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DESCRIPCION
Péptidos para su uso en el tratamiento y diagndstico de canceres positivos a IDH1 R132H

La presente invencion se refiere al campo de la terapia y diagnostico de los tumores. Especificamente, se refiere a
un péptido que comprende al menos 8 aminoacidos de longitud que estd presente como una secuencia de
aminoacidos contigua en la Isocitrato deshidrogenasa Tipo | (IDH1) humana, en la que dicho péptido tiene al menos
un intercambio de aminoacidos de R por H en la posiciéon correspondiente a la posicion 132, para su uso en la
prevencion y/o tratamiento de un cancer. Se contempla adicionalmente un medicamento que comprende dicho
péptido. Ademas, la invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar un cancer que se caracteriza porque
tiene una mutacién en el genoma de al menos algunas células cancerosas que da como resultado la expresion de
una IDH1 mutante que tiene la mutacion R132H que comprende las etapas de poner en contacto una muestra de
sangre de un sujeto sospechoso de padecer dicho tumor con un péptido que comprende al menos 10 aminoacidos
de longitud que estan presentes como una secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1, en la que dicho péptido
tiene al menos un intercambio de aminoacidos de R por H en una posicién correspondiente a la posicion 132 durante
un tiempo y en condiciones que permitan la union especifica de un componente del sistema inmunitario al péptido, y
determinar si se ha producido o no la unién de dicho componente del sistema inmunitario al péptido, en el que el
cancer se diagnostica si se ha determinado la existencia de la unién. Se proporciona también por la invencion un kit
y un dispositivo para llevar a cabo dicho procedimiento.

Las mutaciones en el gen que codifica la Isocitrato deshidrogenasa (IDH1) dependiente de NADP+ citosdlico
apareci6 como un hallazgo insospechado en el analisis de secuencia del glioblastoma (GBM) (Parsons 2008,
Science 321(5897):1807-12). Estudios recientes han informado de mutaciones en el gen de IDH1 que dan como
resultado un intercambio en la posicién 132 en aproximadamente el 70 % de los gliomas anaplasicos y del 12 % de
los glioblastomas (Balls 2008, Acta Neuropathol. 116(6):597-602, Yan 2009, N Engl J Med. 360(8):765-73,
Watanabe 2009, Am J Pathol. 174(4):1149-53, De Carli 2009, N Engl J Med. 360(21):2248 , Ducray 2009, N Engl J
Med. 360(21):2248, Hartmann 2009, Acta Neuropathol. 118(4):469-74, Ichimura 2009, Neuro Oncol. 11(4):341-7,
Sanson 2009, J Clin Oncol. 27(25):4150-4).

La Isocitrato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacion oxidativa del Isocitrato a alfa-cetoglutarato utilizando la
reduccion de NADP+ a NADPH. Las mutaciones afectan al aminoacido arginina en la posicion 132 de la secuencia
de aminoacidos, que pertenece a una region conservada evolutivamente localizada en el sitio de unién del Isocitrato.
Las mutaciones que se informaban siempre eran heterocigotas y las alteraciones que sugerian una inactivacion
proteica, tales como un sitio de corte o empalme o mutaciones sin sentido, no se detectaron, por lo tanto daban pie a
especulaciones sobre una naturaleza activadora de la mutacién. Sin embargo, la medicion de la actividad enzimatica
demostraba un efecto inactivador de la mutacion (Yan 2009, N Engl J Med.360 (8):765-73). Sin embargo, el papel de
la IDH1 en el desarrollo y/o la progresion del cancer siguen sin aclararse.

Las mutaciones de la IDH1 se producen con alta frecuencia en los gliomas difusos de grado Il y lll de la OMS. El
93 % de todas las mutaciones de la IDH1 se caracterizan por un intercambio de aminoacidos R132H (Hartmann
2009, Acta Neuropathol. 118(4):469-74).

Las terapias eficaces contra los tipos de cancer mencionados anteriormente y otros, que se acomparfan por IDH1
R132H serian muy deseables ya que estos canceres son muy a menudo canceres agresivos con un prondstico de
resultado malo.

Las medidas de diagnostico actuales para los tipos de cancer mencionados anteriormente y, en particular, los
medios de diagnéstico para determinar si el cancer se acompafia por una mutacion IDH1 R132H, se basan
fundamentalmente en estrategias de secuenciacion del ADN gendémico o procedimientos de tincion
inmunohistoquimica (véase, por ejemplo, el documento EP 2 256 214 A2). Ambas técnicas, sin embargo, necesitan
muestras tisulares apropiadas del tejido canceroso que se pueden obtener, solamente, mediante una biopsia
molesta y potencialmente peligrosa. Por lo tanto, una medida de diagndstico fiable y eficaz para estos tipos de
cancer también seria deseable.

El problema técnico en que se basa la presente invencion se puede ver como la provision de medios y
procedimientos terapéuticos y diagnosticos que satisfagan las necesidades mencionadas anteriormente. El problema
técnico se resuelve mediante las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones y en el presente documento
posteriormente.

La presente invencion, por lo tanto, se refiere a un péptido que comprende al menos 8 aminoacidos de longitud que
esta presente como una secuencia de aminoacidos contigua en la Isocitrato deshidrogenasa Tipo 1 (IDH1) humana,
en la que dicho péptido tiene al menos un intercambio de aminoacidos de R por H en la posicién correspondiente
con la posicion 132, para su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer. La invencion se define en las
reivindicaciones. El término “péptido” como se utiliza en el presente documento se refiere a una molécula organica
pequefa en la que los aminoacidos estan unidos covalentemente por enlaces peptidicos. Al contrario que los
polipéptidos (proteinas), los péptidos simplemente consisten en de 2 a aproximadamente 100 aminoacidos. Los
péptidos, debido a su pequefio tamafo, son habitualmente moléculas biodisponibles, es decir, pueden entrar en la
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mayoria de los tejidos de un organismo e incluso pueden entrar en las células. El péptido de acuerdo con la presente
invencion comprende al menos 8 aminoacidos de longitud. Por lo tanto, el péptido puede consistir esencialmente en
desde al menos 8 a aproximadamente 100 aminoacidos, preferentemente, desde al menos 8 a aproximadamente 50
aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 40 aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 35
aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 30 aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 25
aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 20 aminoacidos, desde al menos 8 a aproximadamente 15
aminoacidos o desde al menos 8 a al menos 10 aminoacidos de longitud. El término “aproximadamente” como se
utiliza en este contexto se refiere a un nimero de aminoacidos, que difiere del nUmero precisado por +/- uno, es
decir, un aminoacido mas o un aminoacido menos. Preferentemente, se pretende el nimero precisado.

La expresion “Isocitrato deshidrogenasa Tipo 1” o “IDH1” como se utiliza en el presente documento se refiere a una
enzima que esta implicada fisiolégicamente en el ciclo del acido citrico en el que cataliza la descarboxilacion
oxidativa del Isocitrato por la que se produce alfa-cetoglutarato y CO2. La reaccion necesita la conversion de NAD+
a NADH. Otra isoforma de la enzima que se prefiere de acuerdo con la invencioén cataliza la misma reaccion en el
citosol asi como en la mitocondria y/o peroxisomas utilizando el NADP+ como cofactor mejor que el NAD+. Como se
hace referencia a la IDH1 en el presente documento, preferentemente es la IDH1 humana que tiene una secuencia
de aminoacidos como la que se desvela en Kim et al. (Kim 1995, Biochem J 308(Pt1): 63-68) o como estan
disponibles con los nidmeros de registro de NC-Bl/Genbank CAG46496.1, Gl: 49456351; CAG38738.1, Gl:
49168486; CAG38553.1, Gl: 49065470; o AAH12846.1, Gl: 15277488. Sin embargo, el término engloba también
variantes de dicha IDH1 humana que se caracteriza por la secuencia de aminoacidos especifica mencionada
anteriormente. Dichas variantes pueden ser ortélogos, paralogos u homologos, en general. Como se hace referencia
a una variante en el presente documento, tiene una secuencia de aminoacidos que se diferencia de la secuencia de
aminoacidos especifica a la que se hace referencia anteriormente por la sustitucion, adicion y/o eliminacion de al
menos un aminoacido. Preferentemente, dicha secuencia de aminoacidos variante es al menos un 70 %, al menos
un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos
un 99 % idéntica en su longitud completa con la secuencia de aminoacidos especifica mencionada anteriormente.
Preferentemente, el grado de identidad se puede determinar comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas en
una ventana de comparacion, donde el fragmento de secuencia de aminoacido de la ventana de comparacion puede
comprender adiciones o eliminaciones (por ejemplo, huecos o protuberancias) en comparacion con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones ) para el alineamiento 6ptimo. El porcentaje se calcula
determinando el nimero de posiciones en las que existen aminoacidos idénticos en ambas secuencias para dar el
numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de
secuencia. El alineamiento 6ptimo de secuencias ara la comparacién se tiene que llevar a cabo mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Add. APL. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de homologia de
alineamiento de Needleman y Wunsch J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el procedimiento de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 85: 2444 (1988), por programas computarizados de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, BLAST, PASTA, y TFASTA del Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion visual. Debido a que las dos secuencias se
han identificado por comparacion, se emplean preferentemente GAP y BESTFIT para determinar su alineamiento
optimo y, por lo tanto, el grado de identidad. Preferentemente, se utilizan los valores por defecto 5.00 para el peso
de los huecos y 0.30 para el peso de la longitud de huecos. Preferentemente, la variante tiene las actividades
enzimaticas a las que se ha hecho referencia anteriormente y esencialmente las mismas propiedades inmunoldgicas
que la IDH1 humana a la que se ha hecho referencia anteriormente.

