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DESCRIPCION
Vacuna peptidica contra el cancer
Campo de la técnica

La presente invenciéon se refiere a una composicion como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas que
comprende un grupo de péptidos derivados de antigenos tumorales para su uso en la inmunoterapia del cancer
como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas.

Técnica antecedente

En el mundo, aproximadamente 10 millones de personas desarrollan nuevos canceres cada afio, vy
aproximadamente 6 millones de estas mueren. En Japén, el nimero de pacientes que desarrollan cancer por afo es
aproximadamente de 600.000 y aproximadamente 330.000 personas o mas mueren de cancer anualmente, lo que
representa aproximadamente el 30% de la tasa total de muerte. Las estrategias terapéuticas principales que se
llevan a cabo de manera convencional para dicho cancer son la cirugia, radioterapia, quimioterapia, y similares. En
los ultimos afios, se han desarrollado activamente farmacos de anticuerpos que se dirigen a moléculas tales como
un receptor expresado en las células cancerosas y se utilizan clinicamente. Sin embargo, estas estrategias
terapéuticas tienen un efecto temporal pero no detienen la progresion del cancer. Por eso, se han llevado a cabo la
investigacion y el desarrollo de inmunoterapia como estrategia terapéutica de nueva generacion que tiene un nuevo
mecanismo de accion.

En la inmunoterapia, la terapia celular que utiliza células presentadoras de antigenos tumorales (células dendriticas)
(Proverge de Dendreon, EE. UU., o similares) ha estado a la cabeza en todo el mundo; se anuncié un informe
preliminar de los resultados del ensayo crucial P-l1l en abril de 2009; y se obtuvo la aprobacion por la FDA en los EE.
UU. en 2010.

Para la terapia vacunal que utiliza un antigeno como agente medicinal, se han llevado a cabo ensayos en la
prevencion de la recaida postoperatoria de cancer de células no pequefias utilizando el antigeno MAGE-A3
descubierto en el Instituto Ludwich y el desarrollo de una vacuna peptidica contra un tumor cerebral (glioblastoma)
utilizando EGFRUVIII.

En cuanto a las vacunas que tienen la intencién de prevenir el cancer, Merck y Co., Inc. y GSK Co., Ltd. han
obtenido cada uno la aprobacién de vacunas preventivas contra el cancer de cuello uterino.

Sin embargo, la terapia celular como una de las inmunoterapias que se encuentran en cabeza actualmente tiene un
problema ya que practicamente solo se puede llevar a cabo en instituciones equipadas debido a la necesidad
absoluta células recolectadas de los pacientes. La vacuna peptidica derivada de MAGE-A3 o EGFRUVIII actualmente
en desarrollo tiene forma de un farmaco en el que se administra el mismo antigeno a todos los pacientes; sin
embargo, como el patrén de expresion proteica de las células cancerosas varia en cada paciente (Bibliografia No
Patente 52), puede que las células cancerosas no expresen el antigeno administrado en algunos pacientes, en cuyo
caso probablemente no se puede esperar un efecto suficiente. De hecho, se ha presentado un informe en el que
dicha inmunoterapia no tiene una tasa de eficacia suficiente (Bibliografia No Patente 51).

En consecuencia, los presentes inventores han enfocado la atencién en el hecho de que las células cancerosas de
cada paciente tienen una poblacidon heterogénea y el antigeno que produce una respuesta inmunitaria contra el
cancer es diferente en cada paciente, y han intentado la investigacion y desarrollo de la denominada “vacuna
peptidica contra el cancer a medida”, para la que se identifica una pluralidad de antigenos peptidicos tumorales, se
determina una respuesta inmunitaria de cada péptido del grupo de péptidos para cada paciente, y se administra el
péptido 6ptimo que proporciona una respuesta inmunitaria.

Para la inmunoterapia del cancer, se considera que un antigeno que se expresa en una célula cancerosa se
presenta sobre la superficie celular por medio de una molécula de antigeno leucocitario humano (HLA) y un linfocito
T citolitico (CTL) que lo reconoce, dafia la célula cancerosa para detener la progresion del cancer. Los presentes
inventores identificaron varios cientos de péptidos antigénicos tumorales y llevaron a cabo estudios intensivos sobre
un método en el cual se utilizaron aproximadamente 80 de estos péptidos para medir la reactividad de los CTL
presentes en la sangre periférica de un paciente a los péptidos, y el péptido 6éptimo se seleccionaba y se
administraba (Bibliografia de Patentes 1 a 3).

Sin embargo, para aplicarlo en un producto farmacéutico, dicho método tiene el problema de que es menos facil
comercializarlo debido a que el gran nimero de péptidos hace la produccion y desarrollo del mismo muy costoso.
Ademas, en un establecimiento médico actual, también se tiene el problema de que es complicado el proceso desde
la seleccion a la administracion del péptido, tal como el aumento de carga de almacenamiento de péptidos y el
control de los péptidos con el fin de evitar la mezcla de los mismos. Por otra parte, también existe el problema de
que la disminucion de péptidos da como resultado la incapacidad para seleccionar el péptido éptimo en algunos
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pacientes y disminuye el efecto del agente medicinal. La seleccion de péptidos por la medicion utilizando CTL tiene
problemas, tales como que toma tiempo y es dificil una mediciéon que garantice una reproductibilidad suficiente.
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Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar una vacuna peptidica a medida contra el cancer
que sea capaz de administrar el péptido éptimo a cada paciente, que haya superado los problemas anteriores.

Solucioén al problema

Los presentes inventores llevaron a cabo estudios en un método para seleccionar péptidos midiendo los anticuerpos
contra péptidos de la sangre periférica de los pacientes y descubrieron que se obtiene un efecto seleccionando
péptidos que inducen una alta reactividad de anticuerpos, para cada paciente antes de la administraciéon. Los
estudios de los péptidos seleccionados y administrados les han hecho capaces de encontrar un grupo de péptidos
6ptimos que se pueden aplicar a varios pacientes como una vacuna peptidica a medida contra el cancer.

Especificamente, la presente invencién proporciona una composicién para su uso en el tratamiento del cancer, que
comprende de 8 a 13 péptidos de entre a) a d) a continuacion:

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5,y 14;

b) 5 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12,y 13;
c) 0 a 2 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 7y 9; y

d) 0 a 3 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,

donde la composicion se utiliza de manera que se miden los anticuerpos contra los péptidos respectivos de la
sangre periférica de un paciente y se seleccionan 3 o 4 péptidos a los que son positivos los anticuerpos con el orden
de medida de mayor a menor y se administran al paciente.

La presente invencién también proporciona un método para seleccionar péptidos que se van a administrar para el
tratamiento del cancer, que comprende medir los anticuerpos en la sangre de un paciente contra los 8 a 13 péptidos
de entre a) a d) a continuacion.

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5,y 14;

b) 5 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12,y 13;
c) 0 a 2 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 7y 9; y

d) 0 a 3 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,

y seleccionar 3 o 4 péptidos a los que son positivos los anticuerpos en orden de mayor a menor.
Efectos ventajosos de la invencion

La composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas ejerce un efecto clinico excelente contra
canceres tales como el cancer de prostata y el tumor cerebral, especialmente canceres progresivos. La composicion
para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas es una composicién que comprende un grupo de péptidos
que tiene la ventaja de que se puede manejar de manera similar a los productos farmacéuticos convencionales en
cuanto a que no necesitan un equipamiento especial cuando se utilizan.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 es un grafico que muestra la relacion entre la dosis de un péptido y el valor de IFN-y en
pacientes con HRPC.

[Figura 2] La Figura 2 es un grafico que muestra la relacion entre la dosis de un péptido y el valor de FIU en
pacientes con HRPC.

[Figura 3] La Figura 3 es un grafico que muestra la relacion entre la dosis de un péptido y el valor de IFN-y en
pacientes de glioblastoma.

[Figura 4] La Figura 4 es un grafico que muestra la relacion entre la dosis de un péptido y el valor de FIU en
pacientes con glioblastoma.

[Figura 5] La Figura 5 es un grafico que muestra la relacion entre el nUmero de veces de administracion del
péptido y el valor de IFN-y en pacientes con HRPC.

[Figura 6] La Figura 6 es un grafico que muestra la relacion entre el numero de veces de administracion del
péptido y el valor de FIU en pacientes con HRPC.

[Figura 7] La Figura 7 es un grafico que muestra la relacion entre el nUmero de veces de administracion del
péptido y el valor de IFN-y en pacientes con glioblastoma.

