefalizacion de c-Met interviene en la regeneracion organica —tal y como se demuestra en el caso del
higado y del rifidn, embriogénesis, hematopoyesis, desarrollo muscular, asi como en la regulacién de la migracién y
la adhesion de los linfocitos B y los monocitos normalmente activados (Naldini et al., 1991; Mizuno et al., 1993; Bladt
et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Zarnegar and Michalopoulos, 1995; van der Voort et al., 1997; Beilmann et al.,
2000).

Estudios realizados con diversos tipos de tumores han demostrado la existencia de varios mecanismos de activacion
de c-Met, incluido el bucle autocrino HGF/c-Met, mutaciones puntuales activadoras, proteina de fusiéon TPR-Met y la
falta de escisién de c-MET para formar las cadenas o y B (Park et al., 1986; Mondino et al., 1991; Ebert et al., 1994;
Schmidt et al., 1997; Olivero et al., 1999; Park et al., 1999; Di Renzo et al., 2000). La activacion constitutiva de c-Met
a través de la fosforilacion también ha sido identificada como un importante mecanismo de oncogénesis en el
carcinoma renal de células claras (Nakaigawa et al., 2006).

Asimismo, numerosos estudios sefialan la implicacion de la sobreexpresion de c-Met en la transformacion maligna y
la invasividad de las células cancerosas. c-Met media en las actividades multifuncionales y potencialmente
oncogenas del HGF (Bottaro et al., 1991; Rubin et al., 1993; Zarnegar and Michalopoulos, 1995). Con la union al
receptor, el HGF induce la autofosforilacion de c-Met y activa la sefalizacion descendente que abarca las vias de
ras, fosfatidilinositol-3’-cinasa, fosfolipasa C, y la relacionada con la proteina-cinasa activada por mitdgeno (Naldini
et al., 1991; Ponzetto et al., 1993; Montesano et al., 1998; Furge et al., 2000; Dong et al., 2001; Furge et al., 2001).

El gen c-Met se expresa predominantemente en células epiteliales y esta sobreexpresado en varios tejidos y estirpes
celulares malignas (Di Renzo et al., 1995; Ferracini et al., 1995; Tuck et al., 1996; Koochekpour et al., 1997; Fischer
et al., 1998; Ramirez et al., 2000; Li et al., 2001; Maulik et al., 2002; Qian et al., 2002).

La sobreexpresion de c-Met, con frecuencia inducida por la hipoxia tumoral, conduce a la activacién constitutiva del
receptor y esta correlacionada con un pronéstico malo. El silenciamiento del gen c-MET endégeno desbarata la
ejecucion de todo el programa de crecimiento invasivo in vitro, detiene el crecimiento tumoral y reduce la generacion
de metastasis experimentales in vivo (Corso et al., 2008).

La sobreexpresion de c-MET ha sido descrita en el GBM (Tso et al., 2006). c-Met esta correlacionado con el grado
histolégico del tumor, lo cual sugiere que la creacién del bucle autocrino HGF/c-MET tiene lugar en paralelo con la
progresion de los tumores cerebrales astrociticos. Asi pues, se cree que el HGF genera una potente actividad
inductora de migracioén/invasion en las células GBM portadoras del receptor c-Met (Moriyama et al., 1999). El
promotor de c-Met contiene puntos de unién para el factor inducible por hipoxia-1, por lo que se ha demostrado que
la hipoxia activa el promotor de c-Met y regula al alza su expresion. Se cree que aproximadamente la mitad de los
GBM humanos responden a la hipoxia induciendo el c-Met, lo que potencia el efecto estimulador del HGF sobre la
migracion de las células tumorales (Eckerich et al., 2007) y puede atraer a los neurocitoblastos hacia el tumor
(Kendall et al., 2008). El c-Met y el EGFR a menudo se expresan conjuntamente en el astrocitoma (Reznik et al.,
2008). Se ha demostrado que el sitio de fosforilacion activador del receptor c-Met es muy sensible a las
concentraciones de EGFRUVIII, lo que hace pensar en la existencia de interconexion entre el EGFRUvIIl y el receptor c-
Met en el glioblastoma (Huang et al., 2007a; Huang et al., 2007b). Se ha sugerido a MET como un marcador de
neurocitoblastos cancerosos en el GBM (Nam et al., 2008). Otro estudio demostré que MET estaba sobreexpresado
de manera selectiva en un subtipo concreto de citoblastos cancerosos derivados del GBM (Gunther et al., 2008).

Los resultados intermedios de un estudio de fase |l en pacientes con GBM recurrente que recibian AMG102, un
anticuerpo neutralizante humano dirigido contra el HGF, sugieren que en algunos pacientes la enfermedad podria
depender de la via de sefalizacién de c-MET:HGF; de los 18 pacientes tratados, uno presentd respuesta parcial,
otro respuesta pequefia y dos estabilizacion de la enfermedad (Reardon et al., 2008).

Un hecho interesante son los indicios de interaccion entre la sefalizacion de MET vy la via de las Wnt/beta-catenina
que aparece con frecuencia regulada al alza en el cancer de colon. MET puede ser activado por la prostaglandina
E2 (PGE2) y el c-Met activado por la PGE2 se asocia con la $-catenina y aumenta la fosforilaciéon de sus tirosinas,
estimulando con ello la invasividad de las células de cancer de colon (Pai et al., 2003). En fecha reciente se ha
descrito la activacion mutua de MET y de la beta-catenina, que da como resultado un bucle de retroalimentacion
positiva entre estos dos componentes clave de la oncogénesis colorrectal (Rasola et al., 2007).
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El nivel de expresion del ARNm de c-Met en tumores primarios de cancer colorrectal (n=36) es un importante
indicador predictivo de la invasién precoz y las metastasis regionales, por lo que esta relacionado directamente con
el estadio del cancer de colon (Takeuchi et al., 2003). Otro andlisis de la expresion de c-Met en 130 muestras de
cancer colorrectal demostré sobreexpresion (T/N > 2,0) en el 69% de los tumores primarios y niveles
significativamente mayores de c-Met en el cancer colorrectal con invasién de vasos sanguineos (P = 0,04), asi como
en estadios avanzados (P = 0,04), lo cual corrobora el papel de c-Met en la progresion y la metastasis del cancer
colorrectal humano (Zeng et al., 2004). En otro estudio con 60 adenocarcinomas de colon el 69% de ellos manifestd
una elevacion del ARNm de c-Met mas de dos veces mayor y el 48% mas de diez veces mayor en comparacion con
la mucosa normal adyacente (Kammula et al., 2007). Asi pues, el aumento de la sefalizacion de c-Met es frecuente
en los primeros estadios del cancer colorrectal, aunque la expresién mas elevada tenga lugar en las fases
avanzadas y metastasicas.

Tabla 4: Otros péptidos inmunogénicos Utiles en una composicién de la invencion

SEQ ID Se une a

N.° ID del péptido [Secuencia Simbolo del gen  [Funcién MHC

9 PTP-003 AIIDGVESV PTPRZ1 HLA-A*02

10 PTP-005 KVFAGIPTV PTPRZ1 HLA-A*02

11 CHI-001 SLWAGVVVL CHI3L2 HLA-A*02
HLA-DR and

12 BIR-002 TLGEFLKLDRERAKN BIRCS5 HLA-A*02

13 (HBV-001) FLPSDFFPSV péptido de control

Proteina-tirosina-fosfatasa, tipo receptor, Zetal (PTPRZ1, PTP-¢)

EI PTPRZ1 es un miembro de la familia de las proteina-tirosina-fosfatasas de tipo receptor y codifica una proteina de
membrana de un solo paso de tipo 1 dotada de dos dominios citoplasmaticos de tirosina-fosfatasa, un dominio alfa-
anhidrasa carbodnica y un dominio de fibronectina de tipo Ill. La expresion de este gen esta inducida en células de
cancer gastrico (Wu et al.,, 2006), cancer de mama (Perez-Pinera et al., 2007), en los oligodendrocitos
remielinizantes de las lesiones de la esclerosis multiple (Harroch et al., 2002), asi como en células embrionarias de
rifidn humano en condiciones hipodxicas (Wang et al., 2005).

Tanto la proteina como el transcrito aparecen sobreexpresados en las células de glioblastoma, promoviendo su
migracion haptotactica (Lu et al., 2005), asi como en la amplificacion del ADN genomico en el glioblastoma
(Mulholland et al., 2006).

Quitinasa 3-Like 2 (CHI3L2)

El CHI3L2 se identificé originalmente en condrocitos y esta regulado al alza, p. €j., en la artrosis (Steck et al., 2002).
Aunque la proteina no estad bien caracterizada todavia, lo mas probable es que se segregue en el espacio
extracelular. Se ha descrito frecuentemente como un antigeno diana en la artritis reumatoide. La induccion
antiangiogénica en condiciones experimentales de una linea celular de glioma humano mediante la transfeccion con
ARNpi (VEGF-A) causo la regulacion al alza del CHI3L2.

Survivina (BIRC5)

La expresion de BIRC5S (survivina), miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP), es
elevada en tejidos fetales y en diversos tipos de cancer humanos. La survivina parece ser capaz de regular tanto la
proliferacion celular como la muerte celular apoptosica. Y especialmente en el glioblastoma se detectan niveles
sumamente elevados de expresion de la survivina (Angileri et al., 2008). Se ha planteado que la sobreexpresion de
la survivina en los gliomas cerebrales podria desempefiar un papel importante en la proliferacién maligna, los
mecanismos anti-apoptésicos y la angiogénesis (Zhen et al., 2005; Liu et al., 2006). Especialmente en el caso del
glioblastoma, pero también en el de otras entidades tumorales, la expresion de la survivina aparecio relacionada
significativamente con el grado de malignidad (con la mayor expresién de survivina en el glioblastoma) y con tiempos
de supervivencia global mas cortos que los pacientes con tumores negativos para la survivina (Kajiwara et al., 2003;
Saito et al., 2007; Uematsu et al., 2005; Mellai et al., 2008; Grunda et al., 2006; Xie et al., 2006; Sasaki et al., 2002;
Chakravarti et al., 2002).

Antigeno central de la hepatitis B

Los péptidos inmundgenos de la proteina central HBc del virus de la hepatitis B (VHB) se conocen bien (Bertoletti et
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al., 1993; Livingston et al., 1997). En vacunas antitumorales basadas en la presente invencion se puede incluir un
péptido de 10 aminoacidos de la HBc como control positivo a fin de verificar la inmunocompetencia de los pacientes
y el éxito de las inmunizaciones.

En una forma de realizacién preferida de la invencién la composicion farmacéutica comprende al menos dos
péptidos que contienen una secuencia de aminoacidos conforme con la SEQ ID N. ° 2 y una secuencia de
aminoacidos conforme con la SEQ ID N. ° 3.

En una forma de realizacion aun mas preferida la composicion farmacéutica comprende al menos un péptido mas
que contiene una secuencia de aminoacidos seleccionados del grupo consistente en la SEQ ID N. ° 1, y las SEQ ID
N.°4 a SEQ ID N. ° 12, asi como un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otras formas de realizacion preferidas de la invencion comprenden al menos 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11 o0 12 péptidos,
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica puede contener, ademas, otros péptidos adicionales y/o excipientes para aumentar la
eficacia, tal y como se explicara mas adelante.

Por «variante de la secuencia de aminoacidos» los inventores quieren decir que las cadenas laterales de, por
ejemplo, uno o dos de los residuos de aminoacidos estan alteradas (por ejemplo sustituyéndolas por la cadena
lateral de otro residuo de aminoacido natural o alguna otra cadena lateral) de modo que el péptido sigue siendo
capaz de unirse a una molécula HLA basicamente de la misma manera que un péptido que consiste en la secuencia
de aminoacidos dada. Por ejemplo, se puede modificar un péptido de modo que al menos conserve, si no mejore, la
capacidad de interaccionar y de unirse a una molécula MHC adecuada, como HLA-A o DR, y que como minimo
conserve, si no mejore, la capacidad para generar CTL activados que reconozcan y destruyan las células que
expresen un polipéptido que contenga una secuencia de aminoacidos tal y como se define en los aspectos de la
invencién. Como se puede deducir a partir de bases de datos, ciertas posiciones de los péptidos de unién a HLA-A
normalmente son residuos de anclaje que forman una secuencia central que encaja en el motivo de unién de la
hendidura de union del HLA.

Aquellos residuos de aminoacidos que no son esenciales para interaccionar con el receptor del linfocito T pueden
ser modificados sustituyéndolos por otros aminoacidos cuya incorporacion no afecte sustancialmente a la reactividad
de los linfocitos T y no suprima la uniéon al MHC pertinente. Asi pues, aparte de la condicién indicada, el péptido
descrito puede ser cualquier péptido (en cuyo término los inventores incluyen oligopéptidos o polipéptidos), que
incluya las secuencias de aminoacidos o una porcién o una variante de las mismas tal y como se indican.

Es sabido, ademas, que los péptidos presentados por el MHC de clase Il estdn compuestos de una «secuencia
central» dotada de un cierto motivo de aminoacidos especifico del HLA y, opcionalmente, de extensiones N- y/o C-
terminales que no interfieren con la funcién de la secuencia central (es decir, que se consideran irrelevantes para la
interaccion del péptido con el linfocito T). Las extensiones N- y/o C-terminales pueden, por ejemplo, tener entre 1 y
10 aminoacidos de longitud, respectivamente. Estos péptidos se pueden utilizar directamente para cargar las
moléculas MHC de clase Il o bien la secuencia se puede clonar en vectores de conformidad con la descripcion
ofrecida mas adelante en la presente memoria. Dado que estos péptidos constituyen el producto final del
procesamiento de péptidos mas grandes en el interior de la célula, también pueden utilizarse péptidos mas largos.
Los péptidos de la invencion pueden tener cualquier tamafio, pero normalmente tienen una masa molecular menor
de 100. 000, preferiblemente menos de 50. 000, méas preferiblemente menos de 10. 000, mas preferiblemente
menos de 5. 000, més preferiblemente menos de 2. 500 y normalmente entre 1000 y 2000 aproximadamente. En
términos del numero de residuos de aminoacidos, los péptidos de la invencion pueden tener menos de 1000
residuos, preferiblemente menos de 500 residuos, mas preferiblemente menos de 100 residuos.

En consecuencia, las variantes que estimulan la reaccion cruzada de los linfocitos T con un péptido de la invencion
son a menudo variantes de longitud.

Si un péptido de mas de aproximadamente 12 residuos de aminoacidos se utiliza directamente para unirse a una
molécula MHC de clase I, es preferible que los residuos que flanquean la regidon central de unién a HLA sean
residuos que no afecten sustancialmente a la capacidad del péptido para unirse especificamente a la hendidura de
unién de la molécula MHC de clase Il o presentar el péptido al CTL. No obstante, como se ha indicado arriba, se
apreciara que es posible usar péptidos mas grandes, especialmente los codificados por un polipéptido, ya que estos
péptidos mas grandes pueden ser fragmentados por células presentadoras de antigeno adecuadas.

También es posible que los epitopos de MHC de clase |, aunque suelen tener entre 8 y 10 aminoacidos de longitud,
sean generados por el procesamiento de péptidos mas largos o proteinas que incluyen el epitopo real. De forma
similar a los epitopos de MHC de clase I, es preferible que los residuos flanqueantes de los péptidos precursores
alargados situados por delante y/o por detras de los extremos N-terminal y C-terminal del epitopo real, no alteren
sustancialmente la presentacién del péptido al CTL ni enmascaren los sitios de escision proteolitica necesarios para
obtener el epitopo real a partir del procesamiento del péptido elongado.