El péptido de la invencion comprendera al menos un intercambio de aminoacidos de R por H en la posicion
correspondiente con la posicion 132. Preferentemente, el péptido puede comprender en al menos los 8 aminoacidos
que estan presentes como la secuencia de aminoacidos contigua de la IDH1 humana un intercambio de R por H
como Unico intercambio en la posicidon correspondiente a la posicion 132 de la IDH1 humana como se ha
especificado en oftro sitio del presente documento. Sin embargo, el péptido puede comprender intercambios
adicionales, preferentemente uno o dos intercambios adicionales o incluso mas.

Preferentemente, al menos estan presentes 8 de los aminoacidos del péptido de la invenciéon como la secuencia de
aminoacidos contigua en la IDH1 humana. En consecuencia, el péptido de la presente invencién puede consistir
esencialmente en una secuencia de aminoacidos derivada de la IDH1 humana o puede consistir en la secuencia de
aminoacidos que comprende un tramo de 8 o mas aminoacidos derivados de la IDH1 humana y otro tramo de
aminoacidos que no estan presentes en la IDH1 humana.

Preferentemente, el péptido de la invencidon consiste en entre 8 y 40 aminoacidos de longitud, el péptido consiste en
entre 8 a 35 aminoacidos, entre 8 a 30 aminoacidos, entre 8 a 25 aminoacidos, entre 8 a 20 aminoacidos, entre 8 a
15 aminoacidos o entre 8 a 10 aminoacidos de longitud que esta presente como una secuencia de aminoacidos
contigua en la IDH1 humana.

El numero de aminoacidos preciso para el péptido en general asi como el numero de aminoacidos derivados de la
secuencia de aminoacidos de la IDH1 humana puede determinarlos un experto dependiendo del uso previsto. En
este contexto, el experto es bien consciente del hecho de que la respuesta inmunitaria puede optimizarse variando la
longitud total del péptido o la longitud del tramo de aminoacidos contiguos de la IDH1 diana.
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Preferentemente, el péptido de la presente invencién comprende o consiste esencialmente en una secuencia de
aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 118 a
132 (SEQ ID NO: 1);

b) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 120 a
134 (SEQ ID NO: 2);

C) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 122 a
136 (SEQ ID NO: 3);

d) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 124 a
138 (SEQ ID NO: 4);

€) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 126 a
140 (SEQ ID NO: 5);

f) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 128 a 142
(SEQ ID NO: 6);

g) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 130 a
144 (SEQ ID NO: 7);

h) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 132 a
146 (SEQ ID NO: 8); y

i) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 123 a 142
(SEQ ID NO: 9).

El término “cancer” como se utiliza en el presente documento se refiere a una neoplasia maligna que da como
resultado el crecimiento no deseado, la invasion, y en ciertas condiciones la metastasis de células alteradas en un
organismo. Las células que dan lugar al cancer estan alteradas genéticamente y habitualmente han perdido la
capacidad para controlar la divisién celular, el comportamiento de migracion celular, estado de diferenciacion, y/o la
magquinaria de muerte celular. La mayoria de los canceres forman un tumor excepto algunos canceres
hematopoyéticos, tales como la leucemia, que no. Preferentemente, dicho cancer es un cancer caracterizado por
que tiene una mutacién en el genoma de al menos algunas células cancerosas que da como resultado en la
expresion de una IDH1 mutante que tiene la mutacion R132H. Si un cancer tiene una mutacion en al menos algunas
de las células cancerosas como se ha especificado anteriormente puede determinarlo un experto por técnicas
basadas en PCR y/o deteccion basada en la secuenciacion. Ademas, también se pueden aplicar los procedimientos
de la invencién a los que se hace referencia en cualquier sitio del presente documento.

Mas preferentemente, dicho cancer es un tumor vy, preferentemente, es un glioma. Se ha informado de que los
gliomas comprenden frecuentemente células o incluso consisten en células que comprenden la mutacion de IDH1
mencionada anteriormente. Mas preferentemente, dicho glioma es un astrocitoma, oligodendroglioma,
oligoastrocitoma, glioblastoma, o gliosarcoma OMS Il u OMS IlI.

Ademas, preferentemente, el cancer al que se hace referencia en el presente documento es, también
preferentemente, una leucemia mieloide aguda, un sindrome mielodisplasico, o un tumor neuroepitelial
disembrioplasico. Los sintomas que acompafan los tipos de cancer mencionados anteriormente se conocen bien en
la técnica y puede determinarlos un experto sin mas preambulos. Los detalles de los tipos de cancer pueden
encontrarse en libros de texto de medicina, por ejemplo, Pschyrembl o Stedman.

El término “prevenir’ como se utiliza en el presente documento se refiere a la prevenciéon del desarrollo de una
enfermedad a la que se hace referencia en el presente documento. Dicha prevencién se consigue preferentemente
durante cierta ventana de tiempo de la administracion del péptido de la invencion. Preferentemente, dicha ventana
de tiempo es al menos de 1 afio, al menos 2 afios, al menos 5 anos, a 10 afios 0 mas hasta la esperanza de vida
restante completa del sujeto que recibio el tratamiento preventivo al que se ha hecho referencia anteriormente. Se
entendera que un tratamiento preventivo al que se hace referencia en el presente documento, no sera, con toda
probabilidad, satisfactorio en todos los sujetos que reciben el tratamiento. Sin embargo, se prevé que el tratamiento
preventivo es eficaz en al menos una parte estadisticamente significativa de los sujetos que son tratados. Si una
parte estadisticamente significativa, por ejemplo, de una cohorte de sujetos, puede prevenirse satisfactoriamente, se
puede determinar, preferentemente, por ensayos estadisticos tratados en otra parte del presente documento con
mas detalle.

El término “tratar” como se utiliza en el presente documento se refiere a la mejoria y/o la cura de una enfermedad a
la que se hace referencia en el presente documento, evitar la progresion de la enfermedad o al menos una mejora
de al menos un sintoma asociado con dicha enfermedad. Se entendera que un tratamiento al que se hace referencia
en el presente documento, no sera satisfactorio, con toda probabilidad, en todos los sujetos que reciben el
tratamiento. Sin embargo, se prevé que el tratamiento es eficaz para al menos una parte estadisticamente
significativa de los sujetos que son tratados. Si una parte estadisticamente significativamente, por ejemplo, de una
cohorte de sujetos, puede ftratarse satisfactoriamente, se puede determinar preferentemente, por ensayos
estadisticos tratados en otra parte del presente documento con mas detalle.

El péptido de acuerdo con la presente invencion se proporcionara para su uso en el tratamiento y/o la prevencion del
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cancer, es decir, se fabricara un medicamento, por ejemplo, comprendido en una composicién farmacéutica. Los
detalles de dicho medicamento o composicién farmacéutica se encuentran en otro sitio del presente documento. El
péptido para utilizarse de acuerdo con la presente invencion también se puede aplicar en un procedimiento para el
tratamiento y/o la prevencion el cancer. En consecuencia, la invencion también contempla un procedimiento para el
tratamiento y/o prevencion del cancer en un sujeto que lo padece que comprende la administracion a dicho sujeto de
una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido como se define en el presente documento.

