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DESCRIPCION
Antigeno de cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a antigeno o antigenos de vacunas de cancer que tienen inmunogenicidad contra
cancer que es especifico de tejido/érgano de origen para su uso en el tratamiento del cancer.

Antecedentes

El cancer esta provocado por células que se dividen rapidamente. Es una causa importante de morbilidad y
mortalidad. El cancer surge de un tejido/érgano. A pesar del hecho de que surge de un unico tejido/érgano, las
células no son idénticas (homadlogas). El cancer se trata por extirpacion quirdrgica, radioterapia y/o quimioterapia.

También se ha descubierto que la inmunoterapia pasiva en forma de anticuerpos es Util. Se sabe que la presencia
de células heterogéneas en un cancer que surge de un unico tejido/érgano es responsable de la mala respuesta a
terapias de cancer distintas de terapia quirdrgica. Estas son mas importantes para el tratamiento de los canceres
usando inmunoterapia.

Se esta probando la inmunoterapia activa en forma de vacuna para el tratamiento del cancer. La inmunoterapia
activa requiere el uso de antigeno especifico para el cancer que se trate. Algunos de los antigenos especificos de
cancer incluyen inhibidores de la metaloproteinasa de la matriz, factor de crecimiento epidérmico, gastrina, células
cancerosas completas, Proteinas de Choque Térmico, etc.

Se han propuesto varios métodos para producir una vacuna inmunogénica del cancer usando células completas. La
respuesta inmunitaria generada por vacuna del cancer provoca con frecuencia autoinmunidad o toxicidad (Blood-
2011-01-325-266).

Existe por tanto la necesidad de tener un antigeno de cancer que induzca respuesta inmunitaria contra antigenos de
cancer pero no contra células normales (Autoinmunidad). Las células cancerosas cuando se usan como un antigeno
carecen de inmunogenicidad o bien generan una respuesta inmunitaria escasa. Se sabe que la antraciclina y el
Oxaliplatino mejoran la inmunogenicidad de células cancerosas como se indica en Laurence Zitvogel et al en Clin
Cancer Res, 2010, 16(12):3100-4. “En respuesta a algunos agentes quimioterapéuticos (tales como antracicilinas y
oxaliplatino) e irradiacion ionizante, las células tumorales experimentan apoptosis inmunogénica, lo que significa que
desencadenan una respuesta inmunitaria protectora cuando se inyectan por via subcutdnea en ausencia de
cualquier adyuvante en ratones inmunocompetentes (J Exp Med 2005; 202: 1691-701; Nat Med 2007; 13: 54-61;
Immunol Rev 2007; 220: 22-34; Nat Med 2007; 13: 1050-9; Nat Med 2009; 15: 1170-8; Cell Mol Immunol 2009; 6:
469-75; Cancer Immunol Immunother 2010; 50: 769-77). Por el contrario, las células que sucumben en respuesta a
otros farmacos antineoplasicos (tales como agentes alquilantes y cisplatino) no consiguen desencadenar dicha
reaccion inmunitaria (J Exp Med 2005; 202: 1691-701)”.

El documento W0O2011/068832 proporciona métodos para preparar un perfil de expresion génica de una célula de
cancer de mama. Voetzel ef al. (1994) Hybridoma vol. 13, n.° 5, paginas 367-372 desvela la deteccién de una
sobreexpresion de antigeno de 45 kilodalton en una linea celular de carcinoma ovarico humano resistente a
cisplatino. Sheng Pan et al. (2009) OMICA: A Journal of Integrative Biology, vol. 13, n.° 4, paginas 345-354 desvela
analisis protedmico cuantitativo integrado con datos de micromatrices e indica que esto revela que proteinas de la
matriz extracelular, cateninas y proteina de unién a p53 1 son importantes para la respuesta a quimioterapia en
canceres ovaricos.

El reto es generar la respuesta inmunitaria especifica contra células cancerosas sin que sea reactivo para células
normales y células cancerosas de diferente tejido/6rgano de origen.

Existe por lo tanto una necesidad no satisfecha para proporcionar una vacuna de cancer que tenga inmunogenicidad
para la poblacion heterogénea de células que se origina del mismo tejido/6rgano sin reactividad con las células
normales.

Objeto de la invencion:

El principal objeto de la presente invencion es proporcionar antigeno o antigenos para vacuna o vacunas de cancer.
Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un antigeno para una vacuna de cancer que induzca respuesta

inmunitaria contra células cancerosas (células cancerosas homoélogas asi como heterogéneas) del tejido/6rgano de
origen.
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Es otro objeto mas proporcionar un antigeno de cancer para tumor o tumores malignos que estimulen la respuesta
inmunitaria mediada por células contra células cancerosas (células cancerosas homdlogas asi como heterogéneas)
del tejido/érgano de origen.

Es otro objeto mas proporcionar una vacuna de cancer para tumor o tumores malignos que estimule la respuesta
inmunitaria humoral contra células cancerosas (células cancerosas homologas asi como heterogéneas) del
tejido/érgano de origen.

Otro objeto mas de la presente invencidn es proporcionar un antigeno para vacuna de cancer para su uso en el
tratamiento de tumor o tumores malignos.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona una proteina aislada expresada por células cancerosas cuando se tratan con un
agente seleccionado de Mycobacterium w, cisplatino, paclitaxel, gemcitabina y una combinacion de los mismos para
su uso en el tratamiento del cancer, siendo dicha proteina un antigeno de cancer seleccionado de una proteina de
45 kDa expresada por células de cancer pancreatico y una proteina de 36 kDa expresada por células de melanoma.

Pueden aislarse células de cancer pancreatico o de melanoma de tejidos tumorales. Cualquier célula cancerosa
pancreatica o de melanoma que se origina a partir de lineas celulares establecidas disponibles en el mercado o
nuevas células cancerosas primarias obtenidas de pacientes puede tratarse con un agente seleccionado de
Mycobacterium w, cisplatino, paclitaxel, gemcitabina y una combinacién de los mismos para proporcionar la proteina
aislada definida anteriormente para el uso médico de la presente invencion.

