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DESCRIPCION
Nueva inmunoterapia contra tumores neuronales y cerebrales

La presente invencion se refiere a péptidos, acidos nucleicos y células destinados a la utilizacion en métodos
inmunoterapéuticos. En particular, la presente invencion se refiere a la inmunoterapia contra el cancer. La presente
invencion se refiere asimismo a epitopos peptidicos para linfocitos T citotoxicos (CTL) asociados a tumores, solos o
en combinacién con otros péptidos asociados a tumores que pueden servir como principios activos farmacéuticos en
composiciones vacunales destinadas a estimular respuestas inmunitarias antitumorales. La presente invencion se
refiere a secuencias peptidicas derivadas de moléculas HLA de clase | de células tumorales humanas que pueden
ser utilizadas en composiciones vacunales para desencadenar respuestas inmunitarias antitumorales.

Antecedentes de la invencion

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 transmisiéon de sefiales 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 las 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 diagnostico. La tasa de supervivencia a 5 afios entre 1986 y 1990 era del 8,0%. Hasta
la fecha, la supervivencia cinco afios después del tratamiento agresivo que incluye la reseccién macroscoépica 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 indiferenciacion de las células tumorales del glioblastoma es el mas elevado de todos los tumores
cerebrales, lo que explica su alto potencial de migracién y proliferacion 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 afios. 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
afios. 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 so6lo 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 produccion de
agentes inmunodepresores que alteran la proliferacion de los linfocitos T y la produccion 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 solidos mas frecuentes y la segunda causa de muerte por cancer después de la leucemia.

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
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inmunitario. Los primeros resultados alentadores se obtuvieron 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).

La presente solicitud pretende resolver un problema ofreciendo una nueva opcion terapéutica eficaz y segura contra
los tumores cerebrales que ademas mejora el bienestar de los pacientes porque prescinde del uso de agentes
quimioterapéuticos o de otro tipo que pueden causar efectos secundarios graves.

Breve descripcion del principio de la invenciéon

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
normalmente 9 aminoacidos de longitud, pero pueden tener de 8 a 14 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 invencién, 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.

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 moléculas proteicas de mas de unos 30 residuos de longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucledtido que codifica dicha molécula es «inmunogénico» (y, por lo tanto,
un «inmundégeno» en la presente invencion), 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 CTL. Por lo tanto, un «inmundgeno» seria una molécula capaz de inducir una respuesta
inmunitaria y, en el caso de la presente invencién, una molécula capaz de inducir una respuesta de los CTL.

Un «epitopo» de linfocito T es una molécula peptidica corta que se une a una molécula MHC de clase | o Il y que
subsiguientemente es reconocida por un linfocito T. Los epitopos de linfocito T que se unen a las 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 las moléculas MHC de clase Il suelen tener una longitud de entre 12 y 30 aminoacidos.
En el caso de los epitopos que se unen a las moléculas MHC de clase Il, el mismo epitopo de linfocito T puede
compartir un segmento central comun pero diferir en la longitud de las secuencias flanqueantes situadas en los
extremos carboxi y amino-terminales debido al hecho de que los extremos de la molécula peptidica no quedan
encastrados en la estructura de la hendidura de unién al péptido de la molécula MHC de clase Il como si lo estan en
la hendidura homoénima de la molécula MHC de clase I.

Tres son los locus genéticos que codifican las moléculas MHC de clase |: HLA-A, HLA-B y HLA-C. HLA-A1, HLA-A2
y HLA-A11 son ejemplos de distintas moléculas MHC de clase | que se pueden expresar a partir de esos locus.

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 «regién codificante» hace referencia a la porciéon de un gen
que, o bien de forma natural o normal, codifica el producto de expresion de dicho gen en su ambiente gendémico
natural, por ejemplo, la region que codifica in vivo el producto de expresion natural del gen.

La region 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 desoxirribonucledtidos.

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 oligonucledtidos 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
operdén microbiano o virico.
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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 codificante, define una porcién de acido nucleico que no
comprende la region codificante completa, cuyo producto de expresion retiene esencialmente la misma actividad o
funcion biolégica que el producto de expresion de la region 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 endégenos contaminantes y en una cantidad o concentracion que
permite la identificacion, la manipulacién y la recuperacion del segmento y de sus secuencias nucleotidicas
constituyentes mediante métodos bioquimicos estandar como, por ejemplo, mediante un vector de clonacion. 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 corriente abajo (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 desoxirribonucledtidos.

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

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 polinucledtido o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado,
pero ese mismo polinucleétido o polipéptido lo estara si es separado de parte o de todos los materiales coexistentes
en el sistema natural. Tales polinucleétidos podran formar parte de un vector y/o tales polinucleétidos o polipéptidos
podran formar parte de una composicion, y seguir estando aislados en dicho vector o composicion puesto que estos
no forman parte de su entorno natural.

Los polinucledtidos, y los polipéptidos recombinantes o inmundégenos, descritos de acuerdo con la presente
invencion también pueden presentarse en forma «purificada». El término «purificado» no implica pureza absoluta;
mas bien, se utiliza como definicion 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 6rdenes 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 de expresion de los polipéptidos y los acidos nucleicos descritos conforme a la presente invencion,
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 inmunogénica) 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 CTL en el animal receptor, como el ser humano.
De forma alternativa, el «fragmento activo» también se puede usar para inducir una respuesta de CTL in vitro.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos «porcion», «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 tripsina 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, contendra un segmento, fragmento o porcién que es sustancialmente idéntica, si no lo es
exactamente, a una secuencia de las SEQ ID n. ° 1 a 11, que corresponde a la estructura natural, o a las proteinas
«precursoras» de las SEQ ID n. ° 1 a 11. Utilizados en relacion con los polinucleétidos, dichos términos se refieren a
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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» en alusiéon 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 referenciar»)La identidad porcentual se determina entonces con la siguiente férmula:

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

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

(I1) cada hueco (gap) de la secuencia de referencia y

(Ill) 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
aminoacido de estructura y caracteristicas similares, como en el caso de un aminoacido hidrofébico que es sustituido
por otro aminoacido hidrofébico. Aln mas conservador seria el reemplazo de aminoacidos de tamafio 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 correlaciéon con similitudes de
tamafio, 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 sustitucion de un aminoacido 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 polipéptidos
inmunogenos e inmunogénicos de acuerdo con la presente descripcion.

Si se descubre que las sustituciones en mas de una posicion resultan en un péptido con actividad antigénica
sustancialmente equivalente o mayor, como se define mas abajo, entonces las combinaciones de dichas
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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 simultaneamente dentro del péptido.

El término «respuesta de linfocitos T» define la proliferacion y la activacion especificas de las funciones efectoras
inducidas por un péptido in vitro o in vivo. En el caso de los linfocitos T citotdxicos (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 secrecién de citocinas,
preferiblemente de interferén gamma, TNF-alfa o IL-2 inducida por péptido; la secrecion de moléculas efectoras,
preferiblemente granzimas o perforinas inducidas por péptido; o la desgranulacién. 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 desgranulaciéon inducida por
péptido. Las posibles funciones efectoras de los CTL y de los linfocitos T cooperadores no se limitan a esta lista.

En funcion de los ensayos de citotoxicidad, un epitopo se considera sustancialmente idéntico al péptido de
referencia si al menos posee el 10% de la actividad antigénica del péptido de referencia, definida ésta por la
capacidad del péptido sustituido para reconstituir el epitopo reconocido por un CTL en comparaciéon con el péptido
de referencia. Asi pues, cuando se compara la actividad litica en el segmento lineal de las curvas efector:diana con
concentraciones equimolares de los péptidos de referencia y sustituido, el porcentaje de muerte selectiva observado
en las células diana incubadas con el péptido sustituido debe ser igual al del péptido de referencia en un cociente
efector:diana que no sea mas de 10 veces mayor que el cociente efector:diana correspondiente al péptido de
referencia con el que se hace la comparacion.

Preferiblemente, cuando los CTL especificos para un péptido de las SEQ ID N. ° 1 a 11 se prueben contra los
péptidos sustituidos, la concentracion de péptido a la cual los péptidos sustituidos consiguen la mitad del aumento
maximo de la lisis respecto al valor de fondo es como maximo de alrededor de 1 mM, preferiblemente como maximo
de alrededor de 1 yM, mas preferiblemente como maximo de alrededor de 1 nM, y aun mas preferentemente como
maximo de alrededor de 100 pM, y mas preferentemente como maximo de alrededor de 10 pM. También se prefiere
que el péptido sustituido sea reconocido por los CTL de mas de un individuo, de al menos dos, y mas
preferiblemente de tres individuos.

Asi pues, los epitopos pueden ser idénticos a los epitopos especificos de tumor o asociados a tumor naturales o
pueden incluir epitopos que difieran como maximo en 4 residuos del péptido de referencia, siempre que conserven
basicamente la misma actividad antigénica.

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 abierto la posibilidad de utilizar el sistema inmunitario del hospedador para desencadenas una respuesta
inmunitaria que es especifica contra los antigenos expresados en la superficie de células tumorales y que a través
de este mecanismo de accion sea capaz de inducir la regresion, paralice o frene el crecimiento del tumor.
Actualmente se estan explorando diversos mecanismos para aprovechar las defensas 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 en que tales células desempefian un papel importante en las defensas inmunitarias
naturales contra el cancer (Cheever et al., 1993; Zeh, Ill et al., 1999). A partir del analisis de 415 especimenes de
pacientes aquejados de cancer colorrectal, Galon et al. fueron capaces de demostrar que el tipo, la densidad y la
localizacion de las células inmunitarias en el tejido tumoral son realmente mejores predictores de la supervivencia
del paciente que la ampliamente utilizada estadificacion TNM de los tumores (Galon et al., 2006). En particular los
linfocitos T CD8-positivos (T-CD8'), que reconocen las moléculas de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) portadoras de péptidos que suelen tener de 8 a 10 residuos de aminoacidos derivados de
proteinas o de productos ribosémicos defectuosos (DRIPS) (Schubert et al., 2000), desempefian un importante
papel en esta respuesta. En la bibliografia también se describen péptidos provenientes de proteinas sometidas a
procesos de empalme (splicing). Las moléculas MHC de la especie humana también se denominan antigenos
leucocitarios humanos (HLA).

Existen dos clases de moléculas MHC: moléculas de MHC de clase |, que se encuentran en la mayoria de células
nucleadas. Las moléculas MHC estan compuestas por una cadena pesada alfa y beta-2-microglobulina (receptores
de MHC de clase |) o por una cadena alfa y una cadena beta (receptores de MHC de clase Il). La conformacion
tridimensional da como resultado una hendidura de unién que interviene en la interaccién no covalente con los
péptidos. Las moléculas MHC de clase | presentan péptidos resultantes de la protedlisis de proteinas enddgenas,
DRIP y péptidos mas grandes. Las moléculas de MHC de clase Il, presentes mayoritariamente en las células
presentadoras de antigeno (APC) especializadas, presentan predominantemente péptidos de proteinas exdgenas o
transmembrana que son captadas por las APC mediante endocitosis y después son procesadas por las mismas
(Cresswell, 1994). Los complejos constituidos por péptidos y moléculas MHC de clase | son reconocidos por los
linfocitos T CD8-positivos portadores del receptor de linfocito T (TCR) adecuado, mientras que los complejos
formados por péptidos y moléculas MHC de clase Il son reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos
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portadores del TCR apropiado. Es bien sabido que el TCR, el péptido y el MHC estan presentes en una relacion
estequiométrica de 1:1:1.

Los linfocitos T cooperadores CD4-positivos desempefian un papel importante en la induccion y en el mantenimiento
de respuestas eficaces por parte de los linfocitos T citotéxicos CD8-positivos (Wang and Livingstone, 2003; Sun and
Bevan, 2003; Shedlock and Shen, 2003). Por esta razon, la identificacion de epitopos derivados de antigenos
asociados a tumor (TAA) que sean reconocidos por los linfocitos T CD4-positivos reviste suma importancia para el
desarrollo de medicamentos que estimulen una respuesta inmunitaria antitumoral (Kobayashi et al., 2002; Qin et al.,
2003; Gnjatic et al., 2003).

En ausencia de inflamacion, la expresion de las moléculas MHC de clase |l se circunscribe principalmente a las
células del sistema inmunitario, en concreto a las células presentadoras de antigeno (APC) especializadas, como,
por ejemplo, monocitos, células derivadas de monocitos, macréfagos y células dendriticas. En pacientes con cancer
se ha descubierto con sorpresa que las células tumorales expresan moléculas MHC de clase Il (Dengjel et al., 2006).

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 interferon gamma (IFN-y) (Qin and Blankenstein, 2000).
Ademas se ha demostrado que los linfocitos T CD4-positivos pueden contrarrestar la progresion tumoral mediante la
induccion de respuestas de anticuerpos al reconocer péptidos de antigenos asociados a tumor presentados por
moléculas HLA de clase Il (Kennedy et al., 2003). A diferencia de lo que sucede con los péptidos asociados a tumor
reconocidos por moléculas HLA de clase |, hasta la fecha el nimero descrito de ligandos de clase Il derivados de
antigenos asociados a tumor (AAT) es pequefio (www. cancerimmunity. org, www. syfpeithi. de).