Por supuesto, el péptido segun la presente invencion tiene la capacidad de unirse a una molécula del MHC humano
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de clase I. La unién de un péptido a un complejo de MHC puede ser analizada mediante métodos conocidos en la
técnica como, por ejemplo, los descritos mas adelante en los ejemplos ofrecidos en la presente invencion o los
descritos en la bibliografia para diferentes alelos de MHC de clase Il (p. €j., Vogt AB, Kropshofer H, Kalbacher H,
Kalbus M, Rammensee HG, Coligan JE, Martin R; Ligand motifs of HLA-DRB5*0101 and DRB1*1501 molecules
delineated from self-peptides; J Immunol. 1994; 153(4):1665-1673; Malcherek G, Gnau V, Stevanovic S,
Rammensee HG, Jung G, Melms A; Analysis of allele-specific contact sites of natural HLA-DR17 ligands; J Immunol.
1994; 153(3):1141-1149; Manici S, Sturniolo T, Imro MA, Hammer J, Sinigaglia F, Noppen C, Spagnoli G, Mazzi B,
Bellone M, Dellabona P, Protti MP; Melanoma cells present a MAGE-3 epitope to CD4(+) cytotoxic T cells in
association with histocompatibility leukocyte antigen DR11; J Exp Med. 1999; 189(5): 871-876; Hammer J, Gallazzi
F, Bono E, Karr RW, Guenot J, Valsasnini P, Nagy ZA, Sinigaglia F; Peptide binding specificity of HLA-DR4
molecules: correlation with rheumatoid arthritis association; J Exp Med. 1995 181(5):1847-1855; Tompkins SM, Rota
PA, Moore JC, Jensen PE; A europium fluoro-immunoassay for measuring binding of antigen to class 1l MHC
glycoproteins; J Immunol Methods. 1993;163(2): 209-216; Boyton RJ, Lohmann T, Londei M, Kalbacher H, Halder T,
Frater AJ, Douek DC, Leslie DG, Flavell RA, Altmann DM; Glutamic acid decarboxylase T lymphocyte responses
associated with susceptibility or resistance to type | diabetes: analysis in disease discordant human twins, non-obese
diabetic mice and HLA-DQ transgenic mice; Int Immunol. 1998 (12):1765-1776).

Otros segmentos de aminoacidos localizados en las regiones N- y/o C-terminal que no forman necesariamente parte
del péptido que actia como epitopo real para las moléculas de MHC podrian, no obstante, ser importantes para
conseguir introducir con eficiencia en las células el péptido conforme a la presente invencion. Se describe el péptido
de la presente invencién como parte de una proteina de fusién que comprende, por ejemplo, los 80 aminoacidos N-
terminales de la cadena invariable asociada al antigeno HLA-DR (p33, en lo sucesivo «li”) como la derivada del
NCBI, nimero de acceso de GenBank X00497 (Strubin, M., Mach, B. and Long, E. O. The complete sequence of the
mRNA for the HLA-DR-associated invariant chain reveals a polypeptide with an unusual transmembrane polarity
EMBO J. 3 (4), 869-872 (1984)).

Ademas, el péptido puede ser modificado aun mas para mejorar la estabilidad y/o la unién a las moléculas de MHC
con el fin de desencadenar una respuesta inmunitaria mas potente. Los métodos para conseguir esa optimizacion de
una secuencia peptidica son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, la introduccién de enlaces
peptidicos inversos o enlaces no peptidicos.

Asi pues, de acuerdo con otro aspecto la invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la que al menos
un péptido incluye enlaces no peptidicos.

En un enlace peptidico inverso los residuos de aminoacido no estan unidos por enlaces peptidicos (-CO-NH-) sino
que el enlace peptidico esta invertido. Estos peptidomiméticos retro-inversos pueden sintetizarse con métodos
conocidos en la técnica, como por ejemplo los descritos por Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237, y que
se incorporan en la presente memoria como referencia. Esta estrategia implica la sintesis de seudopéptidos que
contengan cambios en la estructura principal, pero no en la orientacion de las cadenas laterales. Meziere et al.
(1997) demuestran que estos seudopéptidos resultan Utiles para las respuestas de MHC y de los linfocitos T
cooperadores. Los péptidos retro-inversos, que contienen enlaces NH-CO en lugar de enlaces peptidicos CO-NH,
son mucho mas resistentes a la proteolisis.

Enlaces no peptidicos son, por ejemplo: -CH>-NH, -CH,S-, -CH2CH>-, -CH=CH-, -COCH>-, -CH(OH)CH>- y -CH>SO-.
La patente de Estados Unidos 4. 897. 445 proporciona un método para la sintesis en fase sdlida de enlaces no
peptidicos (-CH2-NH) en cadenas polipeptidicas que implica la obtencion de polipéptidos con procedimientos
estandar y la sintesis del enlace no peptidico mediante la reaccion de un aminoaldehido y un aminoacido en
presencia de NaCNBHjs.

Péptidos que comprenden las secuencias de la invencidn descritas arriba pueden ser sintetizados con otros grupos
quimicos afiadidos en los extremos amino y/o carboxi, con el fin de mejorar, por ejemplo, la estabilidad,
biodisponibilidad y/o afinidad de los péptidos. Por ejemplo, grupos hidréfobos como los grupos carbobenzoxilo,
dansilo, o t-butiloxicarbonilo pueden afiadirse a los extremos amino de los péptidos. De manera similar, se puede
colocar un grupo acetilo o un grupo 9-fluorenilmetoxi-carbonilo en los extremos amino de los péptidos. Asimismo, p.
ej., el grupo hidrofobo t-butiloxicarbonilo, o un grupo amido pueden ser afadidos en los extremos carboxi de los
péptidos.

Adicionalmente, todos los péptidos de la invencion pueden ser sintetizados para alterar su configuracion estérica.
Por ejemplo, puede utilizarse el isémero D de uno o mas de los residuos de aminoacidos del péptido en lugar del
isdmero L habitual.

De manera similar, un péptido de la invencién puede ser modificado quimicamente mediante la reaccién con
aminoacidos especificos antes o después de la sintesis del péptido. Ejemplos de tales modificaciones son bien
conocidos en la técnica y aparecen resumidos por ejemplo en R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein
Modification, 3rd ed. CRC Press, 2005, que se incorpora en la presente memoria como referencia. La modificacion
quimica de aminoacidos incluye, sin animo limitativo, la modificacién por acilacion, amidacion, piridoxilacion de lisina,
alquilacion reductora, ftrinitrobencilaciéon de grupos amino con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS),
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transformacion de grupos carboxilo en grupos amida y oxidacion del grupo sulfhidrilo con acido perférmico para
convertir la cisteina en acido cisteico, formacién de derivados mercuriales, formacion de disulfuros mixtos con otros
compuestos tiol, reaccidon con maleimida, carboximetilacion con acido yodoacético o yodoacetamida y
carbamoilacién con cianato a pH alcalino, aunque sin limitacion a ello. A este respecto, se remite a las personas
versadas en la técnica al Capitulo 15 de Current Protocols In Protein Science, Eds. Coligan et al. (John Wiley & Sons
NY 1995-2000), donde hallaran una metodologia méas extensa relacionada con la modificacién quimica de proteinas.

La modificacion de proteinas y péptidos terapéuticos con PEG se asocia a menudo con una prolongacion de la
semivida en circulacion, mientras que la unién por entrecruzamiento de proteinas con glutaraldehido, diacrilato de
polietilenglicol y formaldehido se emplea en la preparacion de hidrogeles. La modificacion quimica de alérgenos con
fines de inmunoterapia se consigue a menudo mediante la carbamilacién con cianato potasico.

En general, los péptidos (al menos aquellos que contienen enlaces peptidicos entre los residuos de aminoacidos)
pueden ser sintetizados, p. €j., utilizando la sintesis de péptidos en fase solida por el método de Fmoc-poliamida,
como muestra Lu et al. (1981) J. Org. Chem. 46, 3433 y las referencias que aparecen en el mismo.

La purificaciéon puede llevarse a cabo mediante una sola o una combinaciéon de técnicas como la recristalizacion,
cromatografia por exclusién de tamafio, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia por interacciéon
hidréfoba, y (normalmente) cromatografia de liquidos de alto rendimiento con fase inversa utilizando, p. e€j.,
separacion con gradiente de acetonitrilo/agua.

El analisis de los péptidos puede efectuarse utilizando cromatografia en capa fina, electroforesis, en particular
electroforesis capilar, extraccion en fase solida (CSPE), cromatografia de liquidos de alto rendimiento con fase
inversa, analisis de aminoacidos tras hidrélisis acida y andlisis con espectrometria de masas por bombardeo con
atomos rapidos (FAB), asi como analisis con espectrometria de masas MALDI y ESI-Q-TOF.

Se describe un acido nucleico (p. €j. un polinucleétido) que codifica un péptido de la invencion. El polinucleétido
puede ser, p. ej., ADN, ADNc, ANP, ANC o ARN, ya sea monocatenario y/o bicatenario, o formas nativas o
estabilizadas de polinucleétidos, como, p. €j., polinucleétidos con una estructura de fosforotioato, o combinaciones
de los mismos, y puede contener intrones siempre que codifique el péptido. Por supuesto, sélo los péptidos que
contengan residuos de aminoacidos naturales unidos por enlaces peptidicos naturales pueden ser codificados por
un polinucledtido. Se describe un vector de expresion capaz de expresar un péptido conforme a la invencion. En la
técnica se conocen bien vectores de expresion para diferentes tipos de células que pueden ser seleccionados sin
demasiada experimentacion.

En general, el ADN se inserta en un vector de expresion, como un plasmido, con la orientacién apropiada y el marco
de lectura correcto para asegurar la expresion. Si es necesario, el ADN se puede enlazar con secuencias
nucleotidicas de control que regulan la transcripciéon o la traducciéon y que son reconocidas por el hospedador
deseado, aunque en general tales controles ya suelen estar incluidos en el propio vector de expresion. A
continuacion, el vector se introduce en el hospedador mediante técnicas estandar. Se pueden hallar indicaciones, p.
ej., en Sambrook et al (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY.

En una forma de realizacién especialmente preferida de la invencién, la composicién farmacéutica comprende un
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 2, y en un péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 3.

La cantidad 6ptima de cada péptido que ha de incluirse en la vacuna y la pauta posoldgica éptima pueden ser
determinadas por una persona versada en la técnica sin demasiada experimentacion. Por ejemplo, el péptido o su
variante pueden ser preparados para la inyeccién por via intravenosa (i. v.), subcutanea (s. c.), intradérmica (i. d.),
intraperitoneal (i. p.) o intramuscular (i. m.). Los métodos preferidos para la inyeccion del péptido son s. c., i. d., i. p.,
i. m. e i. v. Los métodos preferidos para la inyeccion del ADN soni. d.,i. m., s. c., i. p. e i. v. Segun el péptido o ADN
de que se trate se pueden administrar dosis de, por ejemplo, entre 1 y 500 mg, 50 ug y 1,5 mg, preferiblemente de
125 pg a 500 pg de péptido o ADN. Dosis de este rango se han utilizado con éxito en varios ensayos (Brunsvig PF,
Aamdal S, Gjertsen MK, Kvalheim G, Markowski-Grimsrud CJ, Sve |, Dyrhaug M, Trachsel S, Mgller M, Eriksen JA,
Gaudernack G. Telomerase peptide vaccination: a phase /1l study in patients with non-small cell lung cancer; Cancer
Immunol Immunother. 2006; 55(12):1553-1564; M. Staehler, A. Stenzl, P. Y. Dietrich, T. Eisen, A. Haferkamp, J.
Beck, A. Mayer, S. Walter, H. Singh, J. Frisch, C. G. Stief, An open label study to evaluate the safety and
immunogenicity of the peptide based cancer vaccine IMA901, Reunién de ASCO 2007; Resumen N. © 3017).

La composicion farmacéutica de la invencién puede elaborarse de modo que la seleccién, el nimero y/o cantidad de
péptidos presentes en la composicion sea/sean especificos de tejido, de cancer y/o de paciente. Por ejemplo, la
seleccion exacta de los péptidos puede estar guiada por los patrones de expresion de las proteinas originales en un
tejido dado para evitar efectos secundarios. La seleccion puede depender del tipo especifico de cancer que el
paciente padece, asi como del curso de la enfermedad, los regimenes terapéuticos previos, el estado inmunitario del
paciente y, por supuesto, de su haplotipo HLA. Ademas, la vacuna conforme a la invencion puede contener
componentes individualizados, de acuerdo con las necesidades personales del paciente en cuestion. Ejemplos de
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esta personalizacion son el uso de diferentes cantidades de péptidos segun la expresion de los AAT relacionados en
el paciente, los efectos secundarios indeseados causados por alergias u otros tratamientos, y los ajustes de
tratamientos secundarios después de una primera tanda o pauta de tratamiento.

En el caso de las composiciones que se van a utilizar como vacuna contra el GBM, por ejemplo, se evitaran los
péptidos cuyas proteinas originales se expresen en grandes cantidades en los tejidos normales, o bien se procurara
que estén presentes en bajas cantidades en la composicién de la invencién. Por otra parte, si se sabe que el tumor
del paciente expresa grandes cantidades de cierta proteina la composicién farmacéutica para el tratamiento de ese
cancer podria contener grandes cantidades y/o contar con mas de un péptido especifico de esa proteina en
particular o de la via de esa proteina.

La persona versada en la técnica serda capaz de seleccionar las combinaciones preferidas de péptidos
inmunogénicos analizando, por ejemplo, la generacion de linfocitos T in vitro, asi como su eficiencia y presencia
total, la proliferacion, afinidad y expansion de ciertos linfocitos T frente a ciertos péptidos, y la funcionalidad de
dichos linfocitos, por ejemplo, analizando la produccion de IFN-gamma (véanse también los ejemplos presentados
mas adelante). Normalmente, los péptidos mas eficientes se combinan después en una vacuna con los fines
descritos arriba.

Una vacuna adecuada contendra preferentemente entre 2 y 20 péptidos, mas preferentemente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 péptidos diferentes, ain mas preferentemente 6, 7, 8, 9, 10 11, 12, 13 0 14
péptidos diferentes, y lo mas preferible de todo 10, 11, 12, 13 o 14 péptidos diferentes. Los péptidos 9-ameros y 10-
ameros descritos en las Tablas 1 y 2 adjuntas son péptidos de MHC de clase |, mientras que los 12- a 15-ameros
son péptidos de MHC de clase II.

Los péptidos constituyen una vacuna antitumoral o contra el cancer. La vacuna puede administrarse directamente al
paciente, en el 6rgano afectado o por via sistémica, o aplicarse ex vivo a células derivadas del paciente o a una
linea celular humana que después se administra al paciente, o utilizarse in vitro para seleccionar una subpoblacion
de células inmunitarias derivadas del paciente que después se le vuelven a administrar.

El péptido puede ser sustancialmente puro, o combinarse con un adyuvante inmunoestimulador (véase abajo) o
utilizarse en combinacion con citocinas inmunoestimuladoras, o bien administrarse mediante otro sistema de
liberacion adecuado, como por ejemplo liposomas. El péptido también se puede conjugar con un transportador
adecuado como la hemocianina de lapa californiana (KLH) o el manano (véase WO 95/18145 y Longenecker et al.
(1993) Ann. NY Acad. Sci. 690,276-291). El péptido también puede estar marcado, o ser una proteina de fusion, o
ser una molécula hibrida. Se espera que los péptidos cuya secuencia se ofrece en la presente invencion estimulen a
los CTL CD8. No obstante, la estimulacion es mas eficiente si se cuenta con la ayuda de los linfocitos T positivos
para el CD opuesto. Asi pues, en el caso de los epitopos de MHC de clase Il que estimulan a los CTL CD4 la pareja
de fusion o las secciones de una molécula hibrida adecuada proporcionan epitopos que estimulan a los linfocitos T
CD8-positivos. Por su parte, en los epitopos de MHC de clase | que estimulan a los CTL CD8, la pareja de fusién o
las secciones de una molécula hibrida proporcionan epitopos que estimulan a los linfocitos T CD4-positivos. Los
epitopos que estimulan a los CD4 y CD8 son bien conocidos en la técnica.

