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DESCRIPCION
Una mezcla de péptidos

Campo de la invencién

La presente invencion proporciona mezclas de péptidos que comprende péptidos de la proteina RAS para
desencadenar una respuesta inmunitaria, y mezclas de linfocitos T que comprenden linfocitos T especificos para
dichos péptidos cuando se presentan en moléculas del MHC. La invencion también se refiere a formulaciones
farmacéuticas que comprende dichas mezclas de péptidos y mezclas de linfocitos T, y dichas mezclas de péptidos y
mezclas de linfocitos T para su uso en la profilaxis y/o el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

Los antecedentes genéticos de la aparicion del cancer son las alteraciones en proto-oncogenes, oncogenes y genes
supresores tumorales. Los proto-oncogenes son genes normales de la célula que tienen el potencial de convertirse
en oncogenes. Todos los oncogenes codifican y funcionan mediante una proteina. En la mayoria de los casos se ha
demostrado que son componentes de rutas de transduccion de la sefial. Los oncogenes aparecen en la naturaleza a
partir de proto-oncogenes mediante mutaciones puntuales o translocaciones, dando como resultado de esta manera
un estado transformado de la célula que alberga la mutacion. El cancer se desarrolla mediante un proceso multi-
etapa que implica varios eventos mutacionales en los oncogenes y supresores tumorales de las células.

En su forma mas simple, una Unica sustitucion de bases en un proto-oncogén puede producir que la proteina
codificada se diferencie en un aminoacido.

En los modelos experimentales que implican tumores murinos, se ha demostrado que las mutaciones puntuales en
las “auto”-proteinas intracelulares pueden dar lugar a antigenos de rechazo tumoral que consisten en péptidos que
se diferencian en un Unico aminoacido del péptido normal. Los linfocitos T que reconocen estos péptidos en el
contexto de moléculas de histocompatibilidad mayor (MHC) en la superficie de las células tumorales son capaces de
destruir las células tumorales y de esta manera se rechaza el tumor del huésped (Boon, T. y col, Cell 1989, Vol. 58,
p. 293-303).

En las ultimas tres décadas, se ha hecho un esfuerzo particular dedicado al analisis de anticuerpos contra antigenos
tumorales humanos. Se ha sugerido que dichos anticuerpos se pueden utilizar para fines tanto diagndsticos como
terapéuticos, por ejemplo, en conexidon con un agente anti-cancer. Un problema es que los anticuerpos solo se
pueden unir a los antigenos tumorales que estan expuestos en la superficie de las células tumorales. Por esta razén,
los esfuerzos para producir un tratamiento para el cancer basado en el sistema inmunitario del cuerpo han sido
menos satisfactorios de lo esperado.

Los anticuerpos reconocen normalmente antigenos libres en una conformaciéon nativa y pueden reconocer
potencialmente casi cualquier sitio expuesto en la superficie del antigeno. Al contrario que con los anticuerpos
producidos en los linfocitos B, los linfocitos T reconocen antigenos solo en el contexto de moléculas MHC,
denominado HLA (antigeno leucocitario humano) en los seres humanos, y solo después de un procesamiento
apropiado del antigeno, que consiste habitualmente en la fragmentacion proteolitica de la proteina, dando como
resultado péptidos que se ajustan a las moléculas del MHC. Esto hace que los linfocitos T sean capaces de
reconocer péptidos derivados de proteinas intracelulares. Los linfocitos T pueden de esta manera reconocer
péptidos aberrantes derivados de cualquier sitio en la célula tumoral, cuando se presentan en la superficie de la
célula tumoral por las moléculas del MHC. El linfocito T puede activarse posteriormente para eliminar la célula
tumoral que alberga el péptido aberrante.

Los linfocitos T pueden controlar el desarrollo y crecimiento del cancer mediante una variedad de mecanismos. Los
linfocitos T citotdxicos, tanto de clase HLA O restringidos a CD8+ y Clase HLA Il restringidos a CD4+, pueden
destruir células tumorales directamente que lleven los antigenos tumorales apropiados. Los linfocitos T auxiliares
CD4+ son necesarios para la induccion y el mantenimiento de las respuestas de los linfocitos T citotdxicos, asi como
para la respuesta de anticuerpos, y para inducir la destruccion por macréfagos y linfocitos citotdxicos activados por
linfocinas (linfocitos LAK).

Se han identificado muchos oncogenes y sus productos proteicos. Ademas, se ha demostrado que el repertorio de
linfocitos T de una persona sana incluye linfocitos T con especificidad contra un fragmento peptidico sintético
derivado de un producto oncogénico p21 RAS, cuando se presenta sobre una molécula del HLA apropiada. Ademas,
se anticipa que aproximadamente el 20 % de todos los canceres se asocian con una mutacion en el oncogén RAS.

Existe una gran preocupacion sobre el uso de mezclas peptidicas para la vacunacion de pacientes debido al riesgo
de que algunos de los péptidos de la mezcla son inmunodominantes y por lo tanto suprimen la presentacion por el
HLA de los otros péptidos (Pion S, y col., Blood, 1999 Feb 1; 93(3): p. 952-62). A partir de los experimentos que se
han llevado a cabo in vitro, se sabe que distintos péptidos de RAS mutados pueden competir por la unién a la
molécula HLA responsable de la presentacion a los linfocitos T relevantes y que los péptidos de la misma longitud,
pero que representan diferentes mutaciones pueden inhibir la unién y reconocimiento de un péptido que representa



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 682 038 T3

otra mutacion con diferentes grados de eficacia (T. Gedde-Dahl 11l 'y col., Human Immunol. 1994, 33, p. 266-274, y B.
H. Johanssen y col., Scand. J. Immunol., 1994, 33, p. 607-612). A partir de estos hechos, el problema de
inmunodominancia se ha considerado como un problema para las vacunas de péptidos de RAS mutados.