Sorprendentemente las células cancerosas tratadas con cisplatino, paclitaxel, gemcitabina Mycobacterium w o una
combinacién de los mismos muestran un perfil de proteinas alterado. Mas sorprendentemente se ha descubierto que
los perfiles proteicos de la célula tratada tienen al menos una proteina comun (expresada/sobreexpresada
habitualmente) independientemente del agente usado para el tratamiento, por ejemplo, Mycobacterium w, cisplatino,
paclitaxel, gemcitabina. Esta observacion sorprendente es a pesar del hecho que de cada uno tiene diferentes
actividades. Se ha descubierto que esta proteina es una proteina expresada de forma diferente después de los
tratamientos anteriores.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina es una proteina de 45 kDa expresada por células de cancer
pancreatico o una proteina de 36 kDa expresada por células de melanoma.

Se ha descubierto que la proteina expresada habitualmente mencionada anteriormente es inmunogénica e induce
respuesta inmunitaria reactiva contra células cancerosas de las que deriva (homdlogas) asi como células
cancerosas del mismo tejido/érgano pero con diferentes caracteristicas celulares (heterélogas).

Segun la invenciéon cuando una linea celular de cancer pancreatico se trata con uno cualquiera de los agentes
anteriormente mencionados se produce expresion de una proteina de 45 kDa que induce respuesta inmunitaria
contra las mismas células (homdlogas) asi como células diferentes (heterdlogas) siempre que su origen sea del
mismo tejido/érgano, por ejemplo, una proteina expresada después del tratamiento de la linea celular Mia-pa-ca-2
inducira respuesta inmunitaria contra células Mia-pa ca-2 (homologas) asi como Panc-1, AsPc-1, SW 1990, etc.
heterdlogas. La respuesta inmunitaria generada es mediada por células asi como de naturaleza humoral.

La respuesta inmunitaria generada de este modo es capaz de proporcionar efectos profilacticos asi como
terapéuticos contra cancer pancreatico.

La respuesta inmunitaria generada usando una linea celular de cancer pancreatico no consigue generar respuesta
inmunitaria contra otro cancer. Se ha descubierto que la administracion de la proteina o las proteinas es segura en
mamiferos.

Descripcion detallada

Se ha observado que cuando se tratan células cancerosas con Mycobacterium w (Mw) existe un cambio en el perfil
proteico de células cancerosas. El cambio en el perfil proteico se asocia con abundancia de una uUnica banda
proteica como se observa por analisis de SDS Page.

Sorprendentemente se ha descubierto que la misma proteina se expresa cuando se tratan las células con cisplatino,
paclitaxel, gemcitabina. La proteina que se expresa de este modo se define como proteina
expresada/sobreexpresada habitualmente.

La proteina expresada de este modo puede aislarse usando métodos conocidos como se describen en Current
Protocols in Protein Science por John E. Coligan et al.
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De acuerdo con la presente invencion, deberia entenderse que cualquier referencia en el presente documento a la
proteina es una referencia a una proteina de 45 kDa expresada por células de cancer pancreatico o una proteina de
36 kDa expresada por células de melanoma.

Sorprendentemente se ha descubierto que esta proteina genera respuesta inmunitaria contra células cancerosas
homologas asi como heterogéneas especificas para el tejido/érgano de origen. La proteina no genera respuesta
inmunitaria contra células/tejidos normales cuando se administra a mamiferos.

Sorprendentemente también se ha observado que el tratamiento de células cancerosas con compuestos tales como
cisplatino, paclitaxel y gemcitabina también da como resultado la expresion de la proteina que se expresa, cuando
las células se tratan con Mycobacterium w.

Por lo tanto segun la presente invencion la proteina o las proteinas que se expresan/sobreexpresan habitualmente
por tratamiento de células cancerosas con Mw, cisplatino, paclitaxel y gemcitabina o combinacion de los mismos
generan una respuesta inmunitaria contra células cancerosas homologas asi como heterogéneas, especificas del
tejido/érgano de origen.

La proteina expresada/sobreexpresada habitualmente que induce la respuesta inmunitaria se aisla de célula o
células cancerosas. Para el fin de la presente invencion no es necesario que el tratamiento con diversos agentes
induzca muerte de células cancerosas. No se requiere que las células estén vivas para aislamiento de la proteina
expresada habitualmente.

La proteina comun de la presente invencién también induce la respuesta inmunitaria especifica de las células
cancerosas heterogéneas especificas del tejido/érgano.

La administracion de la proteina comun de la presente invencién induce una respuesta inmunitaria mediada por
células. Los métodos comunes empleados para la mediciéon de la respuesta inmunitaria mediada por células son
FACS, ELISPOT y funcién efectora, etc.

La administracién de la proteina comun de la presente invencién induce respuesta inmunitaria humoral. Los métodos
habituales empleados para este fin son FACS, transferencia de Western, Elisa, etc.

La eficacia del antigeno de cancer se determina por su capacidad para inducir respuesta inmunitaria contra células
cancerosas homoélogas asi como heterogéneas, especificas para el tejido/érgano de origen.

La eficacia de la vacuna del cancer para inducir respuesta inmunitaria se estudié determinando la respuesta
inmunitaria mediada por células como una medida del aumento del numero de células que producen interferén
gamma en respuesta a antigeno por ELISPOT.

La eficacia de la vacuna del cancer para inducir respuesta inmunitaria se estudié determinando la respuesta
inmunitaria humoral de los sueros de ratones, inmunizados con células que expresan/sobreexpresan el antigeno y
ratones inmunizados con el antigeno solo por la presencia de anticuerpo especifico reactivo al antigeno.

De forma similar, se determiné la respuesta inmunitaria inducida a células cancerosas heterogéneas especificas de
tejido/organo. La respuesta heterogénea se evalud tanto para respuesta mediada por células usando ELISPOT de
interferon gamma como para respuesta humoral usando transferencia de Western.