Los vehiculos aceptables desde el punto de vista farmacéutico son bien conocidos y normalmente consisten en
liquidos, con los que se formula un agente terapéutico activo. El vehiculo generalmente no aporta ninguna actividad
farmacolégica a la formulacion, pero puede proporcionar estabilidad quimica o biolégica, caracteristicas de liberaciéon
y similares. Ejemplos de formulaciones se pueden encontrar, por ejemplo, en Alfonso R. Gennaro. Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition. Baltimore, MD: Lippincott Williams & Wilkins 2000, e incluyen, sin
animo limitativo, solucion salina fisiolégica, agua, agua tamponada, glicina al 0,3%, acido hialurénico, dextrosa y
similares. Recientemente se ha descubierto que ciertas emulsiones grasas que vienen siendo utilizadas desde hace
muchos afios para la nutricién intravenosa de pacientes también pueden actuar como vehiculos para péptidos. Dos
ejemplos de tales emulsiones son las emulsiones grasas comerciales conocidas con los nombres de Intralipid y
Lipofundin. «Intralipid» es una marca registrada de Kabi Pharmacia, Suecia, y consiste en una emulsion grasa para
nutricion intravenosa que aparece descrita en la patente de EE. UU. N. ° 3. 169. 094. «Lipofundin» es una marca
registrada de B. Braun Melsungen, Alemania. Ambas contienen aceite de soja como grasa (100 6 200 g en 1. 000 ml
de agua destilada: 10% o 20%, respectivamente). Como emulsificantes, en Intralipid se utilizan fosfolipidos de la
yema de huevo (12 g/l de agua destilada) y en Lipofundin la lecitina de yema de huevo (12 g/l de agua destilada). La
isotonicidad se consigue afiadiendo glicerol (25 g/l) tanto en Intralipid como en Lipofundin.

Para desencadenar una respuesta inmunitaria normalmente es necesario incluir excipientes que aumenten la
inmunogenicidad de la composicion. Asi pues, en una forma de realizacion preferida la composicion farmacéutica
comprende, ademas, como minimo un adyuvante adecuado.

Los adyuvantes son sustancias que potencian o estimulan de forma inespecifica la respuesta inmunitaria (p. €j.,
respuestas inmunitarias mediadas por CTL y linfocitos T cooperadores (Tw) contra un antigeno, y podrian ser
considerados utiles en el medicamento de la presente invencion. Los adyuvantes adecuados incluyen, entre otros
ejemplos: 1018 ISS, sales de aluminio, Amplivax, AS15, BCG, CP-870. 893, CpG7909, CyaA, dSLIM de Mologen,
GM-CSF, 1C30, IC31, Imiquimod, ImuFact IMP321, interferén-alfa o beta, IS Patch, ISS, ISCOM, Juvimmune,
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LipoVac, MF59, monofosforil lipido A, y otros derivados de LPS no téxicos, Montanide IMS 1312, Montanide ISA
206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, sistema de vector PepTel,
microparticulas PLG, resiquimod, SRL172, virosomas y otras particulas seudoviricas, YF-17D, VEGF trap, R848,
beta-glucano, Pam3Cys, QS21 stimulon de Aquila (Aquila Biotech, Worcester, MA, EE. UU. ) que es un derivado de
la saponina, extractos de micobacterias y analogos sintéticos de la pared bacteriana, y otros adyuvantes patentados
como Detox de Ribi, Quil o Superfos. Se prefieren adyuvantes como Imiquimod, Resimiquimod, adyuvante de
Freund incompleto o GM-CSF. Varios adyuvantes inmunitarios (p. ej., MF59) especificos para las células dendriticas
y su preparacion han sido descritos con anterioridad (Dupuis M, Murphy TJ, Higgins D, Ugozzoli M, van Nest G, Ott
G, McDonald DM; Dendritic cells internalize vaccine adjuvant after intramuscular injection; Cell Immunol. 1998;
186(1):18-27; Allison AC; The mode of action of immunological adjuvants; Dev Biol Stand. 1998; 92:3-11). También
pueden utilizarse citocinas. A varias citocinas se les ha atribuido una influencia directa en la migracion de las células
dendriticas hacia los tejidos linfoides (p. €j., el TNF-a), como parte de un proceso que acelera su maduracion hasta
convertirlas en células presentadoras de antigeno para los linfocitos T (p. ej., GM-CSF, IL-1 e IL-4) (Patente de EE.
UU. N. ° 5. 849. 589, incorporada integramente en la presente memoria como referencia) y en el que actian como
inmunoadyuvantes (p. €j., la IL-12) (Gabrilovich DI, Cunningham HT, Carbone DP; IL-12 and mutant P53 peptide-
pulsed dendritic cells for the specific immunotherapy of cancer; J Immunother Emphasis Tumor Immunol. 1996
(6):414-418).

También se ha descrito que los oligonucleétidos de CpG inmunoestimuladores potencian los efectos de los
adyuvantes en vacunas. Sin limitarse a la teoria, los oligonucledtidos de CpG actian activando el sistema
inmunitario innato (no adaptativo) a través de los receptores de tipo Toll (TLR), principalmente el TLR9. La activacion
del TLR9 desencadenada por los CpG potencia las respuestas humorales y celulares especificas de antigeno contra
una amplia gama de antigenos, incluidos antigenos peptidicos o proteicos, virus vivos o muertos, vacunas de células
dendriticas, vacunas de células autdlogas y conjugados de polisacaridos, tanto en vacunas profilacticas como
terapéuticas. Mas importante aun, potencian la maduracion y la diferenciacion de las células dendriticas, lo cual
resulta en una mayor activacion de los linfocitos Th1 y una generacion mas potente de linfocitos T citotoxicos (CTL),
incluso sin la ayuda de los linfocitos T CD4. La tendencia hacia la respuesta TH1 provocada por la estimulacion del
TLR9 se mantiene incluso en presencia de adyuvantes vacunales como el aluminio o el adyuvante de Freund
incompleto (IFA) que normalmente promueven un sesgo hacia la respuesta TH2. Los oligonucleétidos de CpG
muestran incluso una mayor actividad adyuvante cuando se formulan o administran conjuntamente con otros
adyuvantes o en formulaciones como microparticulas, nanoparticulas, emulsiones de lipidos o formulaciones
similares, que son especialmente necesarias para inducir una respuesta potente cuando el antigeno es
relativamente débil. También aceleran la respuesta inmunitaria y permiten reducir las dosis de antigeno
aproximadamente en dos 6rdenes de magnitud, habiendo obtenido en algunos experimentos respuestas de
anticuerpos comparables a las conseguidas con la dosis completa de vacuna sin CpG (Arthur M. Krieg, Therapeutic
potential of Toll-like receptor 9 activation, Nature Reviews, Drug Discovery, 2006, 5, 471-484). La patente de EE. UU.
N. ° 6. 406. 705 B1 describe el uso combinado de oligonucleétidos de CpG, adyuvantes que no son acidos nucleicos
y un antigeno para inducir una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Un componente preferido de la
composicién farmacéutica de la presente invencidon es un antagonista CpG del TLR9 comercial conocido como
dSLIM (inmunomodulador en horquilla doble), fabricado por Mologen (Berlin, Alemania). También se pueden utilizar
otras moléculas que se unen a los TLR, como ARN que se unena TLR 7, TLR 8 y/o TLR 9.

Otros ejemplos de adyuvantes utiles incluyen, entre otros, CpG quimicamente modificados (p. ej., CpR, Idera),
Poli(l:C) (p. ej., polil:C12U), ADN o ARN bacteriano sin CpG, asi como pequefias moléculas inmunoactivas y
anticuerpos como imidazoquinolinas, ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, celebrex, NCX-4016, sildenafilo,
tadalafilo, vardenafilo, sorafinib, XL-999, CP-547632, pazopanib, ZD2171, AZD2171, ipilimumab, tremelimumab y
SC58175, que pueden actuar terapéuticamente y/o como un adyuvantes. Las cantidades y concentraciones de
adyuvantes y de aditivos Utiles en el contexto de la presente invencion pueden ser determinadas facilmente por las
personas versadas en la técnica sin demasiada experimentacion.

Los adyuvantes preferidos son dSLIM, BCG, OK432, imiquimod, resimiquimod, GM-CSF, interferén alfa, PeviTer y
Juvimmune o combinaciones de los anteriores.

En una forma de realizacion preferida de la composicién farmacéutica conforme a la invencion el adyuvante es
seleccionado del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de las colonias
de granulocitos-macrofagos (GM-CSF, sargramostim), imiquimod, resimiquimod e interferdn alfa.

En otra forma de realizacién preferida de la composicion farmacéutica conforme a la invencion, el adyuvante es
imiquimod o resiquimod.

Esta composicion estd destinada a la administracion parenteral, como por via subcutanea, intradérmica,
intramuscular o intraperitoneal, o bien para la administracion oral. Para ello, los péptidos y opcionalmente otras
moléculas se disuelven o se suspenden en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente acuoso.
Ademas, la composicion puede contener excipientes, tales como tampones, aglutinantes, disgregantes, diluyentes,
saborizantes, lubricantes, etc. Los péptidos también se pueden administrar junto con sustancias
inmunoestimuladoras, como citocinas. En una composicion tal se puede usar una amplia lista de excipientes, como
por ejemplo, los tomados de A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3™ Ed. 2000, American
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Pharmaceutical Association y Pharmaceutical Press. La composicion se puede utilizar para la prevencion, profilaxis
y/o tratamiento de enfermedades adenomatosas o cancerosas, preferiblemente del cancer colorrectal (CCR).

Los linfocitos T citotdxicos (CTL) reconocen un antigeno que adopta la forma de un péptido unido a una molécula de
MHC en lugar del antigeno extrafio intacto. La molécula de MHC esta ubicada en la superficie de una célula
presentadora de antigeno. Por ello, la activacion de los CTL sélo es posible en presencia de un complejo trimérico
compuesto por el antigeno peptidico, la molécula de MHC y la célula APC. Por consiguiente, se puede potenciar la
respuesta inmunitaria si, ademas de utilizar el péptido para activar a los CTL, se afiaden células APC con la
correspondiente molécula de MHC.

Asi pues, en una forma de realizaciéon preferida la composicion farmacéutica conforme a la presente invencion
contiene, ademas, una célula presentadora de antigeno como minimo.

La célula presentadora de antigeno (o célula estimuladora) normalmente presenta una molécula de MHC de clase |
o Il en su superficie y en una forma de realizacién es sustancialmente incapaz de cargar la molécula de MHC de
clase | o Il con el antigeno seleccionado. Tal y como se describe con mas detalle abajo, la molécula de MHC de
clase | o Il puede cargarse facilmente in vitro con el antigeno seleccionado.

Preferiblemente, la célula de mamifero carece del transportador de péptidos TAP o bien este se presenta en un nivel
reducido o funciona poco. Entre las células desprovistas del transportador peptidico TAP adecuadas se incluyen las
T2, una linea celular humana deficiente para la carga de péptidos que esta disponible en la American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, EE. UU. con el nimero de catalogo N. ° CRL-1992; las
lineas celulares deficientes para TAP como la T2 pueden ser utilizadas como APC, ya que por su carencia de TAP
casi todos los péptidos presentados por las MHC de clase | son los péptidos en estudio con los que se cargan
externamente las moléculas MHC clase | vacias de estas lineas celulares, por lo que todos los efectos pueden
atribuirse claramente a los péptidos afiadidos.

Preferiblemente, las células presentadoras de antigeno son células dendriticas. Las células dendriticas adecuadas
son células dendriticas autdlogas que son expuestas a pulsos de un péptido antigénico. El péptido antigénico puede
ser cualquier péptido antigénico adecuado que desencadene una respuesta de linfocitos T apropiada. El tratamiento
de linfocitos T con células dendriticas autdlogas expuestas a pulsos de péptidos derivados de un antigeno asociado
a tumor se describe en Murphy et al. (1996) The Prostate 29, 371-380, y en Tjua et al. (1997) The Prostate 32, 272-
278.

Asi pues, en una forma de realizacién preferida de la presente invencién la composicién farmacéutica contiene al
menos una célula presentadora de antigeno que es expuesta a pulsos o cargada con el péptido, por ejemplo, con el
método del ejemplo 4.

Como alternativa, la célula presentadora de antigeno puede comprender un constructo de expresién que codifique el
péptido. El polinucledtido puede ser cualquier polinucleétido adecuado y se prefiere que sea capaz de transducir la
célula dendritica dando como resultado la presentacion de un péptido y la induccion de inmunidad.

Para mayor conveniencia, un acido nucleico de la presente invencién puede estar comprendido en un polinucleétido
viral o en un virus. Por ejemplo, se ha comprobado que células dendriticas transducidas con adenovirus inducen
inmunidad antitumoral especifica de antigeno en relacion con MUC1 (véase Gong et al. (1997) Gene Ther. 4, 1023-
1028). De manera similar, se pueden usar sistemas basados en adenovirus (véase, por ejemplo, Wan et al. (1997)
Hum. Gene Ther. 8, 1355-1363); se pueden usar sistemas de retrovirus (Specht et al. (1997) J. Exp. Med. 186,
1213-1221 y Szabolcs et al. (1997) o también la transferencia a células dendriticas mediada por particulas
sanguineas (Tuting et al. (1997) Eur. J. Immunol. 27, 2702-2707); y también ARN (Ashley et al. (1997) J. Exp. Med.
186, 1177-1182).

Por lo general, una composicidon farmacéutica de la invencidon que contenga (a) acido(s) nucleico(s) de la invencion
puede ser administrada de una manera similar a las que contienen péptido(s) de la invencién, por ejemplo, por via
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, intratumoral, oral, dérmica, nasal, yugal, rectal,
vaginal, por inhalacién, o por via topica.

Debido a los mecanismos de evasion los tumores suelen desarrollar resistencia contra los farmacos con los que son
tratados. La resistencia farmacolégica puede aparecer durante el tratamiento y manifestarse en forma de metastasis
y de tumores recurrentes. A fin de evitar esta resistencia farmacolégica el tumor se suele tratar con una combinacion
de farmacos, y las metastasis y los tumores que reaparecen después de un periodo de tiempo sin enfermedad
suelen requerir una combinacion distinta. La composicion farmacéutica se puede administrar conjuntamente con un
segundo agente contra el cancer. Este segundo agente puede ser administrado antes, después o simultaneamente
con la composicion farmacéutica de la invencion. La administracion simultanea puede llevarse a cabo, por ejemplo,
mezclando la composicién farmacéutica con el segundo agente anticanceroso si las propiedades quimicas de ambos
son compatibles. Otra forma de administracion simultanea consiste en la administracion de la composicién y del
agente anticanceroso el mismo dia pero por vias de administracion distintas, de modo que, por ejemplo, la
composicion farmacéutica de la invencién puede inyectarse mientras que el segundo agente anticanceroso se
administra por via oral. La composicion farmacéutica y el segundo agente anticanceroso también pueden
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administrarse durante el mismo ciclo de tratamiento pero en dias distintos y/o en ciclos de tratamiento distintos.

Se describe un método para tratar o prevenir el cancer en un paciente, comprendiendo dicho método la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las composiciones farmacéuticas de la
invencion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz sera una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria, en
particular una activacion de una subpoblacién de CTL. Una persona versada en la técnica puede determinar
facilmente si una cantidad es eficaz utilizando métodos inmunolégicos estandar, como los facilitados en los ejemplos
de las presentes especificaciones. Otra forma de monitorizar el efecto de cierta cantidad de la composicion
farmacéutica consiste en observar el crecimiento del tumor tratado y/o su recurrencia.

En una forma de realizacion especialmente preferida de la presente invencion, la composicidn farmacéutica se utiliza
como una vacuna contra el cancer.

La composicidon que contiene péptidos también puede constituir una vacuna antitumoral o contra el cancer. La
vacuna puede administrarse directamente al paciente, en el 6rgano afectado o por via sistémica, o aplicarse ex vivo
a células derivadas del paciente o a una linea celular humana que después se administra al paciente, o utilizarse in
vitro para seleccionar una subpoblacion de células inmunitarias derivadas del paciente que después se le vuelven a
administrar.