El documento WO 92/14756 desvela péptidos sintéticos y fragmentos de productos proteicos oncogénicos que
desencadenan la inmunidad de linfocitos T, para su uso en vacunas contra los canceres asociados con RAS y
composiciones para el tratamiento del cancer. Los péptidos deben corresponderse con un fragmento activo del
oncogén segun se presenta en la célula cancerosa e incluye una mutacibn en una o mas posiciones
correspondientes con la mutacion del oncogén. Este documento desvela mutaciones en la posicién 12, 13y 61 de la
proteina RAS y desvela especificamente solo las mutaciones G12A, G12V, G12C, G12S, G12K, G12D, G12R,
Q61R, Q61K, Q61L, Q61H, G13V y G13D. Ademas, aunque este documento menciona que las vacunas pueden
comprender una seleccién de péptidos que tienen las mutaciones mas comunes que se encuentran en las proteinas
oncogénicas, no sugiere ninguna combinacion especifica.

El documento WO 00/66153 expone mezclas de péptidos sintéticos que desencadenan la inmunidad de linfocitos T
para su uso en vacunas para el cancer. Las mezclas de péptidos consisten en péptidos mutantes p21 de RAS y este
documento desvela especificamente solo las mutaciones G12A, G12C, G12D, G12R, G12S, G12V, Q61H, Q61K,
Q61L, Q61R y G13D. Este documento también desvela que la repuesta inmunitaria desencadenada por un coctel de
péptidos era significativamente mayor que la desencadenada por un Unico péptido; sin embargo, no sugiere que
cualquier otra combinacion de péptidos distinta de la que se devela en él pueda ser Uutil.

El documento GB 2328689 desvela que un péptido capaz de inducir respuestas especificas de linfocitos T
citotoxicos (CD8+) comprende 8 a 10 aminoacidos de la proteina proto-oncogénica p21 RAS que incluye la posiciéon
que comprende la posicion 12 y/o 13, o la posicion 61, de la proteina proto-oncogénica p21 RAS y tiene una
sustitucién de aminoacidos en la posicion 12, 13 o 61. Este documento también desvela que el péptido se puede
utilizar como una vacuna para el cancer y en composiciones para el tratamiento anti-cancer. Sin embargo, no se
desvelan mezclas de péptidos especificas que sean particularmente Utiles.

Ademas, ninguno de estos documentos expone como los péptidos particulares se asocian con tipos particulares de
cancer, y no afrontan la redundancia de péptidos en la mezcla que comprende un nimero de péptidos.

Gjertsen y col. (Int. J. Cancer 2001, 92, p. 441-450) desvela un ensayo en fase I/ll que implica pacientes con
adenocarcinoma de pancreas vacunados con péptidos RAS mutantes sintéticos en combinacién con un factor
estimulantes de colonias de granulocitos-macrofagos. Este ensayo utilizaba vacunas de péptidos Unicos o una
mezcla de cuatro péptidos mutantes. La vacuna de combinacion consistia en las cuatro mutaciones K-RAS mas
comunes que se encuentran en el adenocarcinoma pancreatico, a saber, los péptidos que tienen una mutacién,
G12V, G12D, G12C o G12R. Sin embargo, este documento no desvela ninguna otra combinacion de péptidos que
pueda ser util, no desvela ninguna otra mutacién de la proteina RAS que se asocie con el cancer, y no expone coémo
se asocian los péptidos particulares con los tipos particulares de cancer.

Wedén y col. (Int. J. Cancer 2010, 128(5), p. 1120-1128) informa el seguimiento a largo plazo de pacientes con
adenocarcinoma pancreatico vacunados con péptidos de RAS mutantes sintéticos. La vacuna consistia en un Unico
péptido de RAS o un coctel de siete péptidos de RAS. En particular, los siete péptidos de RAS utilizados en este
ensayo tenian una mutacion G12A, G12C, G12D, G12R, G12S, G12V o G13D. Sin embargo, este documento no
trata de como se asocian los péptidos particulares con tipos particulares de cancer, y no desvela ninguna
combinacién de péptidos que pueda ser Uutil.

Hunger y col. (Exp. Dermatol. 2001, 10: 161-167) informa de un estudio clinico piloto de la inmunogenicidad in vivo
de péptidos RAS con seguridad como el objetivo primario y la inmunogenicidad de péptidos RAS como objetivo
secundario. Se inmunizaron pacientes de melanoma intradérmicamente con péptidos N-ras (49-73 restos) con
cuatro mutaciones del coddén 61. Ocho de los pacientes presentaban respuestas DTH positivas. Sin embargo, este
documento no expone cdmo se asocian los péptidos particulares con tipos particulares de cancer, y no desvela
ninguna combinacién de péptidos que pueda ser util.

Prior y col. (Cancer Res. 2012, 72(10), p. 2457-2467) desvela que diferentes tipos de cancer estan acoplados a la
mutacién de una isoforma de RAS particular y que cada isoforma tiene una firma de mutacion de un codén distintivo.
Ademas, Prior y col. desvela que se producen un total de 18 mutaciones en las posiciones 12, 13 y 61 de la proteina
RAS, existiendo seis mutaciones en cada posicion. Esta revision también expone los efectos de estas mutaciones
sobre la funcion de RAS y los mecanismos potenciales que dan lugar a patrones diferenciales de las mutaciones de
isoformas de RAS. Sin embargo, este documento no afronta el tratamiento o profilaxis del cancer, o el problema de
la inmunodominancia y la redundancia en una vacuna. Ademas, no se desvela una vacuna o tratamiento contra el
cancer, y este documento no desvela ninguna combinacion de péptidos que pueda ser Util.

Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar vacunas adicionales y/o tratamientos contra el cancer mas eficaces.
En particular existe la necesidad de proporcionar vacunas y/o tratamientos que se dirigen a canceres en particular,
que superen los problemas de inmunodominancia y redundancia y que sean baratos.
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Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona soluciones a los problemas expuestos anteriormente debido a que se ha
descubierto que las mezclas de péptidos que comprenden al menos dos péptidos tienen mutaciones puntuales en el
aminoacido correspondiente a la posicion 13 de la proteina RAS, en las que cada péptido tiene una mutacion
diferente, se pueden utilizar como una vacuna contra y/o un tratamiento para los canceres asociados con la
mutacién en la proteina RAS. En particular, se ha descubierto que al menos algunas mezclas de péptidos de la
presente invencion se pueden utilizar como vacunas contra y/o tratamientos para mas del 99 % de los canceres
asociados con mutaciones en las proteinas RAS. Las mezclas de péptidos de la presente invencion alivian los
problemas de inmunodominancia y reducen la redundancia de ingredientes activos en una composicion
farmacéutica, haciendo de esta manera que las mezclas de péptidos sean vacunas y/o tratamientos mas baratos.
Ademas, la presente invenciéon permite que la vacunacion y/o tratamiento se dirija a tipos especificos de cancer y
procedimientos de seleccion de mezclas de péptidos dirigidas a tipos especificos de cancer.