Dado que la expresién constitutiva de las moléculas HLA de clase |l suele ser exclusiva de las células del sistema
inmunitario (Mach et al., 1996), la posibilidad de aislar péptidos de clase Il directamente de tumores primarios no se
consideraba factible. Pero Dengjel et al. descubrieron hace poco varios epitopos de MHC de clase Il en tumores
(WO 2007/028574, EP 1760088 B1; (Dengjel et al., 2006).

Para que un péptido desencadene una respuesta inmunitaria celular, debe unirse a una molécula de MHC. Este
proceso depende del alelo de la molécula 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 interactian con la
hendidura de unién correspondiente de la molécula de MHC. De este modo cada alelo MHC posee un «motivo de
union» que determina qué péptidos se pueden unir especificamente a la hendidura de unién (Rammensee et al.,
1997).

En la reaccion inmunitaria dependiente de las MHC de clase |, los péptidos no solo tienen que ser capaces de unirse
a ciertas moléculas MHC de clase | expresadas por las células tumorales, también tienen que ser reconocidos por
linfocitos T portadores de receptores TCR especificos.

Los antigenos que son reconocidos por los linfocitos T citotdxicos especificos del tumor, esto es, los epitopos,
pueden ser moléculas derivadas de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de
transcripcion, etc. que son expresados y, en comparacion con células inalteradas del mismo origen, estan regulados
al alza en las células del tumor correspondiente.

La clasificacion actual de los antigenos asociados a tumores comprende los siguientes grupos principales (Novellino
et al., 2005):

1. Antigenos cancer-testiculo: Los primeros TAA descubiertos que pueden ser reconocidos por linfocitos T
pertenecen a esta clase (van der Bruggen et al., 1991), que inicialmente se denominé antigenos cancer-
testiculo (CT) porque sus miembros se expresan en tumores humanos histolégicamente diferentes y en los
tejidos normales solo se encuentran en los espermatocitos/espermatogonias del testiculo y ocasionalmente
en la placenta. Como las células del testiculo no expresan moléculas HLA de clase | y Il, estos antigenos no
pueden ser reconocidos por los linfocitos T de los tejidos normales y por tanto se consideran como
especificos de tumor desde el punto de vista inmunolégico. Ejemplos conocidos de antigenos CT son los
miembros de la familia MAGE y el NY-ESO-1.

2. Antigenos de diferenciacion: Estos TAA estan presentes tanto en los tumores como en el tejido normal
del que deriva el tumor; la mayoria se encuentran en melanomas y en melanocitos normales. Muchas de
esas proteinas relacionadas con el linaje melanocitico participan en la biosintesis de la melanina y no son
especificas de tumor, lo que no impide que sean muy utilizadas en la inmunoterapia contra el cancer.
Algunos ejemplos son la tirosinasa y Melan-A/MART-1 en el melanoma y el PSA en el cancer de préstata.

3. TAA sobreexpresados: Se han detectado genes que codifican TAA de amplia expresion en tumores
histolégicamente distintos y en numerosos tejidos normales, en general con niveles de expresién mas
bajos. Es posible que muchos de los epitopos procesados y posiblemente presentados por los tejidos
normales lo sean por debajo del limite necesario para ser reconocidos por los linfocitos T, pero que la
sobreexpresion por parte de las células tumorales rompa la tolerancia vigente hasta ese momento y
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desencadene la respuesta antitumoral. Ejemplos destacados de esta clase de TAA son Her-2/neu,
survivina, telomerasa o WT1.

4. Antigenos especificos de tumor: Estos TAA unicos son fruto de mutaciones de genes normales (como f3-
catenina, CDK4, etc.). Algunos de esos cambios moleculares estan relacionados con la transformacion
neoplasica y/o su progresion. Los antigenos especificos de tumor generalmente son capaces de inducir
potentes respuestas inmunitarias sin riesgo de reacciones autoinmunitarias contra los tejidos normales. Por
otro lado, casi siempre estos TAA solo son relevantes para el mismo tumor exacto en el que fueron
identificados y normalmente no se encuentran en muchos otros tumores de su tipo.

5. TAA resultantes de modificaciones postraduccionales anormales: Estos TAA pueden surgir a partir de
proteinas que no son especificas ni se sobreexpresan en los tumores, pese a lo cual aparecen asociados a
tumores por procesos postraduccionales que se activan principalmente en los tumores. Ejemplos de este
tipo surgen a raiz de patrones de glucosilacion alterados que generan epitopos nuevos en tumores como
MUC1 o fendmenos como el ayuste de proteinas durante la degradaciéon que en algunos casos pueden ser
especificos de tumor (Hanada et al., 2004; Vigneron et al., 2004).

6. Proteinas de oncovirus: Estos TAA son proteinas virales que podrian desempefiar un papel critico en el
proceso oncogénico y que, como extrafias a causa de su origen no humano, pueden desencadenar una
respuesta de los linfocitos T. Ejemplos de tales proteinas son las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma
humano de tipo 16, que se expresan en el carcinoma de cuello uterino.

Para que las proteinas sean reconocidas por los linfocitos T citotéxicos como antigenos especificos o asociados a
tumor y puedan ser empleadas como parte de un tratamiento, deben cumplir ciertos prerrequisitos. El antigeno debe
ser expresado principalmente por células tumorales y no por tejidos sanos normales o, de hacerlo, debe 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 transformaciéon de una célula normal en una célula tumoral a causa de su funcién, por
ejemplo, porque intervienen en el control del ciclo celular o en la supresion de la apoptosis. Ademas, también las
dianas ulteriores de las proteinas que son las causantes directas de la transformacion 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 vacunaciéon (Singh-Jasuja et al., 2004). 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 induccién 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 inmunitaria hacia ese epitopo en particular.

Por consiguiente, los TAA son el punto de partida para el desarrollo de una vacuna antitumoral. Los métodos para
identificar y caracterizar los TAA estan basados, entre otros, en el uso de CTL que pueden aislarse de pacientes o
de individuos sanos, o en la generacion de perfiles de transcripcion diferenciales o patrones de expresion peptidica
diferenciales entre los tumores y los tejidos normales (Lemmel et al., 2004; Weinschenk et al., 2002).

No obstante, la identificacion de genes sobreexpresados o expresados selectivamente en tejidos tumorales o en
estirpes de células tumorales humanas no aporta informacioén precisa acerca del uso de los antigenos transcritos de
esos genes en la inmunoterapia. Ello se explica porque solo una subpoblacion individual de epitopos de esos
antigenos resulta adecuada para aplicaciones de ese tipo, puesto que ha de haber un linfocito T con el TCR
correspondiente y la inmunotolerancia hacia ese epitopo concreto ha de ser minima o nula. Por tanto, es importante
seleccionar sélo aquellos péptidos derivados de proteinas sobreexpresadas o selectivamente expresadas que sean
presentados ligados a moléculas de MHC y que sean diana de linfocitos T funcionales. Un linfocito T funcional se
define como un linfocito T que tras la estimulacion con un antigeno especifico puede sufrir una expansion clonal y
ser capaz de ejecutar funciones efectoras («linfocito T efector»). Las funciones efectoras habituales de los linfocitos
T incluyen la secrecion de interferén-gamma, perforina y granzimas.

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 Tw1 apoyan las funciones efectoras de los linfocitos T citotoxicos
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 0 en combinacién con otros péptidos asociados a tumores,
pueden servir como principios activos farmacéuticos en composiciones vacunales destinadas a estimular 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+ (ligando: moléculas de MHC de clase | + epitopo peptidico) o por los linfocitos T cooperadores CD4 positivos
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(ligando: moléculas de MHC de clase Il + epitopo peptidico) es importante para el desarrollo de vacunas
antitumorales.

La WO 2005/116051 da a conocer péptidos inmunogénicos de diverso origen, incluido el PTPRZ1 que se une a un
alelo diferente.

Mulholland Paul J et al: "Genomic profiling identifies discrete deletions associated with translocations in glioblastoma
multiforme" CELL CYCLE Abril de 2006, vol. 5, n. ° 7, paginas 783-791, dan a conocer que PTRPZ1 aparece
amplificado con frecuencia en el glioblastoma. La US 2002-146370 da a conocer que la proteina tirosina fosfatasa
zeta es una diana biomolecular en el tratamiento y la visualizacion de tumores cerebrales.

Por tanto, la presente invencién tiene como uno de sus objetos proporcionar nuevas secuencias de aminoacidos de
péptidos que son capaces de unirse a complejos MHC.

Breve descripcion de las figuras

Las Fig. 1a y b muestran los espectros resultantes de la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas ESI que identifican los péptidos asociados a tumor (TUMAP) PTP-001 de la
muestra de glioblastoma GB1006 y el PTP-002 de la muestra de glioblastoma GB6003 que se presentaron
de un modo restringido a MHC de clase I.

La Fig. 2 expone el perfil de expresion del ARNm del gen PTPRZ1 que codifica los péptidos asociados a
glioblastoma mostrados en la Tabla 1. La expresién de este gen es nula o muy baja en los tejidos normales
pero es muy elevada en las muestras de glioblastoma (GB1006T a GB1011T; NCH359T y NCH361T).

La Figura 3 expone un ejemplo representativo de los linfocitos T CD8+ especificos para PTP-002 en un
donante sano HLA-A*0201 tras la estimulacion in vitro con PTP-002 tal y como se ha determinado con el
analisis por citometria de flujo. Los linfocitos T CD8+ se aislaron de PBMC humanas de donantes sanos y
sensibilizadas in vitro con «células presentadoras de antigeno artificiales» (aAPC) molecularmente definidas
cargadas con moléculas co-estimuladoras y A*0201/PTP-002 (diagrama izquierdo) o un péptido A*0201
irrelevante (diagrama derecho) (Walter et al., 2003). Al cabo de tres ciclos de estimulacion, las células que
reaccionaron al péptido se detectaron mediante la tincion de los tetrameros peptidicos PTP-002 y de los
tetrameros peptidicos irrelevantes. Las células se seleccionaron entre la poblacién de linfocitos CD8+; los
porcentajes indicados representan la frecuencia de células positivas para cada tetramero en dicha
poblacion.

La Figura 4 muestra las afinidades de péptidos de la invencién hacia el HLA-A*0201. Las constantes de
disociacion (Kp) de los péptidos HLA de clase | y del péptido marcador viral HBV-001 se midieron con una
prueba ELISA (véase el Ejemplo 4).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion proporciona péptidos que son Utiles para el tratamiento del glioblastoma. Con técnicas de
espectrometria de masas se ha demostrado directamente la presentacion natural por moléculas HLA de estos
péptidos en muestras de glioblastoma humano primario (véanse el ejemplo 1y la figura 1). El gen originario del cual
derivan diez de esos péptidos —-PTPRZ1- estd muy sobreexpresado en el glioblastoma en comparacion con los
tejidos normales (véase ejemplo 2y figura 2) lo cual demuestra el alto grado de asociacion con el tumor de los
mismos, es decir, que esos péptidos son presentados abundantemente en el tejido tumoral pero no en los tejidos
normales. El gen originario del cual deriva el undécimo péptido —CHI3L2- fue identificado inicialmente en los
condrocitos. Los péptidos de uniéon a HLA pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario, especificamente por
los linfocitos T. Los linfocitos T destruyen las células que presentan el complejo HLA/péptido reconocido, p. €j.
células tumorales de glioblastoma que presentan péptidos derivados del PTPRZ1 o del CHI3L2. Varios péptidos de
la presente invencion han demostrado ser capaces de estimular las respuestas de los linfocitos T (véanse el ejemplo
3y lafigura 3). Asi pues, los péptidos de la presente invencion son utiles para generar en un paciente una respuesta
inmunitaria con la que destruir células tumorales. La respuesta inmunitaria se puede inducir en el paciente con la
administracion directa de los péptidos descritos o de sustancias precursoras adecuadas (p. €j. péptidos alargados,
proteinas o acido nucleicos que codifiquen dichos péptidos), idealmente en combinacién con un agente que potencie
la inmunogenicidad (un adyuvante). Cabe esperar que la respuesta inmunitaria generada por esa vacunacion
terapéutica sea muy especifica contra las células tumorales porque los péptidos diana de la presente invencion no
son presentados en los tejidos normales, lo cual evita el riesgo de reacciones autoinmunitarias perjudiciales contra
las células normales del paciente.

Ademas de ser Utiles para el tratamiento del cancer, los péptidos de la presente invencién también son Utiles para el
diagnéstico. 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.
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La presencia de los TUMAP reivindicados en biopsias de tejido puede ayudar al anatomopatdlogo a diagnosticar un
cancer. La deteccion de ciertos TUMAP 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 TUMAP puede permitir la clasificacion o subclasificacion de los tejidos enfermos.