Las lineas celulares para el fin de la invencién pueden obtenerse de diversos depédsitos como la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, Estados Unidos; el banco de Células de Australia, Australia; Depdsitos de Células
Coriell, Nueva Jersey, Estados Unidos; Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC), Reino Unido; Coleccion
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares, Alemania; Coleccion Japonesa de Recursos Biolégicos de
Investigacion (JCRB), Japon; Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares, Alemania; banco de
Células Coreano, Corea; Centro de Recursos Biolégicos RIKEN, Japon; Centro de Recursos Genéticos Humanos,
Estados Unidos; Centro Nacional para la Ciencia Celular, India; MMRRC: Centros de Recursos Regionales de
Ratones Mutantes, Estados Unidos; Servicio Nacional de Células Madre Neurales Humanas, Estados Unidos; Banco
de Células Madre de Reino Unido, Reino Unido y NCCS en India.

Los métodos para recoger células cancerosas y conservarlas o propagarlas se conocen bien. Estos métodos pueden
usarse para células autdlogas asi como alogénicas. Estas o nuevas lineas celulares o células cancerosas
especificas pueden aislarse como se describe en Eton O, et al. (Clinical cancer research, marzo de 1988, Vol. 4,
619-217). Se recogié tumor nuevo en el momento de la cirugia de laboratorio de seccion congelada y se fragmento
por corte. Para maximizar la produccién de células tumorales viables para preparacion de vacunas, la masa de
tumor se disoci6 usando colagenasa de tipo 1 (2 mg/ml) y DNasa de tipo IV (0,4 mg/ml) Sigma chemical Co. St.
Louis, MO; ref. 25. Estas enzimas pueden alterar la inmunogenicidad de la preparacion celular resultante. Las
células disociadas se lavaron en HBSS y gentamicina y se resuspendieron en volimenes iguales de HBSS y DMSO
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10 % + albumina de suero humano 4 % helado. Se almacenaron alicuotas que contenian 1,5-2 x 10" células
tumorales viables en nitrégeno liquido.

El siguiente proceso describe un proceso para obtener una proteina seleccionada de la proteina de 45 kDa
expresada por células de cancer pancreatico o la proteina de 36 kDa expresada por células de melanoma.

Se suspenden células de cancer pancreatico o melanoma en medio de cultivo celular apropiado como DMEM,
EMEM, F12 de Hanks, etc.

1. A estas se afiaden cisplatino, paclitaxel, gemcitabina, Mycobacterium w o una combinacion de los mismos.

2. Se sabe que todos los agentes destruyen células cancerosas, sin embargo para el fin de la presente invencion
para obtener proteina expresada habitualmente no es necesario destruir las células cancerosas mediante el
tratamiento con cualquiera de o todos los agentes. De forma similar, la destruccion de células no da como resultado
pérdida de propiedades de las células cancerosas que expresan “proteina comun” de interés ni cambia sus
caracteristicas inmunitarias.

3. La siguiente tabla proporciona una cantidad preferible de diversos agentes para usar

SrN.° Agente Cantidad preferida
1 Cisplatino De 0,1 a 100 microgramos/ml
2 Paclitaxel De 5 a 100 microgramos/ml
3 Gemocitabina De 10 a 1000 nM
4 Mycobacterium w 1:10 a 1:1000

4. Las células se recogen después del tratamiento anteriormente mencionado.

5. Se genera un perfil proteico de células recogidas usando métodos conocidos como electroforesis, HPLC, etc.

6. La proteina expresada habitualmente se identifica por perfiles proteicos solapantes obtenidos mediante
tratamiento usando diversos agentes como se ha mencionado anteriormente.

7. La proteina identificada puede obtenerse a gran escala usando métodos de purificacion de proteinas.

Las células cancerosas obtenidas como anteriormente se trataron con células Mw, en una relacién que variaba de
1:10 a 1:1000, preferentemente en 1:100. El tratamiento se llevé a cabo en el medio adecuado preferentemente en
medio de soporte de crecimiento sin suero. El tratamiento se realizé a temperaturas que variaron entre 20-40 °C,
preferentemente a 37 °C. Las células tratadas se lisaron por uno de los métodos conocidos en la técnica y se realizé
SDS-PAGE para obtener un perfil proteémico. El perfil obtenido de este modo se compard con el perfil proteico de
células no tratadas. Se observo el patron de bandas de proteinas expresadas diferencialmente.

Las células cancerosas se trataron con Cisplatino, a una concentracién que vario de 0,1 ug/ml a 100 pg/ml,
preferentemente a 5 pg/ml. El tratamiento se llevd a cabo en medio adecuado preferentemente en medio de soporte
de crecimiento sin suero. El tratamiento se realiz6 a temperaturas que variaron entre 20 y 40 °C, preferentemente a
37 °C. Las células tratadas se lisaron por uno de los métodos conocidos en la técnica y se realizé SDS-PAGE para
obtener el perfil protedmico. El perfil obtenido de este modo se comparé con el perfil proteico de células no tratadas.
Se observo el patron de bandas de proteinas expresadas diferencialmente.

Las células cancerosas se trataron con paclitaxel, a una concentraciéon que varié de 5 pug/ml a 500 pg/ml,
preferentemente a 5 pg/ml. El tratamiento se llevo a cabo en medio adecuado preferentemente en medio de soporte
de crecimiento sin suero. El tratamiento se realizé a temperaturas que variaron entre 20 y 40 °C, preferentemente a
37 °C. Las células tratadas se lisaron por uno de los métodos conocidos en la técnica y se realizé6 SDS-PAGE para
obtener un perfil protedmico. El perfil obtenido de este modo se comparé con el perfil proteico de células no tratadas.
Se observo el patron de bandas de proteinas expresadas diferencialmente.

Las células cancerosas se trataron con gemcitabina, a una concentracion que vari6 de 10 nm a 1000 nm,
preferentemente a 800. El tratamiento se llevé a cabo en medio adecuado preferentemente en medio de soporte de
crecimiento sin suero. El tratamiento se realizé6 a temperaturas que variaron entre 20 y 40 °C, preferentemente a
37 °C. Las células tratadas se lisaron por uno de los métodos conocidos en la técnica y se realizé SDS-PAGE para
obtener un perfil protedmico. El perfil obtenido de este modo se comparé con el perfil proteico de células no tratadas.
Se observo el patron de bandas de proteinas expresadas diferencialmente.

Los perfiles proteicos alterados obtenidos para cada uno de los tratamientos anteriores se compararon entre si. La
proteina o las proteinas expresadas/sobreexpresadas habitualmente se observaron/identificaron a entre 40-50 kDa
en células cancerosas Mia-pa-ca-2.

