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DESCRIPCION
Epitopos promiscuos de linfocitos T CD4 HER-2/ Neu
Solicitudes relacionadas
Antecedentes de la invencion

Los linfocitos T CD4+ restringidos por HLA de clase || desempefian un papel crucial en la inmunidad celular y son un
componente clave de las respuestas inmunitarias antitumorales. Los linfocitos T CD4+ proporcionan la ayuda
necesaria a los LCT especificos de tumores (Topalian 1994. Curr Opin Immunol 6:741 - 745) y producen citocinas
tales como interferon gamma (IFNy), que pueden activar a las células presentadoras de antigeno y participar en
otros efectos inmunoloégicos (Corthay y col., 2005. Immunity 22:371 - 383) Los resultados de experimentos en varios
sistemas han demostrado que los linfocitos T CD4+ son necesarios para producir una respuesta inmunolégica
antitumoral eficaz. Dada la importancia de los linfocitos T CD4+ en la generacién de una respuesta inmunolégica
sélida, una inmunoterapia para el cancer o vacuna antitumoral disefiada de forma éptima deberia inducir los
linfocitos T CD4+ y CD8+ con maxima eficacia.

El disefio de inmunoterapias y vacunas para el cancer se ha beneficiado considerablemente de la identificacion de
antigenos asociados con los tumores. Uno de estos antigenos, el HER-2/Neu, es un objetivo principal de dichas
estrategias debido a su amplificacion en varios tipos de cancer, incluidos los canceres de mama y de ovario. El
oncogén HER-2/Neu codifica una glicoproteina transmembrana con homologia con el receptor de factor de
crecimiento epidérmico (Coussens y col., 1985. Science 230:1132 - 1139). La sobreexpresién de HER-2/Neu se
produce en aproximadamente el 30 % de los adenocarcinomas de mama y se asocia con enfermedad agresiva y un
mal pronéstico. Como resultado, en ensayos clinicos se han probado varios abordajes inmunolégicos disefiados
para aumentar el reconocimiento de los linfocitos T de la proteina HER-2/Neu. La caracterizacion de las respuestas
de los linfocitos especificas de HER-2/Neu resultantes en estos estudios ha conducido a la identificacién de varios
epitopos de linfocitos T restringidos por el HLA de clase | y de clase Il dentro de la proteina HER-2/Neu (Sotiriadou y
col.,, 2001. Br J Cancer 85:1527 - 1534). A su vez, la identificacién de estos epitopos ha potenciado nuestra
capacidad para detectar y cuantificar la respuesta de linfocitos T especifica de HER-2/Neu. Dicha informacién
conduce a mejores disefios de inmunoterapias eficaces y proporciona mejor informacion sobre el papel de los
linfocitos T especificos de HER-2/Neu en la erradicacién de los tumores que expresan HER-2/Neu.

La utilidad de un epitopo de linfocitos Y definidos esta limitada por su restriccion por HLA. Normalmente, los
epitopos peptidicos forman complejos de péptido-MHC productivos con un numero pequefio de alelos de HLA y
estimulan respuestas de linfocitos T Unicamente en los individuos que expresan dichos alelos. Esto confina los
estudios inmunoldgicos y los ensayos clinicos a individuos de un tipo de HLA especifico, a menudo el 20 % o menos
de la poblacion general. Los denominados epitopos promiscuos de linfocitos T, que un gran numero de alelos de
HLA pueden presentar, se han descrito para varios antigenos tumorales. Los epitopos promiscuos de linfocitos T se
pueden unir a varios alelos del HLA para estimular los linfocitos T especificos de antigeno, lo que permite la
induccion y estudio de las respuestas de los linfocitos T en individuos de diferentes tipos de HLA. Adicionalmente,
los epitopos promiscuos son valiosos porque las inmunoterapias y las vacunas a base de estos epitopos pueden
aplicarse ampliamente a la poblacion general para el tratamiento y la prevencion del cancer. Por tanto, existe una
clara necesidad de informacién nueva relacionada con epitopos promiscuos antes desconocidos de antigenos
tumorales.

El documento EP1 568 373 A2 predice una serie de epitopos de HER2/neu segun un analisis de motivos y
supermotivos de secuencias de epitopos.

Los presentes inventores han identificado una serie de nuevos epitopos promiscuos de linfocitos T en la secuencia
proteica de HER-2/Neu. Estos epitopos, localizados dentro de la region de 270 - 284 o 268 - 286 de la proteina
HER-2/Neu, son reconocidos por un clon de linfocitos T CD4+ generado a partir de un paciente tratado con una
inmunoterapia autéloga celular activa para carcinomas que sobreexpresan HER-2/Neu (Valone y col., 2001. Cancer
17 Suppl 2:S53 - 61). El clon de linfocitos T reconoce estos epitopos peptidicos presentados en el contexto de al
menos 25 alelos HLA- DRB1 * diferentes. Experimentos de bloqueo con anticuerpos confirman que el
reconocimiento esta restringido por HLA-DR. Ademas, estos epitopos estan procesados y presentados de forma
natural a partir de antigenos proteicos exégenos. La promiscuidad de estos epitopos para diferentes alelos HLA-
DRB1* convierte a estos epitopos en una herramienta valiosa para evaluar las respuestas inmunitarias especificas
de HER-2/Neu con independencia del tipo de HLA. Adicionalmente, estos epitopos se pueden usar con epitopo de
linfocito T colaborador CD4 en vacunas o inmunoterapias a base de péptidos para el tratamiento de canceres HER-
2/Neu+.

Breve resumen de la invenciéon

La presente invencion describe nuevos epitopos de HER-2/Neu que pueden estar presentados por las células
presentadoras de antigenos de una serie de alelos de HLA diferentes para inducir una respuesta de linfocitos T
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especifica de HER-2/Neu. Por tanto, la presente invencién proporciona una composicion para su uso en un método
para inducir en un paciente una respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica para una proteina HER-2/Neu, en el
que dicha composicién comprende un péptido que consiste en la secuencia TYNTDTFESMPN y un excipiente
fisiolégicamente aceptable. La invencion también proporciona una composicién para su uso en un método para
inducir en un paciente una respuesta inmune especifica para una proteina HER-2/Neu, en el que dicha composicion
comprende un péptido que consiste en la secuencia ALVTYNTDTFESMPN, LVTYNTDTFESM, VTYNTDTFESMP,
ALVTYNTDTFESM, LVTYNTDTFESMP, VTYNTDTFESMPN, ALVTYNTDTFESMP, LVTYNTDTFESMPN,
PALVTYNTDTFESMPN, o CPALVTYNTDTFESMPN; y un excipiente fisioldgicamente aceptable; en el que la ruta de
administracion de la composicién es subcutanea, intradérmica, transdérmica, intramuscular, intravenosa o
intraperitoneal. El péptido puede estar en forma de un producto de fusién que comprende uno de los péptidos
derivados de HER-2/Neu anteriores fusionados a un polipéptido heterélogo. La invencién se define ademas en las
reivindicaciones. En algunos casos, el péptido se fusiona al polipéptido heterélogo a través de un enlace peptidico
de un modo tal que el producto de la fusion es, en esencia, una proteina de fusién recombinante.

Preferentemente, el péptido aislado derivado de la secuencia HER-2/Neu o su producto de fusion es capaz de
inducir una respuesta inmunitaria de linfocitos T especificos de una proteina HER-2/Neu cuando es presentado por
una célula presentadora de antigeno de al menos 10 alelos HLA-DR diferentes y, mas preferentemente, al menos
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 mas alelos HLA-DR diferentes.

En algunas realizaciones, los alelos HLA-DR se seleccionan del grupo que consiste en 0101, 0102, 0103, 1503,
160201, 0301, 0302, 0401, 0402, 040301, 040501, 1101, 1102, 1103, 1104, 110401, 1201, 1301, 1302, 1401, 1402,
0701, 080101, 080201 y 0901.

En algunas realizaciones, el péptido derivado de HER-2/Neu tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2.
En otras realizaciones, el polipéptido heterélogo es un factor estimulador de las colonias de granulocitos-macrofagos
(GM-CSF).

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia
de polinucledtidos que codifica un péptido derivado de HER-2/Neu descrito anteriormente o una proteina de fusién
que une un péptido derivado de HER-2/Neu y un polipéptido heter6logo mediante un enlace peptidico, un casete de
expresion que comprende el acido nucleico y una célula huésped que comprende el casete de expresion.

En algunos casos, la secuencia polinucleotidica codifica el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N° 2. En otros casos, la secuencia polinucleotidica codifica una proteina de fusién en la que el polipéptido
heterélogo es GM-CSF.

En algunas realizaciones, el casete de expresion es un vector viral recombinante. En otras realizaciones, el casete
de expresion dirige la expresion del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2 o una proteina
de fusién recombinante en la que el polipéptido heterélogo es GM-CSF.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona una composicién que comprende un péptido derivado de HER-2/Neu
como se ha descrito anteriormente o un producto de fusion del péptido fusionado con un polipéptido heteroélogo,
ademas de un excipiente fisiologicamente aceptable.

En algunas realizaciones, el péptido tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2. En otras realizaciones, el
polipéptido heterdlogo es un factor estimulador de las colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF). En ofras
realizaciones mas, la composicion comprende ademas una célula presentadora de antigeno que tiene el péptido
derivado de HER-2/Neu en forma de un complejo con la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
sobre la superficie de la célula.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para inducir en un paciente una respuesta
inmunitaria de linfocitos T especifica de una proteina HER-2/Neu. Este procedimiento comprende la etapa de
administrar al paciente una cantidad eficaz de la composicién que comprende un péptido derivado de HER-2/Neu
como se ha descrito anteriormente o un producto de fusién del péptido fusionado con un polipéptido heterélogo, asi
como un excipiente fisiologicamente aceptable.

En algunas realizaciones, el péptido tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2. En otras realizaciones, el
polipéptido heterdlogo es un factor estimulador de las colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF).

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento in vitro para detectar una respuesta inmunitaria de
linfocitos T especifica para una proteina HER-2/Neu, comprendiendo el procedimiento las etapas de (a) poner en
contacto una célula presentadora de antigenos y un linfocito T, en una muestra que comprende sangre, infiltrado
tumoral, nédulos linfaticos o fluidos linfaticos obtenidos de un paciente, con un péptido que consiste en la secuencia:
ALVTYNTDTFESMPN, VTYNTDTFESMP, TYNTDTFESMPN, LVTYNTDTFESMP, VTYNTDTFESMPN,
ALVTYNTDTFESMP, LVTYNTDTFESMPN, PALVTYNTDTFESMPN, o CPALVTYNTDTFESMPN; y (b) detectar una
respuesta de linfocitos T, en el que la deteccién de una respuesta de linfocitos T indica la presencia de una
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respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica para una proteina HER-2/Neu en el paciente.

En algunas realizaciones, la etapa (b) se realiza mediante ELISPOT, ensayo de proliferacién o citometria de flujo. En
otras realizaciones, el péptido derivado de HER-2/Neu tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. El clon de linfocitos T HER500.23c21 es especifico de HER-2/Neu. (A) HER500 (aminoacidos m y
BA7072 (proteina de fusion HER500/GM-CSF) ¢ la produccion especifica de IFNy por HER500.23c21 se midi6
usando ELISA ftras la presentacion de PBMC autologos de los antigenos; también se analiz6 el fondo A. El
ensayo se realizé por triplicado en placas de fondo redondo de 96 pocillos en medio IMDM completo con 10 % de
PBS. Los PMBC aut6logos se usaron a 2x10% células/pocillo y el clon de linfocitos T HER500.23¢c21 se afiadio a
1x10° células/pocillo. Los antigenos estaban a las concentraciones finales mostradas. El ensayo se incub6
durante 48 horas a 37 2C con 5 % de CO:2 y se extrajo el sobrenadante de los pocillos para analizar la produccion
de citocinas. (A) Produccion de IFNy. Los puntos de datos mostrados representan los pg/ml calculados para cada
concentracion de antigeno. (B) La produccion de IL-2 para el mismo ensayo se mididé usando la proliferacion de
células HT-2. Los puntos de datos representan los valores de CPM medios para cada concentracién de antigeno.