La composicién de la invencion se puede utilizar en un método para tratar o ser utilizada como una vacuna contra el
cancer. El cancer puede ser de la cavidad bucal o la faringe, cancer del tubo digestivo, cancer de colon, recto o ano,
cancer de las vias respiratorias, cancer de mama, cancer de cuello de utero, vagina o vulva, cancer del cuerpo
uterino y de ovario, cancer de las vias genitales masculinas,cancer de las vias urinarias, cancer de hueso vy tejido
blando, sarcoma de Kaposi, melanoma cutaneo, melanoma ocular, y cancer ocular no melanémico, cancer de
cerebro y del sistema nervioso central, cancer de tiroides y de otras glandulas endocrinas, linfoma de Hodgkin,
linfoma no hodgkiniano o mieloma, preferentemente cancer renal, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de estdmago, cancer cerebral, GIST o glioblastoma,
preferentemente tumores cerebrales y ain mas preferentemente glioblastomas.

En la forma de realizacién mas preferida del método de tratamiento o vacuna conforme a la invencion, la vacuna es
una vacuna antitumoral multipeptidica para el tratamiento del GBM. La vacuna comprende un péptido que consta de
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N. ° 2, y un péptido que consta de la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID N. ° 3 y opcionalmente al menos un péptido adicional consistente en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo consistente enla SEQID N.° 1 ylas SEQID N. °4 a SEQ ID N. ° 12 que estan localizados y
han sido identificados en células de glioblastoma primario. Este conjunto incluye péptidos de HLA de clase | y clase
Il. El conjunto de péptidos también puede contener al menos un péptido, como el antigeno central del VHB, a modo
de péptido de control positivo que actie como marcador inmunitario para verificar la eficacia de la administracion
intradérmica. En una forma de realizacion particular, la vacuna consiste en 14 péptidos individuales (conformes a las
SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N. ° 12), con entre aproximadamente 1500 pyg a aproximadamente 75 g, preferentemente
entre aproximadamente 1000 ug a aproximadamente 750 ug, y mas preferentemente entre aproximadamente
500 ug y aproximadamente 600 ug, y la mas preferida aproximadamente 578 ug de cada péptido, todos los cuales
se pueden purificar con HPLC y cromatografia de intercambio idnico y presentar un aspecto de polvo blanco o casi
blanco. El liofilizado se disuelve preferentemente en hidrogenocarbonato de sodio, y se usa para la inyeccion
intradérmica en los 30 minutos posteriores a su reconstitucion a temperatura ambiente. De acuerdo con la presente
invencion, las cantidades preferidas de péptidos pueden oscilar entre aproximadamente 0,1 y 100 mg,
preferentemente entre aproximadamente 0,1 y 1 mg, y aun mas preferentemente entre aproximadamente 300 ug y
800 pg por 500 ul de solucion. En la presente memoria, el término «aproximadamente» significa +/- 10 por ciento del
valor dado, si no se indica otra cosa distinta. La persona versada en la técnica sera capaz de ajustar la cantidad real
de péptido que debe utilizarse en funcién de varios factores, como, por ejemplo, el estado inmunitario del paciente
y/o la cantidad de TUMAP que presenta un tipo particular de cancer. Los péptidos de la presente invencion pueden
proporcionarse en otras formas adecuadas (soluciones estériles, etc. ) en lugar de liofilizados.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender los péptidos en forma libre o en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «una sal farmacéuticamente aceptable» se refiere a un derivado de los
péptidos descritos en el que el péptido es modificado para obtener sales acidas o basicas del agente. Por ejemplo,
las sales acidas se preparan a partir de la base libre (normalmente la forma neutra del farmaco posee un grupo —
NH2 neutro) haciéndola reaccionar con un acido adecuado. Acidos adecuados para la preparacion de sales acidas
incluyen tanto acidos organicos, p. ej., acido acético, acido propidnico, acido glicélico, &cido piravico, acido oxalico,
acido malico, acido malodnico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, &cido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluensulfénico,
acido salicilico y similares, como acidos inorganicos, como, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico y similares. A la inversa, la preparacion de sales basicas a partir de grupos
acidos que pueden estar presentes en un péptido se lleva a cabo con una base farmacéuticamente aceptable como
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hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de amonio, hidréxido de calcio, trimetilamina o similares.

En una forma de realizaciéon especialmente preferida, las composiciones farmacéuticas comprenden los péptidos en
forma de sales de acido acético (acetatos), de amonio o de acido clorhidrico (cloruros).

En otra forma de realizaciéon, una composiciéon farmacéutica de la presente invencién puede incluir azlcares,
polioles, aminoacidos tales como glicina, arginina, acido glutamico y otros en calidad de formadores de matriz. Los
azucares pueden ser mono, di o trisacaridos. Estos azlcares pueden emplearse solos 0 en combinacion con
polioles. Algunos ejemplos de azucares son: glucosa, manosa, galactosa, fructosa o sorbosa como monosacaridos;
sacarosa, lactosa, maltosa o trehalosa como disacaridos; y rafinosa como trisacarido. Un poliol puede ser, por
ejemplo, la manitosa. Los ingredientes preferidos son: sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, manitol y/o sorbitol, y
mas preferentemente, manitol.

Asimismo, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden incluir excipientes que son bien
tolerados fisioldgicamente (véase Handbook of Pharmaceutical Excipients, 5™ ed., edited by Raymond Rowe, Paul
Sheskey and Sian Owen, Pharmaceutical Press (2006)), como por ejemplo antioxidantes como acido ascérbico o
glutatiéon, conservantes como fenol, m-cresol, metil o propilparabeno, clorobutanol, tiomersal o cloruro de
benzalconio, estabilizante, formador de matriz como sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, manitosa, manitol y/o
sorbitol, manitol y/o lactosa y solubilizante como polietilenglicoles (PEG), es decir PEG 3000, 3350, 4000 o 6000, o
ciclodextrinas, es decir hidroxipropil-R-ciclodextrina, sulfobutiletil-R-ciclodextrina o y-ciclodextrina, o dextranos o
poloxadmeros, esto es, poloxamero 407, poloxamero 188, o Tween 20, Tween 80. En una forma de realizacion
preferente las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn incluyen uno o varios excipientes bien
tolerados, seleccionados del grupo consistente en antioxidantes, formadores de matriz y estabilizantes.

El intervalo de pH aceptable va de 2 a 12 para la administracion intravenosa intramuscular, mientras que para la
administracion subcutanea se reduce entre 2,7 y 9,0 ya que la velocidad de dilucion in vivo es menor, lo que ofrece
mas posibilidades de irradiacion en el punto de inyeccién. Strickley Robert G., Pharm. Res., 21, n. © 2, 201 - 230
(2004).

La preparacion farmacéutica de la presente invencion comprende péptidos acordes con la invencidon que se
administran a un paciente aquejado por una enfermedad adenomatosa o cancerosa que esta asociada con el
respectivo péptido o antigeno. De ese modo, se puede desencadenar una respuesta inmunitaria mediada por
linfocitos T.

Se prefiere una composicién farmacéutica conforme a la invencion, en la cual las cantidades de péptidos (en
particular de los asociados a tumor) conformes a la invencion presentes en la composicién sean especificas del
tejido, del cancer y/o del paciente.

Se describe una vacuna de acido nucleico. Es sabido que la inoculacién de una vacuna de acido nucleico (como una
vacuna de ADN) que codifique un polipéptido conduce a una respuesta de linfocitos T. La vacuna puede
administrarse directamente al paciente, en el 6rgano afectado o por via sistémica, o aplicarse ex vivo a células
derivadas del paciente o a una linea celular humana que después se administra al paciente, o utilizarse in vitro para
seleccionar una subpoblacion de células inmunitarias derivadas del paciente que después se le vuelven a
administrar. Si el acido nucleico se administra a células in vitro, puede ser Util que estas células sean transfectadas
para que expresen simultdneamente citocinas inmunoestimuladoras, como la interleucina2 o el GM-CSF. El o los
acidos nucleicos pueden ser sustancialmente puros, o bien combinarse con un adyuvante inmunoestimulador, o
emplearse en combinacion con citocinas inmunoestimuladoras, o ser administrados con un sistema adecuado, como
por ejemplo liposomas. La vacuna de acido nucleico también puede administrarse con un adyuvante como los
descritos previamente en el caso de las vacunas peptidicas. Se prefiere que la vacuna de acido nucleico se
administre sin adyuvante.

El polinucledtido puede ser sustancialmente puro, o estar contenido en un vector o un sistema de liberacion
adecuado. Los vectores y sistemas de liberacidon adecuados incluyen los de naturaleza viral, como los sistemas
basados en adenovirus, virus vacunal, retrovirus, herpesvirus, virus adeno-asociados o hibridos que contienen
elementos de varios virus. Los sistemas de liberacién no virales incluyen lipidos catidnicos y polimeros catidnicos
que son bien conocidos como técnicas para la introduccion de ADN. Los métodos de introduccién fisicos, como la
«pistola génica», también pueden utilizarse. El péptido o el péptido codificado por el acido nucleico puede ser una
proteina de fusion, dotada por ejemplo con un epitopo del toxoide tetanico que estimula a los linfocitos T CD4-
positivos.

Es conveniente que cualquier acido nucleico que se administre al paciente sea estéril y apirégeno. El ADN desnudo
puede administrarse por via intramuscular, intradérmica o subcutanea. Convenientemente, la vacuna de acido
nucleico puede comprender cualquier medio adecuado para la introduccion de acidos nucleicos. El acido nucleico,
preferentemente ADN, también puede ser introducido en un liposoma o formando parte de un sistema de liberacion
basado en un vector viral. Si la vacuna es de acido nucleico, como una vacuna de ADN, es preferible que sea
administrada en el musculo, mientras que si se trata de una vacuna peptidica es preferible que lo sea por via s. c. o
i. d. También se prefiere que la vacuna se pueda administrar en la piel.
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Se cree que la captaciéon del acido nucleico y la expresion del polipéptido codificado por parte de las células
presentadoras de antigeno especializadas como las células dendriticas puede ser el mecanismo de sensibilizacion
de la respuesta inmunitaria; no obstante, aunque las células dendriticas no sean transfectadas, siguen siendo
importantes porque pueden captar el péptido expresado por otras células transfectadas del tejido («sensibilizacion
cruzadavy, p. €j., Thomas AM, Santarsiero LM, Lutz ER, Armstrong TD, Chen YC, Huang LQ, Laheru DA, Goggins M,
Hruban RH, Jaffee EM. Mesothelin-specific CD8(+) T cell responses provide evidence of in vivo cross-priming by
antigen-presenting cells in vaccinated pancreatic cancer patients. J Exp Med. 2004 Aug 2; 200(3):297-306).

El tratamiento del cancer mediante inmunizaciéon con polinucleétidos aparece descrito enConry et al. (1996)
Seminars in Oncology 23,135-147; Condon et al. (1996) Nature Medicine 2,1122-1127; Gong et al. (1997) Nature
Medicine 3,558-561; Zhai et al. (1996) J. Immunol. 156,700-710; Graham et al. (1996) Int J. Cancer 65,664-670; y
Burchell et al. (1996) 309-313 In: Breast Cancer, Advances in biology and therapeutics, Calvo et al. (Eds), John
Libbey Eurotext, que se incorporan integramente en la presente memoria como referencia.

También puede ser util dirigir la vacuna hacia poblaciones celulares especificas, como, por ejemplo, células
presentadoras de antigeno, ya sea a través del sitio de inyeccion, utilizando vectores y sistemas de liberacion
dirigidos, o mediante la purificacion selectiva de una poblaciéon celular de esa naturaleza del paciente y la
administracion ex vivo del péptido o acido nucleico en cuestion (por ejemplo, las células dendriticas pueden
seleccionarse del modo descrito por Zhou et al. (1995) Blood 86, 3295-3301; Roth et al. (1996) Scand. J.
Immunology 43, 646-651). Por ejemplo, los vectores dirigidos pueden comprender un promotor especifico de tejido o
de tumor que dirija la expresién del antigeno a un lugar adecuado.

Por ultimo, la vacuna conforme a la invencién puede depender del tipo especifico de cancer del paciente, asi como
del estado de la enfermedad, las anteriores pautas de tratamiento, el estado inmunitario del paciente y, por
supuesto, de su haplotipo HLA. Ademas, la vacuna conforme a la invencién puede contener componentes
individualizados, de acuerdo con las necesidades personales del paciente en cuestién. Ejemplos de esta
personalizacion son el uso de diferentes cantidades de péptidos segun la expresion de los AAT relacionados en el
paciente, los efectos secundarios indeseados causados por alergias u otros tratamientos, y los ajustes de
tratamientos secundarios después de una primera tanda o pauta de tratamiento.

Ademas de ser Utiles para el tratamiento del cancer, los péptidos de la presente invencidon también son utiles para el
diagnostico. Dado que muchos de los péptidos son generados por el glioblastoma y se ha determinado que dichos
péptidos no estan presentes en tejidos normales, dichos péptidos pueden ser utilizados para diagnosticar la
presencia de un cancer.

La presencia de los péptidos en biopsias de tejido puede ayudar al anatomopatélogo a diagnosticar un cancer. La
deteccién de ciertos péptidos mediante anticuerpos, espectrometria de masas u otros métodos conocidos en la
técnica puede advertir al anatomopatélogo de que el tejido es maligno o esta inflamado o enfermo. La presencia de
grupos de péptidos puede permitir la clasificacion o subclasificacion de los tejidos enfermos.

La deteccidon de los péptidos en una muestra de tejido enfermo puede ayudar a decidir si los tratamientos que
implican al sistema inmunitario pueden ser beneficiosos, sobre todo si se sabe o se prevé que los linfocitos T estén
implicados en el mecanismo de accién. La pérdida de expresion de MHC es un mecanismo conocido con el que las
células infectadas o cancerosas logran eludir la vigilancia del sistema inmunitario. Asi pues, la presencia de los
péptidos indica que dicho mecanismo no es utilizado por las células analizadas.

Los péptidos descritos pueden ser utilizados para analizar las respuestas de los linfocitos contra ellos, como son las
respuestas de los linfocitos T o las respuestas de anticuerpos contra el péptido o el péptido unido a moléculas de
MHC. Estas respuestas de los linfocitos pueden ser utilizadas como marcadores prondsticos para decidir los pasos
posteriores del tratamiento. Dichas respuestas también pueden ser utilizadas como marcadores indirectos en las
estrategias de inmunoterapia destinadas a estimular respuestas linfocitarias a través de diferentes medios, como por
ejemplo la vacunacion con proteinas, acidos nucleicos, materiales autdélogos, o la transferencia adoptiva de
linfocitos. En el ambito de la terapia génica, las respuestas de los linfocitos contra los péptidos de la presente
invencion pueden tenerse en cuenta para la evaluacion de los efectos secundarios. El control regular de las
respuestas de los linfocitos también puede ser una herramienta valiosa para el seguimiento en trasplantes, por
ejemplo con el fin de detectar enfermedades del injerto contra el hospedador y del hospedador contra el injerto.

Se describe un kit que comprende (a) un envase que contiene una composicién farmacéutica como la descrita
arriba, en forma de solucién o liofilizada; (b) opcionalmente, un segundo envase que contiene un diluyente o una
solucion de reconstitucion para la formulacion liofilizada; y (c) opcionalmente, instrucciones para (i) el uso de la
solucion o (i) reconstitucion y/o uso de la formulacion liofilizada. El equipo puede comprender ademas uno o mas de
los siguientes componentes: (i) un tampén, (iv) un diluyente, (v) un filtro, (vi) una aguja, o (v) una jeringa. El envase
es preferiblemente un frasco, un vial, una jeringa o un tubo de ensayo; puede ser un envase multiusos. Se prefiere
que la composicion farmacéutica esté liofilizada.

Los equipos comprenden preferiblemente una formulacion liofilizada de la presente invencién en un contenedor
adecuado e instrucciones para su reconstitucién y/o uso. Los envase adecuados incluyen, por ejemplo, frascos,
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viales (p. ej. viales con doble camara), jeringas (como jeringas con doble camara) y tubos de ensayo. El envase
puede estar formado por diversos materiales como vidrio o plastico. Preferiblemente el equipo y/o envase contienen
0 van acompafiados de instrucciones en el envase que indica las intrucciones de reconstituciéon y/o uso. Por
ejemplo, el prospecto puede indicar que la formulacion liofilizada debe reconstituirse para obtener ciertas
concentraciones de péptidos como las descritas en paginas precedentes. La etiqueta puede indicar ademas que la
formulacion puede administrarse o esta destinada a la administracion subcutanea.