Las células cancerosas tratadas y no tratadas se resuspendieron en PBS, pH 6,5 a 7,5. Las células se sometieron a
ultrasonidos durante 500-1500 segundos programados para 5-15 s de encendido y 5-15 s de apagado,
preferentemente se sometieron a ultrasonidos durante 900 segundos programados para 9 s de encendido y 10 s de
apagado. Se realizé la estimacion de proteina total por método de estimacion de proteinas de Lowry para lisado. Se
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calculd la proteina total y se cargaron 20 microgramos de proteina/carril en el gel. Se us6 gel de acrilamida 5-20 %
para aislamiento de la proteina, preferentemente se us6 gel de acrilamida 10 % con tensioactivo tal como, pero sin
restriccion, SDS. El gel se procesé a una tension constante de 100 a 300 V, preferentemente 200 V durante 30-90
min, preferentemente 60 min. El gel se tifid con solucién de tincién de Azul de Coomassie R250 durante 15-60 min y
se destifid con solucion de destincion (metanol 40 % + acido acético 10 % + agua 50 %) hasta que el fondo fue
transparente y las bandas fueron visibles en gel. El perfil proteico obtenido se comparé banda a banda y se
observaron las proteinas expresadas/sobreexpresadas habitualmente por tratamiento con Mw, cisplatino, paclitaxel y
gemcitabina.

Después de la identificacion el gel que tenia una banda de interés se cortd en trozos y después se eluyé en tampon
de elucién (Tris-Cl 20 mM, pH 7,7, NaCl 150 mM, SDS 0,2 %, EDTA 2 mM) y se mantuvo en un agitador para
agitacion a TA durante un minimo de 6-8 horas o durante una noche. El sobrenadante se recogi¢ y se afadio
acetona helada (proteina:acetona 1:4) y se mantuvo a -20 °C durante 1-2 horas para precipitacion. El precipitado se
centrifugdé a 15000 x g durante 45 min a 4 °C. El sedimento obtenido se lavo con acetona (Acetona; agua, 4:1) y se
resuspendié en un volumen deseado de PBS. La proteina total de estimé por ensayo de Lowry y su especificidad se
analizé usando suero de ratén interno que contenia anticuerpo contra la proteina de interés. Se realizé una
electroforesis en gel bidimensional para identificar esta proteina expresada diferencial. La proteina aparecié como un
gran punto en el gel a un tamafio de 45 kDa en comparacién con un marcador de peso molecular de proteinas
convencional procesado en el mismo gel.

La proteina expresada habitualmente se inyectd en ratones. Se produjo la respuesta inmunitaria especifica reactiva
con células cancerosas en ratones. Se midié la respuesta inmunitaria humoral detectando anticuerpos especificos
para proteina expresada/sobreexpresada habitualmente. El analisis se realizé usando técnicas convencionales para
transferencia de Western, transferencia puntual y ELISA.

La respuesta celular (respuesta inmunitaria mediada por células = CMI) se midié6 por enumeracion de células
productoras de interferon gamma y/o granzima, y/o porcentaje de destruccion de células diana (células cancerosas).

La vacuna preparada segun la presente invencion cuando se administra a animales portadores de tumores (ratones,
mamiferos) da como resultado regresion tumoral si la vacuna y el tumor tienen un mismo tejido de origen, por
ejemplo, vacuna de proteina de melanoma para melanoma.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion pero no limitan de ningin modo el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Método para identificar las proteinas expresadas habitualmente

1. Cancer pancreatico

Las células Mia-Pa-Ca-2 se trataron con células Mw en una relacion 1:500, cisplatino a 5 pg/ml, paclitaxel a
150 pg/ml y gemcitabina a 800 nm. El tratamiento se llevé a cabo en medio sin suero a 37 °C. Las células se lisaron
y se realizé6 SDS-PAGE para obtener un perfil protedmico. Los perfiles obtenidos de este modo se solaparon con el
perfil proteico de células no tratadas. El perfil proteico se observd para cada tratamiento. La proteina expresada
diferencialmente se identificé a 45 kDa.

La proteina de 45 kDa es una proteina sobreexpresada habitualmente cuando se tratan células de cancer
pancreatico con Mw, cisplatino, paclitaxel, gemcitabina o una combinacién de los mismos.

2. Melanoma (cancer de piel)

Las células de melanoma B16 se trataron con cisplatino a 5 ug/ml, paclitaxel a 150 pg/ml y gemcitabina a 800 nm. El
tratamiento se llevd a cabo en medio sin suero a 37 °C. Las células se lisaron y se proces6 SDS-PAGE para obtener
un perfil protedmico. Los perfiles obtenidos de este modo se solaparon con el perfil proteico de células no tratadas.
El perfil proteico se observd para cada tratamiento. La proteina expresada diferencialmente se identificé a 36 kDa.
La proteina de 36 kDa es una proteina expresada habitualmente cuando se tratan células de melanoma con
cisplatino, paclitaxel, gemcitabina o combinacién de los mismos.

3. Cancer de pulmén

Se trataron diferentes lineas celulares de cancer de pulmén (A549 y L132) con Mw/células a una relacion de 1:100.
Cada grupo de tratamiento contenia 4 x 10° células. Las células tratadas con Mw se incubaron durante 4 horas a
37 °C. Después del tratamiento, las células se sedimentaron y se descartd el sobrenadante. Las células se
resuspendieron después en DBPS (400 pl). Las células se sometieron después a ultrasonidos durante 15 minutos
con pulsos de 10 segundos de encendido y 20 segundos de apagado. Se estim6 el contenido proteico del lisado
obtenido usando ensayo de Proteinas BCA y la proteina se normalizé a una carga de 30 ug de proteina en cada
pocillo. Esto se siguié de analisis de SDS PAGE reductor 12 % vy transferencia de Western para obtener un perfil
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proteico y una respuesta humoral. El perfil obtenido de este modo se comparé con el perfil proteico de células no
tratadas. Ambas lineas celulares mostraron una proteina comun a 43 kDa.

