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DESCRIPCION

Métodos y materiales para generar células T CD8" con la capacidad para reconocer células cancerigenas que
expresen un polipéptido HER2/neu

Antecedentes
1. Campo técnico

Este documento se refiere a métodos y materiales para generar células T CD8" con la capacidad para reconocer
células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu. Por ejemplo, este documento se refiere a métodos y
materiales para usar un polipéptido que consista en una secuencia de aminoacidos SLAFLPESFD in vivo o in vitro
para generar células T CD8 * con la capacidad para reconocer células cancerigenas que expresen un polipéptido
HER2/neu.

2. Informaciéon de antecedentes

Las vacunas contra el cancer presentan la capacidad de estimular o restituir el sistema inmunitario de manera que
pueda combatir el cancer. En algunos casos, pueden disefiarse vacunas contra el cancer para tratar un cancer
existente fortaleciendo las defensas del paciente contra el cancer.

Resumen
La invencion se define en las reivindicaciones.

Este documento proporciona métodos y materiales para generar células T CD8" con la capacidad para reconocer
células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu. Por ejemplo, este documento proporciona métodos y
materiales para usar un polipéptido que consista en una secuencia de aminoacidos SLAFLPESFD (SEQ ID NO:1) in
vivo o in vitro para generar células T CD8 * con la capacidad para reconocer y lisar células cancerigenas que
expresen un polipéptido HER2/neu. Un polipéptido que consista en una secuencia de aminoacidos SLAFLPESFD
puede referirse como el polipéptido SLAFLPESFD, el polipéptido p373-382 o un polipéptido que consista en la
secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1. Como se describe en la presente memoria, el polipéptido
SLAFLPESFD o una composicion de vacuna que contenga el polipéptido SLAFLPESFD puede administrarse a un
paciente de cancer que tenga células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu en condiciones en las
que el paciente produzca células T CD8" con la capacidad para reconocer y lisar esas células cancerigenas. En
algunos casos, esas células T CD8" pueden referirse como células T CD8" generadas usando el polipéptido
SLAFLPESFD.

Tener la capacidad para generar células T CD8" con la capacidad para reconocer y lisar células cancerigenas que
expresen un polipéptido HER2/neu puede permitir a los médicos internos proporcionar a los pacientes de cancer
opciones adicionales de tratamiento eficaces. Por ejemplo, las vacunas proporcionaras en la presente memoria
pueden usarse solas o junto con otras opciones de tratamiento del cancer para proporcionar a los pacientes de
cancer una poblacién eficaz de células T CD8" disefiadas para destruir células cancerigenas que expresen un
polipéptido HER2/neu.

En general, un aspecto de este documento caracteriza un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido purificado), en el
que la secuencia del polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1. En
algunos casos, el polipéptido puede incluir una modificacion de N- y/o C-terminal.

En otro aspecto, este documento caracteriza una composicién de vacuna que comprende, o consiste esencialmente
en, un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido purificado), en la que la secuencia del polipéptido consiste en la
secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1. En algunos casos, el polipéptido puede incluir una
modificacion del N- y/o C-terminal. La composicion puede comprender un adyuvante. El adyuvante puede ser una
mezcla de aceite y agua. El adyuvante puede ser Montanide ISA-51. La composicion puede comprender IL-2, [L-12,
GM-CSF o rintatolimod.

En otro aspecto, este documento caracteriza un método para aumentar el nimero de células T CD8 + con la
capacidad para destruir células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu. EI método comprende, o
consiste esencialmente en, poner en contacto una poblacién de células T CD8"con un polipéptido (por ejemplo, un
polipéptido purificado), en el que la secuencia del polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos presentada
en la SEQ ID NO:1. La etapa de puesta en contacto puede tener lugar de manera ex vivo. La etapa de puesta en
contacto puede tener lugar de manera in vivo.

En otro aspecto, este documento caracteriza un método para aumentar, en un ser humano, el nimero de células T
CD8" con la capacidad para destruir células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu. El método
comprende, o consiste esencialmente en, administrar una composicién de vacuna al ser humano, en el que la
composicion comprende, o consiste esencialmente en, un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido purificado), en el
que la secuencia del polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1. En algin
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caso, el polipéptido puede incluir una modificacion del N- y/o C-terminal. El ser humano puede contener células
cancerigenas que expresen el polipéptido HER2/neu. La composicion puede comprender un adyuvante. El
adyuvante puede ser una mezcla de aceite y agua. El adyuvante puede ser Montanide ISA-51. La composicion
puede comprender IL-2, IL-12, GM-CSF o rintatolimod. El método puede comprender administrar IL-2, IL-12, GM-
CSF, rintatolimod, o una combinaciéon de los mismos, al ser humano. El método puede comprender ademas
administrar trastuzumab al ser humano.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que normalmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Aunque
se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la practica
o en el ensayo de la presente invencion, se describen métodos y materiales adecuados a continuacion. En caso de
conflicto, gobernara la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, los
métodos y los ejemplos son sélo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra un ejemplo de cromatogramas idnicos totales que identifican polipéptidos derivados
de polipéptido 19-mer de HER-2/neu (FAGCKKIFGSLAFLPESFD) por -catdlisis proteosdmica o
inmunoproteosémica.