[Figura 8] La Figura 8 es un grafico que muestra la relacion entre el nimero de veces de administracion y el valor
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de FIU en pacientes con glioblastoma.

[Figura 9] La Figura 9 es un grafico que muestra la relacion entre el nimero de veces de administracion y los
valores de IFN-y para los péptidos seleccionados inicialmente y los péptidos re-seleccionados en pacientes con
HRPC.

Descripcion de las realizaciones

La composicion para su uso de acuerdo a las reivindicaciones adjuntas se caracteriza por las reivindicaciones
adjuntas.

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas comprende de 8 a 13 péptidos que se
seleccionan de entre SEQ ID NO: 1 y 3 a 14 que se muestran posteriormente como se definen por las
reivindicaciones adjuntas. Estos péptidos son péptidos derivados de proteinas antigénicas expresadas por las
células cancerosas (Bibliografias de Patente 4 a 13) y que son reconocidos por los CTL en un alelo HLA clase |, A-
24, de manera restringida, para inducir actividad citotoxica contra las células cancerosas. En otras palabras la
composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas es una composicién que se va a aplicar a
pacientes con canceres positivos a HLA-A24.

SEQ ID NO Nombre Secuencia de aminoacidos

1 EGF-R-800  Asp-Tyr-Val-Arg-Glu-His-Lys-Asp-Asn-lle
2 EZH2-735 Lys-Tyr-Val-Gly-lle-Glu-Arg-Glu-Met

3 Lck-208 His-Tyr-Thr-Asn-Ala-Ser-Asp-Gly-Leu

4 Lck-486 Thr-Phe-Asp-Tyr-Leu-Arg-Ser-Val-Leu

5 5 Lck-488 Asp-Tyr-Leu-Arg-Ser-Val-Leu-Glu-Asp-Phe
6 MRP3-503 Leu-Tyr-Ala-Trp-Glu-Pro-Ser-Phe-Leu

7 MRP3-1293  Asn-Tyr-Ser-Val-Arg-Tyr-Arg-Pro-Gly-Leu
8 PAP-213 Leu-Tyr-Cys-Glu-Ser-Val-His-Asn-Phe

9 PSA-248 His-Tyr-Arg-Lys-Trp-lle-Lys-Asp-Thr-lle
10 PSMA-624 Thr-Tyr-Ser-Val-Ser-Phe-Asp-Ser-Leu

11 PTH-rP-102  Arg-Tyr-Leu-Thr-GIn-Glu-Thr-Asn-Lys-Val
12 SART2-93 Asp-Tyr-Ser-Ala-Arg-Trp-Asn-Glu-lle

13 SART2-161  Ala-Tyr-Asp-Phe-Leu-Tyr-Asn-Tyr-Leu

14 SART3-109  Val-Tyr-Asp-Tyr-Asn-Cys-His-Val-Asp-Leu

Los péptidos de la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se pueden producir por un
método convencional; ejemplos del mismo incluye los métodos que se describen en Peptide Synthesis, Interscience,
New York, 1966; The Proteins, Vol. 2, Academic Press Inc, New York, 1976; Pepuchido Gosei No Kiso To Jikken
(Basis and Experiment for Peptide Synthesis) presentado por Maruzen Company Ltd., 1985 [en Japonés]; y
Pepuchido Gosei (Peptide Synthesis), lyakuhin No Kaihatsu Zoku (Development of Pharmaceutical Product
(Continuacion)) vol. 14, expedido por Hirokawa Shoten, 1991 [en Japonés] pero no se limitan a estos y existen
disponibles muchos métodos conocidos. La purificacion y recuperacion de un péptido se puede llevar a cabo por
cromatografia de combinacion en gel, cromatografia i6nica en columna, cromatografia de afinidad, y similares.
También se puede utilizar, por supuesto, un método que implique, basandose en la informacion de las secuencias
de aminoacidos de los péptidos, la preparacion de anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para estos y
utilizar los anticuerpos para la adsorcion especifica y la recuperacion.

En la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, cada péptido se produce en forma de
una solucién antes de la administracion a un paciente. Por lo tanto, la composicion de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas comprende preferentemente péptidos formulados de manera que se puedan producir
facilmente en forma de una solucién antes de la administracién, aunque pueden comprender péptidos en polvo. Los
métodos de formulacién incluyen un método que implica una solucién secada por congelacion en la que cada
péptido se disuelve en solucion salina o una solucién acuosa de un bicarbonato alcalinometalico al 1 a 6% p/v.

Como disolvente para disolver un péptido, se puede utilizar solucién salina o una solucién acuosa de un bicarbonato
alcalinometalico al 1 a 6% p/v, o una mezcla de solucién salina y solucion acuosa de un bicarbonato
alcalinometalico. Ejemplos de bicarbonatos alcalinometalicos incluyen bicarbonato de litio, bicarbonato sédico, y
bicarbonato potasico, sin embargo, se prefiere particularmente el bicarbonato sédico. La cantidad de solucidn salina
o la solucién acuosa de bicarbonato alcalinometalico para disolver el péptido no se limita particularmente siempre
que sea una cantidad que facilite la disoluciéon uniforme del péptido; sin embargo, es preferible una cantidad de
manera que la solucidon peptidica resultante tenga una concentracion de péptido de 0,4% por masa, mas
preferentemente de 0,3 a 0,4% por masa.
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La formulacion se lleva a cabo preferentemente dispensando el péptido disuelto en un disolvente, en un vial antes de
la liofilizacion. El disolvente en este caso es adecuadamente solucién salina; sin embargo, para un péptido que se
disuelve menos facilmente en solucion salina, se puede utilizar la solucién acuosa de bicarbonato alcalinometalico al
1a 6% p/v.

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas comprende preferentemente péptidos que
se han disuelto individualmente y secado por congelaciéon uno por uno. Sin embargo, puede comprender 2 0 mas
péptidos que se han disuelto juntos en un disolvente y se han secado por congelacion o péptidos que se han
mezclado después de la disolucién y el secado por congelacion de cada péptido.

Los péptidos formulados de esta manera se pueden administrar por disolucion en agua de una pureza
farmacéuticamente aceptable y en una cantidad de manera que sean isotonicos con el plasma.

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas especificamente comprende de 8 a 13
péptidos de entre:

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5,y 14;

b) 5 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12,y 13;
c) 0 a 2 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 7y 9; y

d) 0 a 3 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,

El nimero de péptidos que comprenden la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas no
se limita particularmente siempre que esté en el intervalo de 8 a 13; un numero mas alto de péptidos es preferible ya
que aumenta el nimero de pacientes y tipos de cancer a los que se puede adaptar.

En un aspecto, la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas comprende de 8 a 13
péptido de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12, y 13 que se seleccionan a una alta frecuencia por ensayo con
anticuerpos, 0 a 2 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 7y 9, y 0 a 3 péptidos que se seleccionan de
entre SEQ ID NO: 1, 3, y 10.

En otro aspecto, la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas comprende de 8 a 10
péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12, y 13 y 0 a 2 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 7 y 9.

En otro aspecto mas, la composiciéon para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas comprende 8
péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11,12,y 13.

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas contiene péptidos derivados de antigenos
que no son especificos para ciertas especies de cancer, por ejemplo, péptidos derivados de SART-3, SART-2,
MRP3 y similares; por lo tanto, no se limita particularmente el tipo de cancer que se pretende. Ejemplos de los
mismos incluyen cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de pulmoén, cancer de érganos
hematopoyéticos, tumor cerebral, cancer uterino, cancer de cuello uterino, cancer de estbmago, melanoma, cancer
de tiroides, cancer de higado, y cancer esofagico. La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones
adjuntas se utiliza preferentemente para el cancer de préstata y el tumor cerebral.

También se describe en el presente documento que cuando se dirige al cancer de prostata, la composicién puede
comprender 7 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11,y 120 SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, y 13. Adicionalmente
se describe en el presente documento que alternativamente, puede contener 6 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6,
8,y 11.

Cuando se dirige a un tumor cerebral, la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas
puede comprender 8 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 11, 12, 13, y 7. También se describe en el presente
documento que cuando se dirige a un tumor cerebral, la composiciéon puede comprender 7 péptidos de SEQ ID NO:
4,5,14,6, 11,12,y 13.

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se caracteriza porque se utiliza de manera
que los anticuerpos contra los péptidos que comprenden la composicidon para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas presentes en la sangre periférica del paciente se miden para seleccionar los péptidos
apropiados para cada paciente para su administracion.