4. Melanoma cutaneo

Se trataron diferentes lineas celulares de cancer de melanoma cutaneo (A375, B16F1 y B16F10) con Mw/células a
una relaciéon de 1:100. Cada grupo de tratamiento contenia 4 x 10° células. Las células tratadas con Mw se
incubaron durante 4 horas a 37 °C. Después del tratamiento, las células se sedimentaron y se descarto el
sobrenadante. Las células se resuspendieron después en DBPS (400 pl). Las células se sometieron después a
ultrasonidos durante 15 minutos con pulsos de 10 segundos de encendido y 20 segundos de apagado. Se estimo el
contenido proteico del lisado obtenido usando ensayo de Proteinas BCA y la proteina se normalizé a una carga de
30 pg de proteina en cada pocillo. Esto se siguié de analisis de SDS PAGE reductor 12 % y transferencia de
Western para obtener un perfil proteico y una respuesta humoral. El perfil obtenido de este modo se comparé con el
perfil proteico de células no tratadas.

Los geles mostraron dos proteinas, una a 36 kDa y una segunda a 170 kDa. Resulta interesante que ambas
proteinas tenian reactividad cruzada entre A375, B16F1 y B16F10 cuando se transfirieron con anticuerpo inducido
con células B16 tratadas mientras que los anticuerpos inducidos con células A375 tratadas solamente eran reactivos
con proteina de 36 kDa.

5. Cancer de colon

Se trataron diferentes lineas celulares de cancer de colon (HCT15 y Colo205) con Mw/células a una relacion de
1:100. Cada grupo de tratamiento contenia 4 x 10° células. Las células tratadas con Mw se incubaron durante 4
horas a 37 °C. Después del tratamiento, las células se sedimentaron y se descartd el sobrenadante. Las células se
resuspendieron después en DBPS (400 pl). Las células se sometieron después a ultrasonidos durante 15 minutos
con pulsos de 10 segundos de encendido y 20 segundos de apagado. Se estim6 el contenido proteico del lisado
obtenido usando ensayo de Proteinas BCA y la proteina se normalizé a una carga de 30 ug de proteina en cada
pocillo. Esto se siguié de analisis de SDS PAGE reductor 12 % vy transferencia de Western para obtener un perfil
proteico y una respuesta humoral. El perfil obtenido de este modo se comparé con el perfil proteico de células no
tratadas. Ambas lineas celulares mostraron una proteina comun entre 10-15 kDa y 26 kDa.

Ejemplo 2: Método para aislamiento de proteina expresada/sobreexpresada habitualmente (antigeno de cancer):

Se recogio sedimento celular de Mia-pa ca-2 y se lavé con DPBS estéril por centrifugacion a 2000 rpm durante 10
minutos. Las células se trataron como en el ejemplo 1 y 2. El sedimento de células tratadas se resuspendié en
DPBS y se sometio a ultrasonidos durante 15 minutos. El contenido proteico total del lisado se estimé mediante el
método de Folin Lowry. Se cargaron 20 ug de lisado en cada carril de SDS PAGE 10 % y se proces6 durante 45
minutos a 200 V. El gel se tifié con Azul Brillante de Coomassie R250. Se observé una banda a 45 kDa en relacion
con el marcador proteico de peso molecular y se cortd. El trozo cortado se pico finamente y se incubé en tampoén de
lisis (Tris-Cl 20 mM, pH 7,7, NaCl 150 mM, SDS 0,2 %, EDTA 2 mM) con agitacion a temperatura ambiente durante
una noche. La proteina se eluyd del gel centrifugando el lisado a 15000 x g durante 45 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se mezcld con acetona helada a relaciones 1:4 y se incub6 a -20 °C durante aproximadamente 1 hora.
El precipitado obtenido se separd centrifugandolo a 15000*g durante 45 minutos a 4 °C. El sedimento se lavé con
solucion de acetona:agua 3:2 y se centrifugé a 15000*g durante 45 minutos a 4 °C. El sedimento obtenido se
resuspendid en DPBS y se estimé su contenido proteico mediante el método de Folin Lowry. Se obtuvo
aproximadamente el 90 % de proteina purificada.

Ejemplo 3: Formulacion farmacéutica

La formulacién farmacéutica de la proteina expresada habitualmente para cancer pancreatico y cancer de melanoma
se prepara de la siguiente manera.

1. Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 10 ug
Tampon de fosfato 50 mM
NaCl 150 mM
Excipiente gs.

2. Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 50 ug
Tampoén de fosfato 50 mM

NaCl 150 mM
Excipiente gs.
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Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 100 ug

Tampon de fosfato 50 mM
NaCl 150 mM
Excipiente gs.

Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 10 ug
Tampoén de acetato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 50 ug
Tampén de acetato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 100 ug
Tampén de acetato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 100 ug
Tampon de fosfato 10 mM

NaCl 300 mM

Excipiente gs.

Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 1 ug
Tampoén de fosfato 10 mM

NaCl 300 mM

Excipiente gs.

Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 10 ug
Tampon de fosfato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 100 ug
Tampon de fosfato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 500 ug
Tampon de fosfato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 1 ug
Tampoén de acetato 50 mM

NaCl 150 mM

Excipiente gs.

Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 500 ug
Tampén de acetato 50 mM

NaCl 150 mM
Excipiente gs.
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14. Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 50 ug

Tampon de fosfato 10 mM
NaCl 300 mM
Excipiente gs.

15. Proteina de 45 kDa de células de cancer pancreatico — 500 pg

Tampon de Tris 50 mM
Excipiente gs.

16. Proteina de 36 kDa de células cancerosas de melanoma — 500 ug

Tampon de Tris 50 mM
Excipiente gs.

La formulacién anterior se usa sola o en combinaciéon opcionalmente con adyuvante para inducir una respuesta
inmunitaria deseada por administracion apropiada.

Ejemplo 4: Induccion de respuesta inmunitaria mediada por células por el antigeno de cancer
expresado/sobreexpresado habitualmente: inmunogenicidad de antigeno de cancer.

La respuesta inmunolégica a la proteina de 45 kDa (expresada/sobreexpresada habitualmente) se evalud
inmunizando ratones por via intradérmica el dia 0 y 21 con la formulacién 1 del ejemplo 3, 10 ug de proteina de 45
kDa. Los ratones de control recibieron PBS. La suspensién de esplenocitos (10” células/ml) de ratones individuales
se prepar¢ el dia 28 del estudio para estimar las células secretoras de IFN-g por ELISPOT. Se realizé ensayo de
ELISPOT de esplenocitos de grupos tanto de control como de ensayo.