La deteccion de los TUMAP 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 accion. 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 TUMAP
indica que dicho mecanismo no es utilizado por las células analizadas.

Los TUMAP 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 TUMAP o el TUMAP 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 autélogos, o la transferencia de linfocitos de
donantes. En el ambito de la terapia génica, las respuestas de los linfocitos contra los TUMAP pueden tenerse en
cuenta para la evaluacion de 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.

Los TUMAP pueden usarse para generar y desarrollar anticuerpos especificos contra complejos MHC/TUMAP.
Estos pueden ser utilizados como terapia, para dirigir toxinas o sustancias radiactivas contra el tejido enfermo. Otra
aplicacion de estos anticuerpos consistiria en dirigir radionuclidos contra el tejido enfermo en aplicaciones de
diagndstico por la imagen como la TEP. Este uso puede ayudar a detectar metastasis pequefias o determinar el
tamafio y la ubicacion precisa de los tejidos enfermos.

Ademas se pueden utilizar para verificar el diagndstico histopatoldgico de cancer basado en una muestra de biopsia.

La Tabla 1 muestra los péptidos dados a conocer, la SEQ ID N. ° 3 corresponde a la presente invencion, sus
respectivas SEQ ID N. °, los alelos HLA a los que se unen cada uno de ellos y las proteinas originarias de las que
pueden surgir dichos péptidos.

Tabla 1: Péptidos dados a conocer

SEQID N. ° | Cédigo del péptido | Secuencia Alelos HLA Proteina(s) originaria(s)
1 PTP-001 ALTTLMHQL A*0205 PTPRZ1

2 PTP-002 FLYKVILSL A*02 PTPRZ1

3 PTP-003 AlIDGVESV A*02 PTPRZ1

4 PTP-004 FLLPDTDGL A*02 PTPRZ1

5 PTP-005 KVFAGIPTV A*02 PTPRZ1

6 PTP-006 QQSDYSAAL A*02# PTPRZ1

7 PTP-007 TQDDYVLEV A*02# PTPRZz1, PTPRG
8 PTP-008 QHEGTVNIF B*38 PTPRZ1

9 PTP-009 SVFGDDNKALSK No determinado | PTPRZ1

10 PTP-010 EIGWSYTGALNQKN | HLA-DR PTPRZ1

11 CHI-001 SLWAGVVVL A*02 CHI3L2

# probablemente subtipo A*205

Sorprendentemente, la SEQ ID N. ° 2 también se ha encontrado presente en el carcinoma adenoescamoso primario
(un tipo de cancer de pulmodn) y por tanto también puede ser utilizada para tratar dicho tipo de cancer de acuerdo
con la susodicha descripcion.

Proteina tirosina fosfatasa, tipo receptor, Zetal (PTPRZ1, PTP-§)
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El PTPRZ1 es un miembro de la familia de las proteinas tirosina fosfatasa 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 carboénica y un dominio de fibronectina de tipo lll (Wu et al., 2006), en el cancer de mama (Perez-Pinera et
al., 2007), en los oligodendrocitos remielinizantes de las lesiones de la esclerosis multiple (Harroch et al., 2002), y en
células renales embrionarias humanas en condiciones hipoxicas (Wang et al., 2005).

Tanto la proteina como el transcrito aparecen sobreexpresados en las células del glioblastoma, hecho que promueve
su migracion haptotactica (Lu et al., 2005). Asimismo, el PTRPZ1 aparece con frecuencia amplificado a nivel del
ADN gendmico en el glioblastoma (Mulholland et al., 2006).

Kaplan y cols. clonaron 3 genes de la PTP de tipo receptor humana, entre ellos el PTP-y (Kaplan et al., 1990). Se ha
demostrado que un alelo PTPG se pierde en 3 de 5 estirpes celulares de carcinoma renal y en 5 de una decena de
muestras de carcinoma pulmonar analizadas. El ARNm de la PTP-y se ha hallado expresado en estirpes de células
renales y pulmonares pero no en varias estirpes hematopoyéticas analizadas. Asi pues, el gen PTP-y parece tener
caracteristicas que hacen pensar en él como en un gen supresor de tumores en el carcinoma renal y el de pulmén.
Gebbinket y cols. aislaron un ADNc de ratén de 5,7 kb, que codifica un 'nuevo’ miembro de la familia de las
proteinas-fosfatasas de tirosina de receptor, llamado RPTPu (Gebbink et al., 1991). EI ADNc predijo una proteina de
1432 aminoacidos (sin incluir el péptido sefial) con una masa molecular calculada de 161. 636 Da. Ademas, clonaron
el homologo humano, cuya cadena de aminoacidos presentaba una homologia del 98,7% con la proteina de raton.
La proteina de raton predicha consistia en una region extracelular de 722 aminoacidos, que albergaba 13 posibles
sitios de N-glucosilacion, un solo dominio transmembrana, y una parte intracelular de 688 aminoacidos que contiene
dos repeticiones en tandem homologas a los dominios cataliticos de otras fosfatasas de tirosina. El analisis por
electrotransferencia de ARN reveldé un solo transcrito que abundaba sobre todo en el pulmén pero también estaba
presente, aunque en cantidades mucho menores, en el cerebro y en el corazéon. El gen PTPuy humano se asigné al
cromosoma 18pter-qll a raiz del andlisis por transferencia Southern de clones hibridos de células somaticas
humanas y de raton.

El ADNc de la PTP-¢ fue aislado por Krueger y cols. (Krueger et al., 1990). La proteina de 700 aminoacidos tiene un
dominio extracelular corto y dos dominios intracelulares PTPasa repetidos en tandem. En el cerebro y en el testiculo
de ratén se han registrado altos niveles de transcripcion de PTP-e. Ambas isoformas de la PTP-¢ —la isoforma de
tipo receptor y transmembrana y la otra mas corta, la citoplasmatica— parecen proceder de un mismo gen a través de
promotores y exones 5-prima alternativos.

Barnea y cols. (Barnea et al., 1993) clonaron los ADNc del gen PTP-y humano y de raton (designado PTP-y por
dicho grupo de investigacion) a partir de genotecas de ADNc del cerebro y analizaron sus secuencias polipeptidicas
predichas. Las secuencias humana (1445 aminoacidos) y de ratén (1442 aminoacidos) comparten una identidad del
95% en cuanto a secuencia de aminoacidos y predicen un dominio extracelular putativo, un solo dominio
transmembrana y una region citoplasmatica dotada de dos dominios cataliticos fosfastasa de tirosina en tandem. El
dominio extracelular contiene un segmento de 266 aminoacidos que son muy similares a la enzima anhidrasa
carboénica dotada de cinc (MIM 114800), lo cual sugiere que la PTP-y y la PTP-{ (PTPRZ1) representan una
subfamilia de 25 fosfatasas de tirosina de receptor. El gen de la PTP-y tiene 30 exones y un tamarfio aproximado de
780 kb. Es mucho mas grande que los demas genes de las PTP de receptor, pues el gen CD45 (MIM 151460) ronda
las 100 kb y los demas son mas pequefios aun.

Otra fosfatasa de tirosina de tipo receptor, la proteina-fosfatasa de tirosina zeta (PTPRZ1) [también llamada PTP-¢,
HPTP-ZETA, HPTPZ, RPTP-BETA(B) o RPTPB] fue aislada en forma de secuencia de ADNc por dos grupos de
investigacion a inicios de la década de 1990. Levy y cols. (Levy et al., 1993) aislaron clones de ADNc de una
genoteca de expresion de ARNm del tronco encefalico de lactante humano, y dedujeron la secuencia completa de
aminoacidos de una gran proteina fosfatasa de tirosina de tipo receptor que contenia 2307 aminoacidos.

Levy descubrié que la proteina, designada por ellos como PTPB (PTPRZ1), es una proteina transmembrana con dos
dominios PTPasa citoplasmaticos y un dominio extracelular de 1616 aminoacidos. A semejanza de la PTP-y (MIM
176886), los 266 residuos N-terminales del dominio extracelular presentan un gran similitud con los de las
anhidrasas carbodnicas (véase MIM 114880). El gen humano que codifica la PTPRZ1 ha sido localizado en el
cromosoma 7q31. 3-q32 mediante hibridacién in situ cromosémica (Ariyama et al., 1995). El analisis por
electrotransferencia Northern ha demostrado que la PTP-zeta solo se expresa en el sistema nervioso central
humano. Por medio de la hibridacion in situ (Levy et al., 1993) localizaron la expresion en diferentes regiones del
cerebro humano adulto, tales como la capa de neuronas de Purkinje del cerebelo, el giro dentado y la capa
subependimaria del asta anterior del ventriculo lateral. Levy afirmé que esta era la primera fosfatasa de tirosina de
mamifero cuya expresion estaba circunscrita al sistema nervioso. Ademas, los altos niveles de expresion en el
cerebro embrionario de ratén indicaban un papel importante en el desarrollo del SNC.

Asi pues, la familia de proteinas de receptores con actividad PTP ha sido caracterizada como una familia bastante
diversa de receptores de membrana y de isoformas no unidas a membrana, que tienen en comun una estructura
dotada de un dominio citosélico PTPasa. Aunque su expresion en los tejidos fetales y embrionarios parece indicar un
papel en la biologia del desarrollo para estas proteinas, su cometido biolégico en la salud y en la enfermedad no se
conoce totalmente.
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La patente de EE. UU. 6. 455. 026 sefiala a PTP-§ (PTPRZ1) como una diana para el tratamiento y la visualizacion
de tumores cerebrales. La solicitud aportaba métodos y reactivos para reconocer especificamente células tumorales
cerebrales con fines terapéuticos y de diagnéstico por la imagen. Proporcionaba compuestos y composiciones
basadas en la afinidad por la PTP-§ que eran utiles para tratar tumores cerebrales en pacientes, recayendo en
general dichas composiciones y compuestos en dos grupos: Compuestos conjugados que se unen a la PTP-¢ y que
dotados de una fraccion citotoxica inhiben el crecimiento de las células tumorales; y composiciones con compuestos
que se unen a la PTP-§, en los que la fraccion de unién a la PTP-¢ altera la funcion normal de ésta en la célula
tumoral, inhibiendo su crecimiento.

En un primer grupo, se proporcionan compuestos conjugados que se unen a la PTP-§ con efectos terapéuticos.
Estos compuestos tienen la férmula general a(P;)C, en la cual a(P,) era una o varias fracciones que se unen
especificamente a la proteina-fosfatasa de tirosina humana ¢, y la C representaba una o varias fracciones
citotoxicas. En formas de realizacion preferidas (reveladas para todos los grupos) se daba a conocer que a(P) era
un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo. En un segundo grupo se proporcionaban compuestos terapéuticos que
se unian a PTP-¢ y que alteraban la funcién normal de la PTP-¢ en las células tumorales cerebrales inhibiendo su
crecimiento. Estos compuestos terapéuticos que se unen al PTPRZ1 tenian la formula general a(P;), siendo a(P;)
una o varias fracciones que se unen especificamente a la proteina fosfatasa de tirosina humana ¢, y en que la unién
de a(P;) altera la funcién de la proteina-fosfatasa de tirosina humana ¢&.

La patente de EE. UU. 7. 060. 275 B2 da a conocer variantes de empalme del PTPRZ1, vectores que incluyen esas
variantes y antigenos contra diversas variantes.

Quitinasa 3-Like 2 (CHI3L2)

La CHI3L2 se descubri¢ inicialmente en condrocitos. Se ha descrito frecuentemente como un antigeno diana en la
artritis reumatoide. No se ha descubierto ninguna relacion relevante de la CHI3L2 con el cancer. La proteina
quitinasa 3-like ha sido implicada en la estimulacion de la proliferacion de las células del tejido conectivo humano,
como, por ejemplo, los fibroblastos, a través de la activacion de la via de sefalizacion mediada por la PKB vy la via
de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (Recklies AD, White C, Ling H; The chitinase 3-like protein human
cartilage glycoprotein 39 (HC-gp39) stimulates proliferation of human connective-tissue cells and activates both
extracellular signal-regulated kinase- and protein kinase B-mediated signalling pathways; Biochem J. 2002; 365:119-
126). En ratdn las proteinas quitinasa 3-like se han hallado muy reguladas al alza en modelos de cancer gastrico
inducido por Helicobacter (Takaishi S, Wang TC; Gene expression profiling in a mouse model of Helicobacter-
induced gastric cancer; Cancer Sci. 2007 (3): 284-293).

En ningin ambito de la técnica se ha considerado el uso de péptidos que se unen al MHC derivados de la PTPRZ1 o
de la CHI3L2 como principios activos farmacéuticos para el tratamiento de tumores cerebrales.