Ventajosamente, se ha descubierto en los estudios en los que se basa la presente invencién que el péptido de la
presente invencién se puede utilizar para producir una respuesta inmunitaria contra la IDH1 R132H mutante
especificamente. En consecuencia, las células cancerosas que expresan la IDH1 mutada seran atacadas por
respuestas celulares y humorales del sistema inmunitario que daran como resultado una forma eficaz de tratamiento
y/o prevencion especificos para los tipos de cancer a los que se hace referencia en el presente documento que se
sabe que estan asociados con la mutacién de IDH1 mencionada anteriormente.

Las explicaciones y comentarios que se han hecho anteriormente en el presente documento se aplican mutatis
mutandis en las realizaciones de la invencion descritas a continuacion.

La presente invencion se refiere a un medicamento que comprende el péptido de la invencion y, preferentemente, un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término “medicamento” como se utiliza en el presente documento, en un aspecto, se refiere a una composicion
farmacéutica que contiene el péptido al que se hace referencia anteriormente como compuesto farmacéuticamente
activo, en el que la composiciéon farmacéutica se puede utilizar para terapia humana o no humana de distintas
enfermedades o trastornos en una dosis terapéuticamente eficaz. El péptido, preferentemente, puede estar presente
en forma liquida o liofilizada. ElI medicamento, preferentemente, es para su administracion topica o sistémica.
Convencionalmente, un medicamento se administrara por via intramuscular o subcutanea. Sin embargo,
dependiendo de la naturaleza y el modo de accién de un compuesto, el medicamento se puede administrar también
por otras vias. El péptido es el principio activo de la composicion, y, preferentemente, se administra en formas de
dosificacién convencionales preparadas combinando el farmaco con vehiculos farmacéuticos convencionales de
acuerdo con procedimientos convencionales.

Un vehiculo tiene que ser aceptable en el sentido de que sea compatible con los otros ingredientes de la formulacion
y no sea perjudicial para el receptor del mismo. El vehiculo farmacéutico empleado puede incluir un sélido, gel o un
liquido. Ejemplos de vehiculos solidos son lactosa, terra alba, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga,
estearato magnésico, acido estearico y similares. Ejemplos de vehiculos liquidos son solucion salina tampéon de
fosfato, jarabe, aceite, agua, emulsiones, distintos tipos de agentes humectantes, y similares. De manera similar, el
vehiculo o disolvente puede incluir un material de retraso en el tiempo bien conocido en la técnica tal como el
monoestearato de glicerilo, o diestearato de glicerilo solo o con una cera. Dichos vehiculos adecuados comprenden
los que se han mencionado anteriormente y otros bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Un disolvente se selecciona de manera que no afecte la actividad biolégica de la combinacién. Ejemplos de dichos
diluyentes son el agua destilada, solucién salina fisiolégica, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa, y solucion
de Hank. Ademas, la composicion farmacéutica o formulacion puede incluir también otros vehiculos, adyuvantes, o
estabilizantes no tdxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a una cantidad del péptido que se va a utilizar en un medicamento de la
presente invencion que evita, mejora o trata los sintomas que acomparfian una enfermedad o afeccion a la que se
hace referencia en la presente memoria descriptiva. La eficacia terapéutica y toxicidad del compuesto se puede
determinar por procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacion,
por ejemplo, la DE50 (dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion) y la DL50 (la dosis letal para el
50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y se
puede expresar como la relacion, DL50/DE50. El régimen de dosificacion lo determinara el médico encargado y
otros factores clinicos. Como se conoce bien en la técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera
depende de muchos factores, que incluyen el tamafio, superficie de area corporal, edad del paciente, el compuesto
particular que se va a administrar, el sexo, tiempo y via de administracién, salud general, y otros farmacos que se
administren al mismo tiempo. El progreso se tiene que controlar mediante evaluaciones periddicas. El medicamento
al que se hace referencia en el presente documento se administra al menos una vez con el fin de tratar o mejorar o
prevenir una enfermedad o condicion enumerada en la presente memoria descriptiva. Sin embargo, dicho
medicamento se puede administrar mas de una vez. Los medicamentos especificos se preparan de una manera
bien conocida en la técnica farmacéutica y comprende al menos un principio activo al que se ha hecho referencia
anteriormente en el presente documento mezclado o asociado de otra manera con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Para fabricar las composiciones farmacéuticas especificas, los principios activos
habitualmente se mezclaran con un vehiculo o diluyente. Las formulaciones resultantes se tienen que adaptar al
modo de administracion. Las recomendaciones de dosificacion seran indicadas en las prescripciones o instrucciones
para el usuario con el fin de anticipar ajustes de dosis dependiendo del receptor que se considere.
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El medicamento de acuerdo con la presente invencion también puede comprender farmacos ademas del antagonista
de la presente invencion, que se afaden al medicamento durante su formulacion.

Finalmente, se tiene que entender que la formulaciéon de un medicamento tiene lugar en las condiciones GMP
convencionales o similares con el fin de asegurar, la calidad, seguridad farmacéutica, y la eficacia del medicamento.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para el diagndstico del cancer que se caracteriza por
que tiene una mutacion en el genoma de al menos algunas células cancerosas lo que da como resultado la
expresion de una IDH1 mutante que tiene la mutaciéon R132H que comprende las etapas de:

a) poner en contacto una muestra de sangre de un sujeto sospechoso de padecer dicho cancer con un péptido
que comprende al menos 10 aminoacidos de longitud que esta presente como una secuencia de aminoacidos
contigua en la IDH1, en el que dicho péptido tiene al menos un intercambio de aminoacidos de R por H en una
posicion correspondiente a la posicion 132 durante un tiempo y en condiciones que permitan la unién especifica
de un componente del sistema inmunitario al péptido; y

b) determinar si se ha producido o no la unién de dicho componente del sistema inmunitario al péptido, en el que
el cancer se diagnostica si se ha determinado la existencia de la unién.

El procedimiento de la presente invencion se va a llevar a cabo en una muestra aislada de un sujeto, es decir, es un
procedimiento ex vivo. Ademas, el procedimiento puede ayudarse por medios automaticos sea completamente o al
menos en partes. Por ejemplo, las etapas a) y b) se pueden llevar a cabo mediante un dispositivo como se
especifica en otro sitio del presente documento. Ademas, las etapas de diagndstico actuales pueden establecerse
mediante un programa de computadora adecuado que basandose en la existencia de la unién indique el diagnostico
del cancer en un formato de resultado adecuado.

El término “diagnostico” como se utiliza en el presente documento significa la evaluacién de si un sujeto padece un
cancer, o no. Como entenderan los expertos en la técnica, dicha evaluacién habitualmente no pretende ser correcta
para todos (es decir, el 100 %) de los sujetos que se van a identificar. El término, sin embargo, necesita que una
parte estadisticamente significativa de los sujetos se puedan identificar (por ejemplo, una cohorte en un estudio de la
cohorte). El experto en la técnica puede determinar si una parte es estadisticamente significativa sin mas
preambulos utilizando distintas herramientas de evaluacidon estadistica bien conocidas , por ejemplo, la
determinacion de los intervalos de confianza, la determinacion del valor de p, el t-test de Student, el ensayo de
Mann-Whitney, etc. Los detalles se encuentran en Dowdy y Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons,
New York 1983. Los intervalos de confianza preferidos son al menos del 90 %, al menos del 95 %, al menos del
97 %, al menos del 98 %, o al menos del 99 %. Los valores de p son, preferentemente, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o
0,001. Mas preferentemente, al menos del 60 %, al menos del 70 %, al menos del 80 % o al menos del 90 % de los
sujetos de una poblacion pueden identificarse apropiadamente mediante el procedimiento de la presente invencion.
El diagndstico de acuerdo con la presente invencion incluye las aplicaciones del procedimiento en el control,
confirmacion, y sub-clasificacion del cancer relevante.