La imagen de la placa se capturd en el Lector de Puntos CTL. Los puntos en cada pocillo se autocontaron. Se
realizé QC de placas usando los parametros de sensibilidad y fondo y se analizaron los resultados. Se hallé una
liberacion de IFN-g dos veces mayor en respuesta a inmunizacion de proteina de 45 kDa como se muestra en la Fig.
1.

Ejemplo 5: Induccién de respuesta inmunitaria humoral por el antigeno de cancer expresado/sobreexpresado
habitualmente: inmunogenicidad de antigeno de cancer.

a. Se evalud la generacion de inmunidad humoral contra el antigeno de cancer. Los ratones se seleccionaron
aleatoriamente en dos grupos. El primer grupo de ratones se inmunizé por via intradérmica el dia 0 y 21 con la
formulacién 15 del ejemplo 3, mientras que el segundo grupo, es decir, el grupo de control se mantuvo
inmunizado con PBS. Se aislaron muestras de suero de todos los ratones el dia 28 del estudio para detectar la
generacion de anticuerpo contra la vacuna. Se realizé transferencia de Western del lisado de MiaPaCa-2 con
suero de ratones inmunizados con células cancerosas MiaPaCa-2 tratadas que expresaban proteina de 45 kDa y
PBS (control). Para la deteccion de anticuerpo primario unido con proteina de lisado, se usé anticuerpo de cabra
anti-lgG de ratén conjugado con HPR con DAB (Diamino Benzidina) como agente colorante. A partir del analisis
de transferencia de Western se descubrid que la inmunizaciéon con vacuna de cancer MiaPaCa-2 genera
respuesta de anticuerpos contra antigeno de cancer (Fig. 2).

b. Para generar altos titulos de anticuerpos en conejo se co-administré el antigeno de la formulaciéon de cancer
melanoma 10 del ejemplo 3 (36 kDa) con adyuvante de Freund el dia 0, 7 y 14. Se tomaron muestras
sanguineas de los conejos inmunizados el dia 21 y se midieron los titulos de anticuerpos por ensayo de
transferencia puntual recubriendo la membrana de nitrocelulosa con el antigeno y usando sueros de conejos
inmunizados como anticuerpo primario. Las transferencias se revelaron mediante conjugado de anticuerpo
secundario — HRPO. Se descubrié que los titulos eran mas de 10000 para anti-antigeno de melanoma.

c. Para generar un anticuerpo anti-antigeno de cancer pancreatico, los conejos se inmunizaron con formulacion
de antigeno de cancer pancreatico 8 del ejemplo 3 (proteina de ~45 kDa) con adyuvante completo de Freund y
el dia 15 con adyuvante incompleto de Freund. Se tomaron muestras sanguineas de los conejos inmunizados el
dia 30 y se midieron los titulos de anticuerpos por ensayo de transferencia puntual recubriendo la membrana de
nitrocelulosa con el antigeno y usando sueros de conejos inmunizados como anticuerpo primario. Las
transferencias se revelaron mediante conjugado de anticuerpo secundario — HRPO. Se descubrié que los titulos
eran mas de 50000 para anti-antigeno de cancer pancreatico.
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Ejemplo 6: Destruccion in vitro de células cancerosas heterogéneas y homogéneas esplenocitos de ratones
inmunizados: Ensayo de funcion efectora.

A. Respuesta inmunitaria contra células cancerosas homadlogas

Se usaron 20 ratones Balb/C macho (6-8 semanas) para el estudio. Los animales se seleccionaron aleatoriamente
basandose en el peso corporal y se dividieron en 2 grupos de 10 animales cada uno. El primer grupo de ratones se
inmunizé por via intradérmica el dia 0 y 21 con la formulacion de antigeno de cancer 7 del ejemplo 3,
100 pg/raton/dosis (proteina habitualmente expresada de 45 kDa aislada de células Mia-pa-ca-2 tratadas como se
describe en el ejemplo 1) mientras que el segundo grupo, es decir, los ratones de control, se mantuvieron
inmunizados con PBS.

Se distribuyeron esplenocitos de animales inmunizados de grupos respectivos en tubos de polipropileno que
contenian las células MiaPaCa-2 como diana. Se afiadieron efectores de esplenocitos para obtener una relacion de
efector con respecto a diana de 5:1 y 1:1 respectivamente. Los tubos se incubaron a 37 °C y CO2 6 % durante 4 h.
Después de 4 h las células se sedimentaron por centrifugacion a 300 x g durante 10 min. El sobrenadante se
descarto y el sedimento se fij6 en solucion de p-formaldehido 1 % (p/v) y después se lavaron dos veces con DPBS
por centrifugacion. Se afiadié etanol helado al 70 % y se permitié que las células reposaran en hielo durante 30 min.
Las células se almacenaron a -20 °C hasta su analisis posterior.

La actividad citolitica de linfocitos T se evalué determinando la muerte de células diana por células efectoras usando
el protocolo del Kit APO BrdU BD. El kit APO-BRDU es un método de tincion de dos colores para marcar roturas de
ADN y ADN celular total para detectar células apoptéticas por citometria de flujo. Los ratones inmunizados por
antigeno de cancer (proteina expresada habitualmente de 45 kDa) muestran lisados significativamente mayores de
células diana homdlogas (células cancerosas Mia-pa-ca-2) en comparacion con el grupo de control a relaciones de
5:1 (efector:diana).

B. Respuesta inmunitaria contra células cancerosas heterogéneas (heterdlogas)

Se usaron 20 ratones Balb/C macho (6-8 semanas) para el estudio. Los animales se seleccionaron aleatoriamente
basandose en el peso corporal y se dividieron en 2 grupos de 10 animales cada uno. El primer grupo de ratones se
inmunizé por via intradérmica el dia 0 y 21 con la formulaciéon de antigeno de cancer 5 del ejemplo 3,
50 pg/raton/dosis (proteina habitualmente expresada de 45 kDa aislada de células Mia-pa-ca-2 tratadas como se
describe en el ejemplo 1) mientras que el segundo grupo, es decir, los ratones de control, se mantuvieron
inmunizados con PBS.