Se puede medir un anticuerpo en la sangre periférica de un paciente por un método de inmunoensayo conocido
utilizando una reaccién antigeno-anticuerpo tal como un método de medicion que utiliza ELISA o mudltiples
tecnologias proporcionadas por Luminex Corporation. Especificamente, los péptidos que comprenden Ila
composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se inmovilizan cada uno en un soporte, y €l
anticuerpo de la sangre periférica de un paciente que se une al péptido inmovilizado, se detecta y se mide mediante
fluorescencia o similares. una alta medida de los mismos indica una alta reactividad del péptido en el paciente, por lo
tanto, el péptido se selecciona como un péptido que se va a administrar.
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Cuando se puede medir la reaccion de anticuerpos para miultiples péptidos en la sangre periférica de un paciente, se
selecciona una pluralidad de péptidos en orden de reactividad del mayor al menor. EI numero de péptidos
seleccionados es de 3 o0 4, mas preferentemente de 4. Se considera que cuanto mayor es el numero de péptidos
administrados al paciente se pueden inducir mas especies de CTL y se pueden eliminar mas eficazmente las células
cancerosas que consisten en una poblaciéon heterogénea. Por ofra parte, la carga del paciente debido a la
administracion se reduce con la administracion de menos péptidos. Por lo tanto, de acuerdo con la invencion, el
numero de péptidos administrados como se define en las reivindicaciones adjuntas es de 3 o0 4.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un método para seleccionar péptidos que se administran para el
tratamiento del cancer, que comprende la medicién de los anticuerpos de la sangre periférica de un paciente contra
8 a 13 péptidos de a) a d):

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5,y 14;

b) 5 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12,y 13;
c) 0 a 2 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 7y 9; y

d) 0 a 3 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,

y seleccionar 3 o 4 péptidos a los que son positivos los anticuerpos en orden de medida del mayor al menor.

En un aspecto, el método de la presente invencién comprende la medicion de anticuerpos en la sangre periférica de
un paciente contra 8 a 13 péptidos de las SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12y 13, 0 a 2 péptidos que se seleccionan
de entre SEQ ID NO: 7y 9, y 0 a 3 péptidos que se seleccionan de entre SEQ ID NO: 1, 3, y 10, y seleccionar 3 0 4
péptidos a los que los anticuerpos son positivos en el orden de medida del mayor al menor.

En otro aspecto, el método de la presente invencién comprende la medicidon de anticuerpos en la sangre periférica
de un paciente contra 8 a 10 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12y 13 y 0 a 2 péptidos que se seleccionan
de entre SEQ ID NO: 7 y 9, y seleccionar 3 o 4 péptidos a los que los anticuerpos son positivos en el orden de
medida del mayor al menor.

En otro aspecto mas, el método de la presente invencién comprende la medicién de anticuerpos en la sangre
periférica de un paciente contra 8 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12y 13 y seleccionar 3 o 4 péptidos a
los que los anticuerpos son positivos en el orden de medida del mayor al menor.

También se describe en el presente documento que cuando se dirigen al cancer de prostata, el método de la
presente invencion puede comprender la medicion de anticuerpos en la sangre periférica de un paciente contra 7
péptidos de SEQ ID NO: 4,5, 14,6, 8, 11,y 120 SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, y 13, o contra 6 péptidos de SEQ ID
NO: 4, 5, 14, 6, 8, y 11, y seleccionar los péptidos a los que los anticuerpos son positivos.

Cuando se dirigen al tumor cerebral, el método de seleccion de la presente invencién puede comprender la medicion
de anticuerpos en la sangre periférica de un paciente contra 8 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 11,12, 13,y 7.
También se describe en el presente documento que cuando se dirigen a un tumor cerebral, el método de seleccion
de la presente invencion puede comprender la medicidon de anticuerpos en la sangre periférica de un paciente contra
7 péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, 14, 6, 8, 11, 12 y 13, y seleccionar los péptidos a los cuales son positivos los
anticuerpos.

En el método para seleccionar péptidos de acuerdo con la presente invencion, se seleccionan 3 a 4 péptidos en el
orden de medida obtenido midiendo los anticuerpos contra los péptidos, es decir, en el orden de reactividad del
anticuerpo contra el péptido, de mayor a menor. La medicion incluye, por ejemplo, la intensidad de fluorescencia
(FIU) cuando se utiliza un marcador fluorescente, y mediciones por colorimetria (DO). Cuando se utiliza una
sustancia de referencia para la cuantificacién, la medicion se tiene que convertir a cantidad de la sustancia de
referencia.

Los péptidos que se seleccionan de esta manera para cada paciente se fabrican cada uno en forma de solucion
como se ha descrito anteriormente y se mezclan preferentemente con un adyuvante o similares para su
administracion. Ejemplos del adyuvante que se puede utilizar en la presente invencion incluyen el adyuvante
incompleto de Freund (por ejemplo, ISA-51 o similares, SEPPIC Corporation) o polisacaridos tales como pululano
que es capaz de emulsionar una solucién peptidica para aumentar la retencion del péptido en el sitio de
administracion, y sustancias que tienen un efecto inmunoamplificador, tales como el adyuvante completo de Freund,
BCG, alumina, GM-CSF, IL-2, y CpG. El adyuvante incompleto de Freund es preferible entre otros.

Los péptidos preparados de esta manera normalmente se administran por via subcutanea a un paciente. Esto es
debido a que cuando, por ejemplo, se administran por inyeccion intravenosa o similares, los péptidos que
comprenden la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se descomponen rapidamente
y no pueden inducir suficientemente una respuesta inmunoldégica y debido a que los péptidos administrados por via
subcutanea pueden activar eficazmente los CTL que tienen actividad citotdxica ya que debajo de la piel hay células
presentadoras de antigeno que capturan un antigeno, lo presentan en la superficie celular por medio de una
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molécula HLA, y activan las células T tales como los CTL, y las células B.

El sitio de administracion es preferentemente cualquiera lo mas cerca de un posible ganglio linfatico de una lesion
cancerosa desde el momento del inicio de la administracion; por ejemplo, en una regién femoral para el cancer de
prostata y una region dorsal para un tumor cerebral. Puede ser otra region (tal como una regién abdominal o
braquial) cuando la inflamacion o similares se produce en el sitio de administracion debido a un efecto secundario a
la administracion, que hace dificil la administracion.

La dosis de los péptidos no esta limitada particularmente siempre que sea una dosis que sea aceptable para la
administracion subcutanea de la misma; sin embargo, es preferentemente de 1 mg o mas, mas preferentemente de
1 a 5 mg, aun mas preferentemente de 3 a 5 mg por masa de polvo peptidico seco de un péptido. Se puede
administrar una dosis de mas de 5 mg.

La frecuencia de administracion de los péptidos es una frecuencia a la que se obtiene una respuesta inmunoldgica;
por ejemplo, es de una vez cada 7 a 21 dias, mas preferentemente una vez cada 7 a 14 dias. La frecuencia de
administracion se puede cambiar durante el periodo de administracion; se contempla por ejemplo, que dichos
péptidos se administren a una vez cada 7 dias del inicio a la 62 ronda de administraciéon, se administre a una
frecuencia de una vez cada 14 dias dependiendo del estado del paciente a la 72 ronda y después, y se administre a
un intervalo mas largo (a una frecuencia de una vez cada 21 a 28 dias) si se obtiene una suficiente respuesta
inmunoloégica. A este respecto, “estado del paciente” significa la carga del paciente que se produce por la
administracion, tales como la inflamacién y el dolor agudo en el sitio de administracion.

El numero de veces de administracién de péptidos es al menos 6, preferentemente 12 o mas, mas preferentemente
18 o0 mas. El limite superior del nimero de veces de administracién no se limita particularmente siempre que el
paciente pueda aguantar la administracion; sin embargo, como los péptidos se han administrado hasta 84 veces en
un ensayo clinico como se describe en los Ejemplos, es posible la administracion de hasta 84 veces.

Los péptidos, por lo tanto, se pueden seleccionar y administrar a un paciente para activar los CTL contra los
péptidos administrados para eliminar las células cancerosas para proporcionar un efecto clinico. Es posible que la
seleccion y administracion de péptidos no aumenten la reactividad de los anticuerpos contra los péptidos o puede
que no activen los CTL contra los péptidos administrados. Por lo tanto, considerando un aumento de la reactividad
de los anticuerpos, se recolecta de nuevo sangre periférica preferentemente cada al menos 6 veces de
administracion, mas preferentemente de 6 a 12 veces de administracion del paciente para medir la reactividad de los
anticuerpos contra los respectivos péptidos que comprenden la composicion para re-seleccionar péptidos que
presenten una alta reactividad. Dicha re-seleccién permite que se seleccionen los péptidos éptimos que presentan
una alta reactividad para cada paciente y hace posible que se obtenga una respuesta inmunoldgica mas excelente.