La figura 1B muestra un ejemplo de cromatogramas iénicos extraidos de las reacciones descritas en la
figura 1A que examinan la transformacion de p369-377 de HER-2/neu a partir del polipéptido 19-mer.

La figura 1C muestra un ejemplo de cromatogramas iénicos extraidos que demuestran que se transforma
p373-382 (SLAFLPESFD) a partir de un 23-mer derivado de HER-2/neu (QEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGD;
SEQ ID NO:19) por catalisis proteosémica o inmunoproteosomica.

La figura 2A muestra unién del polipéptido p373-382 de HER-2/neu a células T2 deficientes en TAP.

La figura 2B muestra union saturable dependiente de la dosis de polipéptido p373-382 de HER-2/neu a
células T2.

La figura 2C muestra afinidades de unién relativas del polipéptido p373-382 y p369-377 de HER-2/neu
comparado con el polipéptido de unién de HLA-A2 derivado del virus de la influenza de alta afinidad,
GILGFVFTL (p58-66; SEQ ID NO:20).

La figura 3A muestra analisis IFN-y ELIspot que muestra que las células T CD8 generadas contra el
polipéptido p373-382 de HER-2/neu responden a células autélogas cargadas con p373-382 o p369-377.

La figura 3B muestra analisis IFN-y ELIspot que demuestra que las células T CD8 generadas contra el
polipéptido p373-382 de HER-2/neu responden a células tumorales que expresan HER-2/neu con liberacién
de IFN-y.

La figura 3C muestra analisis de células T citotoxicas que demuestra que las células T CD8 generadas
contra el polipéptido p373-382 de HER-2/neu lisan células tumorales que expresan HER-2/neu.

Las figuras 4A-B muestran, usando analisis IFN-y ELIspot, que la respuesta del IFN-y de las células T CD8
generadas contra el polipéptido p373-382 de HER-2/neu es bloqueada por anticuerpos bloqueadores del
MHC de clase | (Figura 4A: anti-HLA-A2 y Figura 4B: anti-HLA-ABC).

Las figuras 4C-D muestran, usando pruebas de células T citotoxicas, que la respuesta de lisis de las células
T CD8 generadas contra el polipéptido p373-382 de HER-2/neu es bloqueada por anticuerpos
bloqueadores del MHC de clase | (figura 4C: anti-HLA-A2 y figura 4D: anti-HLA-ABC).

Descripcion detallada

Este documento proporciona métodos y materiales para generar células T CD8" con la capacidad para reconocer
células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu. Por ejemplo, este documento proporciona métodos y
materiales para usar un polipéptido que consista en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1 in
vivo o in vitro para generar células T CD8 * con la capacidad para reconocer y lisar células cancerigenas que
expresen un polipéptido HER2/neu. En algunos casos, este documento proporciona el polipéptido SLAFLPESFD y
composiciones de vacuna que contienen el polipéptido SLAFLPESFD, asi como métodos para usar el polipéptido
SLAFLPESFD o composiciones de vacuna que contienen el polipéptido SLAFLPESFD para generar células T CD8"
con la capacidad para reconocer células cancerigenas que expresen un polipéptido HER2/neu.

En algunos casos, puede usarse un polipéptido proporcionado en la presente memoria (por ejemplo, un polipéptido
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que consista en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO:1) junto con células dendriticas para
tratar el cancer. Por ejemplo, pueden usarse células dendriticas puestas en contacto con el polipéptido
SLAFLPESFD para tratar el cancer.

El polipéptido SLAFLPESFD proporcionado en la presente memoria puede ser sustancialmente puro. El término
"sustancialmente puro" con respecto a un polipéptido se refiere a un polipéptido que ha sido separado de los
componentes celulares con los que normalmente va acompafado. Por ejemplo, un polipéptido generado de manera
sintética puede ser un polipéptido sustancialmente puro. Tipicamente, un polipéptido proporcionado en la presente
memoria es sustancialmente puro cuando al menos el 60 por ciento, (por ejemplo, 65, 70, 75, 80, 90, 95 o 99 por
ciento), en peso, esta exento de proteinas y moléculas organicas que se encuentran normalmente y con las que se
asocia normalmente. En general, un polipéptido sustancialmente puro proporcionara una tnica banda principal en un
gel de poliacrilamida no reductor.