En un primer aspecto de la misma, la presente invencion proporciona un péptido seleccionado del grupo formado
por: a) un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos acorde con la SEQ ID n. °3, y b) un péptido acorde
con a), en el que uno o dos de los residuos de aminoacidos estan alterados de modo que el aminoacido A de la
posicion 1 es sustituido por I, L, F, K, M, Y o V, el aminoacido | de la posicién 2 es sustituido por M, o L, el
aminoacido | de la posicidon 3 es sustituido por A, Y, F, P, M, S 0 R, el aminoacido D de la posicién 4 es sustituido
por E, G, P o T, el aminoacido G de la posicién 5 es sustituido por |, K, Y, N, F o V, el aminoacido V de la posicién 6
es sustituido por |, L o T, el aminoacido E de la posiciéon 7 es sustituido por A, Y o H, el aminoacido S de la posicién
8 es sustituido por K o E, y el aminoacido V de la posicion 9 es sustituido por L, en que dicho péptido mantiene la
capacidad para unirse a una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase |, y en
que dicho péptido es capaz de estimular los linfocitos T CD8.

Los péptidos de la invencion tienen la capacidad de unirse a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase I.

En la presente invencion el término «homologo» se refiere al grado de identidad (véase antes Identidad porcentual)
entre las secuencias de dos secuencias de aminoacidos, es decir secuencias peptidicas o polipeptidicas. La
susodicha «homologia» se determina comparando las dos secuencias alineadas en condiciones 6ptimas con las
secuencias a comparar. Las secuencias que se comparan en la presente memoria pueden tener una adicién o
delecion (por ejemplo, un hueco o similar) en la alineacion 6ptima de las dos secuencias. La homologia de
secuencia se puede calcular creando una alineacion con el algoritmo ClustalW, por ejemplo, (Nucleic Acid Res. ,
1994, 22(22): 4673 4680). También se puede usar software para el analisis de secuencias comunmente disponible,
en concreto, Vector NTI, GENETYX y BLAST, o herramientas de analisis facilitadas por bases de datos publicas,
como las que se pueden hallar, por ejemplo, en http://dragon. bio. purdue. edu/bioinfolinks/.

Una persona versada en la materia sera capaz de valorar si los linfocitos T inducidos por una variante del péptido
especifico seran capaces de reaccionar con el propio péptido (Fong et al., 2001b) (Zaremba et al., 1997; Colombetti
et al., 2006; Appay et al., 2006).
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Aquellos residuos de aminoacidos que no contribuyen sustancialmente a las interacciones 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 unién al MHC pertinente.

Tabla 2: Variantes y motivos de los péptidos acordes con las SEQIDn.°1a 10

PTP-001 Posicion 1 21 3]14]|5 7 9
Cadigo del péptido A|lL|T|T|L|M|H|Q]|L
Variantes \% PlE|V I H
Y F|D|L|V]|V
I | K| 1 L
M| N A
P
Posicion 1 2 3|4 6 | 78109
PTP-002 Cadigo del péptido F|IL|]Y|K|V I L|{S|L
Variantes M L
E K
I A|G]| I Il | A|E
L Y| P|K]|L S
F F|{D|Y|T]|H
K P|T|N
M M G
Y S F
V R V
K| H
PTP-003 Posicion 1 21 3]14]|5 71819
Cadigo del péptido A | I D G|V | E|S|V
Variantes M L
L
E K
I A|G]| I Il | A|E
L Y|P|K]|LIJ]Y
F F|{T|Y|T]|H
K P N
M M F
Y S V

13
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(Continuacion

PTP-001 Posicion 1 2| 34|56 |7
V R
PTP-004 Posicion 1 2| 3|4|5 |67
Cadigo del péptido F L{P|D|T]|D
Variantes M
E
I A|G]| I I | A
L Y| D|K]|L
K F|T|Y H
M P N
Y M G
V S F
R V
K| H
PTP-005 Posicion 1 2|3 516 |7
Cadigo del péptido K|V|F|A]|G I P
Variantes M
L
E
I A|G]| I A
L Y| P|K]|L
F P|T|Y | T]|H
M M N
Y S F
V
PTP-006 Posicion 1 2| 3|4|5 |67
Codigo del péptido QlQ|S|D|Y|S|A
Variantes \% PlE|V I H
Y F|{K|L|V]|V
I | N |1 L
M| P A

14




10

15

20

25

ES 2 543 815 T3

(Continuacion

PTP-001 Posicion 1 2| 3|4|5|6]7]|8]09
PTP-007 Posicion 1 2| 3|4|5|6]7]|8]09
Cadigo del péptido T/,Q D|D|Y|V]|L|E|V
Variantes \% PlE|V I H|Y]|L
Y F|{K|L|V]|V
I | N |1 L
M| P A
PTP-008 Posicion 1 2| 3|4|5|6]7|8]09
Cadigo del péptido Q|H|E |G| T|V|NJ|I|F
Variantes D
E(M]|V K
PV I |V I|Y
L|A|T N
E|R | K R
G| N
L|H
K
S

Es sabido que los péptidos que son presentados por MHC de clase Il estan compuestos por una «secuencia central»
dotada de un secuencia de aminoacidos que se ajusta a cierto motivo especifico del alelo de HLA y, opcionalmente,
de extensiones N- y/o C-terminales que no interfieren con la funcidon de la secuencia central (es decir, que se
consideran irrelevantes para la interaccion del péptido y todos o una parte de los clones de linfocitos T que
reconocen la contrapartida natural). 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 acuerdo con la descripcion ofrecida abajo 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 descritos pueden
tener cualquier tamafio, pero normalmente suelen tener un peso molecular inferior a 100.000, preferiblemente
inferior a 50.000, mas preferiblemente inferior a 10.000 y normalmente unos 5.000. En cuanto al nUmero de residuos
de aminoacidos, los péptidos descritos pueden tener menos de 1.000 residuos, preferiblemente menos de 500
residuos, mas preferiblemente menos de 100, mas preferiblemente menos de 100 y aiin mas preferiblemente entre
30 y 8 residuos. En consecuencia, los dados a conocer son péptidos y variantes de los mismos en que dicho péptido
o variante tiene una longitud total de entre 8 y 100, preferiblemente entre 8 y 30, y mas preferiblemente entre 8 y 16
aminoacidos, esto es, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 aminoacidos.

En consecuencia, las variantes naturales o artificiales que estimulan la reaccién cruzada de los linfocitos T con un
péptido de la invencién son a menudo variantes de longitud.

Si un péptido que es mas largo 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 regién de unién a HLA central sean
residuos que no afecten sustancialmente a la capacidad del péptido para unirse especificamente a la hendidura de
union de la molécula MHC de clase Il o presentar el péptido al linfocito T (cooperador). No obstante, como se ha
indicado arriba, se apreciara que es posible usar péptidos mas grandes, p. €j., los codificados por un polipéptido, ya
que estos péptidos mas grandes pueden ser fragmentados por células presentadoras de antigeno adecuadas.

15



10

15

20

ES 2 543 815 T3

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. Se prefiere
que los residuos que flanquean el epitopo de interés sean residuos que no afecten sustancialmente a la digestion
proteolitica necesaria para exponer el epitopo durante el procesamiento.

Por supuesto, el péptido conforme a la presente invencion tendra la capacidad para unirse a una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase I.

La unién de un péptido o una variante a un complejo MHC puede ser analizada mediante métodos conocidos en la
técnica, como, por ejemplo, los descritos en la bibliografia para diferentes alelos de MHC de clase lI(p. €j. , (Vogt et
al., 1994; Malcherek et al., 1994; Manici et al., 1999; Hammer et al., 1995; Tompkins et al., 1993; Boyton et al.,
1998)).

En una forma de realizacion preferida de la invencién el péptido consiste en una secuencia de aminoacidos acorde
conlaSEQIDn.°3.

En una forma de realizacién de la presente invencion, el péptido es parte de una proteina de fusiéon que comprende
los 80 aminoacidos N-terminales de la cadena invariable asociada al antigeno HLA-DR (p33, en lo sucesivo “li”) tal y
como aparece en el NCBI, numero de acceso de GenBank X00497 (Strubin, M. et al 1984).

Ejemplos de péptidos son aquellos en que el péptido es seleccionado entre péptidos dotados de un subtipo de HLA
especifico y que son capaces de estimular linfocitos CD8, y en que dicho péptido comprende el motivo de
aminoacidos de anclaje especifico mostrado a continuacion en la tabla 2a.

Tabla 2aSubtipos HLA y motivos de anclaje de los péptidos

Péptido | Subtipo HLA Posicion 1 2 3456|789

1 A*0205 Cadigo del péptido A L T|IT|L|M|H|Q| L
Motivo de anclaje X L X[ X | X | X ]| X]|X

2 A*02 Cadigo del péptido F L (Y K|V]I]|L|S]|L
Motivo de anclaje X L X[ X | X | X ]| X]|X L

3 A*02 Cadigo del péptido A I |l | D|{G|V|E|S|V
Motivo de anclaje X I X[ X | x| x| x|x]| V

4 A*02 Cadigo del péptido F L LIP|D|T|D|G| L
Motivo de anclaje X L X[ X | X | X ]| X]|X L

5 A*02 Cadigo del péptido K| V FIA|G|I |P|T|V
Motivo de anclaje X \% X[ X | X | X ]| X]|X

A*02 (probable-mente
6 subtipo A*205) Cadigo del péptido Q

o
w
o
<
w
>
>
r

0
<
<
<
<
<
<
—

Motivo de anclaje X

A*02 (probable-mente

7 subtipo A*205) Cadigo del péptido T Q DID|Y|V]|L|E]| V
Motivo de anclaje X Q X| X[ x| x| x|x]|V
8 B*38 Cadigo del péptido Q| H EIG|T|V|N]|I F
Motivo de anclaje X H E|x|x|x]|x]|x]| F

Motivo de anclaje general
X A*02 para los péptidos X | LWV | x| x| x|x]|x]|x]|LV

Ademas el péptido puede ser modificado ain 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
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una secuencia peptidica son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, la introduccidon de enlaces
peptidicos inversos o 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. Esta
estrategia implica la sintesis de seudopéptidos que contengan cambios en la estructura principal, pero no en la
orientacion de las cadenas laterales. Meziere y cols. (1997) demuestran que estos seudopéptidos resultan utiles
para la unién al MHC vy las respuestas 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: -CH2-NH, -CH,S-, -CH>CH-, -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 solida de enlaces no
peptidicos (-CH2-NH) en cadenas polipeptidicas que implica la obtencién de polipéptidos con procedimientos
estandar y la sintesis del enlace no peptidico mediante la reaccion de un aminoaldehido y un aminoacido en
presencia de NaCNBHs.

Péptidos que comprenden las secuencias descritas arriba pueden ser sintetizados con otros grupos quimicos
afnadidos en los extremos amino y/o carboxi, con el fin de mejorar, por ejemplo, la estabilidad, la biodisponibilidad y/o
la afinidad de los péptidos. Por ejemplo, grupos hidrofébicos 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. €j., el grupo
hidrofébico t-butiloxicarbonilo, o un grupo amido pueden ser afiadidos en los extremos carboxi de los péptidos.

Adicionalmente, los péptidos descritos pueden ser sintetizados de tal modo que se altere su configuracion estérica.
Por ejemplo, puede utilizarse el D-isémero de uno o mas de los residuos de aminoacidos del péptido en lugar del L-
isdmero habitual. Y ain mas, al menos uno de los residuos de aminoacidos de los péptidos de la descripcion puede
ser sustituido por uno de los consabidos residuos de aminoacidos no naturales. Alteraciones como éstas pueden
servir para aumentar la estabilidad, la biodisponibilidad y/o la capacidad de unién de los péptidos descritos.

De manera similar, un péptido o variante descritos pueden ser modificados 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. La modificacion quimica de aminoacidos incluye, sin animo limitativo, la
modificacion por acilacién, amidinacion, piridoxilacion de lisina, alquilacion reductora, trinitrobencilacion de grupos
amino con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS), transformacion de grupos carboxilo en grupos amida y
oxidacion del grupo sulfhidrilo con acido perférmico para convertir la cisteina en acido cisteico, formacion de
derivados mercuriales, formacion de disulfuros mixtos con otros compuestos tiol, reaccién con maleimida,
carboximetilacion con acido yodoacético o yodoacetamida y carbamoilacion 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 mas
extensa relacionada con la modificacién quimica de proteinas.

En resumen, la modificacion de, p. €j., los residuos arginilos de las proteinas se basa a menudo en la reaccion de
compuestos dicarbonilo adyacentes como fenilglioxal, 2,3-butanodiona, y 1,2-ciclohexanodiona para formar un
aducto. Otro ejemplo es la reaccion del metilglioxal con residuos de arginina. La cisteina se puede modificar sin la
modificacion simultanea de otros sitios nucleofilicos como sucede con la lisina y la histidina. Asi pues, para la
modificacion de la cisteina hay disponible un gran nimero de reactivos. Las paginas web de empresas como Sigma-
Aldrich (http://www. sigma-aldrich. com) ofrecen informacién sobre reactivos concretos.

La reduccion selectiva de los puentes disulfuro de las proteinas también es habitual. El tratamiento térmico al cual se
someten los productos biofarmacéuticos a veces genera y oxida puentes disulfuro.