Ademas, el diagndstico incluye también el establecimiento de un prondstico para un sujeto. Un sujeto que se
diagnostica que padece un cancer de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion tendra células
cancerosas que expresan el polipéptido IDH1 R132H. La presencia de dicha IDH1 mutante es un indicador
predictivo de un resultado posiblemente malo en los sujetos. Por lo tanto, el procedimiento de la presente invencion
también se puede aplicar en estrategias de estratificacion del riesgo y, por lo tanto, para determinar la cantidad de
cuidados intensivos y hospitalizacion que seran necesarios para un sujeto individual que padece cancer.

La expresion “muestra de sangre” como se utiliza en el presente documento se refiere a una muestra de sangre
completa o una fraccion de la misma. Las fracciones de sangre completa pueden ser fracciones que comprenden
células tales como leucocitos o fracciones que esencialmente estan libres de células, tal como plasma o suero.

La expresion “componente del sistema inmunitario” como se utiliza en el presente documento se refiere a
componentes no celulares del sistema inmunitario.

Los componentes no celulares de acuerdo con la presente invencidon engloban los que son capaces de unirse
especificamente a un péptido antigénico. Por lo tanto, preferentemente, dicho componente del sistema inmunitario
es un anticuerpo comprendido en la muestra de sangre. Un anticuerpo al que se hace referencia en este contexto,
preferentemente, es un anticuerpo que existe en la sangre de un sujeto y que se une especificamente a los péptidos
de la IDH1 a la que se hace referencia en el presente documento de acuerdo con el procedimiento de la presente
invencion. Los anticuerpos que pueden existir en la sangre de un sujeto, preferentemente, son anticuerpos del
isotipo IgG o IgM.

Si se va a determinar un componente no celular del sistema inmunitario de acuerdo con el procedimiento de la
presente invencion, dicho péptido que se va a aplicar el procedimiento, preferentemente, consiste en entre 10 y 20
aminoacidos en longitud que estd presente como una secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1 humana y
comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 118 a 132 (SEQ ID NO: 1);
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b) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 120 a 134 (SEQ ID NO: 2);
c) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 122 a 136 (SEQ ID NO: 3);
d) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 124 a 138 (SEQ ID NO: 4);
€) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 126 a 140 (SEQ ID NO: 5);
f) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 128 a 142 (SEQ ID NO: 6);
g) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 130 a 144 (SEQ ID NO: 7); y
h) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 132 a 146 (SEQ ID NO: 8).

El componente celular al que se hace referencia de acuerdo con la presente invencién como componente del
sistema inmunitario es una célula del sistema inmunitario que es capaz de unirse especificamente a un péptido
antigénico. Las células del sistema inmunitario capaces de unirse especificamente a un péptido antigénico,
preferentemente, son linfocitos T, linfocitos B, o células dendriticas. Mas preferentemente, el componente del
sistema inmunitario es un linfocito y, mas preferentemente, un linfocito T positivo a CD4, un linfocito T positivo a
CD8, o un linfocito B comprendido en la muestra de sangre.

Si se va a determinar un componente celular del sistema inmunitario de acuerdo con el procedimiento de la presente
invencion, dicho péptido que se va a aplicar en el procedimiento, preferentemente, consiste entre 10 y 20
aminoacidos de longitud que estan presentes como una secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1 humana y
comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 118 a 132 (SEQ ID NO: 1);
b) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 120 a 134 (SEQ ID NO: 2);
c) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 122 a 136 (SEQ ID NO: 3);
d) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 124 a 138 (SEQ ID NO: 4);
€) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 126 a 140 (SEQ ID NO: 5);
f) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 128 a 142 (SEQ ID NO: 6);
g) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 130 a 144 (SEQ ID NO: 7);
h) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 132 a 146 (SEQ ID NO: 8);

i) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 123 a 132 (SEQ ID NO: 10);
j) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 124 a 133 (SEQ ID NO: 11);
k) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 125 a 134 (SEQ ID NO: 12);
1) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 126 a 135 (SEQ ID NO: 13);
m) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 127 a 136 (SEQ ID NO: 14);
n) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 128 a 137 (SEQ ID NO: 15)
0) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 129 a 138 (SEQ ID NO: 16);
p) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 130 a 139 (SEQ ID NO: 17);
q) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 131 a 140 (SEQ ID NO: 18); y
r) una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 132 a 141 (SEQ ID NO: 19).

El término “sujeto” como se utiliza en el presente documento se refiere a animales, preferentemente mamiferos, y
mas preferentemente, seres humanos. Preferentemente, el procedimiento de la presente invenciéon se aplicara a
sujetos sospechosos de padecer cualquiera de los tipos de cancer mencionados anteriormente a la luz de sintomas
clinicamente aparentes o sujetos sospechosos de padecer dicho cancer debido al aumento de una predisposicion
potencial.

Los péptidos adecuados comprenden al menos 10 aminoacidos de longitud que estan presentes como una
secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1, en la que dichos péptidos tienen al menos un intercambio de
aminoacidos de R por H en una posicién correspondiente con la posicion 132 se especifican en otra parte del
presente documento. Los péptidos especificamente preferidos se han detallado anteriormente.

Poner en contacto la muestra, como se hace referencia en el presente documento se refiere a poner en contacto
fisico el péptido y la muestra permitiendo de esta manera la unién especifica de un componente del sistema
inmunitario comprendido en la muestra, o no, con el péptido. Se entendera que poner en contacto como significa en
el presente documento se lleva a cabo durante un tiempo y en condiciones suficientes para permitir que el
componente se una especificamente al péptido. Dependiendo de la naturaleza de la muestra, pueden ser necesarias
unas etapas de pre-tratamiento de manera que el componente tenga acceso y se pueda unir especificamente al
péptido. Ademas, dependiendo del tipo de muestra, la manipulacion puede ser diferente. Por ejemplo, si el
componente del sistema inmunitario es un componente no celular como se ha especificado en otro sitio del presente
documento, se puede obtener primero el suero o plasma de una muestra de sangre completa. Si el componente es
un componente celular, puede ser necesaria la concentracion y/o separacion de las células apropiadas.
Preferentemente, el péptido que se va a poner en contacto con la muestra de sangre esta inmovilizado en un
soporte solido. Preferentemente, la inmovilizacién permite llevar a cabo etapas de lavado que retiren la muestra de
sangre tras la puesta en contacto con el fin de mejorar la sensibilidad y/o especificidad de la deteccién y con el fin de
eliminar el ruido de fondo. Ademas, dicha etapa de puesta en contacto se puede llevar a cabo de manera
automatica, preferentemente, en una unidad de analisis de un dispositivo de la invenciéon como se especifica en otro
sitio del presente documento. Sin embargo, también preferentemente, los componentes del sistema inmunitario
presentes en una muestra de sangre se pueden inmovilizar y ponerlos en contacto con, por ejemplo, una solucion
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que comprende el péptido.

Se entendera que al ponerse en contacto, se necesita determinar si se ha producido o no la uniéon de dicho
componente del sistema inmunitario al péptido. La determinacién de la unién del componente al péptido como se
utiliza en el presente documento se puede conseguir por procedimientos de deteccion adecuados que permitan la
deteccion de si se ha formado un complejo del componente y el péptido o si el componente esta presente, por
ejemplo tras el lavado, en forma inmovilizada en un soporte solido debido a la union con el péptido. En el primer
caso, se puede utilizar un agente de deteccion del complejo del componente del sistema inmunitario y el péptido. En
el segundo caso, se puede utilizar cualquier agente de deteccion del componente del sistema inmunitario. Si el
componente del sistema inmunitario se inmoviliza primero y se pone en contacto posteriormente con el péptido, se
puede utilizar un procedimiento que permita la deteccion de si se ha formado un complejo del componente y el
péptido o se puede acoplar el propio péptido con un marcador detectable.