El numero de veces de re-seleccion de los péptidos no se limita particularmente; sin embargo, la re-seleccion se
lleva a cabo preferentemente una vez o mas, mas preferentemente dos veces o mas. La reaccién de anticuerpos
contra los péptidos administrados se obtenia suficientemente tras 24 veces de administracion desde el inicio de la
administracion y el cambio de péptidos que se va a administrar no se puede llevar a cabo en el ensayo clinico como
se describe en el Ejemplo, y por lo tanto, la re-seleccion se puede llevar a cabo 1 a 4 veces, preferentemente 2 a 4
veces cuando los péptidos se re-seleccionan cada 6 a 12 veces de administracion.

La composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se puede utilizar en combinacién con otro
agente antitumoral o estrategia terapéutica dependiendo de la especie de cancer a tratar. Las células cancerosas de
un paciente son una poblacion heterogénea, como se ha descrito anteriormente, en la que estan presentes células
que es imposible eliminar completamente por una respuesta inmunoldgica y células resistentes a agentes
antitumorales, terapia hormonal, o similar; por lo tanto, el uso combinado de la composicién para su uso de acuerdo
con las reivindicaciones adjuntas y otro agente antitumoral o estrategia terapéutica puede aumentar los efectos
clinicos tal como la contraccién de las lesiones cancerosas y la prolongacion del tiempo de supervivencia. Ejemplos
de otro agente antitumoral incluyen agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides de plantas, inhibidores de
topoisomerasa, inhibidores de polimerizacién de microtubulos, y agentes moleculares dirigidos; ejemplos especificos
de estos incluyen 5-FU, estramustina, docetaxel, temozolomida, cisplatino, Gemzar, y rituximab. Ejemplos de otra
estrategia terapéutica incluye cirugia, radioterapia, terapia hormonal (un esteroide tal como dexametasona,
mitoxantrona, prednisolona, estrégenos, o progesterona, o agentes analogos tales como Leuplin).

Cuando la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se utilizan en combinacion con
otro agente anti-tumoral o estrategia terapéutica, dicho otro agente anti-tumoral o estrategia terapéutica se utiliza
preferentemente en el intervalo que no afecte la activacion del sistema hematopoyética y una respuesta
inmunolodgica debido a que la composiciéon para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas ejerce un
efecto de activacion de las células hematopoyéticas tales como los CTL. Por ejemplo, la composicion para su uso de
acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se pueden administrar tras la recuperacion del recuento de linfocitos tras
administrar un agente anti-tumoral (hasta 500/ml o mas, preferentemente 1000/ml o mas, por ejemplo); otro agente
antitumoral o estrategia terapéutica se puede utilizar tras la administracién de la composicién para su uso de
acuerdo con las reivindicaciones adjuntas; u otro agente anti-tumoral o estrategia terapéutica se puede administrar
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en un intervalo que no produzca una disminucion del recuento de leucocitos y el recuento de linfocitos durante el
periodo de administracion de la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Por ejemplo, cuando la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas se utiliza en
combinacién con estramustina, la dosis de estramustina durante el periodo de administracion de la composicién para
su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas sera preferentemente de 180 a 280 mg/dia debido a que la
estramustina afecta al sistema hematopoyético. Cuando la composicién para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas se utiliza en combinacién con dexametasona, la dosis de dexametasona durante el periodo
de administracion de la composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas es preferentemente
de 0,5 a 1 mg/dia debido a que la dexametasona tiene el efecto de suprimir la respuesta inmunolégica. Sin embargo,
el Leuplin como analogo de LH-RH se puede administrar a la dosis habitual incluso cuando el Leuplin se administre
durante el periodo de administracion de la composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas,
debido a que afecta menos al sistema hematopoyética y el sistema inmunitario. De esa manera, dicho uso
combinado se puede hacer durante el periodo de administracién de la composicién para su uso de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas por el ajuste apropiado dependiendo del agente.

La presente invencion se describira a continuacion con mayor detalle en referencia al Ejemplo. Sin embargo, la
invencion no tiene la intencion de estar limitada al Ejemplo descrito.

Ejemplo

Se llevé a cabo un ensayo clinico para la indicacién en cancer prostatico y tumor cerebral (glioblastoma) utilizando
14 péptidos antigénicos tumorales (SEQ ID NO: 1 a 14).

(Pacientes)

Los sujetos que entraron en este ensayo clinico eran 15 pacientes que eran positivos a HLA-A24 y que tienen un
cancer de prostata recurrente (HRPC) resistente a terapia hormonal y estramustina y 12 pacientes que tenian un
glioblastoma progresivo (glioblastoma multiforme) que eran resistentes a la terapia inicial tal como cirugia y
presentaban recurrencia. Las caracteristicas del paciente tenian un estado de actuacion de 0 o 1 y un recuento de
linfocitos de 1.000/ml o mas para los pacientes de cancer de prostata y un estado de actuacion de 0 a 3 y un
recuento linfocitos de 500/ml o mas para pacientes de glioblastoma.

(Agentes)

En el ensayo clinico, se utilizaron formulaciones que se obtenian disolviendo cada uno de los péptidos en polvo de
SEQ ID NO: 1 a 14 (con una pureza de mas del 95%) en solucion salina o bicarbonato sédico y secadas por
congelacion, y con adyuvante incompleto de Freund (ISA-51VG, SEPPIC Corporation).

(Ensayo de seleccion de péptidos y ensayo de re-seleccion)

Un anticuerpo contra un péptido en la sangre periférica del paciente se midié utilizando una tecnologia multiple
proporcionada por Luminex Corporation por un método descrito en la Patente japonesa N° 3960614 utilizando cada
uno de los péptidos en polvo de SEQ ID NO: 1 a 14. Mas especificamente, se puede preparar un vehiculo en el que
se inmovilice cada péptido en la superficie de microperlas (Luminex Corporation) tras disolver el péptido en polvo en
DMSO. Posteriormente, se mezclo el plasma (sangre heparinizada) obtenida de la recoleccion de sangre del
paciente con el vehiculo inmovilizado para que reaccionara el anticuerpo contenido en el plasma con el péptido
inmovilizado en el vehiculo. Entonces, se recuperd el vehiculo inmovilizado, tras la reaccién; el anticuerpo de la
sangre periférica del paciente, unido al péptido en el soporte se marcé de manera fluorescente utilizando un
anticuerpo anti-humano biotinilado (Vector Corporation) y un colorante fluorescente avidinilado (Estreptavidina-PE,
Invitrogen Corporation), y se midio la intensidad fluorescente (FIU) del mismo.

Basandose en la FIU obtenida de esta manera, se seleccionaron 4 péptidos para cada paciente en orden de valor
numérico descendente de FIU. Los anticuerpos contra los péptidos se midieron de nuevo utilizando el plasma
obtenido administrando los respectivos péptidos 6 veces por curso al paciente y recolectando sangre tras el fin de
cada curso y se re-seleccionaron los péptidos en orden descendente del valor de la FIU obtenida y se administraron
al paciente.

(Administracion de péptidos)

Los 4 péptidos seleccionados se fabricaron cada uno en forma de solucion afiadiendo agua para inyeccion, se
emulsionaron mezclandolos con ISA-51VG y se administraron por via subcutanea al paciente. Los pacientes se
dividieron en un grupo de administracion de 1 mg de cada péptido en un volumen con base de péptido (6 pacientes
de HRPC y 6 pacientes de glioblastoma), un grupo de administracion de 3 mg (6 pacientes de HRPC y 6 pacientes
de glioblastoma), y un grupo de administracion de 5 mg (3 pacientes de HRPC), y se llevé a cabo la administracion,
estableciendo 1 curso de 6 veces de administracion.
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La administracion se llevé a cabo a una frecuencia de una vez cada 7 dias desde el inicio de la administracion hasta
después del final de 1° curso y a una frecuencia de 7 dias o 14 dias a juicio del investigador clinico dependiendo del
estado de inflamacion en el sitio de administracion en un paciente desde la 72 administracion y posteriores.

El sitio de administracion era la region femoral para los pacientes de HRPC y una region dorsal para los pacientes
de glioblastoma, y los péptidos seleccionados se administraron por via subcutanea individualmente.