El reactivo K de Woodward se puede utilizar para modificar residuos de acido glutamico concretos. Se puede
emplear N-(3-(dimetilamino)propil)-N’-etilcarbodiimida para formar enlaces cruzados intramoleculares entre un
residuo de lisina y un residuo de acido glutamico.

Por ejemplo, el dietilpirocarbonato es un reactivo empleado para la modificaciéon de residuos histidilo en proteinas.
La histidina también puede ser modificada con 4-hidroxi-2-nonenal.

La reaccion de los residuos de lisina y otros grupos a-amino es util, por ejemplo, para la unién de péptidos a
superficies o para la formacion de enlaces cruzados entre proteinas/péptidos. La lisina es el sitio de fijacion del
poli(etilen)glicol y el principal sitio de modificacion en la glucosilacion de proteinas.

Los residuos de metionina de las proteinas se pueden modificar, por ejemplo, con yodoacetamida, bromoetilamina y
cloramina T.
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Los residuos tirosilo se pueden modificar con tetranitrometano y N-acetilimidazol. La formacién de enlaces cruzados
por medio de la formacion de ditirosina se puede consumar con peroxido de hidrégeno/iones de cobre.

En estudios recientes sobre la modificacion del triptéfano se han empleado N-bromosuccinimida, 2-hidroxi-5-
nitrobencilbromuro o 3-bromo-3-metil-2-(2-nitrofenilmercapto)-3H-indol (BPNS-escatol).

La modificacion de proteinas terapéuticas y péptidos con PEG se asocia a menudo con una prolongacion de la
semivida en circulacion, mientras que la union 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.

Un péptido que incluye enlaces no peptidicos es una forma de realizacion preferida de la invencién. En general, los
péptidos (al menos aquellos que contienen enlaces peptidicos entre los residuos de aminoacidos) pueden ser
sintetizados utilizando la sintesis de péptidos en fase sélida por el método de Fmoc-poliamida, como muestra Lu et
al. (1981) y las referencias que aparecen en el mismo. La proteccién provisional del grupo N-amino se consigue con
el grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc). La escision repetida de este grupo protector muy sensible al pH basico
se lleva a cabo con piperidina al 20% en N,N-dimetilformamida. Los grupos funcionales de las cadenas laterales se
podrian proteger si se transformaran en éteres de butilo (en el caso de la serina, treonina y tirosina), ésteres de
butilo (en el caso del acido glutamico y aspartico), derivados butiloxicarbonilicos (en la lisina y la histidina), derivados
tritilados (en la cisteina) y derivados 4-metoxi-2,3,6-trimetilbencenosulfonilicos (en la arginina). Cuando los residuos
C-terminales son glutamina o asparragina se utiliza el grupo 4,4'-dimetoxibencidrilo para proteger los grupos
funcionales amido de la cadena lateral. El soporte en fase solida se basa en un polimero de polidimetil-acrilamida
constituido por los tres mondmeros dimetilacrilamida (monémero estructural), bisacriloiletilendiamina (entrelazante) y
acriloilsarcosina metiléster (funcionalizador). El agente escindible que mantiene unido el péptido a la resina es un
derivado del acido 4-hidroximetilfenoxiacético, sensible a pH acido. Todos los derivados de aminoacidos se afiaden
en forma de derivados anhidridos simétricos preformados salvo la asparragina y la glutamina, que se afiaden
utilizando un procedimiento de acoplamiento inverso con N,N-diciclohexil-carbodiimida/1-hidroxibenzotriazol. Todas
las reacciones de acoplamiento y desproteccion se controlan con procedimientos de ensayo con ninhidrina, acido
trinitrobencenosulfénico o isotina. Una vez completada la sintesis, los péptidos se separan del soporte de resina y al
mismo tiempo se eliminan los grupos protectores de las cadenas laterales mediante el tratamiento con acido
trifluoroacético al 95% con una mezcla de capturadores (scavengers) al 50%. Los capturadores utilizados
normalmente son etanditiol, fenol, anisol y agua, dependiendo de la eleccién exacta de los aminoacidos
constituyentes del péptido que se esta sintetizando. La sintesis de péptidos también es posible combinando
metodologias de fase sdlida y de fase en solucion (véase, por ejemplo, Bruckdorfer et al. 2004 y las referencias
citadas en la misma).

El acido trifluoroacético se elimina por evaporacion en vacio y se procede a la trituracion con dietiléter para obtener
el péptido bruto. Todos los capturadores (scavengers) se eliminan con un procedimiento de extraccion simple que,
con la liofilizacién de la fase acuosa, proporciona el péptido bruto exento de ellos. Los reactivos para la sintesis de
péptidos se pueden conseguir en general, por ejemplo, de Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd, Nottingham NG7
2QJ, Reino Unido.

La purificacion puede llevarse a cabo mediante una sola o una combinacién de técnicas como la recristalizacion,
cromatografia por exclusion de tamafo, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia por interaccion
hidrofébica, y (normalmente) cromatografia de liquidos de alto rendimiento con fase inversa utilizando, p. €j., la
separacion con gradiente de acetonitrilo/agua.

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

Otro aspecto de la invencion proporciona un acido nucleico (por ejemplo, un polinucleétido) que codifica un péptido
de la invencion. El polinucleétido puede ser, por ejemplo, ADN, ADNc, APN, ACN, ARN o combinaciones de los
mismos, monocatenarios y/o bicatenarios, o formas nativas o estabilizadas de polinucleétidos, como por ejemplo,
polinucledtidos con un esqueleto de fosforotioato y que pueden contener intrones, siempre que codifique el péptido.
Por supuesto, solo los péptidos que contengan residuos de aminoacidos naturales unidos por enlaces peptidicos
naturales pueden ser codificados por un polinucleétido. Otro aspecto mas de la invenciéon proporciona un vector de
expresion capaz de expresar un polipéptido conforme a la invencion.

Se han desarrollado diversos métodos para unir polinucleétidos, especialmente ADN, a vectores, por ejemplo, a
través de extremos cohesivos complementarios. Por ejemplo, al segmento de ADN se le pueden anadir
prolongaciones de homopolimeros complementarios para insertarlo en el vector de ADN. El vector y el segmento de
ADN se unen a continuacion por medio de puentes de hidrogeno entre las colas homopoliméricas complementarias
para formar moléculas de ADN recombinante.
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Otro método alternativo para unir el segmento de ADN a los vectores son los ligadores sintéticos que contienen uno
0 mas sitios de restriccion. Existen ligadores sintéticos comerciales que contienen diversas dianas para las
endonucleasas de restriccion que facilitan varios proveedores como International Biotechnologies Inc. New Haven,
CN, EE. UU.

Un método deseable para modificar el ADN que codifica el polipéptido de la invencién emplea la reaccién en cadena
de la polimerasa tal y como exponen (Saiki et al (1988)). Este método puede ser utilizado para introducir el ADN en
un vector adecuado, por ejemplo, disefiando las dianas de restriccion adecuadas, o puede ser empleado para
modificar el ADN de otros modos utiles conocidos en la técnica. Si se opta por vectores virales, son preferibles los
vectores poxviricos o adenoviricos.

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) se puede expresar en un hospedador adecuado para
producir un polipéptido que comprenda el péptido o variante de la invencién. Asi pues, el ADN que codifica el
péptido de la invencion puede ser utilizado conforme a técnicas conocidas, modificado adecuadamente siguiendo las
ensefianzas contenidas en la presente memoria para construir un vector de expresidon que se emplee para
transformar una célula hospedadora a fin de que exprese y produzca el polipéptido de la invencion. Tales técnicas
incluyen las reveladas en las patentes de EE. UU. n. ° 4. 440. 859, 4. 530. 901, 4. 582. 800, 4. 677. 063, 4. 678. 751,
4.704.362,4.710. 463, 4. 757. 006, 4. 766. 075y 4. 810. 648.

ElI ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) que codifica el polipéptido que constituye el compuesto de la
invencién se puede unir con una amplia variedad de secuencias de ADN distintas para introducirlo en un hospedador
adecuado. EI ADN acompafante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de introducir el ADN en su
interior y de si se pretende que se integre o que se mantenga como un episoma.

En general, el ADN se inserta en un vector de expresion, como un plasmido, con la orientacion 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 transcripcion o la traduccidon 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. En general, el vector no consigue
transformar todos los hospedadores, lo que hara necesario seleccionar las células hospedadoras que hayan
quedado transformadas. Una técnica de seleccion consiste en incorporar en el vector de expresién una secuencia de
ADN con los elementos de control necesarios que codifique un rasgo seleccionable en la célula transformada, como,
por ejemplo, de resistencia a antibioticos.

Otra alternativa consiste en incorporar el gen de ese rasgo seleccionable en otro vector con el que se cotransforma
la célula hospedadora.

Las células hospedadoras que hayan sido transformadas con el ADN recombinante de la invencion se cultivaran
durante el tiempo suficiente y en las condiciones apropiadas que las personas versadas en la técnica conocen a la
vista de las ensefianzas reveladas en la presente memoria para que el polipéptido pueda expresarse vy, finalmente,
ser recuperado.

Son muchos los sistemas de expresion conocidos, como bacterias (E. coli, Bacillus subtilis, etc. ), levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, etc. ), hongos filamentosos (género Aspergillus, etc. ), células vegetales, animales o de
insectos. Preferiblemente el sistema consistira en células de mamifero, como las células CHO disponibles de la
ATCC Cell Biology Collection.

Un tipico vector plasmidico de expresion constitutiva para células de mamifero comprende el promotor del CMV o
del SV40 con una cola poli-A adecuada y un marcador de resistencia como la neomicina. Un ejemplo es el pSVL que
ofrece Pharmacia, Piscataway, NJ, EE. UU. Un ejemplo de vector de expresion inducible para mamifero es el pMSG,
también suministrado por Pharmacia. Otros vectores plasmidicos de levadura son pRS403-406 y pRS413-416, en
general proveidos por Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE. UU. Los plasmidos pRS403, pRS404,
pRS405 y pRS406 son plasmidos integrativos de levadura (YIp) que incorporan los marcadores seleccionables de
levadura HIS3, TRP1, LEU2 y URA3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos centroméricos de levadura (Ycp).
Los vectores dotados del promotor del CMV (por ejemplo, de Sigma-Aldrich) proporcionan una expresion transitoria
o estable, expresion en el citoplasma o secrecion, y marcaje de los extremos N-terminal o C-terminal en varias
combinaciones de FLAG, 3xFLAG, c-myc o MAT. Estas proteinas de fusion permiten la deteccion, la purificacion y el
analisis de la proteina recombinante. Las fusiones con doble etiqueta aportan flexibilidad a la deteccion.

La potente region reguladora promotora del citomegalovirus (CMV) humano ofrece niveles de expresion constitutiva
de la proteina muy elevados, de hasta 1 mg/l en células COS. En estirpes celulares menos potentes los niveles de
proteinas suelen rondar ~0,1 mg/l. La presencia del origen de replicacion del SV40 genera niveles elevados de
replicacion del ADN en células COS que toleran la replicacion del SV40. Los vectores de CMV, por ejemplo, pueden
contener el origen pMB1 (derivado del pBR322) para la replicacion en células bacterianas, el gen de la b-lactamasa
para la seleccion por resistencia a la ampicilina, hGH poliA, y el origen f1. Los vectores que contienen la secuencia
lider de la preprotripsina (PPT) pueden canalizar la secrecidon de las proteinas de fusion FLAG hacia el medio de
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cultivo, donde se pueden purificar por medio de anticuerpos ANTI-FLAG, resinas y placas. En la técnica se conocen
otros vectores y sistemas de expresion aptos para el uso con una variedad de células hospedadoras.

La presente invencion también se refiere a una célula hospedadora transformada con un vector polinucleotidico de la
presente invencioén. La célula hospedadora puede ser procariota o eucariota. Las células bacterianas pueden ser las
células hospedadoras procariotas mas adecuadas en determinadas circunstancias; normalmente son cepas de E.
coli, como, por ejemplo, las cepas DH5 disponibles de Bethesda Research Laboratories Inc. , Bethesda, MD, EE.
UU. , y RR1 disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville, MD, EE. UU. (N. ° ATCC
31343). Las células hospedadoras eucariotas preferidas son células de levadura, de insecto y de mamifero,
preferiblemente células de vertebrado como estirpes celulares de colon y de fibroblastos de raton, rata, mono o ser
humano. Las células hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que en general estan
disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, California 92037, EE. UU. Las células hospedadoras de
mamifero preferidas incluyen las células de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de la ATCC como CCL61,
las células embrionarias de ratén suizo NIH/3T3 disponibles de la ATCC como CRL 1658, las células COS-1 de
rindn de mono disponibles de la ATCC como CRL 1650 y las células 293 que son células renales embrionarias
humanas. Las células de insecto preferidas son las células Sf9 que se pueden transfectar con vectores de expresion
baculoviricos. Se puede encontrar una revision general referente a la eleccion de las células hospedadoras mas
adecuadas, por ejemplo, en el manual de Paulina Balbas y Argelia Lorence “Methods in Molecular Biology
Recombinant Gene Expression, Reviews and Protocols”, Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, y otra
bibliografia conocida por las personas versadas en la materia.