El polipéptido SLAFLPESFD proporcionado en la presente memoria puede prepararse de muy diversas maneras.
Debido a su relativamente corto tamafio, el polipéptido SLAFLPESFD puede ser sintetizado en disoluciéon o en un
sintetizador automatico soélido segun protocolos conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart and Young, Solid Phase
Polypeptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chemical Co. (1984); Tam et al., J. Am. Chem. Soc., 105:6442 (1983);
Merrifield, The Polypeptides, Gross and Meienhofer, ed., academic Press, Nueva York, pp. 1-284 (1979). En algunos
casos, puede sintetizarse un polipéptido proporcionado en la presente memoria (por ejemplo, un polipéptido
SLAFLPESFD) con una amida (por ejemplo, NHz) o acido libre (por ejemplo, COOH) C-terminal, ambos de los
cuales pueden tener la capacidad para unirse a HLA-A2.

En algunos casos, puede usarse tecnologia de ADN recombinante en la que se inserta una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido SLAFLPESFD proporcionado en la presente memoria en un vector de
expresion, introducido (por ejemplo, por transformacion o transinfeccion) en una célula huésped apropiada y ser
cultivado en condiciones adecuadas para expresion. Estos procedimientos son conocidos en general en la técnica,
como se describe en general en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1982) y Ausubel et al., (ed.) Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley and Sons, Inc., Nueva York (1987) y las patentes de EE. UU. numeros 4,237,224; 4,273,875; 4,431,739;
4,363,877 y 4,428,941, por ejemplo.

Este documento también proporciona polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos sustancialmente puros) que consisten
en una de las secuencias de aminoacidos presentadas en la tabla 1. Dichos polipéptidos pueden prepararse y
usarse de la misma manera descrita en la presente memoria para el polipéptido SLAFLPESFD.

En algunos casos, los polipéptidos proporcionados en la presente memoria pueden incubarse con una poblacion de
células T CD8" para generar una mezcla activada de células T CD8" que presente la capacidad de reconocer p373-
382 o un polipéptido HER2/neu. Por ejemplo, puede usarse uno o mas de los polipéptidos proporcionados en la
presente memoria (por ejemplo, el polipéptido SLAFLPESFD) de una manera ex vivo para células T CD8" antigeno-
especificas creadas que pueden usarse para tratar tumores malignos. En algunos casos, los polipéptidos
proporcionados en la presente memoria pueden usarse para generar una mezcla de células T CD8" especificas de
polipéptido HER2/neu activadas que pueden usarse solas o junto con terapia con anticuerpos monoclonales, terapia
CTL, o tanto terapia con anticuerpos monoclonales como terapia CTL, para tratar el cancer. Por ejemplo, una terapia
con anticuerpos monoclonales anti-HER-2/neu puede combinarse con infusién de células T CD8" generadas usando
polipéptidos p373-382 para tratar el cancer (por ejemplo, cancer de mama). En algunos casos, puede combinarse
una terapia con Herceptin (trastuzumab) con infusién de células T CD8" generadas usando polipéptidos p373-382
para tratar el cancer (por ejemplo, cancer de mama).

Este documento también proporciona composiciones de vacuna que contienen una cantidad inmunogénicamente
eficaz de uno o mas de los polipéptidos proporcionados en la presente memoria. Puede usarse una composicion de
vacuna proporcionada en la presente memoria como vacuna preventiva o terapéutica. Las composiciones de vacuna
proporcionadas en la presente memoria pueden administrarse y formularse usando cualquier técnica apropiada
incluyendo, sin limitacion, las técnicas descritas en otra parte, (véase, por ejemplo, [0132] — [0173] de la publicacion
de la solicitud de patente de EE. UU. numero 2010-0310640).

En algunos casos, una composicion de vacuna proporcionada en la presente memoria puede incluir GM-CSF (por
ejemplo, sargramostim), rintatolimod (por ejemplo, Ampligen®), IL-2, IL-12, un adyuvante o una combinacién de los
mismos. Por ejemplo, una composiciéon de vacuna proporcionada en la presente memoria puede incluir GM-CSF y
un adyuvante. Ejemplos de adyuvantes incluyen, sin limitacion, oligonucleétidos CpG, monofosforil lipido A y
Montanide ISA-51. En algunos casos, el adyuvante puede ser una mezcla de aceite y agua, tal como Montanide ISA-
51.