La administracion de los péptidos se continué mientras el paciente deseara continuar con la terapia y no se
observara progresion de la enfermedad en el paciente, y se terminaba cuando el investigador clinico juzgaba que se
observaba progresion de la enfermedad. Especificamente, para el cancer prostatico, el investigador clinico juzgaba
que la enfermedad habia progresado, por ejemplo, cuando observaba un aumento del PSA o una nueva metastasis.
Para el tumor cerebral, el investigador clinico juzgaba que la enfermedad era progresiva, por ejemplo, cuando
observaba un aumento de las lesiones en la determinacién por formaciéon de imagenes diagnoésticas (una medicion
bidireccional o RECIST) o cuando se observaban metastasis.

Para los pacientes con HRPC, durante el periodo de administracion de péptidos, se administraron 3,75 mg/mes de
Leuplin o 3,6 mg/mes de goserelina para el mantenimiento de la condicion infértil y se utilizaron en combinacion con
280 mg/dia de estramustina.

(Medicion de la actividad de CTL)

Se separaron las PBMC de la sangre periférica obtenida por recoleccion de sangre al inicio de la administracion y al
final de cada curso para la liofilizacién, y se midié la actividad de CTL utilizando todas las PBMC por un método
conocido (Hida N, Maeda Y, Katagiri K, Takasu H, Harada M, ltoh K., A simple culture protocol to detect peptide-
specific cytotoxic T lymphocyte precursors in circulation. Cancer Immunol Immunotherapy 2002; 51: 219-228) tras el
final de la administracién. Primero, se cultivaron las PBMC en presencia de cada péptido administrado durante 2
semanas, y se co-cultivaron las PBMC con células diana positivas a HLA-A24 que presentaban el péptido
administrado por medio de las moléculas de HLA. Después, se midié la actividad de los CTL midiendo el IFN-y
secretado en el sobrenadante del cultivo por la reaccién de los CTL de las PBMC con las células diana. El co-cultivo
se llevé a cabo en 4 condiciones distintas para cada péptido; se obtuvieron 4 valores para cada péptido de cada
PBMC obtenidas de cada recoleccién de sangre; y el total de los 4 valores se utilizaron como un valor (pg/ml) de
IFN-y para los analisis que se describen posteriormente.

(Evaluacion del efecto clinico)
El efecto clinico se evalud de la siguiente manera:

Para el HRPC, se observaba un tiempo de supervivencia desde la fecha del registro definitivo en el ensayo clinico
mayor de 3 afos, se calculo el valor de la mediana del tiempo se supervivencia (MST). Como resultado, como se
muestra en la Tabla 1, la MST era de 23,8 meses en 15 casos (como los del 10 de marzo de 2010). Era de 29,4
meses en sujetos en los que se administraron 3 mg o mas. De acuerdo con los informes con el uso de docetaxel
como agente quimioterapico para la terapia del cancer de prdstata resistente a la terapia con hormonas (Bibliografia
No Patente 36 y 37), la MST era de 17,5 meses para el uso combinado de docetaxel y estramustina y de 18,9 meses
para el uso combinado de docetaxel y prednisolona; en vista de esto, se sugirid que la composicion tenia el efecto
de prolongar el tiempo de supervivencia.

[Tabla 1]
Todos los | Grupode 1 | Grupo de 3 mg + grupo de
grupos mg 5mg
MST 23,8 22,8 29,4
n 15 6 9

Por otra parte, para el tumor cerebral, se llevd a cabo un ensayo MRI cada 6 veces de administracion para
determinar el cambio de morfologia del tumor. Para la medicion bidireccional, el aumento o la contraccién de la
lesion se determind por el producto del diametro principal de una lesion medible y el diametro maximo perpendicular
del mismo, y por el RECIST, el aumento o contraccion de la lesion se determind por la suma de los diametros mas
largos de hasta 6 lesiones medibles. Los resultados se muestran en la Tabla 2. En la tabla, “PR” indica la presencia
de una respuesta parcial (un 50% o menos de disminucion en el producto o un 30% o menos de disminucion en la
suma) para cada uno de los métodos de medicion bidireccional o el método RECIST, es decir, un efecto de
contraccion de las lesiones; “NC” indica la ausencia de aumento en las lesiones; y “PD” indica la presencia de
progresion de la enfermedad tal como un aumento de la lesion.
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[Tabla 2]
PR | NC | PD
Todos los grupos 2 5 5
Grupo de administracion de 1 mg 1 3 2
Grupo de administracion de 3 mg 1 2 3

La composicion daba como resultado 2 casos de PR y 5 casos de NC para el glioblastoma progresivo; por lo tanto,
se consideraba que la composicion podia suprimir la progresion de la enfermedad en el glioblastoma.

Los efectos secundarios en 15 pacientes de HRPC y 12 pacientes de glioblastoma eran solamente efectos
secundarios leves; se podia confirmar también que la composicion era excelente en seguridad.

(Analisis de la dosis y la respuesta inmunolégica)

Para los pacientes de HRPC, la media de valores de IFN-y o FIU se calcul6 en el grupo de administracion de 1 mg
(nivel 1), el grupo de administracion de 3 mg (nivel Il), y el grupo de administracion de 5 mg (nivel 1ll) para analizar la
relacion entre la dosis y la respuesta inmunoldgica. Los resultados para los valores de IFN-y se muestran en la Tabla
3 ylaFigura 1, y los resultados para la FIU se muestran en la Tabla 4 y la Figura 2.

Tabla 3
Cancer de Prostata Grupo de 1 Gr[upo de fi Grupo de 5 | Grupo de 3 mg + Grupo
/CTL mg mg mg de 5 mg
pre 368 258 513 343
post 677 7.272* 3.815* 6.087 *
*: p < 0,05, respecto a los valores de pre-administracion (pre)

Cancer de Prostata | Grupo de 1 GrL[J-Libcli?;g Grupo de 5 | Grupo de 3 mg + Grupo
/Ab mg mg mg de 5mg
pre 387 147 221 171
post 11.172* 14.012* 17.444* 15.125*
*: p < 0,05, respecto a los valores de pre-administracion (pre)

De manera similar, para los pacientes con glioblastoma, la media de los valores de IFN-y o la FIU se calculé en el
grupo de administracion de 1 mg (nivel 1) y el grupo de administracion de 3 mg (nivel Il) para analizar la relacion
entre la dosis y la respuesta inmunolégica. Los resultados para los valores de IFN-y se muestran en la Tabla 5y la
Figura 3, y los resultados de la FIU se muestran en la Tabla 6 y la Figura 4.

[Tabla 5]

Tumor cerebral/CTL Grupode 1mg | Grupo de 3 mg

pre 124 98
post 2.594* 1.845*

*: p < 0,05, respecto a los valores de pre-administracion (pre)

[Tabla 6]
Tumor cerebral/Ab  |Grupo de 1 mg Grupo de 3 mg
pre 188 85
post 919* 1.201*
*: p < 0,05, respecto a los valores de pre-administracion (pre)

13



10

15

20

25

30

35

ES 2 620277 T3

Para los pacientes de HRPC, los valores de IFN-y estaban significativamente aumentados tras la administracion de
3 mg o mas (el grupo de administracion de 3 mg, el grupo de admisnitracién de 5 mg, o ambos de los mismos) en
comparacion con los de antes de la admisntiracion (Tabla 3). La FIU también aumenté significativamente tras la
admisnitracion en comparacion con los de antes de la administracion en todos los grupos (Tabla 4). Por otra parte,
para los pacientes de glioblastoma, se confirmaron aumentos significativos de los valores de IFN-y y la FIU por la
admisnitracion de 1 mg o mas (Tablas 5y 6).

Estos resultados demostraban que la activacion de CTL se obtenia por la administracion de al menos 1 mg,
preferentemente 3 mg o mas, mas preferentemente de 3 mg a 5 mg. Sin embargo, para la administracion de 5 mg,
habia un paciente para el que fue posible la administracién del mismo pero necesitaba llevarse a cabo a un intervalo
mas largo debido a la inflamacioén en el sitio de administracion, por lo tanto, se consideraron la carga del paciente y
la activacion de CTL, la dosis de péptido se considerd que fuera preferentemente hasta 5 mg, mas preferentemente
de 3a5mg.