Figura 2. El clon de linfocitos T HER500.23.21 es especifico del péptido n° 63 (HERp270-284). El epitopo HER-
2/neu se mapeo6 para el clon HER500.23.21 y la especificidad se determin6é usando EBV-LcL autélogas y cada
péptido HERS500 individual n° 1-125 (15 aminoacidos de longitud). El ensayo se realiz6 en placas de fondo
redondo de 96 pocillos con EBV-LcL autélogas a 2x10° células/pocillo y el clon de linfocitos T HER500.23.21 se
afadi6 a 1x10° células/pocillo. Cada péptido se us6 a una concentracion final de 1 ug/ml. El ensayo se incub6
durante a 37 2C con 5 % de CO: durante 48 horas, tiempo tras el cual se extrajo el sobrenadante para analizar la
produccién de citocinas. (A) La produccion de IFNy por el clon HER500.23.21 se midi6 usando ELISA, los pg/ml
calculados se muestran en cada péptido HER500. (B) La produccion de IL-2 se midié usando la proliferacion de
células HT-2.

Figura 3. Restriccion de HLA-DR. La linea EBV-LcL autéloga a 2x10° células/ml y HERp270-284 se us6 para
estimular el clon de linfocitos T HER500.23c21 (1x10° células/pocillo) con y sin la adicién de anticuerpos
bloqueantes anti-MHC de clase Il. Anti-HLA-DR & y anti-HLA-DQ/anti-HLA-DP = se titularon a las
concentraciones mostradas en cRPMI+10 % de FBS. Los pocillos también contenian EBV-LcL, clon celular
HER500.23c21T y péptido (1 pg/ml). El ensayo se incubd durante 48 horas a 37 2C con 5 % de COz2. Los
sobrenadantes se recogieron y se congelaron a -20 2C y, en una fecha posterior, se analizé la produccion de
IFNy usando ELISA. Se realizaron multiples experimentos, se muestran los valores medios por triplicado para un
experimento representativo.

Figura 4. HERp270-284 es un epitopo de HER-2/Neu del MHC de clase Il. (A) En las lineas EBV-LcL
homocigotas para varios alelos HLA-DR se analiz6 su capacidad para presentar HERp270-284 al clon
HER500.23c21. La produccién de IFNy especifica de antigeno por HER500.23c21 estaba por encima del limite
de deteccion superior del ELISA de IFNy (4.000 pg/ml) con las lineas EBV-LcL. Los controles negativos
incluyeron un péptido HER500 irrelevante, ausencia de péptido y cada linea EBV-LcL (todos los valores no
detectables, no mostrados). El ensayo se realizé en placas de fondo redondo de 96 pocillos en in cRPMI+10 %
FBS con 2x10° EBV-LcL/pocillo y 1x10° de HER500.23c21 células/pocillo. Los péptidos se usaron a una
concentracion final de 1 pg/ml. El ensayo se incubd durante 48 horas a 37 2C con 5 % de CO2. Los
sobrenadantes se recogieron, se congelaron a -20 2C y después se analiz6 la produccion de IFNy mediante
ELISA. Se muestran los resultados de un experimento representativo. (B) HERp270-284 se titulé con cada linea
EBV LcL para determinar la sensibilidad de HER500.23c21 a diferentes alelos. El ensayo se realizé6 como en (A)
a excepcion de que las concentraciones de HERp270-284 son: 10 ng/ml ,33 ng/ml, 66 ng/ml, 100 ng/ml y 250
ng/ml. Todas las concentraciones de HERp270-284 superiores a 250 ng/ml tuvieron como resultado la
produccién de IFNy por HER500.23c21 por encima del limite de deteccion superior del ELISA de IFNy ELISA
(4.000 pg/ml). Se muestran los resultados de un experimento representativo.

Figura 5. Representacion grafica de la produccion de IFNy por HER500.23c21 tras la exposicion a los péptidos
presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los péptidos tenian 9 unidades dentro del
péptido HER-2/Neu 270 — 284.

Figura 6. Representacion grafica de la produccion de IFNy por HER500.23¢c21 tras la exposicion a los péptidos
presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los péptidos tenian 10 u 11 unidades dentro del
péptido HER-2/Neu 270 — 284.

Figura 7. Representacion grafica de la produccion de IFNy por HER500.23c21 (medida mediante la absorbancia
a 492 nm) tras la exposicion a los péptidos presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los
péptidos tenian 12 unidades dentro del péptido HER-2/Neu 270 — 284.
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Figura 8. Representacion grafica de la produccion de IFNy por HER500.23c21 (indicada por la absorbancia a
492 nm) tras la exposicion a los péptidos presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los
péptidos tenian 13 unidades dentro del péptido HER-2/Neu 270 — 284.

Figura 9. Representacion grafica de la produccién de IFNy por HER500.23c21 (indicada por la absorbancia a
492 nm) tras la exposicion a los péptidos presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los
péptidos tenian 14 unidades dentro del péptido HER-2/Neu 270 — 284.

Figura 10. Representacion grafica de la produccion de IFNy por HER500.23c21 (indicada por la absorbancia a
492 nm) tras la exposicion a los péptidos presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los
péptidos tenian 16 unidades dentro del péptido HER-2/Neu 268 — 286.

Figura 11. Representacién grafica de la produccion de IFNy por HER500.23c21 (indicada por la absorbancia a
492 nm) tras la exposicion a los péptidos presentados por las lineas EBV LcL de varios alelos HLA-DRb1. Los
péptidos tenian 17 unidades dentro del péptido HER-2/Neu 268 — 286.

Definiciones

El término “aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido nucleico o proteina carece
esencialmente de otros componentes celulares con los que estd asociado en el estado natural. Preferentemente
esta en estado homogéneo aunque puede estar en una soluciéon seca o acuosa. La pureza y la homogeneidad
normalmente se determinan usando técnicas de quimica analitica, tal como electroforesis en gel de poliacrilamida o
cromatografia liquida de alto rendimiento. Una proteina que es la especie predominante presente en una
preparacion esta sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado se separa de los marcos de lectura
abiertos que flanquean al gen y codifican una proteina distinta a la del gen de interés. El término “purificado” indica
que un acido nucleico o proteina da lugar a esencialmente una banda en un gel de electroforesis. Particularmente,
significa que el acido nucleico o proteina tiene una pureza del al menos un 85 %, mas preferentemente una pureza
del al menos 95 %, y lo mas preferentemente una pureza del al menos un 99 %.

En la presente solicitud, el término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, asi como analogos
de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de un modo similar a los aminoacidos naturales. Los
aminoacidos naturales son los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican
después, por ejemplo hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos se refiere a
compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoéacido natural, es decir un carbono o que
esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, tal como homoserina, norleucina,
metionina sulféxido, metilmetionina sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados (p. e€j., norleucina) o
estructuras peptidicas modificadas, peor conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural.
Miméticos de aminoacidos hacen referencia a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la
estructura quimica general de un aminoacido pero que funciona de un modo similar a un aminoacido natural.

La expresion “acido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros
de los mismos en forma mono o bicatenaria. A menos que se limite especificamente, el término abarca acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares
como acido nucleico de referencia y que se metabolizan de un modo similar a los nucleétidos naturales. A menos
que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico concreta también abarca implicitamente variantes de la
misma modificadas de forma conservadora (p. ej., sustituciones de codones degeneradas) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia que se indica explicitamente. Especificamente se pueden conseguir
sustituciones de codones degeneradas generando secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas (o todos)
codones seleccionados esta sustituida con residuos de base mixta y/o desoxinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res.
19:5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260:26052608 (1985); y Rossolini y col., Mol. Cell. Probes 8:9198
(1994)). La expresion acido nucleico se usa de forma intercambiable con gen, ADNc o ARNm codificados por un
gen.

Cuando se refiere a las localizaciones relativas de elementos en una secuencia de polinucleétidos, una localizacién
“cadena abajo” es una en el extremo 3’ de un punto de referencia y una localizacién “cadena arriba” es una en el
extremo 5' de un punto de referencia.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para
hacer referencia a un polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en
los que uno o mas restos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un correspondiente aminoacido
natural, asi como polimeros de aminoacidos naturales y polimeros de aminoacidos no naturales. Como se usa en el
presente documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluidas proteinas de
longitud completa (es decir, antigenos), en las que los residuos de aminoacidos estan unidos mediante enlaces
peptidicos covalentes. En la presente solicitud, la secuencia de algunas realizaciones, la fructosil aminoacido
oxidasa comprende desde el extremo N al extremo C. En otras palabras, cuando se describe una secuencia de
aminoacidos de un péptido, el primer aminoacido del extremo N se denomina “primer aminoacido”.
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Cuando se usa en el contexto de describir patrones de un péptido de fusion, el término “heterélogo” hace referencia
a la relacion de una pareja de fusion peptidica con la otra pareja de fusion peptidica. el modo en el cual las parejas
de fusion estan presentes en el péptido de fusion no es uno que se pueda encontrar en una proteina de origen
natural. Por ejemplo, un “polipéptido heter6logo” fusionado a un epitopo HER-2/Neu para formar un péptido de
fusién puede ser uno que se origine de una proteina distinta a la proteina HER-2/Neu, tal como un factor estimulante
de las colonias de macrofagos-granulocitos (GM-CSF). Por otro lado, un “polipéptido heterélogo” puede ser uno
derivado de otra porcion de la proteina HER-2/Neu que no es inmediatamente contigua al epitopo HER-2/Neu. Un
“polipéptido heterélogo” puede contener modificaciones de una secuencia de proteinas de origen natural o una
porciéon de la misma, tales como deleciones, adiciones o sustituciones de uno o mas residuos de aminoacidos. Con
independencia del origen del “polipéptido heterdlogo” (es decir, cuando deriva de la proteina HER-2/Neu u ofra
proteina), el péptido de fusion no deberia contener una subsecuencia de HER-2/Neu humana que abarca la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1 y tiene una longitud de mas de 18 aminoacidos. En algunas realizaciones
de ejemplo, un “polipéptido heterdlogo” para uso en la presente invencion tiene una longitud de mas de 15-20
aminoacidos; en otras realizaciones, un “polipéptido heterélogo” tiene una longitud de de al menos 100 aminoacidos.

El término “fusionar” o “fusionado”, como se usa en el contexto de la descripcion de un péptido que comprende un
epitopo de HER-2/Neu unido a un polipéptido heterélogo, hace referencia a una conexion entre el epitopo y el
polipéptido heterélogo mediante cualquier enlace covalente, incluido un enlace peptidico.

La expresiéon “una secuencia de acido nucleico codificante” hace referencia a un acido nucleico que contiene
informacién de secuencia para un ARN estructural, tal como ARNr, un ARNt o la secuencia de aminoacidos primaria
de una proteina o péptido especifico o un sitio de unién para un agente regulador de trans-accion. Esta frase abarca
especificamente codones degenerados (Es decir, codones diferentes que codifican un Unico aminoacido) de la
secuencia o secuencias nativas que se pueden introducir para adaptarse a la preferencia de codones en una célula
huésped especifica.

Un “casete de expresidon” es una construccion de acido nucleico generada de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de una secuencia
polinucleotidica concreta en una célula huésped. Un casete de expresion puede formar parte de un plasmido,
genoma viral o fragmento de acido nucleico. Normalmente, un casete de expresion incluye un polinucleétido a
transcribir unido operablemente a un promotor.

El término “recombinante”, cuando se usa con referencia a, por ejemplo, una célula o acido nucleico, proteina o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se ha modificado mediante la introduccién de un acido
nucleico o proteina de una fuente externa o la alteracion de un acido nucleico o proteina nativos o que la célula
deriva de una célula modificada de este modo. Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes
gue no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que, por otro lado,
se expresan de forma anormal. se subexpresan o no se expresan en absoluto.