La transformacion de las células hospedadoras adecuadas con el constructo de ADN de la presente invencion se
consuma con métodos consabidos que normalmente dependen del tipo de vector utilizado. En lo referente a la
transformacion de células hospedadoras procariotas, véanse, por ejemplo, Cohen et al (1972) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 69, 2110, y Sambrook et al (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY, EE. UU. La transformacion de células de levadura aparece descrita en Sherman et al
(1986) Methods In Yeast Genetics, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, EE. UU. El método de Beggs
(1978) Nature 275,104-109 también resulta util. En lo que concierne a los reactivos adecuados para transfectar las
células de vertebrados, por ejemplo, el fosfato de calcio y el DEAE-dextrano o las formulaciones con liposomas, se
pueden adquirir de Stratagene Cloning Systems, o Life Technologies Inc. , Gaithersburg, MD 20877, EE. UU. La
electroporacion también es Util para la transformacion y/o transfeccion de las células y es perfectamente conocida su
aplicacion en la transformacion de células de levadura, bacteria, insecto y vertebrado.

Las células transformadas con éxito, es decir, las que contengan un constructo de ADN de la presente invencion, se
pueden identificar con técnicas bien conocidas, como la PCR. Otra alternativa consiste en detectar la presencia de la
proteina en el sobrenadante por medio de anticuerpos.

Se apreciara que ciertas células hospedadoras de la invencién son utiles para la preparacién de péptidos de la
invencion, por ejemplo, las células bacterianas, de levadura e insecto. Con todo, para ciertos métodos terapéuticos
pueden ser utiles otras células hospedadoras. Por ejemplo, se pueden utilizar células presentadoras de antigeno
como las células dendriticas para expresar los péptidos de la invencion de tal forma que puedan ser cargados en las
moléculas MHC oportunas. Asi pues, la presente invencion proporciona una célula hospedadora que comprende un
acido nucleico o un vector de expresion conforme a la invencion.

En una forma de realizacion preferida la célula hospedadora es una célula presentadora de antigeno, en particular
una célula dendritica o célula presentadora de antigeno. Las APC cargadas con una proteina de fusion
recombinante que contiene fosfatasa acida prostatica (PAP) son en la actualidad objeto de investigacion como
tratamiento contra el cancer de prostata (Sipuleucel-T) (Small EJ et al 2006; Rini et al 2006).

Se describe un método para la produccién de un péptido o de su variante, comprendiendo dicho método el cultivo de
una célula hospedadora y el aislamiento del péptido a partir de dicha célula o de su medio de cultivo.

En otra forma de realizacion el péptido, el acido nucleico o el vector de expresion de la invencidon se emplean en
medicina. Por ejemplo, el péptido puede ser preparado para la inyeccion 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 incluyen s. c. ,i.d., i. p.,i.m. ei. v. Los métodos preferidos para la inyeccion del ADN incluyeni. d.,i.m.,
s. C.,i.p. ei. v. Segun el péptido o ADN de que se trate se pueden administrar dosis de, por ejemplo, entre 50 ug y
1,5 mg, preferiblemente de 125 ug a 500 pg de péptido o ADN. Dosis en esos intervalos se han empleado en
ensayos anteriores (Brunsvig et al 2006; Staehler et al 2007).

Otro aspecto de la presente invenciéon incluye un método in vitro para producir linfocitos T activados, comprendiendo
dicho método la puesta en contacto en condiciones in vitro de linfocitos T con moléculas MHC humanas de clase | o
Il cargadas con antigeno expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno adecuada por tiempo
suficiente para activar los linfocitos T de una manera especifica de antigeno, siendo el antigeno un péptido conforme
a la invencion. Preferentemente se emplea una cantidad suficiente del antigeno con una célula presentadora de
antigeno.
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Cuando se esté utilizando como antigeno un epitopo de MHC de clase IlI, los linfocitos T seran linfocitos
cooperadores CD4-positivos, preferiblemente del tipo Tw1. Las moléculas MHC de clase Il se pueden expresar en la
superficie de cualquier célula adecuada. Preferiblemente la célula no debe expresar de forma natural moléculas
MHC de clase Il (de ser asi, la célula tendra que ser transfectada para que exprese dicha molécula). Si, en cambio,
la célula expresa de forma natural moléculas MHC de clase Il es preferible que sea defectuosa en los mecanismos
de procesamiento o presentacion de antigenos. De ese modo sera posible que la célula que expresa la molécula
MHC de clase Il quede completamente cargada con el antigeno peptidico escogido antes de activar el linfocito T.

La célula presentadora de antigeno (o célula estimuladora) normalmente presenta moléculas de MHC de clase Il en
su superficie y preferiblemente es basicamente incapaz de cargar dicha molécula de MHC de clase Il con el
antigeno seleccionado. La molécula de MHC de clase Il puede cargarse faciimente in vifro 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 defectuosamente. Las células adecuadas que carecen del transportador de péptidos TAP
incluyen las células T2, RMA-S y de Drosophila. TAP es el transportador relacionado con el procesamiento de los
antigenos.

La estirpe celular humana deficiente en carga de péptidos T2 esta disponible en la American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, EE. UU. con el n. ° de catalogo CRL 1992; la estirpe
de células de Drosophila denominada linea 2 de Schneider esta disponible en la ATCC con el n. ° de catalogo CRL
19863; la estirpe de células de ratbn RMA-S esta descrita en Karre et al. 1985.

Preferentemente, dicha célula hospedadora no expresa sustancialmente moléculas MHC de clase | antes de la
transfeccion. También es preferible que la célula estimuladora exprese una molécula importante que proporcione
una sefal coestimuladora para los linfocitos T, como B7. 1, B7. 2, ICAM-1 y LFA 3. Las secuencias de acidos
nucleicos de numerosas moléculas MHC de clase | y de las moléculas co-estimuladoras estan disponibles
publicamente en las bases de datos GenBank y EMBL.

De forma similar, si se utiliza como antigeno un epitopo de MHC de clase |, los linfocitos T seran CTL CD8-positivos.

Si una célula presentadora de antigeno es transfectada para expresar un epitopo de ese tipo, la célula comprendera
preferentemente un vector de expresion capaz de expresar un péptido que contenga la SEQ ID n. ° 3.

Existen otros métodos para generar CTL in vitro. Por ejemplo, los métodos descritos en Peoples et al. (1995) y
Kawakami et al. (1992) emplean linfocitos autélogos infiltrados en el tumor para generar los CTL. Plebanski et al.
(1995) recurren a linfocitos autdlogos de sangre periférica (PLB) para la preparacion de los CTL. Jochmus et al.
(1997) describen la produccion de CTL autélogos estimulando células dendriticas con el péptido o el polipéptido, o a
través de la infeccion con virus recombinantes. Hill et al. (1995) y Jerome et al (1993) emplean linfocitos B para la
produccion de CTL autdlogos. Asimismo, para la preparacion de CTL autdélogos se pueden usar macrofagos
estimulados con péptido o polipéptido, o infectados con virus recombinantes. S. Walter et al. 2003 describen la
sensibilizacion in vitro de linfocitos T mediante células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC), que es otro
modo adecuado para generar linfocitos T contra el péptido de elecciéon. En este estudio, las aAPC se generaron
adhiriendo complejos MHC:péptido preformados a la superficie de particulas de poliestireno (microperlas) con
biotina:estreptavidina. Este sistema permite controlar con exactitud la densidad de MHC en las aAPC, lo que permite
desencadenar respuestas de linfocitos T especificas de antigeno con una avidez alta o baja a partir de muestras de
sangre, de una forma selectiva y altamente eficaz. Ademas de los complejos MHC:péptido, las aAPC deben
incorporar acopladas en su superficie otras proteinas con actividad co-estimuladora como anticuerpos anti-CD28.
Tales sistemas de aAPC también precisan a menudo el concurso de factores solubles adecuados, por ejemplo,
citocinas, como la interleucina-12.

Para la preparacion de linfocitos T también se pueden utilizar células alogénicas; en WO 97/26328 se describe
detalladamente un método. Por ejemplo, ademas de células de Drosophila y células T2, para presentar antigenos se
pueden usar otras células tales como células CHO, células de insecto infectadas con baculovirus, bacterias,
levaduras, células diana infectadas con virus vacunal. Asimismo se pueden utilizar virus vegetales (véase, por
ejemplo, Porta et al (1994), que describen el desarrollo del virus del mosaico del chicharo como sistema de alto
rendimiento para la presentacion de péptidos extrafios).

Los linfocitos T activados que estan dirigidos contra los péptidos de la invencion son utiles como tratamiento. Asi
pues, otro aspecto de la invencion proporciona linfocitos T activados obtenibles por los susodichos métodos de la
invencion.

Los linfocitos T activados producidos con el susodicho método reconoceran selectivamente una célula que expresa
de forma aberrante un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID n. ° 3.

Preferiblemente el linfocito T reconoce la célula interaccionando a través de su TCR con el complejo HLA/péptido,
por ejemplo, uniéndosele. Los linfocitos T son utiles en un método para destruir células diana en un paciente cuyas
células diana expresen de forma aberrante un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos de la
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invencion y al cual se le administre un nimero eficaz de linfocitos T activados. Los linfocitos T que se le administran
al paciente pueden proceder de él mismo y ser activados del modo antes descrito, es decir, son linfocitos T
autdlogos. Ofra alternativa consiste en que los linfocitos T no sean del paciente y procedan de otro individuo. Por
supuesto, es preferible que dicho individuo esté sano. Por “individuo sano” los inventores entienden un individuo que
goce de buen estado de salud general, preferentemente con un sistema inmunitario competente y, mas
preferentemente, no sufra ninguna enfermedad que pueda detectarse mediante analisis.

En condiciones in vivo, las células diana de los linfocitos T CD8-positivos pueden ser células del tumor (que a veces
expresan MHC de clase Il) y/o células estromales circundantes al tumor (células tumorales) (que en ocasiones
también expresan MHC de clase II; (Dengjel et al., 2006)).

Los linfocitos T se pueden usar como principios activos de una composicion terapéutica. Por tanto, la invencion
también describe un método para destruir células diana en un paciente cuyas células diana expresan de forma
aberrante un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de la invencién, comprendiendo dicho
método la administracion al paciente de un nimero eficaz de linfocitos T como los definidos arriba.

Por «expresado de forma aberrante» los inventores también quieren decir que el polipéptido esta sobreexpresado en
comparacion con los niveles normales de expresion o que el gen esta reprimido en el tejido del que deriva el tumor
pero en cambio se expresa en éste. Por «sobreexpresado» los inventores quieren decir que el nivel del polipéptido
es como minimo 1,2 veces mayor que el nivel en el tejido normal; preferiblemente como minimo 2 veces mayor, y
mas preferiblemente como minimo 5 o 10 veces mayor que el del tejido normal.

Los linfocitos T se pueden obtener por métodos conocidos en la materia, como, por ejemplo, los antes descritos.

Los protocolos para la llamada transferencia de linfocitos T a un receptor son perfectamente conocidos y se pueden
encontrar, por ejemplo, en (Rosenberg et al., 1987; Rosenberg et al., 1988; Dudley et al., 2002; Yee et al., 2002;
Dudley et al., 2005); revisados en (Gattinoni et al., 2006) y (Morgan et al., 2006).

Cualquier molécula de la invencién, ya sea péptido, acido nucleico, vector de expresion, célula, CTL activado,
receptor de linfocito T o el acido nucleico que lo codifique es util para el tratamiento de trastornos caracterizados por
células que eluden la respuesta inmunitaria. Por consiguiente, cualquier molécula de la presente invenciéon puede
ser utilizada como medicamento o en la fabricacion de un medicamento. La molécula puede ser utilizada sola o
combinada con otra molécula o moléculas de la invencién o con cualquier molécula o moléculas conocidas.

Preferiblemente, el medicamento de la presente invencién es una vacuna. La vacuna puede administrarse
directamente al paciente, en el 6rgano afectado o por via sistémica de formai. d., i. m, s. c., i. p. ei. v., 0 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 subpoblacién 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 simultaneamente citocinas inmunoestimuladoras, como la interleucina-2. El péptido
puede ser esencialmente puro o combinarse con un adyuvante inmunoestimulador (véase abajo) o puede ser
utilizado en combinacidon con citocinas inmunoestimuladoras, o ser administrado con un sistema de liberacion
adecuado como, por ejemplo, liposomas.