El envase que contiene la formulacion puede ser un vial multiuso que permita varias administraciones (p. ej. de 2 a 6
administraciones) de la formulacion reconstituida. El equipo puede comprender ademas un segundo envase que
contenga un diluyente adecuado (p. ej., una solucién de bicarbonato sédico).

Después de mezclar el diluyente y la formulacién liofilizada, la concentracion final del péptido en la formulacion
reconstituida es preferiblemente como minimo de 0,15 mg/ml/péptido (=75 ug) y preferiblemente como maximo de 3
mg/ml/péptido (=1500 ug). El equipo puede incluir ademas otros materiales deseables desde el punto de vista
comercial y del usuario, tales como otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con
instrucciones de uso.

Los equipos pueden tener un solo envase que contenga la formulacion de las composiciones farmacéuticas acordes
con la presente invencién acompafado o no de otros componentes (p. ej. otros compuestos o composiciones
farmacéuticas de estos otros compuestos) o pueden contar con un envase distinto para cada componente.

Preferiblemente, los equipos incluyen una formulacion de la invencidon acondicionada para ser utilizada y
administrada conjuntamente con un segundo compuesto (como adyuvantes (p. ej. GM-CSF), un agente de
quimioterapia, un producto natural, una hormona o un antagonista, un inhibidor o agente anti-angiogénesis, un
inductor de la apoptosis o un quelante) o una composicién farmacéutica de los mismos. Los componentes del equipo
pueden estar preagrupados o cada componente puede estar en un envase separado antes de la administracion al
paciente. Los componentes del equipo pueden proporcionarse en una o varias soluciones liquidas, preferiblemente
en una solucién acuosa y, con mayor preferencia, en una solucidon acuosa estéril. Los componentes del equipo
también pueden facilitarse en forma de sodlidos, y pueden convertirse en liquidos afadiendo los disolventes
adecuados, que preferiblemente se proporcionan en otro envase distinto.

El envase de un equipo terapéutico puede ser un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa, o cualquier otro medio
para contener un sdlido o liquido. Si hay mas de un componente, normalmente el equipo contendra un segundo vial
u otro envase para permitir la dosificacién por separado. El equipo también puede contener otro envase para un
liquido farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente el equipo terapéutico contendra un aparato (p. ej. una o varias
agujas, jeringas, cuentagotas, pipeta, etc. ) para permitir la administracion de los agentes de la invenciéon que son
componentes del presente equipo.

La formulacion farmacéutica de la presente invencion es toda aquella que sea adecuada para la administracion de
los péptidos a través de cualquier via aceptable como la oral (entérica), nasal, oftalmica, subcutanea, intradérmica,
intramuscular, intravenosa o transdérmica. Se prefiere la administraciéon subcutanea y, con mayor preferencia, la
intradérmica. Se puede utilizar una bomba de infusién para la administracion.

La invencién se describira a continuacion con mas detalle aludiendo a las Figuras siguientes, la lista de Secuencias
y los Ejemplos. Los ejemplos siguientes se facilitan Unicamente a titulo ilustrativo y no pretenden limitar la invencién.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1:Analisis de tetrameros resultantes de la proliferacion estimulada con microesferas de linfocitos CD8+
especificos de CSP-001 y de NLGN4X-001 obtenidos de sangre periférica de un donante sano. 1 x 10°células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) enriquecidas con CD8+ por pocillo se estimularon semanalmente con
microesferas acopladas con anti-CD28 mas antigeno tumoral A*0201/CSP-001 en alta densidad (panel izquierdo) o
anti-CD28 mas antigeno tumoral A*0201/NLGN4X-001 en alta densidad (panel derecho). Después de tres
estimulaciones in vitro, todas las células se tifieron con anticuerpo contra el CD8, conjugado con FITC, y con
tetrameros de A*0201/CSP-001 y A*0201/NLGN4X-001 marcados por fluorescencia. Las células se seleccionan
entre los linfocitos CD8+; las cifras representan el porcentaje de células hallado en el cuadrante indicado entre los
linfocitos CD8+.

Figura 2: Afinidad de los péptidos de HLA de clase | de la invencion por la molécula de MHC codificada por el alelo
HLA-A*0201. Las constantes de disociacion (Kp) de los TUMAP de HLA de clase | de IMA950, de los péptidos de
control IMA-MUC-001 (ligando intermedio) y del péptido marcador viral HBV-001 (ligando fuerte) se midieron con un
ensayo de replegamiento de MHC basado en ELISA. El ensayo se repitid tres veces con resultados similares.

Figura 3: Unién relativa in vitro de los 15-ameros derivados de IMA-BIR-002 y de IMA-MET-005 con los alelos HLA-
DR mas frecuentes. La tecnologia Proimmune REVEAL™ emplea ensayos in vitro de ensamblaje con HLA-DR para
determinar las tasas de asociacion (on-rates) del complejo MHC:péptido como uno de los principales determinantes
de la constante de unién de cada péptido. El ensayo corrié a cargo de Prolmmune (Oxford, Reino Unido). Tras un
intervalo de tiempo fijado, se mide la cantidad de complejos MHC:péptido intactos y se comparan con la cantidad en
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un control pasa/no pasa(ligando relativamente débil). Como control positivo se incluye un ligando de HLA-DR fuerte
y promiscuo. Los valores indican el porcentaje de union de cada péptido con las moléculas de HLA-DR respecto al
control de pasa/no pasa. Como la tecnologia REVEAL™esta limitada a 15-ameros, se analizaron dos 15-ameros
solapados (posiciones 2-16; 6-20) en lugar del MET-005 entero.

Las Figuras 4a y 4b muestran la presencia de linfocitos T CD4" que segregan IFNy especifico contra PSMA y
survivina en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en varios intervalos de tiempo tras la vacunacion
del paciente, analisis realizado con EliSpot de IFNy. Intervalos de tiempo: antes de la vacunacion (a) y después de 3
(b), 6 (c), 7 (d), 8. (e), 9 (f), 10 (g) y 11 (h) vacunaciones.

La Figura 5 muestra la presencia de linfocitos T CD4" que segregan IFNy, IL-5, IL-10 y TNFa especificamente contra
la survivina en PBMC en tres intervalos de tiempo distintos tras la vacunacién del paciente, analizados con un
ensayo de tincion intracelular (ICS). Intervalos de tiempo: después de 1 (a), 3 (b) y 7 (c) vacunaciones.

Ejemplos
1. Sintesis

Los péptidos se sintetizaron con métodos convencionales y conocidos de sintesis en fase sdélida basados en la
quimica del Fmoc. Después de la purificacién con HPLC preparativa, se aplicd un procedimiento de intercambio
iGnico para incorporar contraiones fisiolégicamente compatibles (por ejemplo acetato, amonio o cloruro). Por ultimo,
se los sometio a liofilizacion y se obtuvo una sustancia sélida blanca o casi blanca. Todos los TUMAP se administran
preferentemente en forma de sales de acetato, aunque también es posible hacerlo en forma de otras sales.

Es importante tener presente que la identidad y la pureza de los péptidos se pueden determinar facilmente y con
mucha exactitud con espectrometria de masas, andlisis de aminoacidos y HPLC analitica. Segun los resultados
analiticos, todos los péptidos utilizados en la vacuna IMA950 presentan la estructura correcta con purezas > 95%.

Tabla 5: Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos de IMA950

Longitud del
péptido

N.° D del péptido (n o de Tipo de sal Forma fisica Higroscopicidad
aminoacidos)

1 CSP-001 9 acetato Liofilizado Almacenado como
blanco o casi | polvo liofilizado. Los

2 FABP7-001 9 acetato blanco péptidos liofilizados

en general tienen

3 NLGN4X-001 9 acetato propiedades

4 TNC-001 9 acetato higroscopicas.

5 NRCAM-001 9 acetato

6 IGF2BP3-001 9 acetato

7 BCA-002 9 acetato

8 MET-005 17 acetato

9 PTP-003 9 acetato/amonio

10 PTP-005 9 acetato

11 CHI-001 9 acetato

12 BIR-002 15 acetato

13 (HBV-001) 10 acetato

2. Componentes de la composicién farmacéutica de ejemplo de IMA950

IMA950 esta compuesta de un coctel de péptidos sintéticos asociados a tumores (TUMAP), de los que la mayoria
han sido identificados en células primarias de cancer colorrectal. Los TUMAP incluyen 10 péptidos de unidon a HLA
de clase | con capacidad para activar linfocitos T citotdxicos (linfocitos T CD8+), un péptido de unién a HLA de clase
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Il con capacidad para activar linfocitos T cooperadores (linfocitos T CD4+), y otro péptido de uniéon a HLA de clase |
elongado dotado con ambas capacidades. Los linfocitos T cooperadores desempefian un papel esencial porque
facilitan la funcién de los linfocitos T citotoxicos liberando citocinas que potencian la accién citocida de los linfocitos T
CD8+ y también podrian actuar directamente contra las células tumorales (Knutson and Disis, 2005). Ademas de
esos doce TUMAP, IMA950 contienen un péptido de control de origen virico.

Las muestras se extrajeron quirdrgicamente de tejido canceroso y normal de pacientes con GBM y de la sangre de
donantes sanos, siendo analizadas de forma escalonada como se indica a continuacion:

En primer lugar, se sometieron a un andlisis hologenémico de la expresién de ARNm con micromatrices para
descubrir los genes sobreexpresados en el tejido maligno en comparacion con una gama de érganos y tejidos
normales. En segundo lugar, se identificaron con espectrometria de masas los ligandos HLA del material canceroso.
A continuacién, los ligandos HLA identificados se compararon con los datos de expresién génica. Los péptidos
codificados por los genes sobreexpresados o expresados selectivamente que habian sido detectados en el primer
paso se consideraron TUMAP candidatos para la vacuna multipeptidica.

Se llevé a cabo una busqueda bibliografica para hallar datos adicionales que avalaran la relevancia de los péptidos
identificados como TUMAP.

Por ultimo, se analiz6 la reactividad de los linfocitos T CD8+ periféricos de individuos sanos contra los ligandos HLA
asociados a tumores en el curso de varios inmunoensayos (ensayos de linfocitos T in vitro).

Tabla 3: Composicion de los TUMAP de IMA950.

IMA950 contiene diez péptidos de unién a HLA-A*02 (clase I), un péptido de unién a HLA-DR (clase Il) y otro péptido
a HLA-A*02 elongado. Ademas, contiene el péptido marcador viral HBV-001 que no se cita aqui.

Tabla 6: Funciones de las proteinas de las que derivan los TUMAP

ID del TUMAP |Denominacion Funcién / Comentarios

TUMAP de HLA-A*02

BCA-002 Brevican Molécula de la matriz extracelular especifica del cerebro
que interviene en la invasion; se sobreexpresa y es
desglucosilada especificamente en el glioma; asociada
a nicho de citoblastos.

CHI-001 Quitinasa 3-like 2 Proteina extracelular de funcidon poco clara; muy
sobreexpresada en el glioblastoma.

CSP-001 Proteoglucano de sulfato de condroitina|Proteoglucano  transmembrana implicado en |Ig
4 neovascularizacion;  sobreexpresado por  células
tumorales y pericitos en los vasos sanguineos de los
tumores cerebrales malignos.

FABP7-001 Proteina de unién a acidos grasos 7,[Proteina citoplasmatica implicada en el metabolismo de
cerebro los acidos grasos; asociada con el aumento de Ia
motilidad de las células de GBM en el tejido circundante
y con una supervivencia corta; muy sobreexpresada en
el GBM.

IGF2BP3-001 [Proteina de unién 3 al ARNm del factorfinterviene en el recambio y el control traduccional del
de crecimiento insulinoide 2 ARNmM; proteina oncofetal; descrita como|
sobreexpresada en varios tipos de cancer donde esta
asociada con una supervivencia corta.

NLGN4X-001 [Neuroligina 4, ligada al cromosoma X [Molécula de adhesion celular; escasa bibliografia; muyj
inmundgena; elevada sobreexpresion en el GBM vy el
GIST; interviene en la invasion y la oncogénesis.

NRCAM-001 Molécula de adhesion celular neuronal [Implicada en la via de sefializacion de la beta-catenina;
papel importante en la invasion, crecimiento tumoral vy
oncogénesis; altos niveles de expresion correlacionados
con supervivencia breve.
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PTP-003 Proteina-tirosina-fosfatasa, tipo|Proteina transmembrana de tipo I; muy sobreexpresada
receptor, polipéptido Z 1 en glioblastoma, oligodendroglioma y otros tumores;

papel funcional en la oncogénesis; con frecuencia

PTP-005 experimenta amplificacion génica en el GBM y en otros|
tipos de tumor.
ITNC-001 Tenascina C Papel en la angiogénesis; actor importante en varias

vias implicadas en la transformacion y la proliferacion
tumoral; sobreexpresada en los vasos sanguineos que
irrigan el tumor; asociada a nicho de citoblastos
cancerosos.

TUMAP de HLA-DR

BIR-002 Survivina Antigeno de supervivencia del tumor implicado en la
regulacion de la apoptosis y la proliferacion; Ia
sobreexpresion en gliomas y en otros tipos de tumor
esta asociada con un mal prondstico.

TUMAP de HLA-A*02 elongado

MET-005 Protooncogén met Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos;
implicado en la transformacién, la invasividad y la
angiogénesis tumorales; descrito como asociado con
nicho de GBM.

3. Presentacion de los péptidos asociados a tumor (TUMAP) contenidos en IMA950 en muestras tumorales.

Muestras de tejido

Las muestras de tejido tumoral fueron facilitadas por el Hépital Cantonal Universitaire de Genéve (Oncologia Médica,
Laboratorio de inmunologia tumoral) y la Neurochirurgische Universitats-Klinik de Heidelberg (Laboratorio de biologia
molecular). Los pacientes otorgaron su consentimiento informado por escrito antes de la intervencion quirurgica. Los
tejidos se criogenizaron en nitrégeno liquido inmediatamente después de la operacidon y permanecieron a -80°C
hasta el aislamiento de los TUMAP.

Aislamiento de los péptidos HLA de las muestras de tejido

Las mezclas de péptidos HLA de las muestras de tejido criogenizadas se obtuvieron por inmunoprecipitacion de los
tejidos sdlidos siguiendo un protocolo ligeramente modificado (Falk, K., 1991; Seeger, F. H. T., 1999) con el
anticuerpo especifico de HLA-A*02 BB7. 2, el anticuerpo especifico de HLA-A, B y C W6/32, sefarosa activada con
CNBr, tratamiento con acido y ultrafiltracion.