Por lo tanto, la invencidon proporciona una mezcla de péptidos adecuada para desencadenar una respuesta
inmunitaria que comprende, un primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, y octavo péptido, que
corresponde cada uno a un fragmento de la proteina RAS en la que: el primer, segundo, tercero, cuarto, quinto,
sexto, séptimo, y octavo péptido son:

un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26,
y en el que cada uno de los péptidos comprende no mas de 30 aminoacidos.

Ventajosamente, cada uno del primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, y octavo péptido no contiene
mas de 28, 26, 24, 22, 20 o 18 aminoacidos.

Preferentemente el primero, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo y octavo péptido son:

un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona una mezcla de linfocitos T que comprende linfocitos T
especificos para cada uno de los péptidos de las mezclas de péptidos de la invencién, cuando se presentan sobre
una molécula del MHC.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la
mezcla de péptidos o la mezcla de linfocitos T de la invencién, y un vehiculo, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una mezcla de péptidos de la invencién, una mezcla de
linfocitos T de la invencién o una composicién farmacéutica de la invencién, para su uso en la profilaxis y/o el
tratamiento del cancer en un paciente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una mezcla de péptidos de la invencién, una mezcla de
linfocitos T de la invencidn o una composicién farmacéutica de la invencién, para su uso en la profilaxis y/o
tratamiento del cancer, en el que el cancer es cancer colorrectal, pulmonar y/o pancreatico.

Ventajosamente, dicho uso comprende la identificacion de la sustituciéon de aminoacidos de la proteina RAS
presente en una muestra que se toma del paciente.

El cancer puede ser un cancer de glandula adrenal, ganglios auténomos, tracto biliar, hueso, mama, sistema
nervioso central, de cuello uterino, colorrectal, endometrial, hematopoyético, linfoide, de rifion, intestino grueso,
higado, pulmén, eséfago, ovario, pancreatico, prostata, glandula salivar, piel, intestino delgado, estémago, testicular,
timo, tiroides, tracto aerodigestivo superior y tracto urinario y/o melanoma maligno.

En algunos casos, el cancer puede ser un cancer colorrectal, pulmonar y/o pancreatico.
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La mezcla de péptidos, péptido, péptido para su uso, mezcla de linfocitos T, preparacion de linfocitos T o
composicion farmacéutica pueden ser para su uso en la profilaxis y/o tratamiento del melanoma maligno.

Como se desvela en el presente documento, el uso de mezclas de péptidos, linfocitos T o composiciones
farmacéuticas de la invencion en la profilaxis y/o tratamiento del cancer puede comprender:

i) identificar las mutaciones en la proteina RAS presentes en una muestra tomada de un paciente;

ii) seleccionar una mezcla de péptidos de la invencién que comprende un péptido que comprende una mutacion
puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra; o
seleccionar un péptido para su uso como se desvela en el presente documento que comprende una mutacién
puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra; o
seleccionar un péptido como se desvela en el presente documento que comprende una mutacién puntual
correspondiente a al menos una mutacién de la proteina RAS identificada en la muestra; o seleccionar una
mezcla de linfocitos T de la invencién o preparacion del linfocitos T como se desvela en el presente documento,
que comprende linfocitos T especificos de un péptido, cuando se presenta sobre una molécula del MHC, que
comprende una mutacién puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS
identificada en la muestra; o seleccionar una composicion farmacéutica de la invencién o como se desvela en el
presente documento que comprende una mezcla de péptidos, un péptido para su uso como una vacuna o un
medicamento o un péptido que comprende una mutaciéon puntual correspondiente a al menos una de las
mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra, o una mezcla de linfocitos T o preparacién del
linfocitos T que comprende linfocitos T especificos de un péptido, cuando se presenta sobre una molécula del
MHC, que comprende una mutacién puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina
RAS identificada en la muestra 'y

iii) administrar la mezcla de péptidos, el péptido para su uso, mezcla de linfocitos T o preparacion de linfocitos T
al paciente.

También se desvela en el presente documento un procedimiento de seleccién de una mezcla de péptidos, un
péptido para su uso en una vacuna o un medicamento, un péptido, una mezcla de linfocitos T, una preparacion de
linfocitos T o una composicién farmacéutica para la administracién a un paciente que comprende:

i) identificar las mutaciones en la proteina RAS presentes en una muestra tomada de un paciente;

ii) seleccionar una mezcla de péptidos de la invencién que comprende un péptido que comprende una mutacion
puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra; o
seleccionar un péptido para su uso como se desvela en el presente documento que comprende una mutacién
puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra; o
seleccionar un péptido como se desvela en el presente documento que comprende una mutacién puntual
correspondiente a al menos una mutacién de la proteina RAS identificada en la muestra; o seleccionar una
mezcla de linfocitos T de la invencion o preparacion del linfocitos T como se desvela en el presente documento,
que comprende linfocitos T especificos de un péptido, cuando se presenta sobre una molécula del MHC, que
comprende una mutacién puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina RAS
identificada en la muestra; o seleccionar una composicién farmacéutica de la invenciéon o como se desvela en el
presente documento que comprende una mezcla de péptidos, un péptido para su uso como una vacuna o un
medicamento o un péptido que comprende una mutaciéon puntual correspondiente a al menos una de las
mutaciones de la proteina RAS identificada en la muestra, o una mezcla de linfocitos T o preparacién del
linfocitos T que comprende linfocitos T especificos de un péptido, cuando se presenta sobre una molécula del
MHC, que comprende una mutacién puntual correspondiente a al menos una de las mutaciones de la proteina
RAS identificada en la muestra.