El término “administracion” o “administrar” se refiere a varios procedimientos de poner en contacto a un mamifero,
especialmente un ser humano, con una sustancia. Los modos de administracion pueden incluir, entre otros,
procedimientos que pueden implicar poner en contacto la sustancia por via intravenosa, intraperitoneal, intranasal,
transdérmica, topica, subcutanea, parenteral, intramuscular, oral o sistémica, o mediante inyeccion, ingestion,
inhalacién, implantaciéon o adsorcion por cualquier otro medio. Un medio de administracién de ejemplo de un péptido
HER-2/Neu o un péptido de fusion que comprende un péptido HER-2/Neu y un polipéptido heterélogo es mediante
administracion intravenosa, en la que el péptido o péptido de fusion puede formularse como una composicién
farmacéutica en forma adecuada para inyeccién intravenosa, tal como una solucién acuosa, una suspensiéon o una
emulsion etc. Otro medio para administrar un péptido HER-2/Neu o péptido de fusién incluye inyeccién transdérmica,
inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular o aplicacién transdérmica como un parche.

Una “cantidad eficaz” de una determinada sustancia hace referencia a una cantidad de la sustancia que es
suficiente para efectuar un resultado deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de una composicién que comprende
un péptido que esta destinado a inducir una inmunidad anti-Her-2/Neu es una cantidad suficiente para alcanzar el
objetivo de inducir la inmunidad cuando se administra a un sujeto. El efecto a conseguir puede incluir la prevencion,
correccion o inhibicion de la progresién de los sintomas de una enfermedad/afecciéon y complicaciones relacionadas
hasta cualquier medida detectable. La cantidad exacta de una “cantidad eficaz” dependera del propésito de la
administracion y la puede determinar el experto en la técnica usando técnicas conocidas (véase, Lieberman,
Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1 - 3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding (1999); y Pickar, Dosage Calculations (1999)).

Un “excipiente fisiologicamente aceptable” es un ingrediente inerte usado en la formulacién de una composicion
que contiene el o los ingredientes activos de un péptido HER-2/Neu o un péptido de fusién que comprende un
péptido HER-2/Neu y un polipéptido heterélogo y es adecuado para usar, por ejemplo, mediante inyeccién en un
paciente que lo necesite. Este ingrediente inerte puede ser una sustancia que, cuando esta incluida en una
composicion, proporciona un pH, consistencia, color, olor o sabor deseados de la composicion.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “respuesta inmunitaria de linfocitos T” hace referencia a la
activacion de linfocitos T especificos de antigeno medida mediante la proliferacion o la expresion de moléculas sobre
la superficie celular o la secrecion de proteinas tales como citocinas.

Descripcion detallada de la invencién
l. Introduccién

Los presentes inventores han identificado una serie de nuevos epitopos promiscuos de linfocitos T de la proteina
HER-2/Neu. Estos epitopos peptidicos demuestran una promiscuidad considerable de HLA, ya que se pueden
presentar en el contexto de al menos 25 alelos HLA-DRB1 diferentes. La presentacion de estos epitopos mediante
una gama tan amplia de alelos HLA-DRB1 hace que estos epitopos sean extremadamente valiosos como epitopos
de linfocitos T colaboradores CD4 universales en la preparacién de vacunas o inmunoterapias para el tratamiento de
canceres que sobreexpresan HER-2/Neu en la poblacién humana general.

Il. Sintesis quimica de péptidos

Los péptidos de la presente invencion, en particular aquéllos de una longitud relativamente corta /p. €j., de no mas
de 50-100 aminoacidos) se pueden sintetizar quimicamente usando sintesis peptidica convencional u otros
protocolos bien conocidos en la técnica.

Los péptidos se pueden sintetizar mediante procedimientos de sintesis peptidica en fase soélida usando
procedimientos similares a los descritos en Merrifield y col., J. Am. Chem. Soc., 85:2149 - 2156 (1963); Barany y
Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis, en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology Gross and Meienhofer
(eds.), Academic Press, N.Y., vol. 2, pp. 3 - 284 (1980); y Stewart y col., Solid Phase Peptide Synthesis 22 ed.,
Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984). Durante la sintesis, los aminoacidos N-a-protegidos que tienen cadenas
laterales protegidas se afaden de forma escalonada a una cadena polipeptidica en crecimiento unida por su
extremo C y a un soporte sélido, es decir esferas de poliestireno. Los péptidos se sintetizan mediante la unién de un
grupo amino de un aminoacido N-a-desprotegido a un grupo a-carboxi de un aminoacido N-a-protegido que se ha
activado haciéndolo reaccionar con un reactivo tal como diciclohexilcarbodiimida. La unién de un grupo amino libre al
carboxilo activado conduce a la formacion de enlaces peptidicos. Los grupos N-a-protectores mas usados incluyen
Boc, que es labil a acidos, y Fmoc, que es labil a bases.

Los materiales usados para uso como soporte sélido son bien conocidos para los expertos en la técnica e incluyen,
entre otros, los siguientes: resinas de halometilo, tales como la resina de clorometilo o resina de bromometilo,
resinas de hidroximetilo, resinas de fenol, tal como resina 4-(a-[2,4-dimetoxifenil]-Fmoc-aminometil)fenoxi; resinas
terc-alquiloxicarbonilhidrazidadas y similares. Dichas resinas estan disponibles comercialmente y sus procedimientos
de preparacién son conocidos por los expertos en la técnica.

En resumen, el aminoacido N-a-protegido del extremo C se une primero al soporte solido. Después se elimina el
grupo N-a-protector. El grupo a-amino desprotegido estd acoplado al grupo a-carboxilato activado del siguiente
aminoacido N-a-protegido. El procedimiento se repite hasta que se sintetiza el péptido deseado. Los péptidos
resultantes se escinden después del soporte polimérico insoluble y las cadenas laterales de aminoacidos quedan
desprotegidas. Los péptidos mas largos pueden derivar mediante condensacién de los fragmentos peptidicos
protegidos. Los detalles de las sustancias quimicas, resinas, grupos protectores, aminoacidos protegidos y reactivos
adecuados se conocen bien en la técnica y, por tanto, no se tratan con detalle en el presente documento (Véase, por
ejemplo, Atherton y col., Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press (1989), y Bodanszky,
Peptide Chemistry, A Practical Textbook, 22 Ed., Springer-Verlag (1993)).

lll. Produccion recombinante de péptidos

A. Tecnologia recombinante general

Los textos basicos que divulgan procedimientos y técnicas generales en el campo de la genética recombinante
incluyen Sambrook y Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3% ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and
Expression: A Laboratory Manual (1990); y Ausubel y col., eds., Current Protocols in Molecular Biology (1994).

Para los acidos nucleicos, los tamafios se proporcionan en kilobases (kb) o en pares de bases (pb). Estos son
estimaciones derivadas de la electroforesis en gel de agarosa o de acrilamida, a partir de acidos secuenciados o a
partir de secuencias de ADN publicadas. Para las proteinas, los tamafos se proporcionan en kilodalton (kDa) o
numeros de residuos de aminoacidos. Los tamafos de las proteinas se estiman a partir de la electroforesis en gel, a
partir de proteinas secuenciadas, a partir de secuencias de aminoacidos secuenciados o a partir de secuencias de
proteinas publicadas.

Los oligonucleétidos que estan disponibles comercialmente se pueden sintetizar quimicamente, por ejemplo de
acuerdo con el procedimiento del triéster de fosforoamidita de fase solida descrita por primera vez por Beaucage &
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Caruthers, Tetrahedron Lett. 22:1859 - 1862 (1981), usando un sintetizador automatico, como se describe en Van
Devanter y col., Nucleic Acids Res. 12:6159 - 6168 (1984). La purificacién de oligonucleottidos se realiza usando
cualquier estrategia reconocida en la técnica, por ejemplo electroforesis en gel de acrilamida nativa o HPLC de
intercambio aniénico, como se describe en Pearson y Reanier, J. Chrom. 255:137 - 149 (1983).

La produccion recombinante es un medio eficaz para obtener péptidos, en particular los de peso molecular
relativamente grande, por ejemplo un péptido de fusion de un epitopo de HER-2/Neu y un GM-CSF. La secuencia de
un polinucleotido que codifica un péptido de la presente invencion y oligonucleétidos sintéticos se puede verificar
después de clonar o subclonar usando, por ejemplo, el procedimiento de terminacion de cadena para secuenciar
moldes bicatenarios de Wallace y col., Gene 16: 21 - 26 (1981).

B. Construccion de un casete de expresion

Obtencion de una secuencia de polinucledtidos que codifica un péptido para usar en la invencioén

Una secuencia de polinucleétidos que codifica un péptido se puede obtener mediante sintesis quimica o se puede
adquirir de un proveedor comercial, que después se puede manipular adicionalmente usando técnicas estandar de
clonacion molecular.

Modificacion de acidos nucleicos para uso de codones preferidos en un organismo huésped

La secuencia de polinucleétidos que codifica un péptido se puede alterar opcionalmente para coincidir con el uso de
codon preferido de un huésped concreto. Por ejemplo, el uso de codén preferido de una cepa de células bacterianas
se puede usar para derivar un polinucleétido que codifica un péptido e incluye los codones favorecidos por esta
cepa. La frecuencia de uso de codon preferido exhibida por una célula huésped se puede calcular mediante el
promedio de la frecuencia del uso de codén preferido en un gran numero de genes expresados por la célula
huésped (p. €j., el servicio de calculo esta disponible en el sitio web del Kazusa DNA Research Institute, Japon).
Este analisis se limita, preferentemente, a los genes con una elevada expresion en la célula huésped.

Al final de la modificacion, las secuencias de codificacion se verifican mediante secuenciaciéon y después se
subclonan en un vector de expresion adecuado para la produccién recombinante de los péptidos.

Tras la verificacion de la secuencia de codificacion, el péptido se puede producir usando técnicas de rutina en el
campo de la genética recombinante.

C. Sistemas de expresiéon

Para obtener un nivel elevado de expresién de un acido nucleico que codifica un péptido, normalmente se subclona
un polinucleétido que codifica el péptido en un vector de expresion que contiene un promotor fuerte para dirigir la
transcripcion, un terminador de la transcripcion/traduccién y un sitio de unién al ribosoma para el inicio de la
traduccion. En la técnica se conocen bien los promotores bacterianos adecuados y se describen en, por ejemplo,
Sambrook y Russell, supra, y Ausubel y col., supra. Los sistemas d expresion bacterianos para expresar un péptido
de la presente invencién estan disponibles en, por ejemplo, E. coli, Bacillus sp., Salmonella, y Caulobacter. Los kit
para estos sistemas de expresién estan disponibles comercialmente. Los sistemas de expresion en eucariotas para
células de mamifero, levaduras y células de insectos son bien conocidos en la técnica y también estan disponibles
comercialmente. En una realizacion, el vector de expresion en eucariotas es un vector adenovirus, un vector
adenoasociado o un vector retroviral.

EL promotor usado para dirigir la expresion de un acido nucleico heterélogo depende de la aplicacién concreta. El
promotor esta opcionalmente colocado aproximadamente a la misma distancia del sitio de inicio de la transcripcion
heterélogo que del sitio de inicio de la transcripcion en su contexto natural. No obstante, como se conoce en la
técnica se puede acomodar alguna variacion en esta distancia sin perder la funcién del promotor.

Ademés del promotor, el vector de expresién normalmente incluye una unidad de transcripcion o casete de
expresion que contiene todos los elementos adicionales requeridos para la expresion de un péptido en las células
huésped. Por tanto, un casete de expresion tipico contiene un promotor unido operablemente a la secuencia de
polinucleétidos que codifica el péptido y las sefiales requeridas para una eficiente poliadenilacion del transcrito, sitios
de union al ribosoma y terminacion de la traduccion. La secuencia de acido nucleico que codifica el péptido
normalmente esta unida a una secuencia del péptido sefal escindible para estimular la secrecion del péptido por la
célula transformada. Dichos péptidos sefal incluyen, entre otros, los péptidos sefial del activador de plasminégeno
tisular, insulina y el factor de crecimiento neuronal y la esterasa de la hormona juvenil de Heliothis virescens.
Ejemplos adicionales del casete pueden incluir potenciadores y, si se usa ADN genémico como el gen estructural (p.
€j., que codifica el polipéptido heterdlogo), intrones con sitios donantes y aceptores de corte y empalme funcionales.