En algunos casos, una composicion de vacuna proporcionada en la presente memoria puede incluir una
combinacion de polipéptidos. Por ejemplo, una composicion de vacuna proporcionada en la presente memoria
puede incluir el polipéptido SLAFLPESFD y/o uno o mas de otros polipéptidos presentados en la tabla 1 junto con
uno o mas polipéptidos presentados en la publicacién de la solicitud de patente de EE. UU. nimero 2010-0310640,
la referencia Karyampudi et al. (Clin. Cancer Res., 16(3):825-34 (2010)), la referencia Holmes et al. (J. Clin. Oncol.,
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26(20):3426-33 (2008)), la referencia Gritzapis et al. (Vaccine, 28(1):162-70 (2009)), la referencia Perez et al.
(Cancer Immunol. Immunother., 50(11):615-24 (2002)), la referencia Knutson et al. (J. Clin. Invest., 107(4):477-84
(2001)) o la referencia Salazar et al. (Clin. Cancer Res., 9(15):5559-65 (2003)).

Puede usarse cualquier método apropiado para administrar una composiciéon de vacuna proporcionada en la
presente memoria a un mamifero (por ejemplo, un ser humano). Por ejemplo, una composicién de vacuna, o
polipéptido, proporcionada en la presente memoria puede administrarse sola o junto con otros polipéptidos en dosis
que oscilan de 100 a 10 000 microgramos proporcionados por vias intradérmicas o subcutaneas mensualmente
durante un total de cuatro a doce meses (por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 meses).

Los métodos y materiales proporcionados en la presente memoria pueden usarse para tratar cualquier tipo de
cancer que exprese un polipéptido HER2/neu. Por ejemplo, los métodos y materiales proporcionados en la presente
memoria pueden usarse para tratar el cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer esofagico o
cancer de pulmon.

La invencion se describira ademas en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién descrito en
las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Identificacion de un epitopo de moléculas de MHC de clase |, potente, de un polipéptido HER2/neu.

HER-2/neu es un polipéptido que se sobreexpresa en una amplia variedad de tumores malignos y es una diana
terapéutica, en particular en cancer de mama. Por ejemplo, NeuVax es una vacuna desarrollada previamente que
incluye el polipéptido p369-377 derivado de HER-2/neu (secuencia de aminoacidos: KIFGSLAFL (SEQ ID NO:2),
también denominada E75) derivado del domino extracelular de HER-2/neu y mezclado con GM-CSF. Esta vacuna
tiene por objeto preparar la respuesta inmunitaria contra E75 a fin de que se generen células T que puedan
reconocer y destruir las células cancerigenas del paciente, que presumiblemente presentan los mismos péptidos en
su superficie celular en asociacién con moléculas de MHC de clase I.

Se llevo a cabo lo siguiente para determinar si el E75 es transformado a partir de HER-2/neu o fragmentos de HER-
2/neu por enzimas multisubunidad referidas como el proteosoma e inmunoproteosoma, que se requieren para cargar
polipéptido en moléculas MHC de clase |. Para determinar esto, se sintetizd el polipéptido 19-mer,
FAGCKKIFEGSLAFLPESFD (SEQ ID NO:3). Este polipéptido ajusta los aminoacidos 364-382 de HER-2/neu vy
contiene completamente E75 (subrayado). El 19-mer se escindié después usando proteosoma e inmunoproteosoma
20S purificado. Aunque se indica que el E75 se escinde cuando se determina por algoritmos de proteosomas, los
datos in vitro presentados en la presente memoria no revelaron la transformacion de este polipéptido a partir de
polipéptidos HER-2/neu mas largos (figuras 1A y 1B). Sin embargo, se encontr6 de manera consistente que el
polipéptido 19-mer era transformado en otros varios polipéptidos mas cortos (figura 1A y tabla 1). Ninguno de estos
polipéptidos mas cortos se valoré de manera tan alta como el E75 para unién a HLA-A2 usando los algoritmos
matematicos (tabla 1).