Adicionalmente se desvela en el presente documento el uso de una mezcla de péptidos de la invencion, un péptido
para su uso como se desvela en el presente documento o un péptido como se desvela en el presente documento
para la preparacién de una mezcla de linfocitos T o una preparacién de linfocitos T de la invencion o como se
desvela en el presente documento.

Las mezclas de péptidos de la invencion, y los péptidos para su uso y los péptidos descritos posteriormente se asila
de su ambiente natural.

El término “péptido” como se utiliza en el presente documento, se refiere a un polimero de restos de aminoacidos
que es (o tiene una secuencia que se corresponde a) un fragmento de una proteina mas larga. El término también
se aplica a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de aminoacidos es un resto modificado, o un
resto de origen no natural, tal como un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural.

El porcentaje de “identidad” entre dos secuencias se puede determinar utilizando la version 2.2. del algoritmo
BLASTP (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller, y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) utilizando los parametros por defecto. En particular, se puede acceder
al algoritmo BLAST en internet utilizando la URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/.
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La expresion “respuesta inmunitaria”, como se utiliza en el presente documento, se refiere en algunas realizaciones
a una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T a la presentacion de un péptido por las moléculas de
histocompatibilidad principal (MHC) en la superficie de las células, y en particular se refiere a la activacion de
linfocitos T a la presentacion del péptido.

La expresion “proteina RAS”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a la clase de pequefias GTPasas
proteicas codificadas por el proto-oncogén ras e incluye las tres isoformas de la proteina RAS: HRAS, KRAS y
NRAS. En algunas realizaciones, la expresion “proteina RAS” se refiere a la proteina correspondiente al nimero
P01112.1 de UniProtKB/Swiss-Prot y como se muestra en la SEQ ID NO: 33.

La expresion “posicion 13 de la proteina RAS”, como se utiliza en el presente documento, se refiere al decimotercer
aminoacido de la cadena de aminoacido que forma la estructura primaria de la proteina RAS de tipo silvestre,
contando a partir del extremo N.

La expresion “posiciéon 12 de la proteina RAS”, como se utiliza en el presente documento, se refiere al
decimosegundo aminoacido de la cadena de aminoacido que forma la estructura primaria de la proteina RAS de tipo
silvestre, contando a partir del extremo N.

La expresion “posicion 61 de la proteina RAS”, como se utiliza en el presente documento, se refiere al sexagésimo
primer aminoacido de la cadena de aminoacido que forma la estructura primaria de la proteina RAS de tipo silvestre,
contando a partir del extremo N.

La expresion “el aminoacido correspondiente a la posicion 13”, como se utiliza en el presente documento, significa
un aminoacido en un péptido de una proteina RAS localizada en la cadena de aminoacidos del péptido en una
posicion correspondiente al decimotercer aminoacido de la secuencia de aminoacidos de la proteina RAS, contando
a partir del extremo N. Se atribuyen significados correspondientes a las expresiones “el aminoacido correspondiente
a la posicion 12" y “el aminoacido correspondiente a la posicion 61”.

La expresion “mezcla de péptidos”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a dos o mas péptidos que
se mezclan, pero no se combinan quimicamente. Las mezclas pueden estar presentes en un polvo seco, solucién,
suspension o coloide, y pueden ser homogéneas o heterogéneas.

La expresion “mutaciones de la proteina RAS”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una o mas
mutaciones puntuales presentes en las proteinas RAS presentes en una muestra tomada de un sujeto.

La expresion “mutacion puntual” como se utiliza en el presente documento, se refiere a la sustitucién de un unico
resto de aminoacido en la cadena polipeptidica de un producto proteico con un resto de aminoacido diferente.

La expresion, por ejemplo “una mutacion G12V”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
mutacién puntual que da como resultado que una glicina (G) en la posicion 12 de la proteina RAS de tipo silvestre se
ha sustituido por una valina (V). Se aplican definiciones similares a expresiones similares, tales como G13C, G13R,
Q61H, etc.

La expresiéon “composicion farmacéutica”’, como se utiliza en el presente documento, significa una preparacion
adecuada para la administracion a un sujeto animal o humano al que se dirige con fines terapéuticos.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 es un grafico que muestra la incidencia de mutaciones de RAS presente en todos los canceres.

La Figura 2 es un grafico que muestra la incidencia respectiva de las mutaciones de RAS en todos los canceres
correspondientes a los péptidos en mezclas de dos péptidos (TG02 y TGO03) desveladas en el presente
documento.

La Figura 3 es un grafico que muestra la incidencia respectiva de las mutaciones de RAS en el cancer pulmonar
correspondientes a los péptidos de las mezclas de dos péptidos (TG02 y TG03) desveladas en el presente
documento.

La Figura 4 es un grafico que muestra la incidencia respectiva de las mutaciones de RAS en el cancer colorrectal
correspondientes a los péptidos de las mezclas de dos péptidos (TG02 y TG03) desveladas en el presente
documento.

La Figura 5 es un grafico que muestra la incidencia respectiva de las mutaciones de RAS en el melanoma
maligno correspondientes a los péptidos de las mezclas de dos péptidos (TG02 y TG03) desveladas en el
presente documento.

La Figura 6 es un grafico que muestra la respuesta proliferativa de linfocitos T a tres rondas de estimulacioén in
vitro con una mezcla de un péptido de RAS que tiene una mutacién G13C (SEQ ID NO: 19) y un péptido de RAS
que tiene una mutacion G13R (SEQ ID NO: 27), en donantes sanos. APC: células presentadoras de antigeno
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(PBMC), CPM: recuentos por minuto.