Ademas de una secuencia promotora, el casete de expresion debera contener también una regiéon de terminacién de
la transcripcion cadena abajo del gen estructural para proporcionar una terminacion eficiente. La region de
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terminacion se puede obtener a partir del mismo gen que la secuencia promotora o se puede obtener a partir de
genes diferentes.

El vector de expresion concreto usado para transportar la informacion genética al interior de la célula no es
particularmente crucial. Se puede usar cualquiera de los vectores convencionales usados para la expresion en
células eucariotas o procariotas. Los vectores de expresion bacteriana estdndar incluyen plasmidos tales como
plasmidos basados en pBR322, pSKF, pET23D, y sistemas de expresién de fusion tales como GST y LacZ.
También se pueden afadir marcadores de epitopos a las proteinas recombinantes para proporcionar procedimientos
comodos de aislamiento, por ejemplo c-myc.

En los vectores de expresion en eucariotas normalmente se usan vectores de expresién que contienen elementos
reguladores de virus eucariotas, por ejemplo vectores de SV40, vectores del virus del papiloma y vectores derivados
del virus de Epstein-Barr. Otros vectores eucariéticos de ejemplo incluyen pMSG, pAVO009/A*, pMTO10/A%,
pMAMneo-5, baculovirus pDSVE, y cualquier otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la direccion del
promotor temprano de SV40, el promotor tardio de SV40, el promotor de la metalotioneina, el promotor del virus de
tumor mamario murino, el promotor del virus del sarcoma de Rous, el promotor de la poliedrina, y otros promotores
que se han demostrado eficaces ara la expresion en células eucariotas.

Algunos sistemas de expresion tienen marcadores que proporcionan amplificacion génica, tales como timidina
quinasa, hidromicina B fosfotransferasa y dihidrofolato reductasa. Como alternativa, también son adecuados los
sistemas de expresion de alto rendimiento que no implican amplificacion génica, tales como vector de baculovirus en
células de insectos, con una secuencia polinucleotidica que codifica el péptido bajo la direccion del promotor de la
poliedrina u otros promotores de baculovirus fuertes.

Los elementos que normalmente se incluyen en los vectores de expresion también incluyen un replicdn que funciona
en E. coli, un gen que codifica resistencia a antibidticos para permitir la selecciéon de bacterias que alojan plasmidos
recombinantes y sitios de restriccion unicos en regiones no esenciales del plasmido para permitir la insercion de
secuencias eucaribticas. El gen de resistencia a antibioticos elegido no es crucial, son adecuados cualquiera de los
muchos genes de resistencia conocidos en la técnica. Las secuencias procariéticas se eligen, opcionalmente, de un
modo tal que no interfieran en la replicacién del ADN en las células eucariotas, en caso necesario. De un modo
similar a los marcadores de seleccién de resistencia a antibi6ticos, los marcadores de seleccion metabdlicos
basados en vias metabdlicas conocidas también se pueden usar como medio para seleccionar las células huésped
transformadas.

Cuando se desea la expresion periplasmica de una proteina recombinante (p. ej., un péptido para usar en la
presente invencion), el vector de expresion comprende ademas una secuencia que codifica una sefial de secrecion,
tal como la sefial de secrecion OppA (proteina de unién al oligopéptido periplasmico) de E. coli o una version
modificada de la misma, que esta conectada directamente al extremo 5 de la secuencia de codificacion de la
proteina a expresar. La secuencia sefial dirige la proteina recombinante producida en el citoplasma a través de la
membrana celular en el espacio periplasmico. El vector de expresion puede ademas comprender una secuencia de
codificaciéon para la peptidasa sefial 1, que es capaz de escindir enzimaticamente la secuencia sefial cuando la
proteina recombinante entra en el espacio periplasmico. Una descripcion mas detallada de la produccién
periplasmica de una proteina recombinante se puede encontrar en, por ejemplo, Gray y col., Gene 39: 247 - 254
(1985), las patentes de EE.UU. N° 6.160.089 y 6.436.674.

C. Procedimientos de transfeccion

Los procedimientos de transfeccion estandar se usan para producir lineas celulares de bacterias, mamiferos,
levaduras, insectos i plantas que expresan cantidades grandes de un péptido, que después se purifican usando
técnicas estandar (véase, por ejemplo, Colley y col., J. Biol. Chem. 264:17619 - 17622 (1989); Guide to Protein
Purification, in Methods in Enzymology, vol. 182 (Deutscher, ed., 1990)). La transformacion de células eucariotas y
procariotas se realiza de acuerdo con técnicas estandar (véase, por ejemplo, Morrison, J. Bact. 132:349 - 351
(1977); Clark-Curtiss y Curtiss, Methods in Enzymology 101:347 - 362 (Wu y col., eds, 1983).

Se puede usar cualquiera de los procedimientos para introducir secuencias nucleotidicas extrafias en las células
huésped. Estos incluyen el uso de transfeccion con fosfato calcico, polibreno, fusion de protoplastos,
electroporacion, liposomas, microinyeccion, vectores plasmaticos, vectores virales y cualquiera de los oros
procedimientos bien conocidos para introducir ADN genémico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genérico
extrafio en una célula huésped (véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, supra). Solo es necesario que el
procedimiento de ingenieria genérica concreta usado pueda introducir con éxito al menos un gen en la célula
huésped capaz de expresar el péptido.

D. Deteccién de la expresiéon recombinante de un péptido en las células huésped

Una vez que el vector de expresion se ha introducido en las células huésped adecuadas, las células transfectadas
se cultivan en condiciones que favorecen la expresion del péptido. Después, las células se someten a deteccidon
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selectiva de la expresion del péptido recombinante, que después se recupera del cultivo usando técnicas estandar
(véase, por ejemplo, Scopes, Protein Purification: Principles and Practice (1982); patente de EE.UU. N° 4.673.641;
Ausubel y col., supra; y Sambrook y Russell, supra).

Los expertos en la técnica conocen bien varios procedimientos generales para la deteccion selectiva de la expresion
génica. En primer lugar, la expresién génica se puede detectar a nivel del acido nucleico. Normalmente se usan
diversos procedimientos de medicion especifica de ADN y ARN usando técnicas de hibridacion de acido nucleico (p.
€j., Sambrook y Russell, supra). Algunos procedimientos implican una separacion por electroporacion (p. e€j.,
transferencia Southern para detectar ADN y transferencia Northern para detectar ARN), pero la deteccién de ADN o
de ARN se puede llevar a cabo sin electroforesis también (tal como transferencia puntual). La presencia de acido
nucleico que codifica un péptido de la presente invencién en células transfectadas también se puede detectar
mediante PCR o RT-PCR usando cebadores especificos de secuencia.

En segundo lugar, la expresion génica se puede detectar a nivel de polipéptido. Los expertos en la técnica usan de
forma rutinaria varios ensayos inmunologicos para medir el nivel de un producto génico, en particular usando
anticuerpos policlonales o monoclonales que reaccionan especificamente con un péptido, en particular uno que
contiene un polipéptido heterdlogo lo bastante grande (p. ej., Harlow y Lane, Antibodies, A Laboratory Manual,
Chapter 14, Cold Spring Harbor, 1988; Kohler y Milstein, Nature, 256: 495 - 497 (1975)). Dichas técnicas requieren
preparacion de anticuerpos seleccionando anticuerpos con especificidad elevada contra el péptido o una porcién
antigénica del mismo. Los procedimientos de producir anticuerpos policlonales y monoclonales estan bien
establecidos y sus descripciones se pueden encontrar en la literatura, véase, por ejemplo, Harlow y Lane, supra;
Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 6: 511 - 519 (1976).

IV. Purificacion de péptidos

A. Purificacién de péptidos sintetizados quimicamente

La purificacion de péptidos sintéticos se consigue usando varios procedimientos de cromatografia, tal como HPLC
de fase inversa, permeacion en gel, intercambio i6nico, exclusién por tamario, afinidad, reparto o distribucion
contracorriente. Las elecciones de las matrices y tampones adecuados son bien conocidas en la técnica.

B. Purificacién de péptidos producidos de forma recombinante

1. Purificacion de péptidos a partir de cuerpos de inclusion bacterianos

Cuando bacterias transformadas producen un péptido de forma recombinante en grandes cantidades, normalmente
después de la induccion por un promotor, aunque la expresion puede ser constitutiva, los péptidos pueden formar
agregados insolubles. Existen varios protocolos que son adecuados para la purificacion de cuerpos de inclusién
proteicos. Por ejemplo, la purificacién de proteinas agregadas (en lo sucesivo en el presente documento
denominadas cuerpos de inclusion) normalmente implica la extraccion, separacion y/o purificacion de los cuerpos de
inclusién rompiendo las células bacterianas, por ejemplo mediante incubacién en un tampén de aproximadamente
100 - 150 pg/ml de lisozima y 0,1 % de Nonidet P40, un detergente no iénico. La suspensién celular se puede moler
usando un molinillo Polytron (Brinkman Instruments, Westbury, NY). Como alternativa, Las células se pueden
sonicar en hielo. Procedimientos alternativos para lisar bacterias se describen en Ausubel y col., y Sambrook y
Russell, ambos supra, y seran evidentes para los expertos en la técnica.

Generalmente, la suspensiéon celular se centrifuga y el sedimento que contiene los cuerpos de inclusion se
resuspende en tampédn, que no se disuelve pero lava los cuerpos de inclusion, por ejemplo Tris-HCI 20 mM (pH 7,2),
EDTA 1 mM, NaCl 150 mM y 2 % de Triton-X 100, un detergente no i6nico. Puede ser necesario repetir la etapa de
lavado para eliminar cuantos mas desechos celulares como sea posible. El sedimento restante de los cuerpos de
inclusién se puede resuspender en un tampo6n adecuado (p. ej., fosfato s6dico 20 mM, pH 6,8, NaCl 150 mM). Otros
tampones adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica.

Tras la etapa de lavado, los cuerpos de inclusién se solubilizan mediante la adicién de un disolvente que es tanto un
aceptor fuerte de hidrégenos como un donante fuerte de hidrégenos (o una combinacion de disolventes, teniendo
cada uno de ellos una de estas propiedades). Las proteinas que formaron los cuerpos de inclusion se pueden
renaturalizar después mediante dilucién o dialisis con un tampon compatible. Entre los disolventes adecuados se
incluyen urea (de aproximadamente 4M a aproximadamente 8M), formamida (al menos aproximadamente un 80 %,
basado en el volumen/volumen) y clorhidrato de guanidina (de aproximadamente 4M a aproximadamente 8M).
Algunos disolventes que son capaces de solubilizar las proteinas formadoras de agregados, tales como SDS
(dodecilsulfato sodico) y 70 % de acido formico, pueden no ser adecuados para usar en este procedimiento debido a
la posibilidad de la desnaturalizacion irreversible de las proteinas, acompafada de una falta de inmunogenicidad y/o
actividad. Aunque el clorhidrato de guanidina y agentes similares son desnaturalizantes, esta desnaturalizaciéon no
es irreversible y se puede producir la renaturalizacion tras la eliminaciéon (mediante, por ejemplo, dialisis) o dilucién
del agente desnaturalizante, lo que permite que se vuelva a formar la proteina inmumoldgicamente y/o
biologicamente activa de interés. Tras la solubilizacion, la proteina se puede separar de otras proteinas bacterianas
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mediante técnicas de separacion estandar. Para una descripcion adicional la purificacion de polipéptidos
recombinantes de cuerpos de inclusion bacterianos, véase, por ejemplo, Patra y col., Protein Expression and
Purification 18:182 - 190 (2000).

Como alternativa, es posible purificar polipéptidos recombinantes, por ejemplo un péptido para usar en la presente
invencion, del periplasma bacteriano. Cuando el polipéptido recombinante se exporta al periplasma de la bacteria, la
fraccion periplasmica de la bacteria se puede aislar mediante choque osmoético frio ademas de por otros
procedimientos conocidos para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel y col. supra). Par aislar
péptidos recombinantes del periplasma, las células bacterianas se centrifugan para formar un sedimento. El
sedimento se resuspende en n tampon que contiene 20 % de sacarosa. Para lisar las células, las bacterias se
centrifugan y el sedimento se resuspende en MgSOs 5 mM helado y se mantiene en un bafio de hielo durante
aproximadamente 10 minutos. La suspension celular se centrifuga y el sobrenadante se decanta y se guarda. Los
péptidos recombinantes presentes en el sobrenadante se pueden separar de las proteinas huésped mediante
técnicas de separacion estandar bien conocidas para los expertos en la técnica.