Los agentes de deteccion que se pueden utilizar en el procedimiento de la presente invencién para la deteccion de
un complejo del componente y el péptido o para el componente, incluyen anticuerpos, aptameros, o cualquier otra
molécula, que permita la unién especifica. El agente de deteccion, preferentemente, esta acoplado a un marcador
detectable tal como un isétopo radioactivo (por ejemplo, isétopos radioactivos de yoduro de tecnecio), agentes
fluorescentes o quimioluminiscentes (por ejemplo, FITC, rodamina), una enzima, que sea capaz de generar una
sefial detectable al convertir un sustrato (por ejemplo peroxidasa de rabano rusticano, luciferasa de luciérnaga, o
beta galactosidasa), una proteina fluorescente (por ejemplo una proteina fluorescente verde, azul, o roja). Los
marcadores detectables adecuados se conocen bien en la técnica. Ademas, el agente de deteccion puede ser un
agente compuesto en el que un primer agente que es el que se une especificamente al componente o el complejo es
capaz de atraer a uno o mas agentes adicionales acoplados a un marcador detectable. Dicho agente puede ser
biotina. En tal caso se puede utilizar un agente acoplado a avidina o estreptavidina que al unirse a la biotina unida al
componente o complejo funcionara como un marcador detectable. Los marcadores detectables adecuados en dicho
caso son los que se hace referencia anteriormente, mas preferentemente, se utilizara una enzima como marcador
detectable en dicho caso. Ademas, se puede utilizar un anticuerpo de deteccion que detecte el complejo o el
componente. Dicho anticuerpo de deteccién se acoplara a un marcador detectable como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, en el Ultimo caso, el anticuerpo de deteccion al unirse al componente o el complejo
generara una sefal detectable. El principio de deteccidon mediante anticuerpos se conoce bien en la técnica y se
aplica de manera rutinaria. La deteccion de agentes mencionada anteriormente se puede aplicar mutatis mutandis
para la deteccion del péptido, que se aplica y se une especificamente a componentes del sistema inmunitario
inmovilizados.

Dependiendo del tipo de marcador detectable, se pueden aplicar diferentes procedimientos de deteccion utilizando
un sistema lector para la sefial que se genera por el marcador detectable. Dichos sistemas incluyen dispositivos
lectores de la sefial automaticos, tales como un lector de ELISA o RIA, para la deteccién manual o automatica de la
sefial detectable. Ademas, el sistema de lectura puede determinar informacion adicional de la muestra, por ejemplo,
un lector de seial automatico puede determinar ademas biomarcadores adicionales comprendidos en la muestra.

El diagnéstico se establece o al menos se puede conseguir una ayuda para el diagnostico del procedimiento de la
invencion si se determina la union especifica del péptido y el componente del sistema inmunitario.

Ventajosamente, se ha demostrado en los estudios en que se basa la presente invencion que la IDH1 R132H
mutante si esta presente en las células cancerosas de lugar a una respuesta inmunitaria que da como resultado una
respuesta inmunitaria humoral asi como una respuesta inmunitaria celular. En consecuencia, se encuentran
anticuerpos asi como componentes celulares del sistema inmunitario, dirigidos especificamente contra la IDH1
R132H mutante y, en particular, los epitopos peptidicos que comprenden dicha mutacion, en la sangre de pacientes
que padecen un cancer positivo a IDH1 R132H, tales como el glioma. Basandose en estos hallazgos, el
procedimiento de la presente invencion permite el diagndstico basado en la sangre de ciertos tipos de canceres
malignos tales como el glioma y preferentemente, el astrocitoma OMS | o OMS IlI, oligodendroglioma,
oligoastrocitoma, glioblastoma, gliosarcoma, o leucemia mieloide aguda, sindrome mielodisplasico o tumores
neuroepiteliales disembrioplasicos. Ademas, el procedimiento de la invencién permite clasificar el cancer como un
cancer positivo a IDH1 R132H y, por lo tanto, como un estadio o clase particular maligno de canceres que tienen un
prondstico peor. Debido a que el procedimiento utiliza como material de muestra la sangre, se pueden evitar las
molestas y caras biopsias que se utilizan actualmente para el diagnéstico, por ejemplo, de los gliomas a los que se
hace referencia anteriormente. El procedimiento también permita la inclusion en las estrategias clinicas de
exploracioén de rutina.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion, dicho procedimiento comprende ademas la
etapa de recomendar una terapia anti-cancer basandose en el diagndstico obtenido en la etapa b).

El término “recomendar” como se utiliza en el presente documento se refiere a hacer una recomendacién para una
terapia anti-cancer o excluir (es decir, no recomendar) una cierta terapia anti-cancer para un sujeto. Dicha
recomendacion se proveera opcionalmente junto con otra informacion, por ejemplo, la informacién de las
investigaciones histopatolégicas, como base para que el clinico aplique una cierta terapia anti-cancer para un sujeto
individual, o no. Basandose en el diagndstico establecido en la etapa b) del procedimiento de la presente invencion,
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es decir, el diagndstico de “cancer” o “no cancer”, se hara una recomendacion de una terapia anti-cancer. Se
entendera que solo en los casos en los que se ha establecido el diagnéstico de “cancer” por el procedimiento de la
presente invencion, se hara la recomendacion de una terapia anti-cancer. En los casos en los que se establezca
como diagndstico “no cancer’ basandose en el procedimiento de la presente invencion, la recomendacion seria
abstenerse de una terapia anti-cancer. Como se ha expuesto anteriormente, también se puede utilizar una
informacion adicional del sujeto del que se origina la muestra para mejorar la recomendacién. En un aspecto, se
puede recomendar una terapia anti-cancer combinada, por ejemplo, con diferentes farmacos anti-tumorales, si el
procedimiento de la presente invencion identifica células cancerosas, mas si unas células cancerosas adicionales no
identificadas por el procedimiento de la presente invencion se detectan en el cancer investigado, por ejemplo, por
analisis histopatoldgicos.

La expresion “terapia anti-cancer” como se utiliza en el presente documento engloba terapias, que son terapias
basadas en cirugia, terapias basadas en radiacion, terapias basadas en farmacos o combinaciones de las mismas.
Dicha terapia anti-cancer basada en farmacos es m preferentemente, terapias basadas en temolozomida o
nitrosourea.

La presente invencion se refiere, ademas, a un dispositivo para diagnosticar el cancer que se caracteriza porque
tiene una mutacion en el genoma de al menos algunas células cancerosas que da como resultado la expresion de
una IDH1 mutante que tiene la mutacion R132H, comprendiendo dicho dispositivo:

a) una unidad de analisis que comprende un péptido que comprende al menos 8 aminoacidos de longitud que
estan presentes como una secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1, en el que dicho péptido tiene al
menos un intercambio de R por H en una posicién correspondiente a la posicién 132 dispuesto para la deteccion
de un componente del sistema inmunitario en una muestra de un sujeto; y

b) una unidad de evaluacién que comprende un detector capaz de detectar la unién especifica del componente
del sistema inmunitario a dicho péptido, en el que dicho detector genera una sefial de salida que incida que se ha
producido la unién especifica, o no.

El término “dispositivo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un sistema que comprende al menos la
unidad de analisis mencionada anteriormente y la unidad de evaluacion unida operativamente entre ellas. Cémo se
uniran las unidades del dispositivo de manera operativa dependera del tipo de unidades incluidas en el dispositivo.
Por ejemplo, cuando las unidades para el analisis automatico de una muestra se aplican, los datos obtenidos por
dicha unidad de analisis de operacion automatica pueden procesarse, por ejemplo, mediante un programa de
computadora con el fin de obtener los resultados deseados por la unidad de evaluacion. Preferentemente, las
unidades estan compuestas por un Unico aparato en dicho caso. La unidad de analisis puede comprender el péptido
en forma inmovilizada en un soporte sélido. Dicha unidad de analisis es particularmente Util para muestras liquidas.
La muestra que se va a investigar con el dispositivo de la presente invencién es preferentemente una muestra de
sangre como se ha especificado en otra parte del presente documento. El péptido esta comprendido
preferentemente en forma inmovilizada en una zona de deteccion de la unidad de analisis de manera que se pueda
aplicar una solucién tal como una muestra de sangre. Ademas, la unidad de analisis puede comprender viales
internos o externos para el lavado o la deteccion de las soluciones que pueda ser necesario aplicar a la zona de
deteccion tras poner en contacto los péptidos con la muestra con el fin de que se permita una deteccién apropiada
del componente del sistema inmunitario a los péptidos inmovilizados. La unidad de analisis también comprendera un
detector capaz de medir si se produce la unién de un componente del sistema inmunitario a los péptidos
inmovilizados en la zona de deteccion. Los detectores adecuados pueden ser incluidos por el experto dependiendo
del tipo de reaccién de deteccién que se utilice para la medicién de la uniéon del componente del sistema inmunitario
a los péptidos inmovilizados. La unidad de evaluacion, preferentemente, es una computadora o dispositivo de
procesamiento de datos que comprende reglas implementadas, es decir, un algoritmo, para la evaluacién de la unién
determinada por la unidad de andlisis evaluando de esta manera la unién en unién significativa o no significativa
basandose en el tipo, fuerza de la sefial. Para las muestras, que se han evaluado que muestran una unién no
significativa se establecera el diagnéstico de “no cancer” y, preferentemente se indica en un formato de salida
adecuado. Si se obtiene una unioén significativa como resultado de la evaluacién, se establecera el diagnéstico de
cancer y, preferentemente, se indica en un formato de resultado adecuado.