El péptido también se puede conjugar con un portador adecuado como la hemocianina de lapa californiana (KLH) o
el manano (véanse WO WQ095/18145 y Longenecker et al (1993)). El péptido también se puede etiquetar, o formar
proteinas de fusidon o moléculas hibridas, entre otros. Se espera que los péptidos cuya secuencia se ofrece en la
presente invencion estimulen a los linfocitos T CD4 o CD8. No obstante, la estimulacion de los CTL CD8 es mas
eficiente si cuentan con la ayuda de los linfocitos T cooperadores CD4. Asi pues, los epitopos de MHC de clase |
que estimulan a los CTL CD8, el compafiero de fusion o las secciones de una molécula hibrida adecuada
proporcionan epitopos que estimulan a los linfocitos T CD4-positivos. Los epitopos estimuladores de los CD4 y CD8
son bien conocidos en la técnica e incluyen los identificados en la presente invencion.

En un aspecto, la vacuna comprende al menos un péptido, preferiblemente dos a 50, mas preferiblemente dos a 25,
incluso mas preferiblemente dos a 15 y mas preferiblemente dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez,
once, doce o trece péptidos. Los péptidos pueden derivar de uno o mas TAA especificos y se pueden unir a
moléculas MHC de clase | y/o Il

El polinucleétido puede ser sustancialmente puro, o estar contenido en un vector o un sistema de liberacion
adecuado. El acido nucleico puede ser ADN, ADNc, APN, ACN, ARN o una combinaciéon de los mismos. Los
métodos para disefiar e introducir ese acido nucleico son bien conocidos por los expertos en la materia. Se puede
consultar una revisiéon general, por ejemplo, en Pascolo S. 2006; Stan R. 2006, o A Mahdavi 2006. Las vacunas
polinucleotidicas son faciles de preparar, pero el mecanismo por el cual tales vectores inducen la respuesta
inmunitaria no se conoce con exactitud. Los vectores y sistemas de liberacion adecuados incluyen los de ADN y/o
ARN viral, como los sistemas basados en adenovirus, virus vacunales, retrovirus, herpesvirus, virus adeno-
asociados o hibridos que contienen elementos de varios virus. Los sistemas de liberacién no virales incluyen lipidos
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catiénicos y polimeros catiénicos que son bien conocidos como técnicas para la introduccién de ADN. Los métodos
de introduccion fisicos, como la “pistola génica”, también pueden utilizarse. El péptido o péptidos codificados por el
acido nucleico pueden ser una proteina de fusién, por ejemplo, con un epitopo que estimule los linfocitos T para el
respectivo CDR opuesto tal y como se ha indicado antes.

El medicamento de la invencion también puede incluir uno o varios adyuvantes. Los adyuvantes son sustancias que
potencian o estimulan de forma inespecifica la respuesta inmunitaria (p. ej., respuestas inmunitarias mediadas por
CTL y linfocitos T cooperadores (TH) contra un antigeno, y podrian ser considerados utiles en el medicamento de la
presente invencion. Entre los adyuvantes adecuados se incluyen, entre otros: 1018 ISS, sales de aluminio,
Amplivax®, AS15, BCG, CP-870. 893, CpG7909, CyaA, dSLIM, ligandos de flagelina o TLR5 derivados de flagelina,
ligando de FLT3, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA®), ImuFact IMP321, interferén alfa o beta o derivados
pegilados de los mismos, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, ISCOMs, Juvlmmune®, LipoVac, MALP2, MF59, lipido
monofosforilo A, Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, emulsiones de
agua en aceite y de aceite en agua, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, OspA, sistema de vectores
PepTeI®, microparticulas de PLG, resiquimod, SRL172, virosomas y otras particulas similares a virus, YF-17D,
VEGF trap, R848, beta-glucano, Pam3Cys, estimulon QS21 de Aquila, que deriva de la saponina, extractos de
micobacterias y miméticos sintéticos de la pared bacteriana, y otros adyuvantes patentados como Detox de Ribi, Quil
o Superfos. Se prefieren los adyuvantes como el adyuvante de Freund o el GM-CSF. Con anterioridad se han
descrito varios adyuvantes inmunoldgicos (p. . ej., MF59) especificos para las células dendriticas, asi como la
preparacion de los mismos (Dupuis M et al 1998; Allison 1998). También se pueden usar citocinas. A varias citocinas
se las ha atribuido una influencia directa en la migracion de las células dendriticas hacia los tejidos linfoides (p. €j., €l
TNF-a), como parte de un proceso que acelera su maduracion hasta convertirlas en células presentadoras de
antigeno de los linfocitos T (p. ej., GM-CSF, IL-1 e IL-4) (Patente de EE. UU. n. ° 5. 849. 589) y en el que actuan
como inmunoadyuvantes (p. €j., la IL-12, IL-15, IL-23, IL-7, IFN-alfa, IFN-beta) (Gabrilovich et al 1996).

También se ha descrito que los oligonucledtidos de CpG inmunoestimuladores potencian los efectos de los
adyuvantes en vacunas. Sin limitarse a la teoria, los oligonucleétidos de CpG actuan 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 0 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 diferenciacién de las células dendriticas, lo cual
resulta en una mayor activacion de los linfocitos Ty y una generacion mas potente de linfocitos T citotoxicos (CTL),
incluso sin la ayuda de los linfocitos T CD4. La tendencia hacia la respuesta Tn¢ 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 Tz Los oligonucledtidos 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 o6rdenes de magnitud, habiendo obtenido en algunos experimentos respuestas de
anticuerpos comparables a las conseguidas con la dosis completa de vacuna sin CpG (Krieg et al. 2006). La patente
de EE. UU. n. ° 6. 406. 705 B1 describe el uso combinado de oligonucleétidos de CpG, adyuvantes sin acidos
nucleicos y un antigeno para inducir una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Un componente preferido de
la composicion farmacéutica de la presente invencién es un antagonista CpG del TLR9 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.

Entre los ejemplos de adyuvantes utiles también se incluyen, sin limitacién, CpG modificados quimicamente (p. €j.,
CpR, Idera), analogos de ARNdc como poli(l:C) y AmpliGen, ARN o ADN bacteriano sin CpG, asi como anticuerpos
y moléculas pequefias inmunoactivas como ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, celebrex, NCX-4016, sildenafilo,
tadalafilo, vardenafilo, sorafenib, temozolomida, temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171,
AZD2171, anti-CTLA4 y SC58175, que pueden actuar de forma terapéutica y/o como 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, interferones alfa o beta, CpG7909, IC31, ALDARA (Imiquimod), PeviTer, ARN, tadalafilo, temozolomida y
Juvimmune.

La presente invencién proporciona un medicamento Util para el tratamiento del cancer cerebral. El cancer puede ser
no metastasico o metastasico, en particular puede ser un astrocitoma, astrocitoma pilocitico, tumor neuroepitelial
disembrioplastico, oligodendrogliomas, ependimoma, glioblastoma multiforme, gliomas mixtos, oligoastrocitomas,
meduloblastoma, retinoblastoma, neuroblastoma, germinoma, teratoma, gangliogliomas, gangliocitoma,
gangliocitoma central, tumores neuroectodérmicos primitivos (PNET), meduloblastoma, meduloepitelioma,
neuroblastoma, retinoblastoma, ependimoblastoma, tumores del parénquima pineal, pineocitoma, pineoblastoma,
tumores de células ependimales, tumores del plexo coroideo, tumores neuroepiteliales de origen incierto, gliomatosis
cerebri, astroblastoma y glioblastoma.
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Dado que los péptidos de la invencion se han aislado del glioblastoma, el medicamento de la invencion debe ser
utilizado prefentemente para tratar el glioblastoma o el carcinoma adenoescamoso.

Se describe un equipo que comprende:(a) un envase que contiene una composicion farmacéutica como la descrita
arriba, en forma de solucion o liofilizada; (b) opcionalmente, un segundo envase que contiene un diluyente o una
soluciéon de reconstitucion para la formulacion liofilizada; y (c) opcionalmente, instrucciones para (1) el uso de la
solucion o (Il) reconstitucion y/o uso de la formulacion liofilizada. El equipo puede comprender ademas uno o mas de
los siguientes componentes: (Ill) un tampoén, (IV) un diluyente, (V) un filtro, (VI) una aguja, o (VII) 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 composicién farmacéutica esté liofilizada.

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

El envase que contiene la formulacién 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. €j., 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 pug). 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 descritos pueden tener un solo envase que contenga la formulacion de las composiciones
farmacéuticas acordes con la presente invencion acompafiado o no de otros componentes (p. €j., otros compuestos
o composiciones farmacéuticas de estos otros compuestos) o pueden contar con un envase distinto para cada
componente.

Preferiblemente, los equipos descritos incluyen una formulacion de la invencion 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 solucién acuosa estéril. Los componentes del equipo
también pueden facilitarse en forma de sdlidos, y pueden convertirse en liquidos afiadiendo 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 sélido o liquido. Si hay mas de un componente, normalmente el equipo contendra un segundo vial
u otro envase para permitir la dosificacion por separado. El equipo también puede contener otro envase para un
liqguido farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente el equipo terapéutico contendra un aparato (p. €j., una o
varias agujas, jeringas, cuentagotas, pipeta, etc.) para permitir la administracion de los agentes de la invencion que
son componentes del presente equipo.

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

A continuacion se describira la presente invencion con los ejemplos siguientes que muestran las formas de
realizacién preferidas de la misma a titulo ilustrativo, sin que con ello se pretenda limitar la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1:
Identificacion de péptidos asociados a tumor (TUMAP) presentados en la superficie celular

Muestras de tejido
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Las muestras de tejido sano y tumoral fueron facilitadas por el Hopital Cantonal Universitaire de Geneve (Oncologia
médica, Laboratorio de inmunologia tumoral) y la Neurochirurgische Universitats-Klinik Heidelberg (Laboratorio de
biologia molecular). Los pacientes otorgaron su consentimiento informado por escrito antes de la intervencion
quirdrgica. Los tejidos se criogenizaron en nitrégeno liquido inmediatamente después de la operacion 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 solidos 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)

Meétodo uno:

Las mezclas de péptidos HLA obtenidas se separaron en funcion de su hidrofobicidad con cromatografia de fase
inversa (CapLC, Waters) y los péptidos eluidos se analizaron con un espectrometro 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
desalacion. Una vez cargada, la precolumna se colocé en linea para la separacion con una columna microcapilar de
silice fundido (75 pym de d. i. x 250 mm) rellena con material de fase inversa C18 de 5 uym (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 ajusté a 3,0 con acido féormico. 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
introduccion en la fuente de micro-ESI se empled un capilar de vidrio recubierto de oro (PicoTip, New Objective). El
tiempo de integracion 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 disociacion inducida por colision (CID). La secuencia del TUMAP identificada se confirmd comparando el patrén
de fragmentacion generado por el TUMAP natural con el patrén de fragmentacion de un péptido de referencia
sintético de secuencia idéntica.

Meétodo dos:

Las mezclas de péptidos HLA se separaron en funcién 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 ESI. Las mezclas de péptidos se cargaron directamente en una
columna microcapilar de silice fundido (75 pm d. i. x 250 mm) rellena con material de fase inversa C18 de 1,7 ym
(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 férmico al 0,1% en agua) y solvente B (acido féormico al 0,1% en acetonitrilo). Para
la introduccién en la fuente de 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
exclusién dinamica de los iones preseleccionados. Los espectros de masas en tandem se interpretaron con
SEQUEST Yy control manual adicional. La secuencia del TUMAP identificada se confirmé comparando el patron de
fragmentacion generado por el TUMAP natural con el patron de fragmentacion de un péptido de referencia sintético
de secuencia idéntica. Las Figuras 1a y b muestran espectros de ejemplo de varios TUMAP asociados a MHC de
clase | obtenidos de tejido tumoral.

Ejemplo 2
Perfiles de expresion de genes que codifican péptidos

No todos los péptidos identificados como presentes en la superficie de las células tumorales a través de las
moléculas MHC son adecuados para la inmunoterapia, porque la mayoria de ellos proceden de proteinas celulares
normales que se expresan en multitud de tipos de células. Muy pocos de esos péptidos estan asociados a tumores y
probablemente sean capaces de estimular los linfocitos T con una alta especificidad de reconocimiento contra el
tumor del cual derivan. A fin de descubrirlos y de minimizar el riesgo de que la vacuna genere autoinmunidad los
inventores se centraron en los péptidos derivados de proteinas que aparecen sobreexpresadas en las células
tumorales en comparacion con la mayoria de los tejidos normales.

El péptido ideal seria el derivado de una proteina que sea exclusiva del tumor y no esté presente en ningun otro
tejido. Para identificar los péptidos que derivaban de genes dotados con un perfil de expresion similar al ideal los
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péptidos identificados se asignaron a las proteinas y después a los genes originarios y se generaron los perfiles de
expresion de dichos genes.