2. Técnicas estandar de separacion de proteinas para purificacion

Cuando un polipéptido recombinante, por ejemplo un péptido para uso en la presente invencion, se expresa en las
células huésped en una forma soluble, su purificacion puede seguir el procedimiento estandar de purificacion de
proteinas que se describe mas adelante. Este procedimiento estandar de purificacion también es adecuado para
purificar péptidos obtenidos a partir de sintesis quimica.

i. Fraccionamiento por solubilidad

A menudo como etapa inicial, y si la mezcla de proteinas es compleja, un fraccionamiento de sales inicial puede
separar muchas de las proteinas indeseadas de la célula huésped (o proteinas derivadas de los medios de cultivo
celular) de la proteina recombinante de interés, por ejemplo un péptido para usar en la presente invencién. La sal
preferida es sulfato aménico. El sulfato aménico precipita las proteinas reduciendo de un modo eficaz la cantidad de
agua en la mezcla de proteinas. Después, las proteinas precipitan basado en su solubilidad. Cuanto mas hidréfoba
es una proteina, mas probable es que precipite a concentraciones menores de sulfato aménico. Un protocolo tipico
es afadir sulfato amoénico saturado a una solucién proteica de modo que la concentracion de sulfato aménico
resultante esta entre 20-30 %. Esto precipitara las proteinas mas hidréfobas. El precipitado se desecha (a menos
que la proteina de interés sea hidrofoba) y se afiade sulfato amodnico al sobrenadante hasta una concentracion que
se sabe que precipita la proteina de interés. Después, el precipitado se solubiliza en tampo6n y el exceso de sal se
elimina en caso necesario mediante dialisis o diafiltracion. Otros procedimientos que dependen de la solubilidad de
las proteinas, tales como precipitacién en etanol frio, son bien conocidos para os expertos en la técnica y se pueden
usar para fraccionar mezclas proteicas complejas.

ii. Filtracién diferencial por tamario

Basado en el peso molecular calculado se puede aislar una proteina de mayor y menor tamario usando ultrafiltracion
a través de membranas de diferentes tamarios de poro (p. ej., membranas Amicon o Millipore). Como primera etapa,
la mezcla de proteinas se ultrafiltra a través de una membrana con un tamafo de poro que tiene un valor de corte
del peso molecular inferior al peso molecular de una proteina de interés, por ejemplo un péptido para usar en la
presente invencion. Lo que ha quedado retenido en la ultrafiltracion se ultrafiltra después frente a una membrana con
un valor de corte molecular superior al peso molecular del péptido de interés. La proteina recombinante atravesara la
membrana hacia el filtrado. Después, el filtrado se puede someter a cromatografia como se describe a continuacién.

iii. Cromatografia en columna

Una proteina de interés (tal como un péptido para usar en la presente invencion) también se puede separar de otras
proteinas segun su tamafo, carga neta en la superficie, hidrofobicidad o afinidad por los ligandos. Ademas, los
anticuerpos producidos contra un péptido de la presente invenciéon se pueden conjugar con matrices de la columna y
el péptido se inmunopurifica. En la técnica se conocen bien todos estos procedimientos.

Para un experto en la técnica sera evidente que se pueden realizar técnicas cromatograficas a cualquier escala y
usando equipo de muchos fabricantes diferentes (p. €j., Pharmacia Biotech).

C. Confirmacion de la secuencia peptidica

La secuencia de aminoacidos de un péptido se puede confirmar mediante una serie de procedimientos bien
establecidos. Por ejemplo, el procedimiento convencional de la degradacién de Edman se puede usar para
determinar la secuencia de aminoacidos de un péptido. Asimismo, con frecuencia se usan para este fin diversas
variaciones de los procedimientos de secuenciacibn basados en la degradacion de Edman, incluyendo
microsecuenciacion, y procedimientos basados en espectrometria de masas.
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D. Modificacién de péptidos

Los péptidos se pueden modificar para conseguir propiedades mas deseables. Es bien conocido el disefio de
péptidos modificados quimicamente y de imitadores peptidicos que son resistentes a la degradaciéon por enzimas
proteoliicas o que han mejorado su solubilidad o capacidad de unién.

Los aminoacidos modificados o derivados quimicos de los péptidos o péptidos de fusion pueden contener restos
quimicos adicionales de aminoacidos modificados que normalmente no forman parte de la proteina HER-2/Neu. Las
modificaciones covalentes de los péptidos estan incluidas dentro del ambito de la presente divulgaciéon. Estas
modificaciones se pueden introducir en un péptido haciendo reaccionar los residuos de aminoacidos del péptido con
un agente de derivatizacion organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o residuos
terminales. Los ejemplos siguientes de derivados quimicos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no como limitacién.

El disefio de imitadores peptidicos que son resistentes a la degradacion por enzimas proteoliticas es conocido por
los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sawyer, Structure-Based Drug Design, P. Verapandia, Ed., N.Y.
(1997); patentes de EE.UU. N° 5.552.534 y 5.550.251. Ambas estructuras peptidicas y las modificaciones de las
cadenas laterales se pueden usar en el disefio de imitacion de la estructura secundaria. Posibles modificaciones
incluyen la sustitucion de D-aminoacidos, N®-Me-aminoacidos, Ca-e-aminoacidos y acidos deshidroamino. Hasta la
fecha se han disefiado varios miméticos de la estructura secundaria y se incorporan en péptidos o peptidomiméticos.

Otras modificaciones incluyen la sustitucion de un aminoacido natural con un aminoacido hidroxilado no natural, la
sustitucion de los grupos carboxi en aminoacidos acidos con derivados de nitrilo, la sustitucién de los grupos
hidroxilo en aminoacidos basicos con grupos alquilo o la sustitucion de metionina con sulféxido de metionina.
Ademas, un aminoacido de un péptido HER-2/Neu o un péptido de fusion se pueden sustituir con el mismo
aminoacido pero de quiralidad opuesta, es decir un L-aminoacido de origen natural se puede sustituir por su
configuracién D.

V. Fusién de un epitopo her-2/neu con un polipéptido heterélogo

En un aspecto de esta divulgacion, un péptido correspondiente a un epitopo promiscuo de linfocitos T HER-2/Neu se
une a un polipéptido heterdlogo mediante un enlace covalente para formar un péptido de fusién, de forma que se
potencia la capacidad del epitopo HER-2/Neu para inducir una respuesta de linfocitos T. Con frecuencia, este enlace
covalente es un enlace peptidico y el epitopo HER-2/Neu y el polipéptido heterélogo forman un polipéptido nuevo.
Este enlace peptidico puede ser un enlace peptidico directo entre el epitopo HER-2/Neu y el polipéptido heter6logo o
puede ser un enlace peptidico indirecto proporcionado a modo de ligador peptidico entre el epitopo HER-2/Neu y el
polipéptido heterdlogo.

Otros enlaces covalentes también son adecuados para el propésito de fusionar el péptido HER-2/Neu con el
polipéptido heter6logo. Por ejemplo, un grupo funcional (tal como un grupo amina no terminal, un grupo de acido
carboxilico no terminal, un grupo hidroxilo y un grupo sulfhidrilo) de un péptido puede reaccionar facilmente con un
grupo funcional del otro péptido y establecer un enlace covalente, distinto a un enlace peptidico, que conjugue los
dos péptidos. Un enlace covalente entre un péptido de un epitopo HER-2/Neu y un polipéptido heterologo también
se puede proporcionar mediante una molécula ligadora con uno o mas grupos funcionales adecuados. Dicha
molécula ligadora puede ser un ligador peptidico o un ligador no peptidico. Un ligador puede derivatizarse para
exponer o unir grupos funcionales reactivos adicionales antes de la conjugacion. La derivatizacion puede implicar la
unién de cualquiera de una serie de moléculas tales como las disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford,
lllinois.

VI. Ensayos funcionales

Un epitopo HER-2/Neu de la presente divulgacion (o un péptido de fusion que comprende un péptido HER-2/Neu y
un polipéptido heterdlogo) es util por su capacidad para inducir una respuesta inmunitaria de linfocitos T especificos
de una proteina HER-2/Neu cuando el epitopo es presentado por una célula presentadora de antigeno puede tener
uno de al menos 10 alelos HLA-DR diferentes, mas preferentemente al menos 15, 20 o 25 alelos HLA-DR diferentes.
Se pueden usar varios ensayos funcionales para confirmar la capacidad de un epitopo HER-2/Neu para inducir dicha
respuesta inmunitaria de linfocitos T especificos de HER-2/Neu de un modo promiscuo con respecto a las células
presentadoras de antigeno de diferentes alelos HLA-DR, incluido el ensayo de proliferacion y ensayos de citometria
de flujo que detectan la union entre un receptor de linfocitos T y un epitopo peptidico o la produccion de citocinas por
los linfocitos T.

El sistema de ensayos funcionales usados en los Ejemplos de esta solicitud es particularmente adecuado para este
fin. En resumen, se usa un panel de al menos 10, preferentemente al menos 15, 20 o 25 lineas de células
presentadoras de antigenos, cada una homocigota para un alelo HLA-DR diferente para presentar los péptidos
derivados de HER-2/Neu a un clon de linfocitos T CD4* (p. ej., el clon HER500.23c21) que responde
especificamente a la proteina HER-2/Neu (p. ej., mediante la produccién de citocinas tales como IFNy o IL-2). El
epitopo 270 - 284 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 3 se usa como control positivo, mientras que

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561677713

un péptido derivado de HER-2/N irrelevante, sin péptido y cada linea de células presentadoras de antigenos sola se
usan como controles negativos para los ensayos. Los ensayos se realizan en placas de cultivo de multiples pocillos
en un medio adecuado con las células presentadoras de antigeno y linfocitos y CD4* en cada pocillo. Los péptidos
se diluyen hasta una concentracion adecuada y se afiaden a cada pocillo. Tras la incubacion de un periodo de
tiempo adecuado, los sobrenadantes se recogen de los pocillos y se analiza la produccién de citocinas, que se
pueden medir mediante ELISA basado en la absorbancia a 492 nm. Normalmente, el efecto de un epitopo
promiscuo de clase Il HER-2/Neu descrito en el presente documento sobre la induccion de una respuesta de
linfocitos T CD4* especificos de HER-2/Neu es al menos un 25 % del efecto del epitopo HER-2/Neu 270 - 284 (que
tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N° 2) en las mismas condiciones de ensayo, por ejemplo a
la misma concentracion molar y presentados por las células presentadoras de antigeno del mismo alelo HLA-DR
individual. Mas preferentemente, dicho efecto es al menos 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mayor del
mostrado por el epitopo HER-2/Neu 270 - 284 en las mismas condiciones.

VIl. Composiciones y administracion

La presente divulgacién también proporciona composiciones que comprenden una cantidad eficaz de (1) un péptido
HER-2/Neu o (2) un péptido de fusién que comprende un péptido HER-2/Neu y un polipéptido heterélogo o (3) una
célula presentadora de antigeno (CPA) con el péptido de (1) o (2) que forma un complejo con una molécula del MHC
sobre la superficie de la célula para inducir una respuesta inmunitaria de linfocitos T especificos de una proteina
HER-2/Neu en aplicaciones tanto profilacticas como terapéuticas. Las composiciones farmacéuticas son adecuadas
para usar en diversos sistemas de liberacién de farmacos. Formulaciones adecuadas para usar en la presente
invencion se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Philadelphia, PA, 172
Ed. (1985). Para una breve revision de los procedimientos para la liberacién de farmacos, véase Langer, Science
249: 1527 - 1533 (1990).