Finalmente, la presente invencién se refiere a un kit para el diagnéstico del cancer que se caracteriza porque tiene
una mutacion en el genoma de al menos algunas células cancerosas que da como resultado la expresion de una
IDH1 mutante que tiene la mutacion R132H, comprendiendo dicho kit instrucciones para llevar a cabo dicho
procedimiento y un péptido que comprende al menos 10 aminoacidos de longitud que esta presente como una
secuencia de aminoacidos contigua en la IDH1, en el que dicho péptido tiene al menos un intercambio de
aminoacidos de R por H en la posicion correspondiente a la posicién 132.

El término “kit” como se utiliza en el presente documento se refiere a una coleccion de los anticuerpos e
instrucciones mencionados anteriormente proporcionados en una manera lista para su uso para diagnosticar el
cancer en una muestra. El péptido y las instrucciones, preferentemente se proporcionan en un Unico envase.
Preferentemente, el kit comprende también componentes adicionales, que son necesarios para llevar a cabo el
diagnéstico. Dichos componentes pueden ser agentes auxiliares, que sean necesarios para la deteccion de la union
del péptido, agentes para el pre-tratamiento de la muestra que se va a analizar o referencias de calibracion.
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Figuras

Figura 1: Respuesta inmunitaria restringida al MHC natural clase Il contra IDH1 R132H en un paciente con un
glioma mutado con IDH1 R132H. Ensayo ELISpot (a la izquierda) de la sangre periférica estimulada con el
péptido IDH de tipo silvestre (ts) o mutado. Una mezcla de péptidos y la fitohemaglutinina (PHA) funcionaban
como controles. Citometria de flujo (a la derecha) que analiza la expresion en la superficie celular de CD4 y CD8
en linfocitos T expandidos tras la estimulacion con el péptido IDH1 R132H.

Figura 2: Epitopos IDH1 R132H inmunogénicos restringidos al MHC clase Il en ratones humanizados MHC clase
Il. La respuesta inmunitaria periférica en ratones transgénicos desprovistos del MHC clase | y Il de ratén pero
transgénicos para A2 y DR1 humanos tras la inmunizacién con los péptidos IDH1 R132H 123-142 (panel 2), 124-
138 (panel 2), 122-136 (panel 3) o falsamente inmunizados (panel 4) y re-estimulacién ex vivo con las
secuencias peptidicas IDH1 R132H indicadas. Los péptidos IDH1 123-142 de tipo silvestre, DMSO y un péptido
de mielina inmunogénico restringido al MHC clase Il (MOG) funcionaban como controles.

Figura 3: Respuesta de anticuerpos especificos de IDH1 R132H en ratones humanizados MHC clase II.
Respuesta de anticuerpos IgG especificos de IDH1 R132H en el suero de ratones transgénicos desprovistos del
MHC clase | y Il pero transgénicos para A2 y DR1 humanos tras la inmunizacién con péptidos IDH1 R132H 123-
142 (azul oscuro), 124-138 (verde), 122-136 (azul claro) o falsamente inmunizados (rojo) y la unién a las
secuencias peptidicas IDH1 R132H indicadas. Los péptidos IDH de tipo silvestre 122-136 y 126-140, DMSO y un
péptido de mielina inmunogénico restringido a MHC clase Il (MOG) funcionaban como controles.

Figura 4: Respuesta de anticuerpos especifica de IDH1 R132H natural en pacientes con gliomas mutados con
IDH1 R132H. Respuesta de anticuerpos IgG especificos de IDH1 R132H natural contra los péptidos IDH1 R132H
126-140 en el suero de pacientes con gliomas con IDH1 mutada, gliomas IDH1 de tipo silvestre (ts), gliomas con
estado IDH1 desconocido o controles sanos. La informacion del haplotipo del MHC clase Il y el tipo de tumor se
indica cuando esta disponible.

Figura 5: Especificidad de epitopo de la respuesta de anticuerpos especifica de IDH1 R132H en pacientes con
gliomas mutados con IDH1 R132H. Respuesta de anticuerpos IgG especificos de IDH1 R132H natural contra el
tipo silvestre indicado (ts) o péptidos (RH) IDH1 R132H en el suero de cinco pacientes con IDH1 R132H
(codificados por color) con gliomas con IDH1 mutada.

Figura 6: La vacunacion con el péptido IDH1 R132H induce respuestas Th1y CTL

Se inmunizaron ratones A2.DR1 con 100 ug de péptido IDH1 R132H123.142 en Montanide ISA51, 300 mg de GM-
CSF y 50 pl de crema Aldara (Imiquimod al 5 %) y se reforzaron tras 14 dias sin GM-CSF. Los ratones de control
se trataron de la misma manera sin el péptido. Tras 14 dias adicionales, se extirparon los bazos y ganglios
linfaticos para el analisis. A) las células de ganglios linfaticos se estimularon con 10 pg/ml de los péptidos IDH1
R132H, IDH1 ts, péptido de control negativo (MOG), con solo el vehiculo o con 200 ug/ml de lisado proteico de
células GL261 tratadas con IFNg, que sobre-expresaban IDH ts o IDH1 R132H durante 38 h. Se midio la
produccion de IFNy se midié por ELISpot. A la izquierda, vacunacién con IDH1 R132H; derecha, vacunacién con
el control de vacunacion. B) Se confirmd la respuesta de linfocitos T IFNy en esplenocitos que se estimularon
como en (A) y con 20 ng/ml de PMA y 1 ug/ml de ionomicina como control positivo durante 72 h. Los
sobrenadantes se recolectaron y se cuantifico el IFNy colorimétrico por triplicado en un ELISA revestido con anti-
IFNy utilizando una curva de referencia con anti-IFNy biotinilado, estreptavidina-HRP y TMB. C) Los esplenocitos
que producen IFNy se analizaron por medio de citometria de flujo citocina. Se estimularon los esplenocitos ex
vivo con IDH1 R132H123.142 0 el vehiculo de control, se re-estimularon con 20 ng/ml de PMA y 1 ug/ml de
lonomicina durante 5 h que incluyen el inhibidor de transporte de Golgi 5 pg/ml Brefeldin A par la inhibicion de la
secrecion. Se tifieron los marcadores de superficie CD3, CD4 y CD8, y para la tincién intracelular se
permeabilizaron vy fijaron y se tifid el IFNy. Las células se analizaron en un citdmetro de flujo. Paneles superiores,
ratones vacunados con IDH1 R132H; paneles inferiores, ratén vacunado con vehiculo de control. Se muestran
los resultados representativos de un ratén.

Figura 7: La vacunacion con el péptido IDH1 R132H no induce respuestas de citocinas de Th1 ni Th17

Se inmunizaron ratones A2.DR1 con 100 ug de péptido IDH1 R132H123-142 en Montanide ISA51, 300 mg de GM-
CSF y 50 pl de crema Aldara (Imiquimod al 5 %) y se reforzaron tras 14 dias sin GM-CSF. Los ratones de control
se trataron de la misma manera sin el péptido. Tras 14 dias adicionales, se extirparon los bazos y ganglios
linfaticos para el analisis. A) Los esplenocitos se estimularon con 10 pg/ml de los péptidos IDH1 R132H, IDH1 ts,
péptido de control negativo (MOG), con solo el vehiculo o con 20 ng/ml de PMA y 1 pg/ml de ionomicina como
control positivo durante 72 h. Los sobrenadantes se recolectaron y se cuantificaron las citocinas
colorimétricamente por triplicado en un ELISA revestido con anti-citocinas utilizando una curva de referencia con
anticuerpo anti-citocinas biotinilado, estreptavidina-HRP y TMB. B) Los esplenocitos que producian IFNy se
analizaron por medio de citometria de flujo de la citocina. Se estimularon los esplenocitos ex vivo con IDH1
R132H123.142 0 el vehiculo de control, se re-estimularon con 20 ng/ml de PMA y 1 pg/ml de lonomicina durante 5
h que incluia el inhibidor de transporte al Golgi 5 pg/ml Brefeldin A para la inhibicién de la secrecion. Se tifieron
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los marcadores de superficie CD3, CD4 y CD25, y para la tincion intracelular se permeabilizaron y fijaron y se
tineron la IL4, IL17, y FoxP3. Las células se analizaron en un citometro de flujo. Paneles superiores, ratones
vacunados con IDH1 R132H; paneles inferiores, ratéon vacunado con vehiculo de control. Izquierda: Th2 y Th17;
derecha: Treg. Se muestran los resultados representativos de un raton.