La Figura 7 es un grafico que muestra la respuesta proliferativa de linfocitos T a tres rondas de estimulacioén in
vitro con una mezcla de un péptido de RAS que tiene una mutacion G13C (SEQ ID NO: 19), un péptido G13D
(SEQ ID NO: 20), un péptido G12A (SEQ ID NO: 21), un péptido G12C (SEQ ID NO: 22), un péptido G12D (SEQ
ID NO: 23), un péptido G12R (SEQ ID NO: 24), un péptido G12S (SEQ ID NO: 25), un péptido G12V (SEQ ID
NO: 26) y un péptido G13R (SEQ ID NO: 27), en un donante sano. APC: células presentadoras de antigeno
(PBMC), CPM: recuentos por minuto.

La Figura 8 mes un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T al péptido de RAS G13C (SEQ ID NO: 19)
después de tres rondas de estimulacion in vitro con TG02+13R, en un donante sano. APC: células presentadoras
de antigeno (PBMC), CPM: recuentos por minuto.

La Figura 9 es un grafico que muestra la respuesta proliferativa de los esplenocitos recolectados de ratones
vacunados con una mezcla de péptidos de RAS (TG02 ; ratdbn n° 4 y n° 7) y TG02 + Viscogel™ (ratén n°® 24, n°®

29y n°30). Co

La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
G13C

La SEQ ID NO:

G13D

La SEQ ID NO:

G12A

La SEQ ID NO:

G12C

La SEQ ID NO:

G12D

La SEQ ID NO:

G12R

La SEQ ID NO:

G128

La SEQ ID NO:

G12v

La SEQ ID NO:

G13R

La SEQ ID NO:

G13V

La SEQ ID NO:

Q61R

La SEQ ID NO:

Q61K

La SEQ ID NO:

Q61H

La SEQ ID NO:

Q61L

La SEQ ID NO:

nA: Concanavalina A (control positivo).

Breve descripcion del listado de secuencias

: 1 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G13C.
: 2 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G13R

: 3 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G13D

: 4 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutaciéon G13V

: 5 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutaciéon G13A

: 6 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G13S

: 7 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutaciéon G12A

: 8 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G12C

: 9 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G12D

: 10 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G12R
: 11 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién G12S
: 12 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacion G12V
: 13 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién Q61R
: 14 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién Q61K
: 15 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién Q61H
: 16 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutaciéon Q61L
: 17 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién Q61E
: 18 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS que tiene una mutacién Q61P
: 19 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacion

20 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacion
21 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacion
22 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacién
23 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacién
24 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacién
25 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacién
26 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG02 que tiene una mutacién
27 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG03 que tiene una mutacion
28 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG03 que tiene una mutacion
29 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG03 que tiene una mutacion
30 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG03 que tiene una mutacion
31 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TGO03 que tiene una mutacién
32 muestra una secuencia de aminoacidos del péptido de RAS de TG03 que tiene una mutacion

33 muestra la secuencia de aminoacidos completa de la proteina RAS de tipo silvestre.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Se desvela en el presente documento una mezcla de péptidos que comprenden al menos un primer y un segundo
péptidos de la proteina RAS que comprende una regiéon de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicién 13 de la
proteina RAS, en el que cada uno del al menos primer y segundo péptido tiene una mutacion puntual en la posicion
13, y en el que las mutaciones en la posicion 13 son diferentes entre ellas.

Los péptidos de la mezcla pueden ser péptidos de cualquiera de HRAS, KRAS o NRAS. Las tres isoformas de RAS
comparten identidad de secuencia en todas las regiones responsables de la unién GDP/GTP, es decir, las regiones
sometidas a mutacién en el cancer.

Como se desvela en el presente documento, cada uno del primer y segundo péptido comprende
independientemente al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 12, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al
menos 20, al menos 24 o al menos 30 aminoacidos. Cada uno del primer y segundo péptido puede comprender al
menos 8 aminoacidos. De manera alternativa, cada uno del primer y segundo péptido puede comprender al menos
17 aminoacidos.

Cada uno del primer y segundo péptido independientemente puede tener no mas de 30 aminoacidos. Por ejemplo,
cada uno del primer y segundo péptido puede comprender independientemente no mas de 28, 26, 24, 22, 20, 18, 17,
16, 14, 12, 10 o 8 aminoacidos en algunos casos. Cada uno del primer y segundo péptido puede comprender no
mas de 17 aminoacidos.

Como se desvela en el presente documento, cada uno del primer y segundo péptido puede tener
independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %,
al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o
100 % de identidad de secuencia en posiciones distintas de la region que incluye la posicion 13 con la proteina RAS.
En algunas alternativas, cada uno del primer y segundo péptido puede tener independientemente al menos un 20 %,
al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %,
al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con
posiciones distintas de la regiéon que incluye la posicion 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6. Cada uno del primer y
segundo péptido puede tener independientemente al menos un 95 % de identidad de secuencia en posiciones
distintas de la region que incluye la posicién 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6. Cada uno del primer y segundo
polipéptido puede tener independientemente un 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la
region que incluye la posicion 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6. Por ejemplo, el primer péptido puede tener un
porcentaje de identidad de secuencia en posiciones distintas de la regidon que incluye la posicion 13 de una de las
SEQ ID NO: 1-6 y el segundo péptido puede tener un porcentaje de secuencia de identidad diferente en posiciones
distintas de la region que incluye la posicion 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6 diferente. De manera alternativa, el
primer péptido puede tener un porcentaje de identidad de secuencia en posiciones distintas de la region que incluye
la posicion 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6 y el segundo péptido puede tener el mismo porcentaje de identidad de
secuencia en posiciones distintas de la region que incluye la posicion 13 de una de las SEQ ID NO: 1-6 diferente. En
todas las divulgaciones del presente documento cada uno del primer y segundo péptido es capaz de desencadenar
una respuesta inmunitaria.