Deteccion de los TUMAP mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas con ESI (ESI-
LCMS)

Método uno:

Las mezclas de péptidos HLA obtenidas se separaron en funciéon de su hidrofobicidad con cromatografia de fase
inversa (CapLC, Waters) y los péptidos eluidos se analizaron con un espectrémetro de masas en tandem hibrido con
analizadores cuadrupolar y de tiempo de vuelo con aceleracion ortogonal (Q-TOF Ultima, Waters) equipado con una
fuente de ESI. Las mezclas de péptidos se cargaron en una precolumna de C18 para proceder a la concentracion y
la desalacion. Una vez cargada, la precolumna se colocé en linea para la separacién con una columna microcapilar
de silice fundido (75 uym de d. i. x 250 mm) rellena con material de fase inversa C18 de 5 ym (Dionex). El solvente A
era acetato de amonio 4 mM/agua. El solvente B era acetato de amonio 2 mM en acetonitrilo al 80%/agua. El pH de
los dos solventes se ajustd a 3,0 con acido formico. Se aplicé un gradiente binario del 15% al 60% de B en 90
minutos, con un caudal de 5 pl/min reducido aproximadamente a 200 nl/min por un sistema fraccionamiento. Para la
introduccién en la fuente micro-ESI se empled un capilar de vidrio recubierto de oro (PicoTip, New Objective). El
tiempo de integracién del analizador TOF quedd ajustado en 1,9 s con una pausa entre barridos de 0,1 s. A
continuacion se revelo la identidad de las secuencias peptidicas mediante espectrometria de masas (ESI-LCMS/MS)
con disociacién inducida por colision (CID). La secuencia del TUMAP identificada se confirmé comparando el patrén
de fragmentacién generado por el TUMAP natural con el patron de fragmentacion de un péptido de referencia
sintético de secuencia idéntica.
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Método dos:

Las mezclas de péptidos HLA se separaron en funcion de su hidrofobicidad con cromatografia en fase inversa
(sistema Acquity UPLC, Waters) y los péptidos eluidos se analizaron con un espectrometro de masas hibrido LTQ-
Orbitrap (ThermoElectron) equipado con una fuente de ESI. Las mezclas de péptidos se cargaron directamente en
una columna microcapilar de silice fundido (75 ym d. i. x 250 mm) rellena con material de fase inversa C18 de 1,7
um (Waters) aplicando un caudal de 400 nl por minuto. Posteriormente los péptidos se separaron con un gradiente
binario de 180 minutos en dos fases con 10% al 33% de B con un caudal de 300 nl por minuto. El gradiente estaba
compuesto por solvente A (acido formico al 0,1% en agua) y solvente B (acido férmico al 0,1% en acetonitrilo). Para
la introduccion en la fuente micro-ESI se empled un capilar de vidrio recubierto de oro (PicoTip, New Objective). El
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap se hizo operar en el modo dependiente de datos con el método TOP5. En
resumen, se inicié un ciclo de barrido con un barrido completo de alta precision de masa en el orbitrap (R = 30. 000),
al que siguieron barridos EM/EM también en el orbitrap (R = 7500) con los 5 iones precursores mas abundantes y
exclusion dinamica de los iones preseleccionados. Los espectros de masas en tandem se interpretaron con
SEQUEST y control manual adicional. EIl TUMAP identificado se confirmé comparando el patron de fragmentacion
generado por el TUMAP natural con el patron de fragmentacion de un péptido de referencia sintético de idéntica
secuencia. Las Figuras 1a y b muestran espectros de ejemplo de varios TUMAP asociados a MHC de clase |
obtenidos de tejido tumoral.

La Tabla 7 expone los resultados de un analisis de muestras de glioblastoma, la mayoria procedentes de tumores
primarios de GBM. Todos los TUMAP de HLA-A*02 se hallaron en tres o0 mas de las 18 muestras analizadas y cinco
de los TUMAP se detectaron en mas del 50% de las muestras de GBM analizadas.

Tabla 7: Deteccion de los TUMAP de clase | en muestras de GBM

Solo se incluyeron muestras tumorales en las que se analizaron los ligandos de clase I("-" = TUMAP de clase | de
IMA950 no detectado;"+" = TUMAP de clase | de IMA950 detectado)

TUMAP de clase | detectado (+) o no detectado (-) en el
analisis por espectrometria de masas
s |3 |3 |8

AN — - O| ™ > T ™ o) —

S 1818 |2 |& (2|3 |8 |8 |8

SRR ERERERERE
N. | Muestra Estadio  tumoral @ @) Q '?:.- (_? z z E. E. E.
° de GBM (grado) < < < < < < < < < <

= = |= |5 |5 =15 1= |5 |=
1 GB6010T | GBM primario (IV) | + + + + + + + + + +
2 GB1023T GBM primario (IV) | + + + + + + + + + +
3 GB1021T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + - +
4 GB6003T# | GBM primario (IV) | - + + - - - - + - -
5 GB1020T | GBM primario (IV) | - + + - - - + + - +
6 GB6027T GBM primario (IV) | + + + - - + - + + +
7 GB1014T# GBM secundario | ) + ) i i . . . .

(IV)

8 GB1012T | GBM primario (IV) | - - - - - - - + + -
9 GB6019T | GBM primario (IV) | - - + - - - - + + -
10 | GB1002T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + + +
11 | GB6024T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + + -
12 | GB1006T | GBM primario (IV) | - - - + - - - + + -
13 | GB1004T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + - -
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14 | GB1008T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + - +
15 | GB1011T | GBM primario (IV) | - + + - - - - + + +
16 | GB1005T GBM primario (IV) | + + + - - - + + + +
17 | GB6015T | GBM primario (IV) | - - - - - - - + - -
18 | GB6016T | GBM primario (IV) | - - + - - - - + - +

4. Inmunogenicidad in vitro de los péptidos presentados por MHC de clase | de IMA950

Para obtener informacién relativa a la inmunogenicidad de los péptidos incluidos en IMA950, llevamos a cabo
analisis con una conocida plataforma de estimulacion in vitro descrita por (Walter, S, Herrgen, L, Schoor, O, Jung, G,
Wernet, D, Buhring, HJ, Rammensee, HG, and Stevanovic, S; 2003, Cutting edge: predetermined avidity of human
CD8 T cells expanded on calibrated MHC/anti-CD28-coated microspheres, J. Immunol., 171, 4974-4978). De este
modo pudimos demostrar datos positivos de inmunogenicidad en los diez péptidos restringidos a HLA-A*0201
contenidos en IMA950, lo cual demuestra que estos péptidos son epitopos de linfocitos T contra los cuales existen
linfocitos T precursores CD8+ en humanos. La inmunogenicidad de MET-005 no se puede analizar con este método
puesto que en su forma elongada no se une al HLA-A*02. Asi pues, con MET-005 no se pueden producir los
tetrameros que son indispensables para la estimulacion in vitro. No obstante, se ha demostrado la inmunogenicidad
in vitro del epitopo de HLA-A*02 incluido en MET-001 (YVDPVITSI, véase EP 1507795B1). Se supone que MET-005
estimula CTL especificos de MET-001 tras el adecuado procesamiento natural por las células presentadoras de
antigeno. La inmunogenicidad de MET-001 indica la presencia de CTL especificos de MET-001 en donantes sanos,
lo que también es un prerrequisito para la eficacia de MET-005 como parte de una vacuna contra el cancer. Asi
pues, la inmunogenicidad de MET-001 es un indicador bastante fiable de la inmunogenicidad de MET-005.

Sensibilizacion in vitro de los linfocitos T CD8+

Para llevar a cabo las estimulaciones in vitro con células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) cargadas con
un complejo péptido-MHC (pMHC) y anticuerpo anti-CD28, primero aislamos células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de capas leucociticas HLA-A*02+ frescas utilizando un medio de separacién en gradiente de
densidad ordinario (PAA, Colbe, Alemania). Las capas leucociticas procedian del banco de sangre de Tubinga y del
Katharinenhospital de Stuttgart. Las PBMC aisladas se incubaron hasta el dia siguiente con medio para linfocitos T
(TCM) para la sensibilizacion humana in vitro. EI medio consistia en RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) suplementado con suero AB humano termoinactivado al 10% (PAA, Cdlbe, Alemania), penicilina
100 U/ml/estreptomicina 100 pg/ml (Cambrex, Verviers, Bélgica), piruvato sédico 1 mM (CC Pro, Neustadt,
Alemania) y gentamicina 20 pg/ml (Cambrex). Los linfocitos CD8+ se aislaron con un kit de seleccion positiva MACS
para CD8+ (Miltenyi, BergischGladbach, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los linfocitos T CD8+
obtenidos se incubaron hasta su uso en TCM suplementado con IL-7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Alemania) e
IL-2 10 U/ml (Chiron, Munich, Alemania). La fabricacién de las microperlas recubiertas de pMHC/anti-CD28, las
estimulaciones de los linfocitos T y las lecturas se llevaron a cabo del modo descrito por otros (Walter et al., 2003)
con pequefias modificaciones. En suma, con el método descrito por (Altman et al., 1996) se sintetizaron moléculas
recombinantes y biotiniladas de HLA-A*0201 desprovistas del dominio transmembrana y biotiniladas en el extremo
carboxi de la cadena pesada. El anticuerpo coestimulador purificado Ab 9. 3,una IgG2a de raton anti-CD28 humano
(Jung et al., 1987) se biotinild quimicamente con sulfo-N-hidroxisuccinimidobiotina siguiendo las recomendaciones
del fabricante (Perbio, Bonn, Alemania). Las microperlas utilizadas consistian en particulas de poliestireno de 5,60
Um recubiertas de estreptavidina (Bangs Laboratories, lllinois/EE. UU. ). Los complejos pMHC usados como
controles positivo y negativo fueron A*0201/MLA-001 (péptido ELAGIGILTV de Melan-A/MART-1 modificado) y
A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI de DDX5) o A*0201/HBV-001 (FLPSDFFPSV), respectivamente.

Se tapizaron placas de 96 pocillos con 800. 000 microperlas/200 ul en presencia de 600 ng de anti-CD28 biotinilado
mas 200 ng de pMHC-biotina relevante (microperlas de alta densidad) o de 2 ng del relevante mas 200 ng de MHC
irrelevante (biblioteca de pMHC) (microperlas de baja densidad). Las estimulaciones se iniciaron en placas de 96
pocillos en las que se incubaron simultdneamente 1x10° linfocitos T CD8+ con 2x10° microperlas recubiertas y
lavadas en 200 uyl de TCM suplementado con IL-12 5 ng/ml (PromoCell) durante 3-4 dias a 37°C. La mitad del medio
se renovo con TCM fresco suplementado con IL-2 80 U/ml y la incubacion continud otros 3-4 dias a 37°C. Este ciclo
de estimulacion se efectud en total tres veces. Por ultimo, se llevaron a cabo analisis tetraméricos de los tetrameros
de MHC fluorescentes (producidos del modo descrito por (Altman et al., 1996) mas anticuerpo CD8-FITC del clon
SK1 (BD, Heidelberg, Alemania) en un citometro FACSCalibur de cuatro colores (BD). Las células especificas de
péptido se calcularon en forma de porcentaje respecto al total de linfocitos T CD8+. La evaluacion del analisis
tetrameérico se hizo con el programa FCS Express (De Novo Software). La sensibilizacion in vitro de los linfocitos
CD8+ tetramero+ especificos se detectd aplicando el acotamiento de subpoblaciones (gating) adecuado y
comparando los resultados con las estimulaciones del control negativo. La inmunogenicidad para un antigeno dado
quedaba confirmada si al menos un pocillo estimulado in vitro y evaluable de un donante sano contenia una linea de
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linfocitos T CD8+ especifica después de la estimulacion in vitro (esto es, el pocillo contenia al menos un 1% de
tetramero+ especifico entre los linfocitos T CD8+ y el porcentaje de células tetramero+ especificas era al menos 10x
de la mediana de las estimulaciones del control negativo).

Inmunogenicidad in vitro de los péptidos de IMA950

En el caso de los péptidos de HLA de clase | analizados, la inmunogenicidad in vitro se puede demostrar con la
generacion de lineas de linfocitos T especificos de ese péptido. En la Figura 1 se expone una tincion representativa
que muestra la generacioén de lineas de linfocitos T especificas. Los resultados se resumen en la tabla 8.

Tabla 8: Inmunogenicidad de los péptidos de HLA de clase | incluidos en IMA950

Antigeno Donantes positivos / donantes | Pocillos positivos / pocillos
analizados analizados
BCA-002 75 % 35 %
CHI-001 100 % 63 %
CSP-001 100 % 57 %
FABP7-001 100 % 27 %
IGF2BP3-001 50 % 21 %
NLGN4X-001 100 % 62 %
NRCAM-001 86 % 39 %
PTP-003 50 % 17 %
PTP-005 100 % 52 %
TNC-001 60 % 30 %
MET-001 (MET-005) 67 % 39 %
HBV-001 43 % 12%

Aqui se resumen los resultados de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a cabo por Immatics con
todos los péptidos de HLA de clase | contenidos en IMA950. Los resultados mostrados han sido obtenidos con la
estimulacion de linfocitos CD8+ con microperlas de alta densidad. La variabilidad de los lotes de suero humano
puede influir mucho en los resultados de las pruebas de inmunogenicidad, por lo que solo se evaluaron los ensayos
en que se uso6 un unico lote de suero.

5. Inmunogenicidad del TUMAP de clase Il BIR-002 de IMA950
Se llevo a cabo un estudio clinico para confirmar la inmunogenicidad del péptido con la SEQ ID N. ° 12.

El objetivo principal del estudio era investigar la respuesta del PSA (antigeno especifico de prostata) (PSA-R) a la
administracion subcutanea de un panel de péptidos especificos de la prostata (vacunacion) en pacientes con
recidiva bioquimica tras prostatectomia radical sin deteccion de lesiones metastasicas evidentes.

El objetivo secundario del estudio consistidé en investigar la tolerabilidad y la viabilidad del tratamiento vacunal en
pacientes con carcinoma de préstata, con especial hincapié en los fendmenos inmunitarios en términos de
respuesta de los linfocitos T.

El estudio se disefi® como un ensayo prospectivo y aleatorizado de fase l/ll para la indicacion de «recidiva
bioquimica tras prostatectomia radical sin deteccion de lesiones metastasicas evidentes".

Poblacion del estudio

Como parte de este estudio de fase I/ll se intentd inducir la regresion del PSA como indicador del cese del
crecimiento tumoral mediante la vacunacion con un panel de péptidos especificos de la préstata en pacientes HLA-
A*02" que presentaban recidiva bioquimica tras la prostatectomia radical. La combinacién de péptidos especificos
de la prostata se administrd por via subcutanea y se evalud la magnitud de la respuesta inmunitaria en el contexto
de varias formas de administracién de las estructuras antigénicas.
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A diferencia de los estudios de vacunacion anteriores, el estudio se centrd en el tratamiento de pacientes que
presentaban una pequefia carga tumoral todavia indetectable con las técnicas de imagen. Todos los pacientes
fueron vacunados del mismo modo utilizando conocidas estructuras antigénicas especificas de la prostata para
estimular la respuesta inmunitaria contra las células malignas. Se traté a 19 pacientes.

Tabla 9: Caracteristicas de la poblacion del estudio

Total % Mediana | Rango

Edad 19 63 55-77
Tratamiento neo-/adyuvante previo

Ninguno 11 58

Radiacion 3 16

Hormonoterapia intermitente 2 11

Rad. + Int. Horm. Int. 2 11

Rad. + Quimioterapia 1 5
Clasificacion TNM en el momento de la
prostatectomia radical (RPX)
T2a-c RO 6 32
T3a-c RO 6 32
T2a-c R1 3 16
T3a-c R1 3 16
T3aN2 RO 1 5
Escala de Gleason
5-7 10 53
8-10 3 16
Desconocido 6 32

Meses entre la RPX y la vacunacién 41 9-124
Primera recidiva postquirdrgica, meses 14 1-90
PSA al iniciar la vacunacion 0,76 0,14 -10,8

Plan de tratamiento

Una vez descartadas las lesiones metastasicas manifiestas con la tomografia computarizada y la gammagrafia 6sea,
la vacuna de péptidos especificos de la prostata se administré por via subcutanea conforme a las diferentes formas
de administracion a pacientes con recidiva del PSA que habian sido sometidos a prostatectomia radical (aumento
del PSA: elevacién del 50% en dos analisis realizados como minimo con 14 dias de diferencia). La vacuna se
administré ocho veces los dias 0, 7, 14, 28, 42 y 56 (aproximadamente 100 microgramos de cada péptido en cada
inyeccion). Después de cada vacunacion y de nuevo el dia 70, se midié la concentracion de PSA para evaluar la
respuesta al tratamiento.

Si se detectaba respuesta del tumor (remisién completa [PSA-CR] o remision parcial [PSA-PR] o estabilizacion
clinica [sin cambio, PSA-NC]), el paciente recibia la vacuna una vez al mes como tratamiento de mantenimiento con
la forma de administracion seleccionada en cada caso. La respuesta del paciente al tratamiento de vacunacion se
evalud detalladamente del modo indicado a continuacion:

Remision completa (PSA-CR):Normalizacién de la concentracion de PSA inicialmente elevada, confirmada por la
medicién después de un intervalo minimo de 4 semanas. La normalizacion se definié como un valor minimo del PSA
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< 0,2 ng/ml, que cabria esperar después de la prostatectomia radical con extirpaciéon completa del tumor o de la
prostata.