Figura 8: La vacunacion con el péptido IDH1 R132H induce la produccién de IgG

Se inmunizaron ratones A2.DR1 con 100 ug de péptido IDH1 R132H123.142 en Montanide ISA51, 300 mg de GM-
CSF y 50 pl de crema Aldara (Imiquimod al 5 %) y se reforzaron tras 14 dias sin GM-CSF. Los ratones de control
(DMSO) se trataron de la misma manera sin el péptido. Tras 14 dias adicionales, se les extrajo sangre de la vena
submandibular para la obtencion de suero. El suero de los vacunados con IDH1 R132H y los ratones vacunados
con el vehiculo de control se ensayaron en cuanto a la IgG total unida a IDH1 (A) y los subtipos de IgG (B) en un
ELISA revestido con el péptido IDH1 R132H o IDH1 ts utilizando anticuerpo anti-IgG acoplado con HRP y TMB.

Figura 9: La linea celular de linfocitos T CD4 es dependiente de DR MHC clase Il y especifica de la mutacion

Se inmunizaron ratones A2.DR1 con 100 ug de péptido IDH1 R132H123.142 en Montanide ISA51, 300 mg de GM-
CSF y 50 pl de crema Aldara (Imiquimod al 5 %) y se reforzaron tras 14 dias sin GM-CSF. Los ratones de control
se trataron de la misma manera sin el péptido. Tras 14 dias adicionales, se extirparon los bazos y se estimularon
con 10 pg/ml de IDH1 R132H. Para generar una linea celular de linfocitos T especifica de IDH1 R132H123.142, las
células se re-estimularon cada 4 semanas con esplenocitos isogénicos radiados cargados con 2 ug/ml de IDH1
R132H123.142 y ConA y se analizaron tras 3 re-estimulaciones. A) Se generaron 10° blastos de linfocitos B a partir
de los esplenocitos isogénicos durante 3 dias con 2 ug/ml de LPS y 7 pg/ml de dextransulfato, cargados con 0,1
0 1,0 pg/ml (A) IDH1 R132H123.142, IDH1 ts123.142, péptido de control (MOG), o con el vehiculo y se utilizaron para
la estimulacion de 250 células de la linea celular de linfocitos T CD4+. B) La estimulacion con los blastos de
linfocitos B cargados con 0,1 pg/ml (A) IDH1 R132H123.142, se inhibié con 0,2 yg/ml de anticuerpos bloqueantes
de HLA-A o HLA-DR. La produccién de IFNy se midi6 tras 38 h por ELISpot. *** p<0,005. C) La expresion de
CD4 por los linfocitos T especificos de IDH1 R132H123.142 se confirmé por tinciéon de los marcadores de superficie
CD3, CD4, y CD25 y citometria de flujo. D) Los linfocitos T especificos de IDH1 R132H123.142 se estimularon
durante 5 h con 20 ng/ml de PMA y 1 pug/ml de ionomicina que incluia el inhibidor de transporte de Golgi 5 pg/ml
Brefeldin A para la inhibiciéon de la secrecion. Los marcadores de superficie CD3, CDD4, y CD25 se tifieron y
para la tincion intracelular se permeabilizaron vy fijaron y se tifieron el IFNy, IL4, IL17, y FoxP3. Las células se
analizaron en un citémetro de flujo. E) Los linfocitos T especificos de IDH1 R132H123.142 se estimularon con DC
isogeénico (linfocitos T: DC 1:5), que se habian generalo en la médula ésea con 20 ng/ml GM-CSF durante 5 dias,
cargados con 4 pg/ml de IDH1 R132H123.142. Para la tincién de citocinas intracelulares, las células se trataron con
5 pg/ml de Brefeldin A para la inhibicion de la secrecion y se tifio para la citometria de flujo como en (D).

Figura 10: Clon de linfocito T CD4 que es dependiente de DR MHC clase Il y especifico de mutacion

Se generaron clones de célula Unica a partir de la linea celular de linfocitos T CD4+ especifica de IDH1
R132H123.142 y se re-estimularon cada 4 semanas con esplenocitos isogénicos radiados cargados con 2 ug/ml de
IDH1 R132H123.142 y ConA. A) Se generaron 10° blastos de linfocitos B a partir de los esplenocitos isogénicos
durante 3 dias con 2 pg/ml de LPS y 7 pg/ml de dextransulfato, cargados con 0,1 o 1,0 ug/ml (A) de los péptidos
IDH1 R132H123.142, IDH1 ts123.142, control negativo (MOG) o con el vehiculo y se utilizaron para la estimulacion de
2500 células del clon de linfocito T CD4+. B) La estimulacion con blastos de linfocitos B cargados con 0,1 pg/ml
(A) de IDH1 R132H123.142 se inhibié con 0,2 pg/ml de anticuerpos bloqueantes de HLA-A o HLA-DR. La
produccién de IFNy se midio tras 38 h por ELISpot. ** p<0,01; *** p<0,005.

Figura 11: La respuesta de IFNy especifica de IDH1 R132H en pacientes con GBM esta mediada por Th-1

A) Se aislaron 10" PBMC de la sangre periférica de un paciente de GBM IDH1 R132H+ y se estimularon
durante 6 h con 40 ug/ml de IDH1 R132H123.142, péptido de control negativo MOG o 1 ug/ml de Enterotoxina B
de Staphylococcus (SEB) como control positivo, y se aislaron las células que producian IFNy mediante un
ensayo de captura. Las células se marcaron con anticuerpo anti-IFNy como reactivo de captura para capturar
el IFNy secretado en la superficie celular durante un periodo de secrecion de 45 min. Las células se marcaron
con un anticuerpo especifico de IFNy acoplado a PE y microperlas anti-PE y se ordenaron magnéticamente.
Las productoras de IFNy se tifieron con los marcadores de superficie CD3, CD4, y CD8 por citometria de
flujo, se utilizaron células negativas a IFNy (APC) como controles. B) Se estimularon 5*10° PBMC del mismo
paciente con 20 pyg/ml IDH1 R132H123.142, IDH1 ts123.142 0 péptido de control negativo (MOG) durante 38 h y
se midio la produccion de IFNy por ELISpot. ** p<0,01. C) Se tifieron linfocitos T infiltrados en el tumor CD3+
en tejido tumoral del mismo paciente (a la izquierda) y de un paciente con glioma anaplasico (AT111l).

Figura 12: Respuesta humoral y celular contra IDH1 R132H en pacientes de glioma IDH1 R132H+

A) Los sueros de pacientes de glioma IDH1 R132H+ e IDH1 ts se ensayaron en cuanto a IgG especifica de
IDH1 R132H con un ELISA del péptido IDH1 R132H123.142. La placa se revistié con 1 ug del péptido IDH1
R132H123.142 por pocillo, se bloqued con un 3 % de FBS y se incubd el suero para la union de la IgG al
péptido. Se detectd la IgG colorimétricamente con un anticuerpo anti-lIgG humana acoplado a HRP y TMB.
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Para el control negativo, se revisitd con el péptido MOG. Se muestran los valores respecto al péptido MOG.
Los datos son de un total de 50 pacientes, de los cuales 13 eran IDH1 R132H, 23 eran IDH1 ts, y 12 tenian
un estatus de IDH1 desconocido. B) Se aislaron 5*10° PBMC de la sangre periférica de un paciente de glioma
IDH1 R132H+ y se estimularon durante 38 h con 20 ug/ml de IDH1 tS123.142 0 IDH1 R132H123.142 y se trataron
con un anticuerpo bloqueante de HLA-DR. La produccién de IFNy se cuantificé con ELISpot. ** p<0,01.