Cada uno del primer y segundo péptido de la mezcla de péptidos puede tener una mutacién puntual en la posicion
13 de la proteina RAS, en el que la mutacion puntual en el primer péptido es diferente de la mutacién puntual del
segundo péptido. La proteina RAS de tipo silvestre comprende glicina (G) en la posicion 13. Por lo tanto, la mutacion
en la posicion 13 puede ser una mutacion puntual de glicina en cualquier otro aminoacido. Sin embargo, se ha
descubierto que las mutaciones G13A, G13C, G13D, G13R, G13S y G13V estan particularmente asociadas con el
cancer. Por lo tanto, la mutacion puntual de cada uno del primer y segundo péptido puede ser independientemente
una de las mutaciones G13A, G13C, G13D, G13R, G13S y G13V. Como se desvela en el presente documento, la
mutacion puntual en la posicién 13 de uno del primer y segundo péptido puede ser independientemente una
mutacion G13C o G13R. También se desvela en el presente documento, la mutaciéon puntual en la posicién 13 de
uno del primer o segundo péptido puede ser una mutacién G13C. Como se desvela en el presente documento, la
mutacion puntual en la posicion 13 de uno del primer o segundo péptido puede ser una mutacion G13R.

Como se desvela en el presente documento, la mutacién puntual en la posicién 13 del primer o segundo péptido
puede ser una mutacion G13C y la mutaciéon puntual en la posicion 13 del otro péptido puede ser una mutacion
G13D.

De manera alternativa, la mutacion puntual en la posicion 13 del primer o segundo péptido puede ser una mutacion
G13R y la mutacién puntual en la posicion 13 del otro péptido puede ser una mutacion G13V.

En alternativas adicionales, la mutacion puntual en la posicion 13 del primer o segundo péptido puede ser una
mutacion G13C y la mutacion puntual en la posicion 13 del otro péptido puede ser G13R.

La mezcla peptidica puede comprender al menos un tercer péptido de la proteina RAS que comprende una region
de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicién 13 de la proteina RAS. El al menos tercer péptido puede tener
una mutacioén puntual en el aminoacido correspondiente a la posicién 13 de la proteina RAS que es diferente a las
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mutaciones en la posicion 13 del primer y segundo péptido. La mutacion puntual puede ser una de las mutaciones
G13A, G13C, G13D, G13R, G13S y G13V, independientemente de las mutaciones puntuales del primer y segundo
péptido. Como se desvela en el presente documento, el primer péptido puede tener una mutacion G13C, el segundo
péptido puede tener una mutacion G13D y el tercer péptido puede tener una mutacion G13R.

La mezcla de péptidos puede comprender adicionalmente al menos un péptido adicional de la proteina RAS que
comprende una region de al menos 8 aminoacidos. Dicha region del al menos un péptido adicional puede incluir la
posicion 12 de la proteina RAS. Dicha region del al menos un péptido adicional puede incluir la posicion 61 de la
proteina RAS.

Cuando la mezcla de péptidos comprende al menos un tercer péptido, cada uno de los péptidos puede comprender
independientemente al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 12, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al
menos 20, al menos 24 o al menos 30 aminoacidos. Cada uno de los péptidos puede comprender al menos 8
aminoacidos. De manera alternativa, cada uno de los péptidos puede comprender al menos 17 aminoacidos. En
alternativas adicionales, cada uno de los péptidos puede comprender al menos 18 aminoacidos. En general, cada
péptido de la mezcla de péptidos puede comprender un nimero diferente de aminoacidos respecto a uno o mas de
los otros péptidos de la mezcla de péptidos. En algunas alternativas, cada péptido de la mezcla de péptidos puede
comprender no mas de 30 aminoacidos. Por ejemplo, cada péptido de la mezcla de péptidos puede comprender
independientemente no mas de 28, 26, 24, 22, 20, 18, 17, 16, 14, 12, 10 o 8 aminoacidos. Como se desvela en el
presente documento, cada péptido de la mezcla de péptidos puede comprender no mas de 17 aminoacidos.

Cuando la mezcla de péptidos comprende al menos un péptido adicional que comprende una region que incluye la
posicion 12 de la proteina RAS, el aminoacido correspondiente a la posicion 12 de la proteina RAS puede tener una
mutacién puntual. En la proteina RAS de tipo silvestre, el aminoacido de la posicion 12 es la glicina (G). Por lo tanto,
la mutacién puntual en la posicidon 12 puede ser con un aminoacido distinto de glicina. Cada mutacion puede ser,
independientemente, una mutacién G12A, G12C, G12D, G12R, G12S o G12V. Como se desvela en el presente
documento, el al menos un péptido adicional puede tener al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %,
al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %,
al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencias en posiciones distintas a la region que
incluye la posicion 12 con la proteina RAS. Como se desvela en el presente documento, el al menos un péptido
adicional puede tener al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un
99 % o 100 % de secuencia de identidad en posiciones distintas de la regién que incluye la posicién 12 con respecto
a una de las SEQ ID NO: 7-12 y 21-26. Como también se desvela en el presente documento, puede haber mas de
un péptido adicional de la proteina RAS que comprende una regién de al menos 8 aminoacidos que incluya la
posicion 12 de la proteina RAS y que tenga una mutacion puntual en el aminoacido correspondiente a la posicion 12
de la proteina RAS. En dichas mezclas de péptidos, cada uno de los péptidos que tienen una mutacién en la
posicion 12 puede tener una mutacion puntual diferente.

Cuando la mezcla de péptidos comprende al menos un péptido adicional que comprende una regién de al menos 8
aminoacidos que incluye la posicion 61 de la proteina RAS, el aminoacido correspondiente a la posicion 61 de la
proteina RAS puede tener una mutacion puntual. En la proteina RAS de tipo silvestre, el aminoacido en la posicién
61 es glutamina (Q). Por lo tanto, la mutacion puntual en la posicion 61 puede ser un aminodacido distinto de la
glutamina. La mutacién puntual puede ser una mutacion Q61E, Q61H, Q61K, Q61L, a Q61P o a Q61R. Como se
desvela en el presente documento, el al menos un péptido adicional puede tener al menos un 20 %, al menos un
25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un
75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia en posiciones
distintas de la region que incluye la posicion 61 de la proteina RAS. De manera alternativa, el al menos un péptido
adicional puede tener al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un
99 % o 100 % de identidad de secuencia respecto a una de las SEQ ID NO: 13-18 y 29-32. Puede haber mas de un
péptido adicional de la proteina RAS que comprenda una regién de al menos 8 aminoacidos que incluya la posicion
61 de la proteina RAS y que tenga una mutacion puntual en el aminoacido correspondiente a la posicion 61 de la
proteina RAS. En dichos casos, cada uno de los péptidos que tienen una mutacién en la posiciéon 61 puede tener
una mutacién puntual diferente.