Se pueden generar células presentadoras de antigeno (CPA) para la carga peptidica mediante diversos
procedimientos. La materia prima de partida es la sangre periférica o una leucaféresis con o sin movilizacion. Las
CPA se pueden aislar mediante multiples procedimientos, por ejemplo centrifugacién en densidad de flotacién,
hidroseparacién, perlas magnéticas y adherencia en plastico usados solos o en combinacion. Después del
aislamiento, las CPA se cultivan durante 1-14 dias con o sin la presencia de citocinas, factores de crecimiento,
agentes de activacion y agentes de maduracion. Las CPA se cargan con un péptido mediante la adicion de péptido
al cultivo en concentraciones de 1 ug a 1 mg/ml durante 6-48 horas. Las CPA se recogen, se lavan y se
resuspenden en una formulacién adecuada para infusiéon. Las CPA se pueden liberar frescas o se pueden mantener
en conservacion congeladas para liberar mas adelante.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por varias vias, por ejemplo, subcutanea, intradérmica,
transdérmica, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal. Las vias preferidas de administracion de las
composiciones farmacéuticas son las vias subcutanea o intradérmica a dosis bisemanales de aproximadamente 1
Mg - 10 mg, preferentemente 50 pug-1 mg, de un péptido para un ser humano adulto de 70 kg. La dosis adecuada se
puede administrar a intervalos semanales, bisemanales 0 mensuales.

Las CPA pulsadas peptidicas se pueden administrar por varias vias, por ejemplo, subcutanea, intradérmica,
intravenosa o intraperitoneal. Las CPA pulsadas peptidicas se liberan a intervalos semanales, bisemanales o
mensuales a dosis de 1 millén-10 billones de células.

Para preparar composiciones farmacéuticas que contienen un péptido, se usan excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Las composiciones farmacéuticas liquidas incluyen, por ejemplo, soluciones,
suspensiones y emulsiones adecuadas para administracion intradérmica, subcutanea, parenteral o intravenosa. Las
soluciones de agua estéril del componente activo (p. €j., un péptido HER-2/Neu o péptido de fusiéon) o soluciones
estériles del componente activo en disolventes que comprenden agua, agua tamponada, soluciéon salina, PBS,
etanol o propilenglicol son ejemplos de composiciones liquidas adecuadas para administracion parenteral. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para
aproximarse a las condiciones fisiologicas, tales como agentes tampon y agentes de de ajuste del pH, agentes de
ajuste de la tonicidad, agentes humectantes, detergentes y similares.

Las soluciones estériles se pueden preparar disolviendo el componente activo (p. ej., un péptido HER-2/Neu o
péptido de fusidén) en el sistema disolvente deseado y pasar después la solucion resultante por un filtro de
membrana para esterilizarlo o, como alternativa, disolviendo el compuesto estéril en un disolvente esterilizado
previamente en condiciones estériles. Las soluciones acuosas resultantes se pueden empaquetar par usar tal cual o
liofilizadas, estando la preparacion liofilizada combinada con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracion.
El pH de las preparaciones normalmente estara entre 3 y 11, mas preferentemente de 5 a 9 y lo mas
preferentemente de 7 a 8.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un péptido HER-2/Neu o péptido de fusién se pueden administrar

para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un
paciente ya afectado por una afeccion que puede agravarse por la proliferacion de células tumorales que
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sobreexpresan la proteina HER-2/Neu en una cantidad suficiente para prevenir, curar, invertir o al menos ralentizar o
detener parcialmente los sintomas de la afeccion y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto
se define como una “dosis terapéuticamente eficaz’. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la
gravedad de la enfermedad o afeccion y el peso y estado general del paciente, pero generalmente varian de
aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10 mg del péptido HER-2/Neu o péptido de fusion bisemanalmente para
un paciente de 70 kg, usandose con mas frecuencia las dosis de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 1 mg
del péptido bisemanalmente para un paciente de 70 kg. La dosis adecuada se puede administrar a intervalos
semanales, bisemanales o mensuales.

Se pueden llevar a cabo administraciones sencillas o multiples de las composiciones, de las que los niveles y el
patrén de dosis son seleccionados por el médico encargado del tratamiento. En cualquier caso, las formulaciones
farmacéuticas deberan proporcionar una cantidad de un péptido HER-2/Neu o péptido de fusién suficiente para
inhibir con eficacia la proliferacion de células tumorales que sobreexpresan HER-2/Neu en el paciente con fines
terapéuticos.

VIII. Procedimiento para detectar la respuesta de linfocitos T especificos de la proteina her-2/neu

La presente invencidén proporciona ademas un procedimiento in vitro para detectar si una respuesta inmunitaria de
linfocitos T especificos de una proteina HER-2/Neu esta presente en un paciente como se define en las
reivindicaciones. Este procedimiento incluye las etapas siguientes: primera, se obtienen de un paciente los linfocitos,
incluyendo al menos un linfocito T y una célula presentadora de antigeno. Muestras adecuadas que proporcionan
dichos linfocitos incluyen sangre, infiltrados tumorales y ganglios linfaticos o fluidos linfaticos. Segunda, los linfocitos
T y las células presentadoras de antigeno se exponen a un péptido HER-2/Neu (o un péptido de fusién que
comprende el péptido HER-2/Neu y un péptido heterdlogo) de la presente invencion en condiciones que permitirian
la presentacion adecuada de un epitopo de linfocitos por la célula presentadora de antigeno al linfocito T. Tercera,
los signos de una respuesta de linfocitos T se miden in vitro por medios bien conocidos en la técnica, tales como
ELISPOT, ensayo de proliferacion o citometria de flujo. Cuando una respuesta de linfocitos T se detecta por
cualquiera de estos procedimientos se puede concluir que existe una respuesta inmunitaria de linfocitos T
especificos de una proteina HER-2/Neu en el paciente.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se proporcionan a modo de ilustracion unicamente y no como limitacién. Los expertos en la
técnica reconoceran facilmente varios parametros no criticos que podrian modificarse o cambiarse para dar
esencialmente resultados similares.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos

Proteinas recombinantes y péptidos sintéticos. BA7072 es una proteina de fusion recombinante patentada
fabricada por Dendreon Corporation (Seattle, WA) para usar en la vacuna experimental APC8024, para el
tratamiento de los canceres HER-2/neu+. BA7072 contiene secuencias proteicas del dominio extracelular (DEC) y
del dominio intracelular (DIC) de HER-2/neu. HER500 es una proteina recombinante también producida por
Dendreon Corporation que contiene secuencias tanto del DEC como del DIC de HER-2/neu y es la porcion HER-
2/neu del antigeno BA7072. Para definir respuestas inmunitarias especificas HER500 in vitro se generaron 125
péptidos de la secuencia proteica HER500. Estos péptidos tenian una longitud de 15 aminoacidos, solapados por 11
unidades (Genemed Synthesis, South San Francisco, CA). E péptido HER500 n° 63 (HERp270-284,
ALVTYNTDTFESMPN) de los 125 péptidos HER500 corresponde a los aminoacidos 270 - 284 de la secuencia HER-
2/neu natural. Ademas de los péptidos de 15 unidades HER500 generados se sintetizaron péptidos de 9, 10, 11, 12,
13, 14, 16 y17 unidades a partir de los residuos 268 - 286 de la secuencia de HER-2/Neu. Estos péptidos derivaron
después de truncamientos en los extremos NH2- y COOH o la adicién de 1-2 aminoacidos a HERp270-284 para dar
los péptidos descritos. Todos los péptidos HER500 se secuenciaron y se determin6é que tenian una pureza >95 %
mediante HPLC analitica y espectroscopia de masas (Genemed Synthesis).

Recolecciéon de muestras de donantes sanos y del sujeto Todas las muestras de los donantes sanos y del suero
se recogieron de acuerdo con los protocolos patrocinados por el investigador aprobados por la Junta de Revision de
la investigacion adecuada. Después de recibir el consentimiento informado, se recogieron muestras de sangre
entera mediante venopuncion en tubos de tipo vacutainer heparinizados o jeringuillas preparadas para transporte y/o
procesamiento. Después de recibir las muestras de sangre en nuestro laboratorio se recolectaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en condiciones estériles mediante centrifugacion por gradiente de
densidades y se prepararon para usar en ensayos especificados.

Generacioén in vitro de clones de linfocitos T especificos de HER-2/neu . Las PBMC de un sujeto que esta

recibiendo APC8024, un tratamiento experimental para el cancer positivo para HER-2/neu, se estimularon en un
matraz de cultivo tisular T-24 con 10 ug/ml de BA7072 durante la noche en medio RPMI 1640 con L-glutamina 2mM,
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penicilina 50 U/ml, 50 pg/ml de estreptomicina y tampon HEPES 20mM con 10 % de suero AB humano (Gemini
BioProducts, Calabasas, CA) (cRPMI+10 %HS). Al dia siguiente se aislaron las células secretoras de IFNy del
cultivo de PBMC usando el kit de deteccion y enriquecimiento para el ensayo de secrecion de (Miltenyi Biotech,
Auburn, CA). La poblacion enriquecida con IFNy se sembré en placas mediante dilucion limite en placas de fondo
redondo de 96 pocillos con 10 U/ml de IL-2 humana recombinante (Invitrogen). Las células no secretoras de IFNy se
irradiaron (3.000 rad) y se afiadieron a 50 pl por pocillo, dando un volumen final en todos los pocillos de 150 pl. Las
placas se incubaron durante siete dias a 37 2C con 5 % de CO.. A partir de este sujeto también se generaron células
linfoblastoide transformadas en EBV (EBV-LcL) usando PBMC aut6logas y sobrenadante de la linea celular B95-8
(ATCC, Manassas, VA) para la expansion y analisis de clones de linfocitos T autdlogos. El dia 7 de la clonacion, las
células secretoras de IFNy se expandieron inespecificamente en placas de 96 pocillos como se ha descrito
anteriormente (Yee y col., 2002. Proc Natl Acad Sci USA 99:16168 - v16173). En resumen, a cada pocillo, se
afiadieron 100 pl de medio cRPMI+10 %HS con 25 U/ml de IL-2 humana recombinante y10 ng/ml de anticuerpo anti-
CD3 humano (BD Pharmingen, San Diego, CA) con 1x10%pocillo de EBV-LcL irradiadas autélogas y 1x10%/pocillo de
PBMC alogénicas irradiadas. Las placas se incubaron durante 14 dias a 37 °C y después se inspeccionaron
visualmente los pocillos para determinar crecimiento positivo. Los clones positivos para el crecimiento, el clon
HER23c21 y otros se transfirieron a placas de 24 pocillos y se expandieron usando riL-2, anti-CD3 y ceélulas
accesorias como se ha indicado anteriormente. El volumen final de cada pocillo fue de 2,4 ml y las células
accesorias aumentaron de numero para dar 2x108/pocillo de PBMC alogénicas irradiadas y 1x10%pocillo de EBV-
LcL autélogas irradiadas por pocillo.

Identificacion y caracterizacion de los clones de linfocitos T de HER-2/neu. Los clones se sometieron a
deteccién selectiva segun la especificidad antigénica usando PBMC autélogas y antigeno o EBV-LcL autélogas y
péptidos Her500. Las estimulaciones se realizaron en placas de fondo redondo de 96 pocillos en medio cRPMI+10
% FBS y se incubaron durante 48 horas a 37 °C con 5 % de CO2. Adicionalmente, los clones se tifieron para
detectar la expresion de superficie de CD4 y CD8 mediante citometria de flujo.