Remision parcial: a) PSA-PR < 80% (Reduccion de un 80% de la concentracion de PSA inicialmente elevada,
confirmada por la medicién después de un intervalo minimo de 4 semanas); y b) PSA-PR < 50% (Reduccién de un
50% de la concentracion de PSA inicialmente elevada, confirmada por la medicién después de un intervalo minimo
de 4 semanas).

Enfermedad estable (PSA-SD): Ningun cambio significativo durante un periodo minimo de cuatro semanas. Esto
incluye la estabilizacién y una reduccion inferior al 50% y un aumento inferior al 10%, confirmada por la medicion
después de un intervalo de al menos 4 semanas.

Progresion (PSA-PD): Aumento de la concentracion de PSA superior al 10%. El estudio se daba por concluido para
el paciente si aparecia progresion del PSA.

Una vez admitidos los pacientes en el estudio se les administraba la vacuna de epitopos especificos; se tuvieron en
cuenta las proteinas que se expresan especificamente en las células epiteliales de la prostata (p. ej. PSMA/PSCA).
Ademas de investigar la eficacia general de la vacuna controlando el crecimiento de las fracciones residuales del
tumor mediante la cuantificacion regular de las concentraciones de PSA, el estudio investigd los efectos de los
diversos métodos de vacunacién sobre la modulacién del sistema inmunitario. Ademas de la simple administracién
subcutanea de los péptidos solos, también se probaron diversas combinaciones con adyuvantes. En concreto se
empled Montanide por la liberacion lenta y el efecto adyuvante que consigue en las vacunas peptidicas (Montanide
consiste en el clasico adyudante incompleto de Freund adaptado para la administracién en humanos), que
recientemente ha sido descrito muy favorablemente. Con este fin, antes de la administracion se mezclaron 500 pl de
la solucion de péptidos con 500 pl de Montanide. Asi se obtiene una emulsion de agua en aceite que libera
lentamente el antigeno contenido en la fase acuosa durante varias semanas. La estabilidad fisica de la emulsion es
muy alta, y a 4 °C se puede conservar durante mas de tres meses sin una separacién apreciable de las fases. La
liberacion lenta de Montanide se ha aprovechado en varios ensayos de vacunacion con buenos resultados (Oka et
al., 2004).

En una rama del estudio se investigo la eficacia de la vacunacion con la estimulacion simultanea del sistema
inmunitario con factores de crecimiento, GM-CSF y solucién inyectable Leukine®. El GM-CSF es un adyudante muy
habitual en los ensayos de vacunacion con péptidos y en varios se ha descrito la potenciacion de la respuesta clinica
y de los linfocitos T. Inicialmente, el GM-CSF actiua como un factor de reclutamiento y de diferenciacion de las
células dendriticas que se cree que potencia el nimero de estas en el punto de inyeccién de la vacuna. Aunque el
GM-CSF no activa por si solo las células presentadoras de antigeno como las células dendriticas y los macréfagos
si se ha descrito la activacién indirecta en condiciones in vivo (Molenkamp et al., 2005).

Otra rama del estudio investigo la eficacia de la vacunacién con la activacion simultanea de las células dendriticas
mediante el uso epicutaneo del imiquimod. El imiquimod se administré en forma de pomada al 5% (Aldara). Ejerce
una potente accion inmunoestimuladora a través de su efecto sobre las células TLR7-positivas (p. ej. células
dendriticas plasmocitoides, células de Langerhans, células dendriticas dérmicas), que activa la via dependiente de
MyD88. Las APC activadas liberan citocinas inflamatorias y estimuladoras de los linfocitos T, regulan al alza la
coestimulacién y migran a los ganglios linfaticos invadidos por el tumor. En modelos con animales se ha demostrado
la capacidad del imiquimod para estimular la respuesta de los CTL inducida por los péptidos con la mezcla de los
antigenos en la pomada o con la aplicacién de Aldara sobre el punto de administracion por via s. c. o inyeccion i. d.
de los antigenos.

Otra rama del estudio investigé la eficacia de la vacunacion con la activacion concomitante de las células dendriticas
mediante su mezcla con ARNm de la mucina-1 estabilizado con protaminas para activar los TLR 7/8. El ARNm
genera una amplia activaciéon de las poblaciones de células inmunitarias de ratén y humanas. La incorporacion a la
formulacion de la proteina polibasica protamina aumenta la semivida del ARNm y propicia la formacién de particulas
que probablemente prolongan la liberacion. Asi pues, este adyuvante combina propiedades de liberacion lenta con la
activacion de las APC.

En resumen, las formas de administracion de la vacuna incluyeron las siguientes estrategias:
- Administracién subcutanea de la vacuna peptidica emulsificada con Montanide

- Administracion subcutanea de la vacuna peptidica emulsificada en 500 yl de Montanide en combinacién con la
administracion topica de 225 pl de GM-CSF con el objetivo de lograr una respuesta inmunitaria mas potente gracias
a la administracion simultanea de factores de crecimiento

- Administracion subcutanea de la vacuna peptidica emulsificada en 500 pl de Montanide en combinaciéon con
hipertermia local, esta tltima con el objetivo de lograr una respuesta inmunitaria mas potente por el efecto térmico

- Administracion subcutanea de la vacuna peptidica emulsificada en 500 pl de Montanide en combinaciéon con
imiquimod epicutaneo a fin de activar las células dendriticas a través del TLR 7

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 536 465 T3

- Administracion subcutanea de la vacuna peptidica emulsificada en 500 pl de Montanide en combinacién con 55 pl
de ARNm de mucina-1/protamina a fin de activar las células dendriticas a través de los TLR 7/8

Calendario: La duracion total del estudio fue de tres afos.

Las vacunas con los péptidos especificos de prostata se administraron a los pacientes los dias 0, 7, 14, 28, 42 y 56.
En los pacientes con enfermedad estable o con respuesta objetiva del tumor (PSA-CR o PSA-PR) las vacunas se
administraron una vez al mes por via i. d. hasta detectar progresién. A tenor de la experiencia hasta la fecha, las
inyecciones de péptidos se toleran sin reacciones adversas significativas. Como la respuesta al tratamiento vacunal
se evaluo exclusivamente con la serologia a través de las concentraciones de PSA, al inicio del estudio se efectud
un analisis para determinar si la vacuna administrada interferia con la medicién de las concentraciones de PSA in
vitro, de modo que pudiera semejar una respuesta clinica. Los dias 0, 7, 14, 28, 42, 56 y 70 se extrajeron muestras
de sangre para las analiticas clinicas, la concentracion de PSA, el hemograma diferencial, el andlisis de FACS y
citocinas. Si el tratamiento duraba mas de 70 dias se practicaba un control regular del PSA cada 6 semanas para
detectar oportunamente el fracaso terapéutico.

El tratamiento concluia si se verificaba la progresion de la enfermedad con la elevacién continua del PSA.

A partir del dia 84 el tratamiento de vacunaciéon se administr6 cada 4 semanas hasta verificar la progresion o hasta
el dia 420 (15 meses). Las decisiones referentes a la continuacién del tratamiento fuera del estudio en los casos de
éxito se tomaron de forma individualizada. Durante el estudio no hubo reacciones adversas imprevistas.

Las analiticas incluyeron pruebas de coagulacion, electrolitos, LDH, R2-M, CK, enzimas hepaticas, bilirrubina,
creatinina, acido urico, proteina total, coagulacién, CRP, hemograma diferencial con extensién, concentraciéon de
PSA, citocinas, FACS y Elispot.

El analisis de la reaccion cutanea a antigenos bacterianos y fungicos conocidos (48-72 horas después de la
administracion, hipersensibilidad retardada (DTH), mediada por linfocitos T, se empleé para analizar el sistema
inmunitario celular del paciente antes de iniciar el estudio).

Los péptidos necesarios para el estudio (nonapéptidos) se fabricaron en el laboratorio del Dr. Stefan Stevanovic del
departamento del catedratico H. G. Rammensee. Los péptidos se purificaron con HPLC y se analizaron con
espectrometria de masas. La pureza de los péptidos también se puede verificar con HPLC, espectrometria de
masas y secuenciacion de Edman. Con estos métodos se puede obtener una pureza de hasta el 98% (que se puede
considerar el maximo por el estado actual de los métodos). Los péptidos sintetizados se disolvieron en DMSO
(CryoSure, WAK Chemie Medical GmbH; 10 mg/ml), se diluyeron 1:10 con Ampuwa (Fresenius Kabi), y se
fraccionaron en alicuotas en condiciones estériles.

Respuesta clinica

En dos pacientes el estudio de TEP-TAC revel6 recurrencia local después de detectar el tumor local mediante tacto
rectal continuo. En los 17 pacientes restantes la localizacion de la actividad de la enfermedad no se pudo verificar al
acabar el estudio.

Los reiterados hemogramas diferenciales y los analisis bioquimicos completos no revelaron anomalias ni cambios
durante el estudio.

Dieciséis de los 19 pacientes reaccionaron al péptido de la survivina Il (IFN-g ELISPOT, +/- ICS) conforme a la SEQ
ID N. ° 12. Entre ellos hubo 12 que manifestaron una respuesta de linfocitos T contra la survivina después de la
vacunacion, dos que ya presentaban linfocitos T anti-survivina antes de ello y otros dos en los que no se pudo
determinar si los linfocitos T anti-survivina eran abundantes antes de la vacunacion.

Respuesta bioquimica

La respuesta completa se defini6 como todo valor de PSA indetectable segun el limite de deteccion del laboratorio
colaborador después de haber presentado inicialmente un valor elevado de PSA. Para confirmar la medicién esta
tenia que verificarse tras un intervalo minimo de cuatro semanas. La PR > 80% y > 50%tenian que volver a
analizarse al cabo de cuatro semanas. La enfermedad estable se definié6 como cualquier valor del PSA comprendido
entre una reduccion inferior al 50% y un aumento inferior al 10% que se volvia a confirmar al cabo de como minimo
cuatro semanas. La enfermedad progresiva se defini6 como todo aumento del PSA superior al 10% respecto al inicio
del tratamiento.

La respuesta bioquimica de los pacientes que concluyeron el estudio se sigui6é controlando hasta que comenzaron a
recibir otro tratamiento con radioterapia local o privacion de andrégenos.

Diecinueve pacientes accedieron a participar y sus datos se analizaron; el periodo de seguimiento mas largo dur6
alrededor de 3,75 afnos.
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Estabilidad del PSA y aumento del TD

Dos pacientes (10,2%) manifestaron estabilizacion de los valores de PSA segun los susodichos criterios de recidiva
bioquimica, por los cuales no se produjo ningun aumento del valor del PSA superior al 10% desde el inicio del
tratamiento hasta el final del estudio (Fig. 6, Tablas 10, 11 y 12). El seguimiento de los dos casos se prolongd hasta
14 y 16 meses después de la ultima aplicacion de la vacuna. La duracion media de la estabilidad fue de 24 meses
(28 y 31) en el momento de la fecha limite de datos con una media de 18 vacunaciones (14 y 20) aplicadas.

Uno de los dos pacientes presento respuesta parcial >50% durante un periodo de 9 meses, seguida por un periodo
de lento incremento del PSA con un tiempo de duplicacién de 20,5 en comparacion con los 9,8 meses observados
antes del tratamiento. La recidiva inicial del PSA habia comenzado 18 meses después de la extirpacion de un tumor
pT2pNO Gleason 5.

En el andlisis de los datos el paciente 8 mostré enfermedad estable desde el inicio del programa de vacunacion
hacia 28 meses. Pero tuvo que abandonarlo al cabo de 10 meses debido a una reaccion alérgica después de recibir
la 14° vacunacién. Presentaba una situacién desfavorable con tumor pT3b Gleason 3+4 con un valor minimo del
PSA no inferior a 0,6 ng/ml tras la prostatectomia radical y progresion del PSA tras un declive postquirargico inicial.
El tiempo de duplicacion se frené pasando de 6,6 a 148 meses.

Ambos pacientes recibieron imiquimod dérmico en el punto de aplicacién en cada vacunacién peptidica.
Aumento del TD del PSA sin estabilidad del mismo

ElI TD del PSA del paciente 11 aumenté de 1,5 a 10,1 meses en los primeros seis meses del estudio. Como habia
comenzado con un PSA de 10,8 ng/ml y progres6 hasta 17,8 ng/ml se le retird de los procedimientos del estudio
para recibir supresion androgénica en monoterapia sin que se visualizara ninguna lesién maligna en el TEP-TAC.
Recibi6é Aldara como adyuvante.

El paciente 16 comenzé con el tratamiento a base de vacuna acompafiada de ARNm de la mucina-1/protamina con
un tiempo de duplicacién de 6,1 meses. La velocidad del PSA se redujo hasta un tiempo de semivida de 2,7 meses
durante cinco meses, seguidos por un repunte calculado estadisticamente del TD del PSA de 14,4 meses que
continuaba 16 meses después de comenzar el tratamiento. Su PSA inicial de 0,29 ng/ml se redujo a 0,19 ng/ml
durante los 5 primeros meses de tratamiento del estudio, volvié a aumentar a 0,4 ng/ml en los 8 meses siguientes y
19 meses después de iniciar el tratamiento concluyo el estudio conforme al protocolo con 0,41 ng/ml.

Progresion del PSA

El paciente 5 manifestd progresion durante el estudio segun el tiempo de duplicacién del PSA calculado antes de
recibir las vacunas. No obstante, experimenté un declive del PSA con un tiempo de semivida de 20,2 meses
después del final del tratamiento durante un periodo continuo de 10 meses hasta la fecha limite de recogida de
datos. Después de concluir las vacunaciones seguia sin recibir ningun tratamiento secundario. El Unico adyuvante
que le fue administrado con las vacunas fue Montanide.

Tabla 10: Tiempo de duplicacion del PSA en meses

Total % Media Rango del TD
geométrica
TD del PSA antes de la vacunacién, en meses 19 8,3 1,56-44,8
TD del PSA al final del estudio o al final del seguimiento 18* 11,2 2,2-148
Sin cambio del TD del PSA durante la vacunacion 1 58 22-4438
Elevacion del TD del PSA continuaba al final del estudio 4 21
Sin cambio del TD del PSA durante la vacunacién pero después | 1 5
descendio
Descenso provisional del PSA o aumento del TD seguido por un |3 16
descenso del TD

* ElI TD del PSA que presentaba este paciente al final del estudio o al final del seguimiento no quedé incluido. 5
debido al descenso del PSA

7. Union de los péptidos restringidos a HLA de clase | de la invencién al HLA-A*0201

Objetivo y resumen
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El objetivo del analisis consistia en evaluar la afinidad de los péptidos de HLA de clase | a la molécula de MHC
codificada por el alelo HLA-A*0201,ya que este es un importante parametro del mecanismo de accion de IMA950.
Las afinidades hacia HLA-A*0201 de los diez péptidos restringidos a HLA de clase | contenidos en IMA950 y de
MET-001 se situaron en el intervalo medio a alto, en tanto que las constantes de disociacion (Kp) iban de 0,14 (MET-
001) a 2,05 nM (CSP-001). Todos los valores recaen en el intervalo definido por el 0,1 del ligando fuerte HBV-001 y
el 4,4 del ligando intermedio MUC-001. Estos resultados confirman la fuerte afinidad de unién de todos los péptidos
HLA de clase | del candidato a vacuna IMA950 y del MET-001 derivado de MET-005 al alelo HLA-A*02.