La mezcla de péptidos puede comprender adicionalmente al menos dos péptidos de la proteina RAS, que
comprende cada uno una region de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicién 12 o 61 de la proteina RAS. En
dichos casos, los al menos dos péptidos adicionales pueden comprender al menos un péptido que tiene una region
de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicion 12 de la proteina RAS, que tiene una mutacién puntual en el
aminoacido que corresponde a la posicion 12 de la proteina RAS, y al menos un péptido que comprende una region
de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 61 de la proteina RAS, que tiene una mutacién puntual en el
aminoacido que se corresponde con la posicion 61 de la proteina RAS. La mutacion puntual en la posicion 12 puede
ser una de las mutaciones G12A, G12C, G12D, G12R, G12S o a G12V. La mutacién puntual en la posicién 61
puede ser una de las mutaciones Q61E, Q61H, Q61K, Q61L, a Q61P, o a Q61R. El al menos un péptido que incluye
la posicion 12 de la proteina RAS puede tener al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un
37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un
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95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia en posiciones distintas de la region que incluye la
posicion 12 de la proteina RAS. Como se desvela en el presente documento, el al menos un péptido adicional que
comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 12 puede tener al menos un 20 %, al
menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al
menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con las
posiciones distintas de la region que incluye la posicién 12 respecto a una de las SEQ ID NO: 7-12 y 21-26. El al
menos un péptido que comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 61 de la proteina
RAS puede tener al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al
menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o
100 % de secuencia de identidad con posiciones distintas de la regién que incluye la posiciéon 61 respecto a una de
las SEQ ID NO: 13-18 y 29-32 Cualquier combinacioén de las mutaciones y SEQ ID NO mencionadas anteriormente
estan contempladas en las mezclas desveladas en el presente documento.

La mezcla de péptidos puede consistir en un péptido que tiene una mutacién G13C, un péptido que tiene una
mutacion G13D, un péptido que tiene una mutacion G12A, un péptido que tiene una mutacién G12C, un péptido que
tiene una mutacion G12D, un péptido que tiene una mutacion G12R, un péptido que tiene una mutacion G12S, y un
péptido que tiene una mutacion G12V En dichas alternativas, la mezcla de péptidos puede consistir en péptidos que
tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos
un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos
un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la region que incluye las posiciones 12 0 13
respectivamente de las SEQ ID NO: 1, 3, 7, 8, 9, 10, 11, y 12. La mezcla de péptidos puede consistir en péptidos
que tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al
menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la regién que incluye las posiciones
12 o 13 respectivamente de las SEQ ID NO: 19-26. Se hace referencia a esta mezcla de péptidos como TG02
cuando hay un 100 % de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 19-26. La Tabla 4 y la Figura 2 muestra los
péptidos que se presentan preferentemente en TG02. La incidencia de estas mutaciones en canceres asociados con
una mutacion en RAS, cancer de pulmoén y cancer colorrectal se muestra en las Figuras 1, 3 y 4 respectivamente.
Los resultados de un ensayo de proliferacion de esplenocitos, a continuacion de la vacunacion de ratones con TG02,
se muestran en la Figura 9, y demuestran que la TGO02 es eficaz en la induccion de una respuesta inmunitaria.

De manera alternativa, la mezcla de péptidos puede consistir en un péptido que tiene una mutacion G13R, un
péptido que tiene una mutacion G13V, un péptido que tiene una mutaciéon Q61H, un péptido que tiene una mutacién
Q61K, un péptido que tiene una mutacion Q61L, y un péptido que tiene una mutacion Q61R. La mezcla de péptidos
puede consistir en péptidos que tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un
30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un
85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la region
que incluye las posiciones 13 y 61 respectivamente respecto a las SEQ ID NO: 2, 4, 13, 14, 15 y 16. De manera
alternativa, la mezcla de péptidos puede consistir en péptidos que tienen independientemente al menos un 20 %, al
menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al
menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con las
posiciones distintas de la region que incluye la posicioén 13 o 61 respectivamente de las SEQ ID NO: 27-32. Se hace
referencia a esta mezcla de péptidos en el presente documento como TG03 cuando hay una secuencia de identidad
del 100 % respecto a las SEQ ID NO: 27-32. La Tabla 5 y la Figura 2 muestran los péptidos de TG03. La incidencia
de estas mutaciones en el melanoma maligno se muestra en la Figura 5.

La mezcla de péptidos puede consistir en un péptido que tiene una mutacién G13C, un péptido que tiene una
mutacion G13D, un péptido que tiene una mutacion G13R, un péptido que tiene una mutacion G12A, un péptido que
tiene una mutacion G12C, un péptido que tiene una mutacion G12D, un péptido que tiene una mutacion G12R, un
péptido que contienen una mutacion G12S, y un péptido que tiene una mutaciéon G12V. La mezcla de péptidos
puede consistir en péptidos que tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un
30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un
85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la region
que incluye las posiciones 12 o 13 respectivamente de las SEQ ID NO: 1, 2, 3,7, 8, 9, 10, 11 y 12. Alternativamente,
la mezcla de péptidos puede consistir en péptidos que tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un
25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un
75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia con posiciones
distintas de la region que incluye las posiciones 12 o 13 respectivamente de las SEQ ID NO: 19-27. Los resultados
de un ensayo de proliferacion de linfocitos T, después de la estimulacion in vitro de las PBMC con esta mezcla de
péptidos se muestra en la Figura 7, y demuestra que los linfocitos T se estimulaban con esta mezcla. Por lo tanto,
las mezclas de péptidos de la invencion y como se desvela en el presente documento son eficaces en la induccion
de una respuesta inmunitaria.