(Analisis del numero de veces de administracion y respuesta inmunitaria)

Para los pacientes de HRPC, las medias de los valores de IFN-y y FIU obtenidos a partir del plasma o PBMC que se
obtuvieron al final de cada curso, desde antes de la administracion hasta el 6° curso, se calcularon en el grupo de
administracion de 1 mg y el grupo de administracion de 3 mg o mas para analizar la relacion entre el niumero de
veces de administracion y la respuesta inmunolégica. Los resultados para los valores de IFN-y se muestran en la
Tabla 7 y la Figura 5, y los resultados para la FIU se muestran en la Tabla 8 y la Figura 6. El “nimero de veces de
administracion” en la tabla y la figura es el numero total de veces de administracion al final de cada curso, y el
numero de veces de administracién por curso es de 6.

[Tabla 7]
N° de veces de administracion 0 6 12 18 24 30 36
Todos los grupos 353 1.651* 1.065 3.912* 5.139* 6.097* 4.586*
Grupo de 1 mg 368 908 284 469 1.209 524 640
Grupo de 23 mg 343 2.146" 1.846" 6.207* 8.283* 11.670* 8.532*
* p < 0,05, respecto a los valores para el nimero de veces de administracion de "0"
#: p < 0,1, respecto a los valores del nUmero de veces de administracion de "0"
Tabla 8]
N° de veces de administracion| 0 6 12 18 24 30 36
Todos los grupos 271 | 1.542* | 10.665* | 17.125* | 18.760* | 18.515* | 21.606*
Grupo de 1 mg 387 652 4.349* 9.497* 12.702* | 12.358* | 16.966*
Grupo de 23 mg 171 | 2.311* | 15.297* | 22.764* | 23.035* | 22.992* | 24.137 *
*p < 0,05, respecto a los valores para el nimero de veces de administracion de "0"

De manera similar, para los pacientes de glioblastoma, se calcularon las medias de los valores de IFN-y y FIU
obtenidos del plasma o PBMC obtenidas al final de cada curso desde antes de la admisnitracion hasta el 2° curso en
el grupo de administracion de 1 mg (nivel 1) y el grupo de administraciéon de 3 mg o mas (nivel 1) para analizar la
relacion entre el numero de veces de administracion y la respuesta inmunoldgica. Los resultados para los valores de
IFN-y se muestran en la Tabla 9 y la Figura 7, y los resultados de la FIU se muestran en la Tabla 10 y la Figura 8. El
“numero de veces de administracion” en la tabla y la figura es el nimero total de veces de administracion al final de
cada curso, y el numero de veces de administracion por curso es de 6.

[Tabla 9]
N° de veces de administracion 0 6 12
Todos los grupos 111 1.483* 2.632*
Grupo de 1 mg 124 1.060% 2.679*
Grupo de = 3 mg 98 1.906* 2.586"

*p < 0,05, respecto a los valores para el nUmero de veces de administracion de "0"
#: p < 0,1, respecto a los valores del nUmero de veces de administracion de "0"
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[Tabla 10]
N° de veces de administracion 0 6 12
Todos los grupos 136 181 715*
Grupo de 1 mg 188 247 1.462*
Grupo de =3 mg 85 118 181#
*p < 0,05, respecto a los valores para el nimero de veces de administracion de "0"
#: p < 0,1, respecto a los valores del nUmero de veces de administracion de "0"

Para los pacientes de HRPC, se observé que los CTL estaban aumentados significativamente tras 18 veces de
administracion en el grupo de administracion de 3 mg o mas (Tabla 7). Se observd un aumento significativo de
anticuerpos tras 6 veces de administracion en todos los grupos y tras 12 veces de administracion en el grupo de
administracion de 1 mg (Tabla 8). Esto demostraba que se podian activar los CTL administrando 3 mg o mas de
cada péptidos 18 veces.

Para los pacientes de glioblastoma, se podia confirmar que los CTL estaban significativamente aumentados desde
después de las 6 veces de administracion (Tabla 9), y se confirmé un aumento significativo de anticuerpos desde
después de las 12 veces de administracion (Tabla 10).

Los resultados anteriores demostraban que el nimero de veces de administracion del péptido era al menos de 6 o
mas, preferentemente de 12 o mas y, para el cancer de prostata, mas preferentemente de 18 o mas. El limite
superior del nimero de veces de administracion no esta particularmente limitado, y la administracion es posible
siempre que el paciente desee la administracion, sin embargo, la administracion se puede llevar a cabo hasta 79
veces ya que la administracion se llevo a cabo hasta 54 veces en los pacientes de cancer de prostata y hasta 79
veces en pacientes de glioblastoma en este ensayo.

Ademas, se demostré que el valor de anticuerpos alcanzaba una meseta sustancialmente tras 12 veces de
administracion (Figura 3). Por lo tanto, con respecto a la frecuencia que confirmaba respuestas inmunoldégicas contra
los péptidos administrados y la re-seleccion de péptidos, también se demostraba que se podian seleccionar los
péptidos 6ptimos para cada paciente examinando un anticuerpo para cada péptido cada 6 veces de administracion,
preferentemente 6 a 12 meses de administracion.

(Analisis de correlacion entre anticuerpos y CTL)

Debido a que la actividad de CTL y reactividad de anticuerpos presentaban un aumento dependiendo de la dosis y el
numero de veces de administracion de los péptidos, se analizd si habia una correlaciéon o no entre el aumento de
actividad de CTL y el aumento de actividad de anticuerpos. Se llevé a cabo el analisis en pacientes de HRPC en los
que el nimero de veces de administracion era el mayor.

Para la activacion de los CTL, se calcularon los valores que se obtenian restando un valor de IFN-y antes de la
administracion del péptido de los valores de IFN-y obtenidos a partir de las PBMC en los puntos de recolecciéon de
sangre respectivos, y se calculd el valor medio (valor A) de los valores resultantes para cada paciente. Por otra
parte, para los anticuerpos, debido a que el valor de la FIU al inicio de la administraciéon era extremadamente
pequefia en comparacion con la de después de la administracion, los valores medios de la FIU se analizaron entre
los valores medios de los valores Ay la FIU obtenida de cada paciente. Los coeficientes de correlacion resultantes se
muestran en la Tabla 11.

[Tabla 11]
Todos los
grupos 1Tmg | 3mg | 5mg [3mgy5mg
r 0,65 -0,40 | 0,96 | 0,61 0,69
n 15 6 6 3 9
p 0,01 0,43 | 0,00 | 0,58 0,04

Se obtuvo una correlacién significativa en el grupo de administracion de 3 mg, el grupo en el que el grupo de
administracion de 3 mg se combinaba con el grupo de administracion de 5 mg (el grupo de administracion de 3 mg o
mas), y todos los grupos, en los que se observaba que los CTL estaban significativamente aumentados.

Los resultados de la Tablas 7 a 11 indicaban que en el grupo de administracion de 3 mg o mas en el que se obtenia
una respuesta significativa de CTL, (1) se encontraba una reactividad de anticuerpos significativamente aumentada

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 620277 T3

desde las 6 veces de administracion; (2) se encontraba que la actividad de los CTL tenia una tendencia al aumento
desde después de las 6 veces de administracion y aumentaba significativamente desde después de las 18 veces de
administracion en un momento posterior a la reactividad de anticuerpos; y (3) el aumento de la reactividad de
anticuerpos se correlacionaba con el aumento de la actividad de CTL.

En otras palabras, basandose en las mediciones de los anticuerpos que presentan reaccién a los péptidos
respectivos, los péptidos se podian re-seleccionar y administrarlos para aumentar eficazmente los CTL contra los
péptidos administrados; se consideraba que los péptidos 6ptimos para cada paciente se podian seleccionar y
administrar por dicho método de seleccion.

Para los pacientes de HRPC, la reaccion de CTL por los péptidos seleccionados en la seleccion inicial y la reaccion
de los CTL por los péptidos re-seleccionados y administrados, se analiz6 utilizando los valores de IFN-y en 7 casos
en los que se llevd a cabo la re-seleccion de péptidos, entre el grupo de administracion de 3 mg y el grupo de
administracion de 5 mg en los que se observaban aumentos significativos de los CTL. Los resultados se muestran
en la Tabla 12 y la Figura 9. Como la re-seleccion inicial de péptidos se llevd a cabo al final del 1° curso, se
muestran en la tabla y la figura las medias de las mediciones después de la re-seleccién (valores medidos al final del
2° curso o posteriores). El “nimero de veces de administracion” en la tabla y la figura es el numero total de veces de
administracion al final de cada curso, y el nimero de veces de administracion por curso es de 6.