Tabla 1
Fi Numero del | tiempo - Péptido Valoracién de Esci§ién
igura P Péptido generado i prevista
1A aminoacido de. ) Péptido por generado unién HLA- por
etiqueta de HER- | retencién inmunoproteosoma por A"0201 servidores
2/neu (min) proteosoma | (SYFPEITHI) ip/p
1 371-381 20,4 FGSLAFLPE.SF (SEQ ID + + NA s
NO:4)
2 364-374 15.45 FAGCKKIFG.SL (SEQID + + NA s
NO:5)
3 372-382 18.4 GSLAFLPES.FD (SEQ ID + + NA s
NO:6)
4 | 373382 | 185 | SLAFLPESFD(SEQID ' ' 13 N
NO:1)
5 371-380 19.1 FGSLAFLPES (SEQ ID + + 8 N

NO:7)
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Fi Numero del | tiempo - Péptido Valoracién de Esci§ién
igura S Péptido generado i prevista
1A aminoacido de Péntido or generado unién HLA- or
etiqueta de HER- | retencién P inmuno| proteosoma por A'0201 servrzdores
q 2/neu (min) P proteosoma | (SYFPEITHI) ol
5 372-381 19.1 GSLAFLPESF (SEQID + + 5 s
NO:8)
6 364-373 12.8 FAGCKKIFC.ES (SEQID + + 10 N
NO:9)
LAFLPESFD (SEQ ID
7 374-382 18,2 NO:10) + + 8 N
8 373-381 19.2 SLAFLPESI:1()SEQ ID NO: + + 16 N
369-377 NA KIFGSLAFL (SEQ ID NO:2) - - 28 S
9 375-382 16,06 |AFLPESFD (SEQ ID NO:12) + + NA S
% FAGCKKIFGSLAFLPESFD-
364-382 19,14 NH2 (SEQ ID NO:13) NA NA NA NA
% 364-382 19,14 FAGCKKIFGSLAFLPESFD- NA NA NA NA

COOH (SEQ ID NO:14)

- FAGKKIFGSLAFLPESFD-
NA 19,54 NH2 (SEQ ID NO:15) NA NA NA NA

- FAGKKIFGSLAFLPESFD-
NA 1954 1" CoOH (SEQ ID NO:16) NA NA NA NA

FAGKKIFGSL (SEQ ID

i NA 14,78 NO:17)

NA NA NA NA

GKKIFGSLAF (SEQID

NA 14,78 NO:18)

NA NA NA NA

Se transforma una secuencia de 19 mer de HER-2/neu en fragmentos de polipéptidos mas pequefios mediante el
inmunoproteosoma y el proteosoma y se prevé que estos fragmentos se unan a HLA-A*0201. El simbolo (+) indica
que el polipéptido fue producido por la respectiva enzima en una prueba in vitro. El simbolo (-) indica falta de
deteccion de péptidos en una prueba in vitro en muestras que contienen la respectiva enzima. Se uso el servidor de
SYFPEITHI para predecir la unién de polipéptido américo y decamérico a HLA-A*0201. Los métodos de prediccion
de 20S y C-term 3.0 en el servidor Netchop 3.1 y el servidor de prediccion de escision de proteosomas con los
modelos 1, 2 y 3 para las enzimas de proteosomas e inmunoproteosomas se usaron para predecir si podia
transformarse el polipéptido mas pequefio mediante las enzimas de la secuencia 19 mer mas grande,
independientemente de los datos in vitro. NA, no aplicable, indica que el polipéptido es un producto de supresion, es
un material de partida y asi no se generaria en la prueba o es demasiado grande para unir predicciones a HLA-
A*0201. Los numeros y los arteriscos indican etiquetas de péptidos en la figura 1A.

Uno de los polipéptidos (p373-382) transformados observados representaba los diez aminoacidos de extremo
terminal del 19-mer. Para determinar si podia transformarse este polipéptido a partir de péptidos mas grandes, se
sintetizé un p373-382 que contenia 23-mer y se traté con los proteosomas. Como se muestra en la figura 1C, se
liberé por supuesto p373-382 del 23-mer.

Muchos de los polipéptidos que fueron transformados en la prueba fueron sintetizados y ensayados en cuanto a la
unién a la molécula de MHC de clase |, HLA-A2, usando la prueba de estabilizacién de T2 HLA-A2 clasica. HLA-A2
es una molécula de MHC de clase | que es prevalente en aproximadamente un 30 % - 40 % de la poblaciéon

6
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caucasica. Con frecuencia se usa como diana en ensayos de vacunas puesto que tiene el potencial para beneficiar a
un gran numero de pacientes de cancer de mama. Uno de los polipéptidos sintetizados, p373-382 (SLAFLPESFD),
pudo unirse fuertemente a la molécula de HLA-A2, en niveles comparables a los del control positivo, un polipéptido
del virus de la influenza (FLU) (figura 2). Sorprendentemente, se ligaron incluso niveles bajos de p373-382,
comparado con p369-377, que requeria mayores concentraciones (figura 2).