Fuentes de ARN y preparacién

Las muestras de tejido extirpado fueron facilitadas por dos centros clinicos (véase Ejemplo 1); todos los pacientes
otorgaron su consentimiento informado por escrito. Las muestras de tejido tumoral se congelaron rapidamente en
nitrégeno liquido inmediatamente después de la operacion y se homogeneizaron a mano en un mortero con
nitrégeno liquido. ElI ARN total se prepar6 a partir de estas muestras con TRIzol (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y
después se purificaron con RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania); ambos métodos se efectuaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El ARN total procedente de tejidos humanos sanos se obtuvo por canales comerciales (Ambion, Huntingdon, Reino
Unido; Clontech, Heidelberg, Alemania; Stratagene, Amsterdam, Holanda; BioChain, Hayward, CA, EE. UU.). El
ARN de varios individuos (de 2 a 123 individuos) se mezclé de tal modo que el ARN de cada uno de ellos estuviera
representado en la misma proporcion. Cuatro voluntarios sanos donaron sangre de la que se extrajeron los
leucocitos.

La calidad y la cantidad de las muestras de ARN se valoré con Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn,
Alemania) y el RNA 6000 Pico Lab Chip Kit (Agilent)

Experimentos con micromatrices

El analisis de la expresion génica de todas las muestras de ARN de tejido tumoral y normal se efectué con
micromatrices oligonucleotidicas Affymetrix Human Genome (HG) U133A o HG-U133 Plus 2. 0 (Affymetrix, Santa
Clara, California, EE. UU.). Todos los pasos se llevaron a cabo siguiendo el manual de Affymetrix (http://www.
affymetrix. com/support/technical/manual/expression_manual. affx). En resumen, a partir de 5-8 ug de ARN total se
sintetiz6 ADNc bicatenario con SuperScript RTII (Invitrogen) y el cebador oligo-dT-T7 (MWG Biotech, Ebersberg,
Alemania) siguiendo las indicaciones del manual. La transcripcion in vitro se llevd a cabo con el BioArray High Yield
RNA Transcript Labelling Kit (ENZO Diagnostics, Inc. , Farmingdale, NY, EE. UU.) en el caso de las matrices U133A
y con el GeneChip IVT Labelling Kit (Affymetrix) en el de las matrices U133 Plus 2.0, y después se procedio a la
fragmentacion del ARNc, a su hibridacion y tinciéon con estreptavidina-ficoeritrina y un anticuerpo anti-estreptavidina
biotinilado (Molecular Probes, Leiden, Holanda). Las imagenes se analizaron con el Agilent 2500A GeneArray
Scanner (U133A) o con el Affymetrix Gene-Chip Scanner 3000 (U133 Plus 2.0), y los datos se analizaron con el
software GCOS (Affymetrix), aplicando los ajustes preprogramados en todos los parametros. Para la normalizacion
se utilizaron 100 genes constitutivos (Housekeeping) suministrados por Affymetrix (http://www. affymetrix.
com/support/technical/mask_files. affx). Los valores de expresion relativa se calcularon a partir de los ratios
logaritmicos de la sefial dados por el software y la muestra normal se ajust6 de forma arbitraria en 1,0.

El perfil de expresion del gen del que derivan todos los péptidos (PTPRZ1) muestra una elevada expresion en el
tejido tumoral del glioblastoma, mientras que el gen no se expresa o lo hace muy poco en los tejidos normales (Fig.
2).

Ejemplo 3
Inmunogenicidad in vitro de los péptidos presentados por MHC de clase |
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, los inventores aislaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de capas leucociticas HLA-A*02+ frescas por medio de un medio de separacién en gradiente de
densidad ordinario (PAA, Cdlbe, Alemania). Las capas leucociticas procedian 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. El medio consistia en RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) suplementado con suero
AB humano termoinactivado al 10% (PAA, Colbe, Alemania), penicilina 100 U/ml/estreptomicina 100 pg/ml
(Cambrex, Verviers, Bélgica), piruvato sodico 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, Bergisch
Gladbach, 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 fabricacion 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 ratén anti-CD28 humana (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 pm recubiertas de
estreptavidina (Bangs Laboratories, lllinois, EE. UU. ). Los complejos pMHC usados como controles positivo y
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negativo fueron A*0201/MLA-001 (péptido ELAGIGILTV de Melan-A/MART-1 modificado) y A*0201/DDX5-001
(YLLPAIVHI de DDX5), respectivamente.

Se tapizaron placas de 96 pocillos con 800. 000 microperlas/200 pl 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 (genoteca de pMHC) (microperlas de baja densidad). Las estimulaciones se iniciaron en placas de 96
pocillos en las que se incubaron simultaneamente 1x10° linfocitos T CD8+ con 2x10° microperlas recubiertas y
lavadas en 200 yl de TCM suplementado con IL-12 5 ng/ml (PromoCell) durante 3-4 dias a 37 °C. La mitad del
medio se renové con TCM fresco suplementado con IL-2 80 U/ml y la incubacién continué otros 3-4 dias a 37 °C.
Este ciclo de estimulacién se efectud en total tres veces. Por Ultimo, se llevaran 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 citdmetro LSR Il FACSCalibur (BD). Las células especificas de
péptido se calcularon en forma de porcentaje respecto al total de linfocitos T CD8+. La evaluacion del analisis
tetramérico 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
linfocitos T CD8+ especifica después de la estimulacién 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).

En la Figura 3 se expone una tincidn representativa que muestra la generacion de estirpes de linfocitos T especificas
para PTP-002 y PTP-001. Los resultados también se resumen a continuacion en la tabla 3, junto con un resultado
similar para la CHI-001.

Tabla 3: Inmunogenicidad in vitro de péptidos, PTP-003 es de la invencion

Antigeno Inmunogenicidad Donantes positivos / Pocillos positivos /
detectada donantes analizados pocillos analizados
PTP-001 si 6/6 (100%) 33796 (34%)
PTP-002 si 3 /4 (50%) 9/48 (17%)
PTP-003 si 2 /4 (50%) 8148 (17%)
PTP-004 si 2 /4 (50%) 2 /48 (4%)
PTP-005 si 4/4 (100%) 24 /48 (50%)
CHI-001 si 4/4 (100%) 39/62 (63%)

Aqui se resumen los resultados de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a cabo por los inventores y
por el solicitante immatics, que muestran el porcentaje de donantes analizados y de pocillos que han resultado
positivos. 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 uso un unico lote de suero.

Ejemplo 4
Unioén de los péptidos restringidos a HLA de clase | a HLA-A*0201

El objetivo del andlisis consistia en evaluar la afinidad de los péptidos de HLA de clase | PTP-001, PTP-002, PTP-
003, PTP-004 y PTP-005 hacia la molécula de MHC codificada por el alelo HLA-A*0201. Las afinidades de todos los
péptidos hacia HLA-A*0201 resultaron comparables con las del consabido péptido control HBV-001, situandose las
constantes de disociacion (Kp) en el intervalo de 0,02 a 1,6 nM.

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 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 interaccion entre el péptido y la molécula HLA
de clase | (Sylvester-Hvid et al., 2002).
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Moléculas recombinantes y purificadas de HLA-A*0201 se incubaron con b2m y dosis escalonadas del péptido de
interés. La cantidad de complejos de HLA plegados de novo/péptido se determiné con un ELISA cuantitativo. Las
constantes de disociacion (valores Kp) se calcularon con una curva patron trazada con disoluciones de un complejo
HLA/péptido de calibracion.

Los resultados se muestran en la Figura 4. Cuanto mas bajo es el valor de Kp mayor es la afinidad hacia el HLA-
A*0201. Las afinidades de todos los péptidos hacia HLA-A*0201 resultaron comparables con las del consabido
péptido control HBV-001, situandose las constantes de disociacion (Kp) en el intervalo de 0,02 a 1,6 nM.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> immatics biotechnologies GmbH

<120> Nueva inmunoterapia contra tumores neuronales y cerebrales

<130> FB22516
<160> 11

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

<210> 2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala Leu Thr Thr Leu Met His Gln Leu
1 5

Phe Leu Tyr Lys Val Ile Leu Ser Leu
1 5

Ala Ile Ile Asp Gly Val Glu Ser Val
1 5

Phe Leu Leu Pro Asp Thr Asp Gly Leu
1 5

Lys Val Phe Ala Gly Ile Pro Thr Val
1 )
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Gln Gln Ser Asp Tyr Ser Ala Ala Leu
1 S

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Thr Gln Asp Asp Tyr Val Leu Glu Val
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Thr Gln Asp Asp Tyr Val Leu Glu Val
1 5

<210>9

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser Val Phe Gly Asp Asp Asn Lys Ala Leu Ser Lys
1 5 10

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Glu Ile Gly Trp Ser Tyr Thr Gly Ala Leu Asn Gln Lys Asn
1 5 10

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Leu Trp Ala Gly Val Val Val Leu
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Péptido seleccionado del grupo siguiente

a) Péptido consistente en la secuencia de aminoacidos conforme a SEQ ID N. ° 3,y
b) Péptido acorde con a), en el que uno o dos de los residuos de aminoacidos estan alterados de
modo que

el aminoacido A de la posicién 1 es sustituido por I, L, F, K, M, Yo V,

el aminoacido | de la posicién 2 es sustituido por M, o L,

el aminoacido | de la posicion 3 es sustituido por A, Y, F, P, M, So R,

el aminoacido D de la posicién 4 es sustituido por E, G,Po T,

el aminoacido G de la posicién 5 es sustituido por I, K, Y, N,Fo V,

el aminoacido V de la posicion 6 es sustituido porl, Lo T,

el aminoacido E de la posicion 7 es sustituido por A, Y o H,

el aminoacido S de la posicion 8 es sustituido por Ko E, y

el aminoacido V de la posicion 9 es sustituido por L,

en que dicho péptido mantiene la capacidad para unirse a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase |, y en que dicho péptido es capaz de estimular los linfocitos T
CDs.

2. Péptido conforme a la reivindicacion 1, en que dicho péptido incluye enlaces no peptidicos entre
aminoacidos del mismo.

3. Péptido acorde con la reivindicacién 1 o 2, en que dicho péptido forma parte de una proteina de fusiéon que
comprende aminoacidos N-terminales de la cadena invariable (li) asociada al antigeno HLA-DR.

4. Acido nucleico, que codifica un péptido de conformidad con las reivindicaciones 1 a 3, o un vector de expresion
que expresa dicho acido nucleico.

5. Péptido acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el acido nucleico o el vector de expresién acorde
con la reivindicacion 4 para la utilizacién en medicina.

6. Célula hospedadora que no es una célula madre embrionaria humana, que comprende el acido nucleico o el
vector de expresion de conformidad con la reivindicacion 4.

7. La célula hospedadora acorde con la reivindicacion 6, en dicha célula hospedadora es una célula dendritica o
célula presentadora de antigeno.

8. Meétodo in vitro para producir linfocitos T citotdxicos (CTL) activados, el cual comprende la puesta en contacto en
condiciones in vitro de CTL con moléculas MHC de clase | o || humanas cargadas con antigeno expresadas en la
superficie de una célula presentadora de antigeno o un constructo artificial que imite a una célula presentadora de
antigeno durante un periodo de tiempo suficiente para activar dichos CTL de una manera especifica de antigeno,
siendo dicho antigeno un péptido conforme a la reivindicacion 1.

9. Péptido acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el acido nucleico o el vector de expresién acorde
con la reivindicacion 4, o la célula acorde con la reivindicacion 6 o 7 para el uso en el tratamiento del cancer
cerebral.

10. Vacuna que comprende el péptido acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para el uso en el
tratamiento del cancer cerebral.

11. Lavacuna acorde con la reivindicacién 10 para el uso acorde con la reivindicacion 10, en que dicho cancer se
selecciona entre astrocitoma, astrocitoma pilocitico, tumor neuroepitelial disembrioplastico, oligodendrogliomas,
ependimoma, glioblastoma multiforme, gliomas mixtos, oligoastrocitomas, meduloblastoma, retinoblastoma,
neuroblastoma, germinoma, teratoma, gangliogliomas, gangliocitoma, gangliocitoma central, tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET), meduloblastoma, meduloepitelioma, neuroblastoma, retinoblastoma,
ependimoblastoma, tumores del parénquima pineal, pineocitoma, pineoblastoma, tumores de células ependimales,
tumores del plexo coroideo, tumores neuroepiteliales de origen incierto, gliomatosis cerebri, astroblastoma y
glioblastoma.

12. Uso de un péptido acorde con la reivindicacion 1 o 2 para generar y desarrollar anticuerpos especificos contra
el complejo MHC/péptido.
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Perfil de expresion del ARNm de PTPRZ1
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Fig. 3

A*0201 / Péptido de control negativo ~ A*0201 / PTP-001
HD HD

91041% 19°10.36%

Péptido de control
negativo

N 0.03%
e . .
< 10 1d
A*0201 / PTP-001 B

A*0201 / Péeptido de control negativo  A*0201 / PTP-002

HD HD
T 5 10,01% s 14 .30%
10 7 10 3
(] - E
N ] ]
Q
o 4
= 10
o ]
S— .
oy 3.
o 10’3
o~ E
o
':t i
10°3 11,58% ; 0,04%
2 2=
‘ 10 | B R | -10 T — LB R |
40°10° 100 10° 10° “10°10° 100 10 10°

A*0201 / Peéptido de control negativo ——— -

39



ES 2543 815 T3

Figura 4
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