Principio de la prueba

Los complejos estables de HLA/péptido constan de tres moléculas: cadena pesada de HLA, beta-2 microglobulina
(b2m) y el ligando peptidico. La actividad de las moléculas de cadena pesada recombinantes y desnaturalizadas del
HLA-A*0201 solas se puede conservar convirtiéndolas en equivalentes funcionales de «moléculas de HLA-A*0201
vacias». Cuando se diluyen en un tampdn acuoso que contiene b2m y un péptido adecuado, estas moléculas se
pliegan con rapidez y con eficacia de un modo que depende totalmente del péptido. La disponibilidad de estas
moléculas se utiliza en un ensayo ELISA para medir la afinidad de la interaccién entre el péptido y la molécula de
HLA de clase | (Sylvester-Hvid et al., 2002).

Moléculas recombinantes y purificadas de HLA-A*0201 se incubaron con b2m y dosis escalonadas del péptido de
interés. En lugar del MET-005 entero, que no se une a HLA de clase |, en el analisis se recurri6 a MET-001, un
producto de union probada aA*0-que se genera in vivo a partir de MET-005 con el procesamiento natural del
antigeno. La cantidad de complejos de HLA plegados de novo/péptido se determind con un ELISA cuantitativo. Las
constantes de disociacion (valores Kp) se calcularon con una curva patrén trazada con disoluciones de un complejo
HLA/péptido de calibracion.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 2. Cuanto mas bajo es el valor de Kp mayor es la afinidad hacia el HLA-
A*0201. La mayoria de los péptidos de IMA950 presentaron afinidades similares y potentes hacia el HLA-A*0201,
con valores comprendidos entre 0,1 (HBV-001, ligando fuerte) y 44,4 nM (MUC-001, ligando intermedio). Por tanto,
todos los TUMAP de clase | de IMA950 tienen una afinidad de union media a alta por la molécula del MHC A*02.

8. Unidn de los péptidos restringidos a HLA de clase Il de la invencién al HLA-DR

Objetivo y resumen

Los TUMAP de clase Il activan a los linfocitos T cooperadores, que desempefian un papel esencial ayudando a los
CTL activados por los TUMAP restringidos a clase I. Es importante que los péptidos de clase Il de IMA950 se unan a
varias moléculas HLA de clase Il (unién promiscua) para asegurar que la mayoria de los pacientes tratados con el
candidato a vacuna IMA950 puedan beneficiarse de la respuesta auxiliar de los linfocitos T cooperadores. EI HLA-
DR por ejemplo, la molécula de HLA de clase Il humana predominante, es muy polimérfico pues se le conocen
varios cientos de alelos. Basandose en las frecuencias alélicas conocidas de los haplotipos HLA-DRB1 y algoritmos
de union contrastados, se puede predecir que los dos ligandos de HLA de clase Il contenidos en IMA950 —IMA-BIR-
002 e IMA-MET-005- son péptidos de unién a HLA-DR promiscuos. En concreto, la probabilidad de que un individuo
de raza blanca positivo para HLA-A*02 exprese como minimo un alelo HLA-DR adecuado es >90% para los dos
TUMAP de clase Il de IMA950. Como los demas alelos humanos de clase Il HLA-DQ y -DP quedaron excluidos de
este calculo debido a la carencia de datos de frecuencia o de algoritmos de prediccion de la unién, seguramente la
promiscuidad real serd superior. La promiscuidad calculada para los dos TUMAP de clase || de IMA950 recae en el
mismo intervalo que la del epitopo pan-DR (PADRE, frecuencia genotipica F proyectada = 93,1%). Asimismo, la
union promiscua de estos péptidos quedod confirmada experimentalmente con ensayos de unién in vitro. Ademas se
pudo demostrar la elevada inmunogenicidad in vivo de IMA-BIR-002 (véase arriba). En suma, estos resultados
confirman que MET-005 y BIR-002 son péptidos que se unen con promiscuidad a HLA-DR.

Principio de la prediccion de la unién

Con el algoritmo SYFPEITHI desarrollado en la Universidad de Tubinga (Rammensee et al., 1997; Rammensee et
al., 1999) se clasifico la unién de los TUMAP de clase Il de IMA950 a varios alelos HLA-DR comunes. El algoritmo
ha sido utilizado con éxito para identificar epitopos de clase | y Il en una amplia gama de antigenos, por ejemplo de
los antigenos asociados a tumores humanos TRP2 (clase 1) (Sun et al., 2000) y SSX2 (clase Il) (Neumann et al.,
2004). El valor limite de unién se definié en la puntuacion de 18 a partir del analisis de las puntuaciones de union
publicadas sobre ligandos de HLA-DR promiscuos.

Se usaron las frecuencias publicadas de los haplotipos HLA-DR en poblacién de raza blanca positiva para HLA-A*02
(Mori et al., 1997) y las frecuencias de los haplotipos de alta resolucion (Chanock et al., 2004) (véase la Tabla 2). La
frecuencia haplotipica es la frecuencia de un alelo dado en un cromosoma individual. Debido a la dotacién
cromosoémica diploide propia de las células de mamifero, la frecuencia genotipica de este alelo es superior y se
calcula empleando la ley de Hardy-Weinberg (la frecuencia haplotipica Gs da como resultado una frecuencia
genotipica F (F = 2Gs- G)).
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La suma de la frecuencia de los haplotipos DRB1 con la matriz conocida SYFPEITHI y la frecuencia individual
conocida entre la poblaciéon blanca de A*02+ es 47,8%. Por consiguiente, del restante 52,2% de alelos DRB1 se
proyecto la distribucidon de unién predicha de los TUMAP de clase |l porque de esos alelos no hay disponibles datos.

Por ultimo, la unién promiscua se define como la unién de un péptido a varios alelos HLA-DR, siendo la probabilidad
de expresion de uno de ellos en la poblacién blanca de al menos el 50%.

Principio del ensayo de unién in vitro (Prolmmune REVEAL™)

IMA-BIR-002 e IMA-MET-005 se fabricaron con antigenos de especificidad amplia (HLA-DR1 a DR7, que
comprenden también los antigenos de especificidad acotada HLA-DR11 a -DR15 (Mori et al., 1997) y se analizaron
con el ensayo de union de MHC:péptido REVEAL™ (Prolmmune, Oxford, RU) para determinar el nivel de
incorporacion a las moléculas de MHC. En este ensayo, la unién se comparé con la de un ligando de control pasa/no
pasa y con un péptido de control positivo para cada antigeno HLA-DR.

Resultados

Segun la prediccion del algoritmo SYFPEITHI, IMA-BIR-002 tiene la probabilidad de unirse a 7/8 de los alelos HLA-
DR con el motivo de uniéon conocido; en el caso del IMA-MET-005 esa probabilidad de union es de 8/8 alelos (Tabla
11). La probabilidad de que una persona de raza blanca positiva para HLA-A*02 exprese al menos un alelo HLA-
DRB1 adecuado para IMA-BIR-002 es del 92,6% y para IMA-MET-005 es practicamente del 100%. Por consiguiente,
se predice que los dos péptidos de clase Il de IMA950 son ligandos promiscuos de HLA-DR.

Aunque con este enfoque la frecuencia haplotipica de los alelos HLA-DRB1 que se unen se hubiera sobreestimado
en un factor de dos, la frecuencia genotipica seguiria siendo >50% para todos los TUMAP de clase Il contenidos en
IMA950. Ademas, la confirmacion experimental de la unién promiscua de IMA-BIR-002 a HLA-DR1, 3, 4 y 11 se
obtuvo a partir de datos de unién in vitro (Figura 3). En el caso de los datos de unién in vitro de IMA-MET-005 los
dos 15-dmeros solapados que abarcan la secuencia completa sugieren la unién a HLA-DR11; no obstante, el
ensayo Prolmmune REVEAL™ estd pensado como un instrumento de cribado grosero para la identificacion de
posibles epitopos de HLA de clase Il. Con este ensayo los ligandos de HLA-DR que presentan tasas de asociacion
lentas (on-rates) pueden dar un resultado falso negativo y no ser tomados por ligandos. Por consiguiente, de los
datos negativos obtenidos in vitro con Prolmmune REVEAL™ no se puede deducir que la union a HLA-DR del IMA-
MET-005 in vivo no sea promiscua. Es perfectamente posible que el IMA-MET-0005 de IMA950 se una de esa forma
promiscua al HLA-DR con la vacunacion. Como no existen datos suficientes de las propiedades de unién y la
frecuencia de los demas locus de clase Il, HLA-DQ y -DP, estas moléculas se han excluido del calculo. No obstante,
estas moléculas ofrecen opciones de unién para los TUMAP de clase || delMA950.

IMA-BIR-002 ha demostrado una amplia inmunogenicidad en un estudio clinico en pacientes con cancer de prostata
portadores de diversos alelos HLA-DR, por lo que la promiscuidad de este péptido de clase Il se puede considerar
claramente demostrada in vivo.

En conclusion, el analisis informatico de las propiedades de union a HLA-DR de los dos péptidos de clase Il
contenidos en IMA950 y otros datos experimentales procedentes de ensayos in vitro y de un estudio clinico con BIR-
002 indican con bastante claridad que estos TUMAP son ligandos promiscuos de las moléculas HLA de clase I
humanas.

Tabla 11: Puntuaciones de union de los TUMAP de clase Il de IMA950 a alelos HLA-DR con motivo de unién
conocido. Se muestran las puntuaciones de unidn obtenidas con SYFPEITHI correspondientes a los alelos HLA-
DRB1 mas frecuentes en la poblacion de raza blanca. El valor p ofrece las frecuencias haplotipicas entre los
individuos de raza blanca positivos para HLA-A*02. Se considero que el péptido se unia a una molécula HLA si la
puntuacioén era igual o superior a 18. La acumulacion de los valores p correspondientes a los alelos DRB1 que se
unen da como resultado la frecuencia haplotipica minima pmin. La extrapolaciéon de esas frecuencias a todos los
alelos DRB1, incluidos aquellos con una matriz de predicciéon de la unién incompleta o datos de frecuencia
incompletos da la frecuencia haplotipica proyectada pproyectada que corresponde a la frecuencia genotipica Fproyectada-
s. d. = sin datos
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IMA-BIR-002
Alelo DRB1* 0101 0301 0401 0404 0701 1101 1104 1501
Puntuacion de SYFPEITHI 28 29 28 24 14 32 24 30
p 6,6% 5,9% 9,6% 6,0% 13,0% 4,4% 2,3% s.d.
Unién predicha si si si si no si si si
Pmin 34,8%
Frecuencia haplotipica pproyectada 72,8%
Frecuencia genotipica Fproyectada 92,6%
IMA-MET-005
Alelo DRB1* 0101 0301 0401 0404 0701 1101 1104 1501
Puntuacion de SYFPEITHI 28 20 26 26 28 20 22 22
p 6,6% 5,9% 9,6% 6,0% 13,0% 4,4% 2,3% s.d.
Unién predicha si si si si si si si si
Pmin 47,8%
Frecuencia haplotipica pproyectada 100,0%
Frecuencia genotipica Fproyectada 100,0%
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> immatics biotechnologies GmbH
<120> Composicién de péptidos asociados a tumores y vacuna contra el
cancer relacionada con ellos para el tratamiento del glioblastoma

(GBM) y de otros tipos de cancer

<130> FB20731

<160> 13

<170> Patentln version 3.4

<210> 1
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Thr Met Leu Ala Arg Leu Ala Ser Ala
1 5

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

<213> Homo sapiens

<400> 2

Leu Thr Phe Gly Asp Val Val Ala Val

1 5

<210> 3
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 3

Asn Leu Asp Thr Leu Met Thr Tyr Val
1 5

<210> 4
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala Met Thr GIn Leu Leu Ala Gly Val
1 5

<210> 5
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly Leu Trp His His GIn Thr Glu Val

1 5

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

<213> Homo sapiens

<400> 6

Lys lle GIn Glu lle Leu Thr GIn Val
1 5

<210> 7

<211> 9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala Leu Trp Ala Trp Pro Ser Glu Leu

1 5

<210> 8
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Thr Phe Ser Tyr Val Asp Pro Val lle Thr Ser lle Ser Pro Lys Tyr
1 5 10 15

Gly

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

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ala lle lle Asp Gly Val Glu Ser Val
1 5

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

<213> Homo sapiens

<400> 10
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Lys Val Phe Ala Gly lle Pro Thr Val
1 5

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

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Leu Trp Ala Gly Val Val Val Leu
1 5

<210> 12
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Thr Leu Gly Glu Phe Leu Lys Leu Asp Arg Glu Arg Ala Lys Asn
1 5 10 15
<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Phe Leu Pro Ser Asp Phe Phe Pro Ser Val
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1.Composicién farmacéutica, que comprende un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID N.° 2, y un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 3, asi como un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2.La composicidon farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 1, comprendiendo, ademas, como
minimo otro péptido adicional constituido por una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
consistente enla SEQID N.°1,ylas SEQIDN.°4 a SEQ ID N.° 12.

3.La composicién farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en la que al menos un péptido
incluye enlaces no peptidicos.

4.La composiciéon farmacéutica de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la
seleccion, el numero y/o cantidad de péptidos presentes en la composicion es/son especificos de tejido, de
cancer y/o de paciente.

5.La composicién farmacéutica de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende,
ademas, un adyuvante adecuado, seleccionado del grupo consistente en1018 ISS, sales de aluminio,
Amplivax, AS15, BCG, CP-870. 893, CpG7909, CyaA, dSLIM, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod, ImuFact
IMP321, IS Patch, ISCOMATRIX, Juvimmune, LipoVac, MF59, monofosforil lipido A, Montanide IMS 1312,
Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK,
sistema de vector PepTel, microparticulas PLG, resiquimod, SRL172, virosomas y oftras particulas
seudoviricas, YF-17D, QS21 stimulon de Aquila, Detox de Ribi. Quil, Superfos, adyuvante de Freund, GM-
CSF, toxina del colera, adyuvantes inmunitarios, MF59 y citocinas.

6.La composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacién 5, en la que el adyuvante es
seleccionado del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de las
colonias de granulocitos-macroéfagos (GM-CSF), o imiquimod o resiquimod.

7.La composicion farmacéutica de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que, ademas,
contiene al menos una célula presentadora de antigeno.

8.La composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 7, en que la célula presentadora de
antigeno es una célula dendritica.

9.La composicién farmacéutica de conformidad con la reivindicaciéon 7 u 8, en la que al menos una célula
presentadora de antigeno es

a) expuesta a pulsos o cargada con el péptido, o
b) comprende un constructo de expresion que codifica el péptido.

10.La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la composicion
esta destinada a la administracion por via intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa,
intratumoral, oral, dérmica, nasal, yugal, rectal, vaginal, por inhalacion o tépica.

11.Una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones precedentes para el uso en el tratamiento o en la prevencion del cancer en un paciente.

12.La composicion farmacéutica para el uso de conformidad con la reivindicacién 11, que es una vacuna
contra el cancer.

13. La composicién farmacéutica para uso de conformidad con la reivindicacién 12, en que el cancer es un
cancer de la cavidad bucal o la faringe, cancer del tubo digestivo, cancer de colon, recto o ano, cancer de las
vias respiratorias, cancer de mama, cancer de cuello de utero, vagina o vulva, cancer del cuerpo uterino y de
ovario, cancer de las vias genitales masculinas, cancer de las vias urinarias, cancer de hueso y tejido blando,
sarcoma de Kaposi, melanoma cutaneo, melanoma ocular, y cancer ocular no melanémico, cancer de cerebro
y del sistema nervioso central, cancer de tiroides y de otras glandulas endocrinas, linfoma de Hodgkin, linfoma
no hodgkiniano y mieloma, ademas de cancer renal, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de estémago, GIST o glioblastoma.

14.La composicion farmacéutica para el uso de conformidad con la reivindicaciéon 13, en que el cancer es
cancer colorrectal.
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Figura 1: Inmunogenicidad in vitro de ejemplo de los TUMAP de clase | de IMA950
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Figura 2: Unioén in vitro de los péptidos de clase Il de IMA950 a alelos HLA-DR
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Figura 3: Afinidades de unién in vitro de los TUMAP de clase | de IMA950 aA*02
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Figura 4: ELISpot para interferon gamma
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Figura 4b: ELISpot para interferén gamma
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Figura 5
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