Tomado junto, estos resultados demuestran que el polipéptido p373-382 de HER-2/neu es transformado a partir de
polipéptidos HER-2/neu mas largos y se une a HLA-A2.

Se llevé a cabo un ELlspot para determinar si el epitopo p373-382 se transforma de manera natural por la
magquinaria celular en células cancerigenas y para determinar si tiene el potencial de ligarse a HLA-A2 en la
superficie de células cancerigenas, donde puede servir como diana para células inmunitarias cebadas y activadas.
Si las células inmunitarias especificas pueden reconocer el complejo p373-382:HLA-de clase | en células
cancerigenas, entonces pueden destruir las células cancerigenas y evitar el progreso del cancer en los pacientes.
Puesto que se demostré que el polipéptido p373-382 era transformado in vitro por la maquinaria celular y era capaz
de unirse fuertemente a moléculas de HLA-A2, se llevd a cabo un ELlIspot para determinar si podian ser generadas
células T CD8" generadas usando el polipéptido p373-382 y si estas células T podian reconocer células de cancer
de mama de HER-2/neu’.

La figura 3A revela que las estirpes de células T CD8" se generaban usando el polipéptido pFLU (control), p369-377
y p373-382. Las células T de FLU de control sélo reconocieron células diana pulsadas con polipéptido FLU, como se
esperaba. Las células T generadas por polipéptido p369-377 de HER-2/neu reconocian células diana pulsadas con
polipéptido p369-377 y células diana pulsadas con p373-382. Las células T generadas por p373-382 reconocian
células diana pulsadas con el polipéptido p373-382 o el polipéptido p369-377, que indica que hay reactividad
cruzada entre los dos polipéptidos que podia ser debido al hecho de que compartian cinco aminoacidos.

A continuacion, las estirpes de células T generadas se valoraron en una prueba ELISPOT in vitro para determinar si
podian reconocer un grupo de estirpes celulares de cancer de mama que expresen niveles variables de HER-2/neu
en su superficie. En todos los casos, las células T CD8" generadas por el p373-382 podian reconocer las células de
cancer de mama a niveles muy superiores comparado con las células T CD8" generadas por el p369-377 y las
células T CD8" de FLU de control (figura 3B). Las células BT20 expresan HER-2/neu, pero no expresan HLA-A2 y
asi sirven como control negativo. Estos resultados indican que las células de cancer de mama expresan p373-382
en su superficie en el contexto de HLA-A2 y que las células T CD8" generadas usando p373-382 tienen la capacidad
para reconocer estas células cancerigenas.

Se llevo a cabo otra prueba in vitro para medir la lisis de las células de cancer de mama mediante las células T. De
nuevo, las células T CD8 * generadas usando el polipéptido p373-382 reconocian y lisaban todas las estirpes
celulares ensayadas de cancer de mama a niveles muy superiores comparado con las células T CD8" generadas
usando el polipéptido p369-377 (figura 3C). En este ensayo, las células BT20 fueron un control negativo, asi como
las células FLO, que expresan HLA-A2, pero no expresan HER-2/neu.

Por ultimo, para confirmar que el polipéptido p3737-382 estaba activando células T CD8 de una manera restringida
de HLA, las estirpes de células T generadas con los tres polipéptidos usados en la figura 3 se ensayaron en cuanto
a la reactividad péptido-especifica o actividad litica en presencia de anticuerpos monoclonales de HLA-A2 o HLA-
ABC neutralizantes. Como se muestra en la figura 4A-B, la reactividad, cuando se valora por liberacién de IFN-y, de
las células T generadas por p373-382 se suprimidé considerablemente por inclusion de anticuerpo cuando se
compara con células T tratadas con anticuerpo emparejado isotipado de control. En paralelo, también se observé
que los anticuerpos monoclonales HLA-A2 o HLA-ABC neutralizantes bloqueaban la lisis de células tumorales
mediante células T generadas por p373-382 como se muestra en las figuras 4C-D, respectivamente.

Los hallazgos descritos en los tres parrafos precedentes se repitieron de dos a cuatro veces usando células T
generadas a partir de dos a tres donadores de HLA-A2".

Se usaron algoritmos para determinar el potencial para otros alelos de HLA, ademas de HLA-A2, para unirse a p373-
382 o algun otro polipéptido embebido. Los algoritmos usados fueron SYFPEITHI y NetMHCpan. Los resultados de
esta investigacion sugieren que el p373-382 o algunos fragmentos pueden unirse a otras moléculas de clase HLA
(tabla 2).