Se distribuyeron esplenocitos de animales inmunizados de grupos respectivos en tubos de polipropileno que
contenian las células Panc-1, AsPC-1 o SW1990 como diana. Se afiadieron efectores de esplenocitos para obtener
una relacién de efector con respecto a diana de 5:1 y 1:1 respectivamente. Los tubos se incubaron a 37 °C y CO2
6 % durante 4 h. Después de 4 h las células se sedimentaron por centrifugacion a 300 x g durante 10 min. El
sobrenadante se descartd y el sedimento se fij6 en solucién de p-formaldehido al 1 % (p/v) y después se lavo dos
veces con DPBS por centrifugacion. Se afiadié etanol helado al 70 % y se permitié que las células reposaran en
hielo durante 30 min. Las células se almacenaron a -20 °C hasta su analisis posterior.

La actividad citolitica de linfocitos T se evalué determinando la muerte de células diana por células efectoras usando
el protocolo del Kit APO BrdU BD. El kit APO-BRDU es un método de tincion de dos colores para marcar roturas de
ADN y ADN celular total para detectar células apoptéticas por citometria de flujo. Los ratones inmunizados por
antigeno de cancer (proteina expresada habitualmente de 45 kDa) muestran lisados significativamente mayores de
células de cancer pancreatico diana heterdélogas (Panc-1, AsPC-1 o SW1990) en comparacion con un grupo de
control a relaciones de 5:1 (efector:diana).

Ejemplo 7: Regresién tumoral in vivo en ensayo funcional de ratones

1. Se usaron 30 ratones Balb/C macho (6-8 semanas) para el estudio. Los animales se seleccionaron
aleatoriamente basandose en el peso corporal. Se realizé la induccion tumoral inyectando 1 x 10° células B16-F1
en las extremidades posteriores de los ratones por via subcutanea. Se permitié que los ratones desarrollaran un
tamafio tumoral promedio de ~100-150 mm?® y se seleccionaron aleatoriamente en 2 grupos de 10 ratones cada
uno basandose en el tamafo tumoral. El primer grupo de ratones se inmunizdé por via intradérmica con la
formulacién de vacuna de melanoma 13 del ejemplo 3, 500 pg/raton/dosis (proteina expresada habitualmente de
36 kDa) el dia 0 y 10 después de la seleccion aleatoria mientras que el segundo grupo, es decir, los ratones de
control, se mantuvieron sin inmunizar. Se registré el crecimiento del tamafio tumoral dos veces por semana hasta
que el tamafio tumoral alcanzé el 10 % del peso corporal del animal.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2647 768 T3

El volumen tumoral en el grupo de tratamiento no aumenté en comparacién con el grupo no tratado (Fig. 3). El
grupo de tratamiento de hecho mostré reduccion de tamafio tumoral lo que indica la resolucion de la condicién de
enfermedad. En general se mejord la supervivencia y se redujo el tamafio tumoral en ratones en el grupo de
tratamiento.

2. Se usaron 20 ratones C57 macho (6-8 semanas) para el estudio. Los animales se seleccionaron
aleatoriamente basandose en el peso corporal. Se realiz6 la induccion tumoral inyectando 1 x 10° células Pan 02
(linea celular de cancer pancreatico) en las extremidades posteriores de los ratones por via subcutanea. Se
permiti6 que los ratones desarrollaran un tamafio tumoral promedio de ~200 mm?® y se seleccionaron
aleatoriamente en 2 grupos de 10 ratones cada uno basandose en el tamafio del tumoral. El primer grupo de
ratones se inmunizé por via intradérmica con formulacién de vacuna de cancer pancreatico 4 del ejemplo 3,
10 ug/ratén/dosis (proteina expresada habitualmente de 45 kDa) el dia 0 y 10 después de la seleccion aleatoria
mientras que el segundo grupo, es decir, ratones de control, se mantuvo sin inmunizar (sin tratamiento). Se
registré el tamafo tumoral dos veces por semana hasta que el tamafio tumoral alcanzé el 10 % del peso corporal
del animal.

El volumen tumoral en el grupo de tratamiento no aumenté en comparacion con el grupo no tratado. En general
se mejoro la supervivencia y se redujo el tamafio tumoral en ratones en el grupo de tratamiento. El grupo de
tratamiento mostro progresion retardada de la masa tumoral en comparacion con animales sin tratamiento.

3. Se usaron 10 ratones C57 macho (6-8 semanas) para el estudio. Los animales se seleccionaron
aleatoriamente basandose en el peso corporal. El primer grupo de ratones se inmunizé por via intradérmica con
formulacion de vacuna de cancer pancreatico 15 del ejemplo 3, 500 pg/raton/dosis (proteina expresada
habitualmente de 45 kDa) el dia 0 y 10 después de la seleccién aleatoria mientras que el segundo grupo, es
deC|r ratones de control, se mantuvo sin inmunizar (sin tratamiento). Se realizé la induccién tumoral inyectando 1
x 10° células Pan 02 (linea celular de cancer pancreatico) en las extremidades posteriores de los ratones por via
subcutanea el dia 10 después de la 12 inyeccion de vacuna de cancer pancreatico.

Se registro el tamafio tumoral dos veces por semana hasta que el tamario tumoral alcanzé el 10 % del peso corporal
del animal.

El volumen tumoral en el grupo de tratamiento no aumenté en comparacién con el grupo no tratado. En general la
supervivencia fue mayor en el grupo tratado. El grupo de tratamiento mostré desarrollo retardado del tumor en
comparacién con animales sin tratamiento.

Ejemplo 8: La respuesta inmunitaria generada por proteina expresada/sobreexpresada habitualmente es especifica
para el tejido/érgano canceroso de origen.