[Tabla 12
Numero de veces de administracién 12 18 24 30 36
Péptidos seleccionados inicialmente 1.736 5.163 3.982 5.291 4.604
Péptidos re-seleccionados 27 1.044 4.301 6.379 3.928

La Tabla 12 muestra que la proporcién de activacion de CTL por los péptidos re-seleccionados en la activacion total
de CTL era mayor tras las 24 veces de administracion, lo que corresponde con las 18 veces de administracion para
los péptidos administrados por re-seleccion tras 6 veces de administracion. Esto demostraba que la activacion de
CTL contra los péptidos seleccionados por la re-seleccion de péptidos contribuia significativamente a la activacion
total de CTL en cada paciente. El nimero de pacientes en los que se llevd a cabo la re-seleccién era 6 de 7 tras las
6 veces de administracion, 3 de 6 tras las 12 veces de administracion, 2 de 5 tras las 18 veces de administracion, y 0
tras las 24 veces de administracion.

(Analisis de la respuesta inmunoldgica y tiempo de supervivencia)
Ademas, para los pacientes de HRPC, se calcularon los promedios de los valores A y FIU obtenidos para cada

paciente, y se analizé su correlacion con el tiempo de aupervivencia. Los resultados de los coeficientes de correlacion
que se obtuvieron se muestran en la Tabla 13 para los valores Ay en la Tabla 14 para la FIU.

[Tabla 13]
Todos los Tmg | 3mg | 5mg [ 3mgy5mg
grupos
r 0,29 -0,69 | 0,92 | 0,51 0,53
n 15 6 6 3 9
p 0,29 0,13 | 0,01 | 0,66 0,14
[Tabla 14]
Tgcril?solgs 1Tmg | 3mg | 5mg | 3mgy5mg
r 0,24 -0,32 | 0,89 | 0,99 0,61
n 15 6 6 3 9
p 0,39 0,54 | 0,02 | 0,07 0,08

Tanto para los valores A como para la FIU, el aumento de la activacion de CTL o de anticuerpos tiende a
correlacionarse con el tiempo de supervivencia en el grupo de administracion de 3 mg o mas, particularmente, se
obtuvo una fuerte correlacién en el grupo de administracion de 3 mg. A partir de esos resultados, se considera que la
administracion de al menos 3 mg o mas, preferentemente 3 a 5 mg de cada péptido aumentaba la reactividad y la
actividad de los CTL, lo que contribuye al tiempo de supervivencia.
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(Analisis del péptido administrado)

En 15 pacientes de HRPC (402 veces de administraciéon en total) y 12 pacientes de glioblastoma (198 veces de
administracion en total), se calcularon la frecuencia de uso de cada péptido, el nimero de pacientes que recibieron
la administracion, cada valor medio de las mediciones de un anticuerpo (FIU) y los valores de IFN-y para los CTL
tras la administracion de péptidos, y el nimero medio de veces de administracion. Los resultados se muestran en la
Tabla 15.
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Entre SEQ ID NO: 1 a 14, no se selecciond SEQ ID NO: 2 en la seleccion peptidica; por lo tanto, se demuestra que
los péptidos se pueden seleccionar de entre un grupo de 13 péptidos de SEQ ID NO: 1y 3 a 14. Particularmente, se
demuestra que SEQ ID NO: 4, 5, y 14 eran favorables en cuanto a frecuencia de uso, niumero de pacientes que
recibian la administracion y valores de anticuerpos y CTL tanto del cancer de prostata como el tumor cerebral y SEQ
ID NO: 6, 8, 11, 12, y 13 eran favorables en cuanto a frecuencia de uso, numero de pacientes que recibian la
administracion y valor de los anticuerpos o CTL para el cancer de préstata o para el tumor cerebral.

Por otra parte, los SEQ ID NO: 1, 3, y 10 eran bajos en cuanto a frecuencia de uso tanto para el cancer de prostata
como para el tumor cerebral; entre estos, SEQ ID NO: 3 se administré 12 veces a 1 paciente de HRPC pero no
aumentaba la reactividad de anticuerpos y CTL y se cambid por otro péptido mas tarde basandose en el ensayo de re-
seleccion de péptidos. Por otro lado, el SEQ ID NO: 1 se utilizd en un paciente de HRPC pero era menor en la
reactividad de CTL que otros péptidos. Ademas, el SEQ ID NO: 10 aumentaba el valor de CTL; sin embargo, no se
administré continuamente aunque se midié un valor alto de estos en 1 de 2 casos.

Particularmente, el SEQ ID NO: 3 no aumentaba los anticuerpos y CTL en comparacion con los SEQ ID NO: 1y 10
que tenian una frecuencia de uso comparable a este; por lo tanto, el método de administraciéon de los péptidos por
seleccion utilizando anticuerpo se considerd que proporcionaba un efecto clinico suficiente cuando los péptidos se
seleccionaban de un grupo de 12 péptidos, excluyendo los SEQ ID NO: 2 y 3. Se consideraba que podia esperarse
que la exclusion del SEQ ID NO: 3 resultara en un efecto clinico mas excelente debido a que se puede seleccionar y
administrar otro péptido que fuera mas esperable que activara los CTL y aumentara los anticuerpos.

En otras palabras, considerando que la administracion continua de péptidos activaba los CTL y ejercia un efecto de
prolongacion de la vida, se consideré que 12 péptidos excluyendo el SEQ ID NO: 3 de los 13 péptidos de SEQ ID
NO: 1y 3 a 14, 11 péptidos, excluyendo adicionalmente el SEQ ID NO: 1 0 10, o 10 péptidos, excluyendo SEQ ID NO:
1, 3y 10 de los 13 péptidos, se podia esperar que hubiera un efecto de prolongacion de la vida suficiente. Ademas, la
exclusion de estos péptidos daba como resultado la administracion de péptidos de los que se esperaba mas que
activaran los CTL y aumentasen los anticuerpos; por lo tanto, considerando que la activacionde CTL y el aumento
de anticuerpos se correlaciona con el efecto de prolongaciéon de la vida, se puede esperar un efecto clinico mas
excelente administrando otros péptidos de los que se espera mas que activen CTL y aumenten los anticuerpos.

Para los 10 péptidos de SEQ ID NO: 4 a 9 y 11 a 14, se calcul6 el valor de IFN-y por administracion, a partir del
numero medio de veces de administracion del mismo y los valores de IFN-y cuando se fijaba 1 curso en 6 veces de
administracion de la Tabla 14; como resultado, se consideraba que los SEQ ID NO: 7 y 9 aumentaban poco la
actividad de CTL y eran débiles en el efecto de prolongar la supervivencia por la activacion de CTL en comparacion
con otros péptidos. Por lo tanto, incluso 9 péptidos, excluyendo SEQ ID NO: 7 0 9 de los 10 péptidos, u 8 péptidos,
excluyendo ambos se consideraba que proporcionaban un efecto de prolongacion de la vida. Ademas, el SEQ ID NO:
7, se administré a 12 sujetos y el SEQ ID NO: 9 a 5 sujetos; 1 de los 4 péptidos administrados en cada curso era el de
SEQ ID NO: 7 0 9 en todos los pacientes. Por lo tanto, considerando que la actividad de CTL contra estos péptidos no
estaba suficientemente aumentada, se consideré que el nimero a administrarse podia ser de al menos 3.

Ademas, entre los 8 péptidos de SEQ ID NO: 4 a6, 8,y 11 a 14, SEQ ID NO: 12 y 13 tenian valores de activacion de
CTL bajos y son bajos en el promedio de niumero de veces de administracién en comparacion con otros péptidos para
los pacientes de HRPC; por lo tanto, se considera que se podrian excluir basandose en la misma razén que se ha
descrito anteriormente. En otras palabras, se consideré que cuando se pretenden para el cancer de préstata, se
podria esperar que los 6 péptidos de SEQ ID NO: 4 a 6, 8, 11, y 14 tengan un efecto de prolongacién de la vida
suficiente. De manera similar, debido a que el SEQ ID NO: 8 no se utilizé en pacientes de glioblastoma, se considerd
que cuando se pretende para un tumor cerebral, se podria esperar que los 7 péptidos de SEQIDNO:4a6y 11 a 14
tengan un efecto de prolongacion de la vida.