Figura 13: Establecimiento de la tincion del ensayo de captura de IFNy IDH1 R132H y estrategia de regulacion

A) Se aislaron 10" PBMC de la sangre periférica de pacientes con glioma IDH1 R132H+ y se estimularon
durante 6 h con 40 pg/ml de IDH1 R132H123.142, control negativo MOG o 1 ug/ml de Enterotoxina B de
Staphylococcus (SEB) como control positivo, y se aislaron las células productoras de IFNy mediante el
ensayo de captura. Las células se marcaron como anticuerpo anti-IFNy acoplado a PE como reactivo de
captura para capturar el IFNy secretado en la superficie celular durante un periodo de secrecion de 45 min.
Las células se marcaron con anticuerpo especifico de IFNy y anti-microperlas PE y se ordenaron
magnéticamente. Las células productoras de IFNy y células negativas a IFNy (APC) se tifieron con
marcadores de superficie CD3, CD4, y CD8 y las células muertas se marcaron con PI por citometria de flujo.

Figura 14: Ausencia de linfocitos T de respuesta a IFNy especifico de IDH1 R132H en pacientes con glioma

Se aislaron 10’ PBMC de la sangre periférica de pacientes con glioma IDH1 R132H+ y se estimularon durante 6
h con 40 pg/ml de IDH1 R132H123.142, control negativo MOG o 1 ug/ml de Enterotoxina B de Staphylococcus
(SEB) como control positivo, y se aislaron las células productoras de IFNy mediante el ensayo de captura. Las
células se marcaron como anticuerpo anti-IFNy acoplado a PE como reactivo de captura para capturar el IFNy
secretado en la superficie celular durante un periodo de secrecién de 45 min. Las células se marcaron con
anticuerpo especifico de IFNy y anti-microperlas PE y se ordenaron magnéticamente. Las células productoras de
IFNy y células negativas a IFNy (APC) se tifieron con marcadores de superficie CD3, CD4, y CD8 y las células
muertas se marcaron con Pl por citometria de flujo. A) Paciente 010275, B) Paciente 270284, C) Paciente
080572.

Figura 15: Presencia de linfocitos T de respuesta a IFNy especifico de IDH1 R132H en pacientes con glioma

Se aislaron 10’ PBMC de la sangre periférica de pacientes con glioma IDH1 R132H+ y se estimularon durante 6
h con 40 pg/ml de IDH1 R132H123.142, control negativo MOG o 1 ug/ml de Enterotoxina B de Staphylococcus
(SEB) como control positivo, y se aislaron las células productoras de IFNy mediante el ensayo de captura. Las
células se marcaron como anticuerpo anti-IFNy acoplado a PE como reactivo de captura para capturar el IFNy
secretado en la superficie celular durante un periodo de secrecién de 45 min. Las células se marcaron con
anticuerpo especifico de IFNy y anti-microperlas PE y se ordenaron magnéticamente. Las células productoras de
IFNy y células negativas a IFNy (APC) se tifieron con marcadores de superficie CD3, CD4, y CD8 y las células
muertas se marcaron con Pl por citometria de flujo. A) Paciente 170185, B) Paciente 150161.

Ejemplos

Los siguientes Ejemplos simplemente ilustraran la invencion. No se considerara, en absoluto, que limitan el ambito
de la invencion.

Ejemplo 1: Identificacién de una respuesta de linfocitos T CD4+ anti IDH1 R132H restringida a MHCII y
produccion de anticuerpos en ratones humanizados MHCII vacunados con IDH1 R132H.

Se ensayo la respuesta inmunitaria periférica a IDH1 R132H en ratones transgénicos desprovistos del MHC
clase | y Il pero transgénicos para A2 y DR1 humanos para imitar la presentacion de antigenos en un contexto de
clase | y clase Il humano. Estos experimentos (Fig. 2) revelaron que tras la inmunizacion con los péptidos IDH1
R132H 123-142, 124-138 y 122-136, y la re-estimulacion ex vivo con varios péptidos especificos de mutacion,
que (a) los péptidos 123-142 y 122-136 mutados eran inmunogénicos pero el 124-138 no. La inmunogenicidad
especifica de 123-142 se recapituld cuando se analizaba la respuesta de anticuerpos en ratones humanizados
vacunados. Estos experimentos indicaban, que tras la inmunizacion se generaban anticuerpos especificos de la
mutacion de la IDH1 (Fig. 3).

Ejemplo 2: Inmunogenicidad de IDH1 R132H 123-142 en pacientes con gliomas mutados con IDH1 R132H.

La inmunogenicidad de IDH1 R132H 123-142 también se presentaba en pacientes con gliomas mutados con IDH1
R132H en los que se detectd una respuesta de linfocitos T CD4 naturales (Fig. 1) y eran evidentes los anticuerpos
especificos de IDH1 R132H naturales en pacientes con gliomas mutados con IDH1 R132H pero no en los controles
sanos de gliomas con IDH1 de tipo silvestre (Fig. 4). Estos anticuerpos parecian tener principalmente la misma
especificidad por epitopo con una preferencia para 122-136 y 126-140 (Fig. 5).
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<120> Medios y métodos para tratar o diagnosticar canceres positivos a la IDH1 R132H mutante
<130> D31256WOEP
<160> 19

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Pro Arg Leu Val Ser Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5 10 15
<210> 2
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Leu Val Ser Gly Trp Val 1Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala
1 5 10 15
<210>3
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Ser Gly Trp Val Lys Pr¢ Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly
1 5 10 15
<210>4
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15
<210>5
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10 15
<210>6
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<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Ile Tle Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr
1 5 10 15

<210>7

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Fhe
1 5 10 15

<210>8

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Hig Hig Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala Thr Asp Phe Val Val
1 5 10 15

<210>9

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10 15

Tyr Arg Ala Thr
20

<210>10

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gly Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His
1 5 10

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
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<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

<210>13

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Trp Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly His His
1 5 10

Val Lys Pro Ile Ile Ile Gly Hig Hig Ala
1 5 10

Lyg Pro Ile Ile Ile Gly Hig His Ala Tyr
1 5 10

Pro Ile Ile Ile Gly Hig His Ala Tyr Gly
1 5 10

Ile Tle Tle Gly His His Ala Tyr Gly Asp
1 5 10

Ile Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln
1 5 10
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<400> 17

Ile Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr
1 5 10

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Gly His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg
1 5 10

<210>19

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

His His Ala Tyr Gly Asp Gln Tyr Arg Ala
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en los
aminoacidos 122 a 136 (SEQ ID NO: 3); los aminoacidos 126 a 140 (SEQ ID NO: 5); los aminoacidos 124 a 138
(SEQ ID NO: 4); y los aminoacidos 123-142 (SEQ ID NO: 9) para su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer
que comprende células cancerosas que expresan un polipéptido IDH1 que comprende la secuencia de dicho
péptido.

2. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho cancer es glioma, leucemia mieloide
aguda, sindrome mielodisplasico o tumores neuroepiteliales disembrioplasicos.

3. Un medicamento que comprende el péptido que se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.

4. Un procedimiento para diagnosticar un cancer caracterizado porque tiene una mutaciéon en el genoma de al
menos algunas células tumorales que da como resultado la expresion de una IDH1 mutante que tiene la mutacion
R123H que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra de sangre de un sujeto sospechoso de padecer dicho cancer con un péptido
de acuerdo con la reivindicacion 1 durante un tiempo y en condiciones que permitan la unidn especifica de un
componente del sistema inmunitario con el péptido; y

(b) determinar si se ha producido, o no, la unién de dicho componente del sistema inmunitario al péptido, en el
que el cancer se diagnostica si se ha determinado la existencia de la union.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho componente del sistema inmunitario es un anticuerpo
comprendido en la muestra de sangre.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, en el que dicho cancer es glioma,
preferentemente astrocitoma OMS Il u OMS IlI, oligodendroglioma, oligoastrocitoma, glioblastoma, o gliosarcoma, o
es leucemia mieloide aguda, sindrome mielodisplasico o tumores neuroepiteliales disembrioplasicos.

7. El uso de un kit que comprende un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, para llevar a cabo el procedimiento
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para diagnosticar el cancer.
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