Los ratones se inmunizaron por via intradérmica el dia 0 y 21 con la formulacion de antigeno de cancer 5 del
ejemplo 3, 50 ug/ratén/dosis (proteina expresada habitualmente de 45 kDa). Se aislaron muestras de suero de
ratones el dia 28 del estudio. Se realizé transferencia de Western con lisados de MiaPaCa-2, AsPC-1, SW-1990 y
canceres de origen diferente como HEK-293 (rifién), PC-3 (Prostata), MCF-7 (Mama), A549 (Pulmén), PA-1 (Ovario)
con anticuerpo primario generado en el ratén contra vacuna de cancer terapéutico. Para deteccion de anticuerpo
primario unido con antigeno o antigenos de lisado, se us6 anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con HRP
con DAB (Diamino Benzidina) como agente de deteccion/colorante. El analisis de transferencia de Western muestra
(Figura 4) que el anticuerpo generado por inmunizacion de (proteina expresada habitualmente de 45 kDa) tiene
reactividad heterogénea con lisados de células cancerosas de origen pancreatico (heterogéneas) mientras que no es
reactivo con lisados de células cancerosas de diferente tejido/érgano. En el Gel 1 de la Figura 4 los carriles 2 a 4 son
de células de cancer pancreatico de diferentes tipos que muestran reactividad con el suero de ratones inmunizados
con antigeno de cancer (proteina expresada habitualmente de 45 kDa) lo que indica reactividad heterogénea a
células cancerosas del tejido/érgano de origen. Mientras tanto en el Gel 2 los carriles 1 a 5 no muestran reactividad
con células cancerosas de diferente origen tisular, concretamente Prostata, Mama, Pulmén, Ovario y Piel lo que
ilustra la seguridad de la vacuna que contiene antigeno de cancer (proteina expresada habitualmente).

Sumario

La presente invencion ha descubierto sorprendentemente que las células cancerosas tratadas con cisplatino,
paclitaxel, gemcitabina, Mycobacterium w o combinacién de los mismos muestran un perfil proteico alterado.
Ademas se ha descubierto que los perfiles proteicos de las células tratadas tienen al menos una proteina comun
(expresada/sobreexpresada habitualmente) independientemente del agente usado para el tratamiento, por ejemplo,
Mycobacterium w, cisplatino, paclitaxel, gemcitabina. La proteina (expresada/sobreexpresada habitualmente) es
diferente para células cancerosas que se originan de diferente érganol/tejido.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina es una proteina de 45 kDa expresada por células de cancer
pancreatico o una proteina de 36 kDa expresada por células de melanoma.
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Se ha descubierto que la proteina expresada habitualmente como se formula en una cantidad de mas de 1 ug es
inmunogénica e induce respuesta inmunitaria reactiva contra células cancerosas de las que deriva (homoélogas) asi
como células cancerosas del mismo tejido/érgano pero con diferentes caracteristicas celulares (heterélogas) como
se ha descrito en el ejemplo anterior. La respuesta inmunitaria generada usando la linea celular de cancer
pancreatico no consigue generar una respuesta inmunitaria contra otro cancer. Se ha descubierto que la
administracion de la proteina o las proteinas es segura en mamiferos. Opcionalmente para obtener una respuesta
inmunitaria mejorada adicionalmente estas proteinas pueden combinarse con adyuvante antes de la administracion
a un mamifero.

La respuesta inmunitaria generada de este modo es capaz de proporcionar efectos profilacticos asi como
terapéuticos contra el cancer pancreatico.

12
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina aislada expresada por células cancerosas cuando se tratan con un agente seleccionado de
Mycobacterium w, cisplatino, paclitaxel, gemcitabina y una combinacién de los mismos para uso en el tratamiento de
cancer,

en la que dicha proteina es un antigeno de cancer seleccionado de una proteina de 45 kDa expresada por células
de cancer pancreatico y una proteina de 36 kDa expresada por células de melanoma.

2. La proteina aislada para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha proteina induce una respuesta
inmunitaria contra células cancerosas homologas asi como heterogéneas del tejido/érgano del que deriva.

3. La proteina aislada para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la respuesta inmunitaria inducida es
una respuesta inmunitaria mediada por células.

4. La proteina aislada para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la respuesta inmunitaria inducida es
una respuesta inmunitaria humoral.

5. La proteina aislada para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicha proteina
provoca regresion de la carga tumoral cuando se administra a un mamifero en una composicion farmacéuticamente
aceptable.

6. La proteina aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha composicién farmacéuticamente
aceptable comprende ademas un adyuvante.

13
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SFC de IFN-g promedio en esplenocitos de ratones Balb/c inmunizados
con antigeno/sin antigeno y estimulacién con células cancerosas

SFC de IFN-g/1 x 108 células

10 ug de antigeno de cancer de 45 kDa
Grupo - inmunizacion expresado habitualmente

Fig 1: Induccién de respuesta inmunitaria mediada por células por el antigeno
de cancer expresado/sobreexpresado habitualmente
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Patrén de carga
Carril 1: Marcador de peso molecular pretefiido
Carril 2: Suero de ratones inmunizados con células Mia-pa-ca 2
tratadas que expresan proteina de 45 KDa como anticuerpo primario
Carril 3: Suero de ratones normales como anticuerpo primario

Fig 2: Induccién de respuesta inmunitaria humoral por el antigeno
de cancer expresado/sobreexpresado habitualmente
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Figura 3: Comparacion entre el grupo sin tratamiento y el grupo de tratamiento de vacuna
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...... g
Linea celular - * Linea celular
homéloga heterogénea

Del mismo
tejido/6rgano

Gel-2

Linea celular heterogénea
de diferente tejido/6rgano

Patron de carga Gel-1

Carril 1: blanco

Carril 2: lisado de células MiaPaCa-2
Carril 3: lisado de células SW-1990
Carril 4: lisado de células AsPC-1
Carril 5: lisado de células HEK 293

Patron de carga Gel-2

Carril 1: lisado de células PC-3 (cancer de prdéstata)
Carril 2: lisado de células MCF-7 (cancer de mama)
Carril 3: lisado de células A549 (cancer de pulmon)
Carril 4: lisado de células PA-1 (cancer ovarico)
Carril 5: lisado de células A375 (melanoma)

Carril 6: marcador de proteinas no tefiido

Figura 4: La respuesta inmunitaria generada por proteina expresada/sobreexpresada
habitualmente es especifica del tejido/6rgano canceroso de origen.
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