Tabla 2. Epitopos previstos en p373-382

Polimorfismo HLA Octameros Nonameros Decameros
HLA-A*0201 - - SLAFLPESFD
HLA-A*03 - - SLAFLPESFD
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Polimorfismo HLA Octémeros Nonameros Decameros
HLA-A*1101 - - SLAFLPESFD
HLA-A*2402 - SLAFLPESF -

HLA-A*26 - SLAFLPESF -
HLA-B*08 LAFLPESF (SEQ ID NO:21) SLAFLPESF -
HLA-B*14 - SLAFLPESF -
HLA-B*1501 - SLAFLPESF SLAFLPESFD
HLA-B*18 SLAFLPES (SEQ ID NO:22) SLAFLPESF -
HLA-B*2705 - SLAFLPESF -
HLA-B*37 LAFLPESF SLAFLPESF -
HLA-B*4402 - SLAFLPESF -
HLA-B*5101 LAFLPESF LAFLPESFD -
HLA-C*01041 LAFLPESF - -

Algoritmo: SYFPEITHI [red informatica mundial en "syfpeithi.de/"], Puntuacién minima: 10

Algoritmo: NetMHCpan [red informatica mundial en "cbs.dtu.dk/"], Umbral del 5 %

-- Ninguno

Tomado junto, los resultados proporcionados en la presente memoria demuestran que el p373-382 (SLAFLPESFD)
sirve como un candidato cebador para vacunas contra el cancer y terapéutica para pacientes de HER-2/neu. El
p373-382 se trata in vitro mediante enzimas celulares y se une a una molécula de MHC de clase | prevalente, HLA-
A2. Las células T CD8" de sangre humana pueden generarse contra este polipéptido y estas células T pueden
reconocer las células de cancer de mama, que indica que las células de cancer de mama estan transformando de
manera natural el p373-382 a partir del polipéptido HER-2/neu expresado y que presenta p373-382 en la superficie
de las células en el contexto de HLA-A*0201.

Otras realizaciones

Se tiene que entender que, aunque se ha descrito la invencion junto con su descripcion detallada, la descripcion
anterior se destina a ilustrar y no limitar el alcance de la invencidon, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Mayo Foundation for Medical Education and Research

<120> METODQS Y MATERIALES PARA GENERAR CELULAS T CD8+ CON DESTREZA PARA
RECONOCER CELULAS CANCERIGENAS QUE EXPRESAN UN POLIPEPTIDO HER2/NEU

<130> 07039-1120EP1

<140> Patente europea EP 13 749 730.1
< 141> 2013-02-15

<150> Patente de EE. UU. US 61/600,480
< 151> 2012-02-17

<160> 22

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211>10

<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 1

Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp
1 5 10

<210> 2

<211>9
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 2

Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu
1 5

<210>3
<211>19
<212> PRT

< 213> homo sapiens
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<400> 3

Phe Ala Gly Cys lLys Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu
1 5 10 15
Ser Phe Asp

<210> 4

<211> 11
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 4

Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe
1 5 10

<210>5

<211> 11
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 5

Phe Ala Gly Cys Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu
1 5 10

<210> 6

<211> 11
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 6

Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp
1 5 10

<210>7

<211>10
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400>7
10
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Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser
1 5 10

<210> 8

<211>10
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 8

Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe
1 5 10

<210>9

<211>10
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 9

Phe Ala Gly Cys Lys Lys Ile Phe Gly Ser
1 5 10

<210> 10

<211>9
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 10

Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp
1 5

<210> 11

<211>9
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 11

11
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Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe
1 5

<210> 12

<211>8
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 12

Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp
1 5

<210> 13

<211>19

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> NH2 C-terminal

<400> 13

Phe Ala Gly Cys Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu
1 5 10 15
Ser Phe Asp

<210> 14

<211>19

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> COOH C-terminal

<400> 14

Phe Ala Gly Cys Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu
1 5 10 15
Ser Phe Asp

<210> 15

12
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<211>18
< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> NH2 C-terminal

<400> 15

Phe Ala Gly Lys lLys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser

1 5 10 15
Phe Asp

<210> 16

<211>18

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> COOH C-terminal

<400> 16

Phe Ala Gly Lys lLys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser

1 5 10 15
Phe Asp

<210> 17

<211>10

< 212> PRT

< 213> homo sapiens

<400> 17

Phe Ala Gly Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu
1 5 10

<210> 18
<211>10

<212>PRT

13
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< 213> homo sapiens

<400> 18

Gly Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe
1 5 10

<210> 19

<211>23
<212>PRT

< 213> homo sapiens

<400> 19

Gln Glu Phe Ala Gly Cys Lys Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu

1 5 10 15
Pro Glu Ser Phe Asp Gly Asp
20
<210> 20
<211>9
<212> PRT

< 213> virus de la influenza

<400> 20

Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5

<210> 21

<211>8
<212>PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 21

Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe
1 5

<210> 22
<211>8

<212>PRT

14
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< 213> Homo sapiens

<400> 22

Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser
1 5

15
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido, en el que la secuencia de dicho polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos presentada
enla SEQ ID NO: 1.