Para verificar estos, se utilizaron los pacientes de HRPC como sujetos para analizar la correlacion entre la medicion
de CTL obtenidos de cada uno de los grupos de 6 a 13 péptidos que se muestran en la Tabla 15 y el tiempo de
supervivencia. Los coeficientes de correlacion (R) que se obtienen mediante el analisis se muestran en la Tabla 16.
En la tabla, el “porcentaje de concordancia de 3 péptidos” indica el porcentaje de pacientes que han recibido
continuamente cualquiera de los 3 péptidos administrados a través de todos los cursos en los 15 pacientes, y la
“tasa de positivos a anticuerpos” indica el porcentaje de pacientes que eran positivos a anticuerpos contra los 3
péptidos o0 mas en el ensayo de anticuerpos en los 15 pacientes.
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La tabla 16 demostraba que la correlaciéon entre el valor de CTL y el tiempo de supervivencia no se afectaba
significativamente incluso para el grupo de 6 péptidos. También se demostraba que 3 péptidos o mas podian
administrarse continuamente a lo largo de todos los cursos en el 100% de los pacientes (15 de 15 pacientes) para
los grupos de 10 a 13 péptidos, el 80% (12 de 15 pacientes) para el grupo de 8 péptidos, y aproximadamente el 60%
para el grupo de 6 péptidos. El MST de los sujetos tenia valores comparables o mayores para los grupos de 8
péptidos N° 3 a 11 pero tendian a estar ligeramente disminuidos para los grupos n°® 1 y 2. A partir de estos
resultados, se consider6 que se obtenia un efecto equivalente en la mayoria de los sujetos utilizando
preferentemente un grupo de 7 péptidos o mas.

De manera similar, el porcentaje de concordancia de 3 péptidos y la tasa de positivos a anticuerpos se analiz6 en 12
pacientes de glioblastoma. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

[Tabla 17]
Ne NUmgro de Péptido N° Porcentaje c,1e f:oncordancia de 3 Tasa.de positivos a
péptidos péptidos (%) anticuerpos (%)
1 7 4,514 16,11,12,13 100% 100%
2 8 4,514 16,7,11,12,13 100% 100%
3 8 4,514 16,8,11,12,13 100% 100%
4 9 4,514 16,7,8,11,12,13 100% 100%
5 9 4,514 16,8,9,11,12,13 100% 100%
6 10 45,14 16,7,8,9,11,12,13 100% 100%
7 11 45,14 11,6,7,8,9,11,12,13 100% 100%
8 11 4,5,14 16,7,8,9,10,11,12,13 100% 100%
9 12 45,14 11,6,7,8,9,10,11,12,13 100% 100%
10 13 4,5,14 11,3,6,7,8,9,10,11,12,13 100% 100%

Como se muestra en la Tabla 17, el porcentaje de concordancia era del 100% (12 de 12 pacientes) en los pacientes
de glioblastoma incluso para el grupo de 7 péptidos.

Ademas, se analiz6 si las diferencias en el nimero de veces de administracion y la dosis afectaba al efecto clinico
se analizé dividiendo 15 pacientes de HRPC en grupos. Se llevaron a cabo dos tipos de analisis: 1) calcular el MST
por la divisién en 2 grupos de pacientes, los que recibieron 3 mg o mas y la administracion 12 veces o mas y los
otros pacientes, y 2) calcular el MST por division en dos grupos de pacientes, los que recibieron de 3 mg o mas y la
administracion 18 veces o mas y los otros pacientes. Los resultados se muestran en las Tablas 18 y 19.

[Tabla 18]
Todos los| Administracion de 1 mg omenos de 12 | 3 mg o mas y administracion de 12
grupos veces de administracion veces 0 mas
MST 23,8 22,9 32,6
n 15 8 7
[Tabla 19]
Todos los| Administracion de 1 mg o menos de 18 | 3 mg o mas y administracion de 18
grupos veces de administracion veces 0 mas
MST 23,8 21,9 32,8
n 15 9 6

Las Tablas 18 y 19 demostraban que los grupos de pacientes que recibian 12 veces de administracion o 18 veces
de administracion en los que se podian confirmar aumentos de CTL y anticuerpos tendian a tener una MST larga en
comparacion con los otros grupos.

Aplicabilidad industrial

La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas es una composicion que comprende un
grupo de péptidos derivados de antigenos tumorales y una composicidon para su uso en inmunoterapia que se
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espera que sea una cuarta estrategia terapéutica tras la cirugia, quimioterapia y radioterapia. La composicion hace
posible la administracion de péptidos apropiados para cada paciente, y es util debido a que tiene un efecto clinico de
supresion de la progresion de canceres dificiles de tratar, tales como el cancer de préstata y el tumor cerebral. La
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composicion también se puede utilizar en combinacion con otra estrategia terapéutica.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Green Peptide Co., Ltd.

<120> Vacuna peptidica contra el cancer

<130> 670383

<150> JP 2010-154921
<151> 07-07-2010

<160> 14

<170> PatentIn versioén 3.2

<210>1
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> EGF-R-800

<400> 1

<210>2
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> EZH2-735

<400> 2

<210>3
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Lck-208

<400> 3

<210>4
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

Asp Tyr Val Arg Glu His Lys Asp Asn Ile
1 5 10

Lys Tyr Val Gly Ile Glu Arg Glu Met
1 5

His Tyr Thr Asn Ala Ser Asp Gly Leu
1 5
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<220>
<223> Lck-486

<400> 4

<210>5
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Lck-488

<400> 5

<210> 6
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> MRP3-503

<400> 6

<210>7
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> MRP3-1293

<400> 7

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

<220>
<223> PAP-213

<400> 8

<210>9
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Thr Phe Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu
1 5

Asp Tyr Leu Arg Ser Val Leu Glu Asp Phe
1 5 10

Leu Tyr Ala Trp Glu Pro Ser Phe Leu
1 5

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

Leu Tyr Cyg Glu Ser Val His Asn Phe
1 5
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<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PSA-248

<400> 9

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

<220>
<223> PSMA-624

<400> 10

<210> 11
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PTH-rP-102

<400> 11

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

<220>
<223> SART2-93

<400> 12

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

<220>
<223> SART2-161

<400> 13
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Hig Tyr Arg Lys Trp Ile Lys Asp Thr TIle
1 5 10

Thr Tyr Ser Val Ser Phe Asp Ser Leu
1 5

Arg Tyr Leu Thr Gln Glu Thr Asn Lys Val
1 5 10

Asp Tyr Ser Ala Arg Trp Asn Glu Ile
1 5
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Ala Tyr Asp Phe Leu Tyr Asn Tyr Leun

1

5
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Val Tyr Asp Tyr Asn Cys His Val Asp Len
5
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon para su uso en el tratamiento del cancer, que comprende de 8 a 13 péptidos de a) a d) a
continuacion:

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5, y 14;

b) 5 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12, y 13;
c) 0 a 2 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 7y 9;y

d) 0 a 3 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,

donde la composicién se va a utilizar de manera que los anticuerpos contra los péptidos respectivos en la sangre
periférica de un paciente se van a medir y se van a seleccionar 3 o 4 péptidos contra los cuales son positivos los
anticuerpos en el orden de medida de mayor a menor y se administran al paciente.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la composicién comprende 8 a 10 péptidos,
y donde el numero de los péptidos de cada uno de d) es 0.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la composicion comprende 8 péptidos, y
donde el numero de los péptidos de cada uno de c) y d) es 0.

4. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el
tratamiento del cancer de préstata.

5. La composicidon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el
tratamiento de un tumor cerebral.

6. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la composicién se va
a utilizar de manera que los péptidos se van a administrar en una cantidad de 3 a 5 mg de cada péptido.

7. La composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la composicion se va
a utilizar de manera que los péptidos se van a administrar al menos 18 veces o mas.

8. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la composicion se va
a utilizar de manera que los péptidos se van a administrar de 6 a 12 veces, seguido por re-seleccion.

9. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la
composicion comprende 12 péptidos de SEQ ID NO: 1y 4 a 14.

10. Un método para seleccionar péptidos que se van a administrar para el tratamiento del cancer, que comprende la
medicion de anticuerpos en la sangre periférica de un paciente contra 8 a 13 péptidos de a) a d) a continuacion:

a) los péptidos de SEQ ID NO: 4, 5,y 14;
b) 5 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 6, 8, 11, 12,y 13;
c) 0 a 2 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 7y 9; y
d) 0 a 3 péptidos seleccionados de entre SEQ ID NO: 1, 3,y 10,
y seleccionar 3 o 4 péptidos a los cuales los anticuerpos son positivos, en el orden de medida de mayor a menor.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10 que comprende la medicién de anticuerpos en sangre periférica
de un paciente contra 12 péptidos de SEQ ID NO: 1y 4 a 14.
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Fig. 2
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Fig. 9
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