Produccion de citocinas. Para determinar la produccion de citocinas en los ensayos de estimulacién especifica de
antigeno, tras 48 horas se extrajeron 200 ul de sobrenadante de los cultivos y se analiz6 la produccion de IL-2 e
IFNy. La produccion de IL-2 se midié6 usando la linea HT-2 dependiente de IL-2 (ATCC). Las células HT-2 se
cultivaron en IMDM con 10 % de FBS y NEAA 100uM, piruvato sédico 1 mM, L-glutamina 2mM, penicilina 50 mM, 50
U/ml de estreptomicina, HEPES 20 mM y 2-mercaptoetanol 20 uM (cIMDM+10 %FBS) y fueron alimentadas dos
veces a la semana con 20 ng/ml de rIL-2. Para el ensayo, 4 dias después de dividir las células HT-2, las células se
lavaron con IMDM+10 % FBS para eliminar el rlL-2, y se afiadieron células a placas de fondo redondo de 96 pocillos
a 1x10* células/pocillo en cIMDM + 10 %FBS. Los sobrenadantes de la estimulacion especifica de antigeno se
afadieron a los pocillos y las placas se incubaron 24-30 horas a 37 °C. Al dia siguiente se afiadié 1 uCi de 3[H] TdR
durante las ultimas 6 horas del ensayo y las placas se recogieron en laminas de filtro de fibra de vidrio y la
incorporacion del radioisétopo o la respuesta proliferativa se determiné mediante cuentas por minuto usando un
contador de centelleo liquido (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc. Boston, MA). La produccién de IFNy se
midié usando los pares de anticuerpo anti-de IFNy humano para ELISA (BD Pharmingen, San Diego, CA). En
resumen, placas Immulon 4 (Thermo Labsystems/ VWR, Brisbane, CA) se revistieron durante la noche con anticuerpo
anti-IFNy humano (NIB42) a 3 pg/ml Al dia siguiente se desecho el anticuerpo de revestimiento y se afiadioé 4 % de
seroalbumina bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, MO) en PBS (Invitrogen) a los pocillos y las placas se incubaron
durante 2 horas a 37 °C. Las placas se lavaron con PBS+ 0,05 %Tween 20 y se afiadieron 100 yl de muestras de
sobrenadante de la estimulacion especifica del antigeno a los pocillos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1,25 - 2 horas. Las placas se lavaron y el anticuerpo anti- IFNy humano (4S.B3) biotinilado se diluyé en 1 %
de BSA en PBS (1 pg/ml) y se afadié a las placas durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar las
placas, Estrep-Avidina HRP (BD Pharmingen) se diluyé a 1:1.000 en PBST y se afiadi6 a los pocillos durante 30
minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, las placas se lavaron y se afiadié Sigma® Fast OPD durante 15 minutos
en oscuridad. Se anadio HCI 2M para detener la reaccion y se leyeron las placas para determinar la absorbancia a
492 nm en un espectrofotometro.

Restriccion de HLA-DR y promiscuidad: Para determinar la restriccion del HLA-DR del epitopo de linfocitos T
HERp270-284, el AcMo anti-HLA-DR L243, el AcMo HLA-DQ 1a3 o el AcMo HLA-DP B7/21 (20 — 1,25 pg/ml) se
cultivaron con el clon de linfocitos T HER.23c21, el péptido HERp270-284 y las EBV-LcL autélogas en medio
cRPMI+10 %FBS. Los sobrenadantes se recogieron tras 48 horas y se analizé la produccion de IL-2 e IFNy.
También se analizd6 HERp270-284 para determinar la promiscuidad de HLA-DR usando las lineas EBV-LcL
adquiridas en la Coleccion Europea de Cultivos Celulares originada a partir del 12 Taller Internacional sobre
Histocompatibilidad (IHW) celebrado en Estrasburgo, Francia. Las lineas de IHW enumeradas en la Tabla | son
homocigotos para varios alelos HLA-DRB1 y se propagaron en medio RPMI 1640 con 10 % de suero bovino fetal,
HEPES 20 mM, L-glutamina 2mM, penicilina 50mM y 50U/ml de estreptomicina (cRPMI+10 %FBS) (Invitrogen,
Carlsbad, CA Para analizar la promiscuidad del MHC de clase Il se afiadi6 HERp270-284 a 1ug/ml con cada linea EBV-LcL
separada (2x10° células/pocillo) y el clon de linfocitos T HER.23c21 (1x10% células/pocillo) en placas de fondo
redondo de 96 pocillos en medio cRPMI+10 %FBS a 37° C. Los sobrenadantes se recogieron tras 48 horas y se
analiz6 la produccion de IFNy.

Resultados
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APC8024 es una inmunoterapia de células autélogas en investigacion para el cancer de mama que expresa
Her2/neu. Para caracterizar la respuesta inmunitaria inducida mediante esta inmunoterapia, los inventores aislaron
clones de linfocitos T de un sujeto de ensayo clinico tratado con APC8024. Uno de los clones de linfocitos T CD4+
generados, HER500.23c21, mostré una respuesta especifica a las secuencias proteicas HER-2/Neu exégenas
presentadas por las PBMC autélogas (Figura 1). En este experimento, HER500.23c21 se estimulé con dosis
crecientes de HER500, una proteina recombinante que contiene los dominios intracelulares y extracelulares de
HER-2/Neu y BA7072, que consiste en HER500 expresada como una proteina de fusion con hGM-CSF.
HER500.23c21 produjo especificamente IFNy e IL-2 en respuesta a ambos antigenos pero no se observo
produccién de citocina en ausencia de antigeno. HER500.23c21 respondié a cada una de estas proteinas de un
modo dependiente de la dosis, lo que indica que HER500.23c21 reconoce un epitopo HER-2/Neu que esta
procesado de forma natural y presentado a partir del antigeno proteico exégeno.

Dada la clara respuesta de HER500.23c21 a las secuencias proteicas HER-2/Neu, el epitopo especifico reconocido
por HER500.23c21 se mapeé usando péptidos. HER500.23c21 se analizd contra un panel de 125 péptidos de 15
unidades individuales solapantes que cubren las secuencias proteicas HER-2/Neu en HER500. Cada péptido se us6
a 1 pg/ml con células EBV LCL autdlogas como células presentadoras de antigenos. En estos experimentos,
HER500.23c21 respondioé fuertemente a la combinacion de los 125 péptidos individuales, medido mediante la
producciéon de IFNy o IL2 (Figura 2A y B, barra superior). Ademas, Her500.23.c21 solo respondié a un péptido
individual, el péptido 63, lo que indica que este péptido contiene el epitopo reconocido por HER500.23c21 (Figura 2).
El péptido 63 corresponde a los aminoacidos 270 - 284 de la secuencia proteica HER-2/Neu y solapa los péptidos
adyacentes en 11 aminoacidos. Por tanto, la falta de respuesta al péptido 62 o 64 sugiere que el epitopo de linfocitos
T HER500.23¢c21 esta contenido completamente en la secuencia de HERp270-284 y los aminoacidos comunes a los
péptidos flanqueantes no contienen el epitopo completo para este clon de linfocitos T. Para definir el epitopo minimo
reconocido por HER500.23c21, los inventores disefiaron péptidos de 9, 10 u 11 unidades con truncamientos en los
extremos NHz- y COOH de HERp270-284. La estimulacion de HER500.23c21 con estos péptidos tuvo éxito con
secuencias de solo 11 unidades VTYNTDTFESM y TYNTDTFESMP cuando son presentadas por las lineas EBV
LcL que representan alelos HLA-DRB1 *0301, *0302, *1301 y *1402.

Con el fin de determinar qué moléculas de HLA eran responsables de presentar HERp270-284 para HER500.23c21
se usaron anticuerpos bloqueantes de HLA para inhibir la presentacion y la activacion de linfocitos T. HER500.23c21
se estimulé6 con 1 ug/ml de HERp270-284 y EBV-LcL autélogas en ausencia o presencia de concentraciones
crecientes de anticuerpos especificos de HLA-DR o HLA-DP/-DQ. La estimulacion de los linfocitos T se determiné
mediante la produccién de IFNy. El anticuerpo contra HLA-DR inhibi6 la estimulacion de HER500.23c21 por
HERp270-284 de un modo dependiente de la dosis, mientras que el anticuerpo bloqueante de HLA-DP/-DQ no tuvo
ningun efecto sobre la activacion de los linfocitos T, incluso a concentraciones altas de 20 ug/ml (Figura 3). Estos
resultados demuestran que el reconocimiento de HER500.23c21 de HERp270-284 esta restringido por el HLA-DR.

Para definir adicionalmente la restriccion del HLA, los inventores analizaron la capacidad de HERp270-284 para
activar HER500.23c21 usando un panel de 25 lineas EBV LcL homocigotas para diferentes alelos HLA-DRB1*, que
representan 13 familias seroloégicas de DR (Tabla I). Cada linea EBV-LcL analizada pudo estimular con eficiencia
HER500.23c21 de un modo especifico del antigeno, lo que indica que el epitopo HERp270-284 es promiscuo para
al menos 25 alelos HLA-DRB1* (Figura 4A). En estos experimentos, 1 ug/ml del péptido HERp270-284 indujo una
respuesta de linfocitos T maxima, con independencia de la linea EBV-LCL usada. No obstante, las diferencias en la
capacidad de los diversos alelos para estimular Her500.23c21 fueron evidentes a concentraciones menores del
péptido (Figura 4B), con algunos alelos, tales como DRB1*0401, capaz de estimular a tan bajo como 10ng/ml, y
otros alelos no pudieron estimular por debajo de 250 ng/ml (DRB1*1103). Es probable que estas diferencias reflejen
una serie de afinidades de unién de HERp270-284 para diferentes alelos DRB1*. No obstante, el elevado grado de
promiscuidad observado en estos experimentos sugiere que HERp270-284 puede contener un epitopo de linfocitos
T colaboradores universales para HER-2/Neu.

Discusién

El estudio de las respuestas inmunitarias antitumorales a menudo esta restringido a un numero pequefio de
antigenos presentados por tipos de HLA especificos debido a las limitaciones del reactivo. La identificacion de los
epitopo promiscuos de linfocitos T puede ayudar a aliviar las limitaciones permitiendo el andlisis de las respuestas
inmunitarias antitumorales en individuos de diversos tipos de HLA. Debido a su valor tanto como herramienta de
investigacion como por el potencial terapéutico, muchos esfuerzos se han centrado en la identificacion y la
caracterizacion de epitopos promiscuos de linfocitos T CD4 y CD8. Los epitopos peptidicos con varios grados de
promiscuidad en su union a HLA se han identificado en antigenos de enfermedades infecciosas-VIH (van der Burg y
col., 1999. J Immunol 162:152 - 160), micobacterias (Valle y col., 2001. Clin Exp Immunol 123:226 - 232), y p.
falciparum (Contreras y col., 1998. Infect Immun 66:3579 - 3590), asi como antigenos tumorales tales como NY-ESO
(Zarour y col., 2002. Cancer Res 62:213 - 218), MAGE (Consogno y col., 2003. Blood 101:1038 - 1044), Tert
(Schroers y col., 2003. Clin Cancer Res 9:4743 - 4755), y Her2/neu (Kobayashi y col.., 2000. Cancer Res 60:5228 -
5236) Los programas informaticos, tales como TEPITOPE (Bian y Hammer. 2004. Methods 34:468 - 475) usan
motivos de uniébn comunes conocidos para predecir los epitopos promiscuos basados en la secuencia proteica y se
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han identificado mucos posibles nuevos epitopos de linfocitos T de varias fuentes. La relevancia biologica de los
epitopos identificados in silico se estd abordando en una serie de sistemas (Ruiz y col., 2004. Clin Cancer Res
10:2860 - 2867; y Al-Attiyah y Mustafa. 2004. Scand J Immunol 59:16 - 24).

En este estudio se descubrié un nuevo epitopo promiscuo de linfocitos T del antigeno asociado con el tumor, HER-
2/Neu. Este epitopo de linfocitos T se identificé con un clon de linfocitos T CD4+ aislado de un paciente tratado con
una inmunoterapia con células autélogas para cancer HER-2/Neu+. El epitopo esta contenido en los aminoacidos
270 - 284 de la secuencia proteica HER-2/Neu y se procesa de forma natural y se presenta a partir de antigenos
proteicos exdgenos. El hecho de que el clon de linfocitos T especifico de este epitopo se aislé6 de un individuo
tratado con una inmunoterapia especifica de HER-2/Neu sugiere que este epitopo pede desempefiar un papel in
vivo como parte de una respuesta inmunitaria antitumoral clinicamente relevante. Ademas de identificarse en un
contexto biolégicamente relevante, este epitopo peptidico es interesante porque tiene una promiscuidad de HLA-DR
muy amplio y se puede presentar al clon de linfocitos T HER500.23c21 por al menos 25 alelos HLA-DRB1*
diferentes que representan 13 familias de DR seroldgicas. La mayoria de los demas péptidos identificados como
epitopos promiscuos de linfocitos T por solo unos pocos alelos HLA diferentes, pero los inventores todavia tienen
que identificar un alelo HLA-DRB1* incapaz de presentar el HERp270-284 al clon de linfocitos T. La ausencia
relativa de restriccion del MHC para la presentacion de este epitopo lo convierte en un candidato ideal para un
epitopo de linfocitos T CD4 HER-2/Neu universal.