2. Una composicion de vacuna que comprende un polipéptido, en la que la secuencia de dicho polipéptido consiste
en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO: 1.

3. La composicidn de vacuna segun la reivindicacion 2, en la que dicha composicion comprende un adyuvante.
4. La composicion de vacuna segun la reivindicacion 3, en la que dicho adyuvante es una mezcla de aceite y agua.
5. La composicion de vacuna segun la reivindicacion 3, en la que dicho adyuvante es Montanide ISA-51.

6. La composicion de vacuna segun la reivindicaciéon 2, en la que dicha composicién comprende IL-2, IL-12, GM-
CSF o rintatolimod.

7. Un método ex vivo para aumentar el nimero de células T CD8" que tienen la capacidad de destruir células
cancerigenas que expresan un polipéptido HER2/neu, en el que dicho método comprende poner en contacto una
poblacién de células T CD8" con un polipéptido, en el que la secuencia de dicho polipéptido consiste en la secuencia
de amino&cidos presentada en la SEQ ID NO: 1.

8. Composicion de vacuna que comprende un polipéptido, en la que la secuencia de dicho polipéptido consiste en la
secuencia de aminoacidos presentada en la SEQ ID NO: 1, para uso en el tratamiento o la prevenciéon de un cancer
que expresa un polipéptido HER2/neu, en el que dicha composicion aumenta en un ser humano el nimero de
células T CD8" que tienen la capacidad de destruir células cancerigenas que expresen dicho polipéptido HER2/neu.

9. La composicidon de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en la que dicho ser humano contiene células
cancerigenas que expresan dicho polipéptido HER2/neu.

10. La composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en la que dicha composicion comprende un
adyuvante.

11. La composicion de vacuna para uso segun la reivindicacién 10, en la que dicho adyuvante es una mezcla de
aceite y agua.

12. La composicién de vacuna para uso segun la reivindicacion 10, en la que dicho adyuvante es Montanide ISA-51.

13. La composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en la que dicha composicion comprende IL-2, IL-
12, GM-CSF o rintatolimod.

14. La composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en la que dicho uso comprende administrar IL-2,
IL-12, GM-CSF, rintatolimod o su combinacién, a dicho ser humano.

15. La composicién de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en la que dicho uso comprende ademas
administrar trastuzumab a dicho ser humano.

16
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Figura 1A

2,0107 =
, | 19mer &
1,5x107 < *
1,0107 4
5,0x10°6 4
0 N
L) LJ L) LJ L) L L)
10 12 14 16 18 20 22
2,0x107 =
1,5x107 4 - Inmunoproteosoma + PA28 + 19mer *
1,0x107 4 58 i
5,0x10° < A A 6 i D 9” 7,i4
0 L) — L] — Ll L] L] L) L]
10 12 14 16 18 20 22
2,0107 =
1,5<1074 Proteosoma + PA28 + 19mer 5*8 *x
1,0x107 4 9
5,0x10° < 6 D 7,3,4 1
0 pv_ AA D A
L) L] L] L} L] L) L]
10 12 14 16 18 20 22
2,0x107 =
1,5x1074 Proteosoma + PA28 + lactacistina + 19mer
1,0x107 4
64
5'°"'°0 6 wwe B 18
L) 1] L] L] L]
10 12 14 16 22
1,0x10° +
zgjg:' 10mer 373-382 (NH, C-terminal)
4,0107 4
2,0<107 4
0 L} 1] L} 1] L] L) L)
10 12 14 16 18 20 22
1,0:108 -
8-°><'°:- 10mer 373-382 (COOH C-terminal)
6,0x107 4
4,0107 <
2,0x107 4
0 LJ L L) LJ L) L L
10 12 14 16 18 20 22
5x10°7
;x:g:: 9mer 369-377 (NH, C-terminal)
X
2x10°7
1x10°7
N
v L) LJ LJ \J v v A
10 12 14 16 18 20 22

Tiempo de retencion (min)

17




Abundancia absoluta

5x10°4
4x10°4
3x10°4
Mooa
11004

ES 2 664 725 T3

Figura 1B
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Figura 1C
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Figura 2
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