Un objetivo principal de la inmunologia tumoral es desarrollar inmunoterapias y vacunas eficaces en el cancer contra
antigenos asociados con tumores. Dichos tratamientos estan disefiados para estimular una respuesta inmunitaria
anti-tumoral para erradicar el tumor. Centrarse en antigenos especificos asociados con tumores ha tenido éxito en la
generacion de respuestas inmunitarias anti-tumorales y conduce a la identificacion de epitopos especificos de
linfocitos T dentro de algunos antigenos tumorales. Aunque los trabajos mas recientes se centraron unicamente en
la generacion de respuestas de linfocitos T CD8 especificas de tumores, se ha observado una apreciacién creciente
de la importancia de los linfocitos T CD4 en la generacién de una inmunidad antitumoral eficaz. Por ello se ha
expandido el estudio de respuestas de linfocitos T CD4 antitumorales y la identificacion de epitopos de linfocitos T
restringidos por la clase Il de los antigenos asociados a tumores. La utilidad de estos epitopos aumenta
considerablemente si dichos epitopos pueden estar presentados por mas de un tipo de HLA. Las estrategias de
vacunas contra el cancer a base de péptidos se han visto obstaculizadas por la restriccion de HLA del epitopo
peptidico en la vacuna. La inclusién de epitopos promiscuos de linfocitos T como el que se describe en el presente
documento amplia la utilidad de dichas vacunas en la poblacién general. La induccion de una respuesta inmunitaria
contra un antigeno tumoral por un epitopo promiscuo es un modo eficaz de alcanzar un mayor porcentaje de la
poblacién general. Dicho epitopo promiscuo también proporciona medios utiles para analizar la respuesta.

Tabla I. Lineas celulares EBV-LCL definidas por HLA

Alelo HLA-DRB1* Familia serolégica DR Nombre de la linea celular
0101 DR1 KAS116
0102 DR1 PMGO075
0103 DR103 TER-ND
1503 DR15 AMAI
160201 DR16 RML
0301 DR17 VAVY
0302 DR18 RSH
0401 DR4 BM14
0402 DR4 YAR
040301 DR4 SSTO
040501 DR4 LKT3
1101 DR11 BM21
1102 DR11 BM15
1103 DR11 TISI
1104 DR11 BOB
110401 DR11 FPAF
1201 DR12 BM16
1301 DR13 oMW
1302 DR13 EMJ
1401 DR14 EK
1402 DR14 AMALA
0701 DR7 BER
080101 DR8 BM9
080201 DR8 SPL
0901 DR9 T7526

Las lineas celulares se obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares ECACC y se enumeran en el
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directorio de células IMGT/HLA (website ebi.ac.uk/imgt/hla/cell query.html).
Ejemplo 2

En esta serie de experimentos se analizaron péptidos adicionales derivados de la proteina HER-2/Neu para
determinar su potencial como epitopos promiscuos HER-2/neu de MHC de clase Il. El epitopo HERp270-284 (SEC
ID N° 2) se us6 como control positivo en los experimentos. Se us6 un panel de lineas EBV-LcL homocigotas para
varios alelos HLA-DR para presentar HERp270-284, asi como varias longitudes de péptidos en esta secuencia de 15
aminoacidos o péptidos de mayor longitud dentro de la secuencia de 19 aminoacidos de HER-2/Neu 268 - 286 (SEC
ID N° 1), al clon HER500.23c21 Los controles negativos para los ensayos incluyeron un péptido HER500
irrelevante, ausencia de péptido y cada linea EBV-LcL. Las EBV-LcL autbélogas también se pasaron con cada
condicion como control para la especificidad del clon HER500.23c21. Los ensayos se realizaron en placas de fondo
redondo de 96 pocillos en in cRPMI+10 % FBS con 2x10% EBV-LcL/pocillo y 1x10° de HER500.23¢21 células/pocillo.
Los péptidos se diluyeron a una concentracion final de 1 pg/ml aftiadida a 100 pl/pocillo. El ensayo se incub6 durante
48 horas a 37 2C con 5 % de COz. Los sobrenadantes se recogieron y se analizaron para determinar la produccion
de IFNy usando ELISA. Se muestran los resultados de un experimento representativo para cada serie de péptidos
(Figura 5 - 11). Los resultados del IFNy producido por el clon HER500.23c21 en respuesta al péptido y cada alelo
HLA-DR se indican en pg/ml de IFy o como la absorbancia a 492 nm.

Listado de secuencias

SEC ID N° 1 (268 - 286 de proteina HER-2/Neu)
CPALVTYNTDTFESMPNPE

SEC ID N° 2 (270 - 284 de la proteina HER-2/Neu, o residuos 3 - 17 de SEC ID N° 1)
ALVTYNTDTFESMPN

Listado de secuencias
<110> Dendreon Corporation
<120> Epitopos promiscuos de linfocitos T CD4 HER-2/NEU
<130>AHB/FP6830145

<140> EP
<141> 10-08-2007

<150> 07813984.7
<151> 10-08-2007

<150> PCT/USOQ7/75681
<151>2007-08-10

<150> US 60/837,209
<151> 2006-08-11

<150> US 11/836,645
<151> 09-08-2007

<160> 33

<170> FastSEQ for Windows Versién 4.0
<210>1

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> restos 268-286 de la proteina de HER-2/Neu, 268-286 del péptido de HER-2/Neu

<400> 1

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2561677713

Cys Pro Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10 15
Asn Pro Glu

<210>2

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 270-284 del péptido de HER-2/Neu, péptido HER500 n.° 63, HERp270-284, 270-284 del epitopo de HER-
2/Neu, restos 3-17 de SEC ID N°: 1

<400> 2

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn
1 5 10 15

<210>3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 3

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr
1 5

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 4
Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe
1 5
<210>5
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 5
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<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu

1
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5

<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 6

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser

1

5

<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400>7

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met

1

5

<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 8

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro

1

5

<223> 9-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 9

<210> 10
<211> 11

Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn

1

5
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 11-mero de HER-2p270-284

<400> 10

Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met
1 5 10

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 11-mero de HER-2p270-284

<400> 11

Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 12

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe
1 5 10

<210>13

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 13

Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser
1 5 10
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<210> 14
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 14

Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 11-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 15

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu

1 5 10

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 16

Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu
1 5 10

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 17

Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met
1 5 10

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> 10-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 18

Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn

1

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 11-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 19

Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser

1 5

<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 12-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 20

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser

1 5

<210>21

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 12-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 21

Leu val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met

1 5

<210> 22

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 12-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 22

5

23
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10
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Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10

<210> 23
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 12-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 23
Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn
1 5 10
<210> 24
<211>13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 13-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 24
Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met
1 5 10
<210> 25
<211>13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 13-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 25
Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10
<210> 26
<211>13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 13-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu
<400> 26
Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn
1 ] 10
<210> 27
<211> 14
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 14-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 27

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro

1 5

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 14-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 28

10

Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Prc Asn

1 5

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 29

Pro Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn

1 5

<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 30

Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn Pro

1 5

<210>31

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 17-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

25

10

10

10

15
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<400> 31

Cys Pro Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro
1 5 10 15
Asn

<210> 32

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 17-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 32

Pro Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn
1 5 10 15
Pro

<210> 33

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 17-mero 270-284 del péptido de HER-2/Neu

<400> 33
Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn Pro

1 5 10 15
Glu

26
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para su uso en un método para inducir en un paciente una respuesta inmune de linfocitos T
especifica para una proteina HER-2/Neu, en el que dicha composicion comprende un péptido que consiste en la
secuencia TYNTDTFESMPN, y un excipiente fisiolégicamente aceptable.

2. Una composicion para su uso en un método para inducir en un paciente una respuesta inmune de linfocitos T
especifica para una proteina HER-2/Neu, en el que dicha composicion comprende un péptido que consiste en la
secuencia ALVTYNTDTFESMPN, VTYNTDTFESMP, TYNTDTFESMPN, LVTYNTDTFESMP, VTYNTDTFESMPN,
ALVTYNTDTFESMP, LVTYNTDTFESMPN, PALVTYNTDTFESMPN, o CPALVTYNTDTFESMPN; y un excipiente
fisiolégicamente aceptable; en el que la ruta de administracién de la composicién es subcutanea, intradérmica,
transdérmica, intramuscular, intravenosa, o intraperitoneal.

3. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el péptido consiste en la secuencia de
aminoacidos VTYNTDTFESMP.

4. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el péptido consiste en la secuencia de
aminoacidos LVTYNTDTFESMP o VTYNTDTFESMPN.

5. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el péptido consiste en la secuencia de
aminoacidos ALVTYNTDTFESMP, LVTYNTDTFESMPN, PALVTYNTDTFESMPN, o CPALVTYNTDTFESMPN.

6. La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2, en la que dicho péptido esta fusionado a
un polipéptido heterologo.

7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el péptido esta fusionado a un
polipéptido heterdlogo a través de un enlace peptidico.

8. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en la que el polipéptido heterélogo es un factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).

9. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
composicion comprende ademas una célula presentadora de antigenos, formando el péptido un complejo con una
molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) sobre la superficie de la célula.

10. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicha molécula del CMH es un alelo de
HLA-DR que es uno cualquiera de los alelos 0101, 0102, 0103, 1503, 160201, 0301, 0302, 0401, 0402, 040301,
040501, 1101, 1102, 1103, 1104, 110401, 1201, 1301, 1302, 1401, 1402, 0701, 080101, 080201, y 0901.

11. La composiciéon para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la ruta de
administracion es subcutanea o intradérmica a dosis bisemanales de aproximadamente 1 pyg-10 mg para un ser
humano adulto de 70 kg.

12. Un método in vitro para detectar una respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica para una proteina HER-
2/Neu, comprendiendo el método las etapas de (a) poner en contacto una célula presentadora de antigenos y un
linfocito T, en una muestra obtenida de un paciente, con un péptido que consiste en la secuencia:

TYNTDTFESMPN; y

(b) detectar una respuesta de linfocito T, en el que la deteccion de una respuesta de linfocito T indica la
presencia de una respuesta inmunitaria de linfocito T especifica para una proteina HER-2/Neu en el paciente.

13. Un método in vitro para detectar una respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica para una proteina HER-
2/Neu, comprendiendo el método las etapas de (a) poner en contacto una célula presentadora de antigenos y un
linfocito T, en una muestra que comprende sangre, infiltrado tumoral, nédulos linfaticos o fluidos linfaticos obtenidos
de un paciente, con un péptido que consiste en la secuencia:

ALVTYNTDTFESMPN, VTYNTDTFESMP, TYNTDTFESMPN, LVTYNTDTFESMP, VTYNTDTFESMPN,
ALVTYNTDTFESMP, LVTYNTDTFESMPN, PALVTYNTDTFESMPN, o CPALVTYNTDTFESMPN; y

(b) detectar una respuesta de linfocito T, en el que la deteccion de una respuesta de linfocito T indica la
presencia de una respuesta inmunitaria de linfocito T especifica para una proteina HER-2/Neu en el paciente.

14. El método de las reivindicaciones 12 o 13, en el que la etapa (b) se lleva a cabo mediante ELISPOT, ensayo
proliferativo, o citometria de flujo.

27
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15. El método de las reivindicaciones 12 o 13, en el que el péptido esta fusionado a un polipéptido heterélogo a
través de un enlace peptidico.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que el polipéptido heterélogo es un factor estimulante de colonias de
granulocitos y macroéfagos (GM-CSF).

28
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Serie de 16 unidades del péptido HER- 2/neu 270-284 y promiscuidad en ELISA IFNg
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