En general, los péptidos desvelados en el presente documento, en una regién de 8 aminoacidos que incluyen la
posicion 12, 13, o 61, tienen al menos 6 restos de aminoacidos, distintos del resto en la posicién 12, 13, o 61,
respectivamente, que son idénticos a la region correspondientes de la proteina RAS. Ademas, en general, los
péptidos desvelados en el presente documento, en posiciones distintas de la region que incluye la posicién 12, 13 o
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61 de la proteina RAS puede tener independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al
menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al
menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia respecto a una de las SEQ ID NO: 1-32,
respectivamente.

En algunas mezclas, la mezcla de péptidos puede consistir en un primero, segundo, tercero y cuarto péptido, en la
que el primer y segundo péptido es como se ha descrito anteriormente. Cada uno del tercer y cuarto péptido
comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicion 13 de la proteina RAS, y cada uno del
tercer y cuarto péptido tienen independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al
menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al
menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad de secuencia en posiciones distintas de la regiéon que
incluye la posicion 13 de la proteina RAS. Cada uno del tercer y cuarto péptido puede tener independientemente al
menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 37 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al
menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o 100 % de identidad
con posiciones distintas de la regién que incluye la posicion 13 respecto a una de las SEQ ID NO: 1-6, 19, 20, 27 o
28. Cada uno del tercer y cuarto péptido tiene una mutacién puntual en el aminoacido correspondiente a la posicion
13 de la proteina RAS, y cada uno del primer, segundo, tercer y cuarto péptido tiene una mutacion puntual que es
diferentes de las mutaciones puntuales de los otros péptidos. En una mezcla, el primer péptido es un péptido que
tiene una mutacion G13R, el segundo péptido es un péptido que tiene la mutacion G13A, el tercer péptido es un
péptido que tiene una mutacion G13S y el cuarto péptido es un péptido que tiene la mutacion G13V.

En algunas mezclas de péptidos, hay un maximo de 8 péptidos diferentes en la mezcla de péptidos. En algunas
mezclas de péptidos, hay un maximo de 9 péptidos diferentes en la mezcla de péptidos. En otras mezclas de
péptidos, hay un maximo de 10, 12, 14 o 16 péptidos diferentes. Cuando la mezcla de péptidos comprende al menos
un péptido adicional que comprende una regién que incluye la posicién 12 de la proteina RAS, la mezcla de péptidos
puede comprender 1, 2, 3, 4, 5 0 6 péptidos que comprenden una regiéon de al menos 8 aminoacidos que incluyen la
posicion 12 de la proteina RAS y que tienen una mutacion puntual en la posicidn correspondiente a la posicion 12 de
la proteina RAS. Cuando la mezcla de péptidos comprende al menos un péptido adicional que comprende una
region de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 61 de la proteina RAS, la mezcla de péptidos puede
comprender 1, 2,3, 4 ,5 o 6 péptidos que comprenden una region que incluye la posicion 61 de la proteina RAS y
que tiene una mutacion puntual en el aminoacido correspondiente a la posicion 61 de la proteina RAS, en el que
cada uno de los péptidos tiene una mutacién puntual diferente.

En algunas mezclas de péptidos, los péptidos que comprenden una region de al menos 8 aminoacidos que incluyen
la posicién 13 de la proteina RAS puede comprender las posiciones 1 a 30 de la proteina RAS. En mezclas de
péptidos alternativas, los péptidos que comprenden una regién de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicion
13 de la proteina RAS puede comprender las posiciones 5 a 21 de la proteina Ras. En mezclas de péptidos
adicionales, los aminoacidos correspondientes a la posicién 13 de la proteina Ras puede estar en el extremo C del
péptido. En mezclas de péptidos adicionales, el aminoacido correspondiente a la posicidon 13 de la proteina RAS
puede estar en el extremo N del péptido. En general, la region que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la
posicion 13 de la proteina RAS puede consistir en 8 posiciones cualquiera de la proteina RAS que incluya la
posicion 13. Por ejemplo, la regién que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 13 puede consistir en
aminoacidos desde la posicién 6 a la posicién 13, la posiciéon 7 a la posicién 13, la posiciéon 8 a la posicion 15, la
posiciéon 9 a la posicién 16, la posicién 10 a la posiciéon 17, la posicidon 11 a la posiciéon 18, la posicion 12 a la
posicion 19, o la posicién 13 a la posicién 20 de la proteina RAS.

Como se desvela en el presente documento, los péptidos que comprenden una regién de al menos 8 aminoacidos
que incluyen la region 12 de la proteina RAS puede comprender las posiciones 1 a 30 de la proteina RAS. En otras
mezclas de péptidos, los péptidos que comprenden luna region de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicion
12 de la proteina Ras puede comprender las posiciones 5 a 21 de la proteina RAS. En mezclas de péptidos
alternativas, el aminoacido correspondiente a la posicién 12 de la proteina Ras puede estar en el extremo C del
péptido. En mezclas de péptidos adicionales, del aminoacido correspondiente a la posicion 12 de la proteina RAS
puede estar en el extremo N del péptido. En general, la region que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la
posicion 12 de la proteina RAS puede consistir en cualquiera de las 8 posiciones de la proteina RAS que incluyen la
posicion 12. Por ejemplo, la regién que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 12 consiste en los
aminoacidos de la posicion 5 a la posicion 12, la posicidon 6 a la posicidon 13, la posiciéon 7 a la posicion 14, la
posicioén 8 a la posiciéon 15, la posicion 9 a la posicién 16, la posiciéon 10 a la posiciéon 17, la posicion 11 a la posicién
18 o la posicion 12 a la posiciéon 19 de la proteina RAS.

En algunas mezclas de péptidos, los péptidos que comprenden una region de al menos 8 aminoacidos que incluyen
la posicion 61 de la proteina RAS pueden comprender las posiciones 47 a 76 de la proteina Ras. En otras mezclas
de péptidos, los péptidos que comprenden una region de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicién 61 de la
proteina RAS puede comprender las posiciones 52 a 69 de la proteina RAS. En mezclas de péptidos alternativas, el
aminoacido correspondiente a la posicion 61 de la proteina RAS puede estar en el extremo C del péptido. En
mezclas de péptidos adicionales, el aminoacido correspondiente a la posicion 61 de la proteina RAS puede estar en
el extremo N del péptido. En general, la region que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 61 de la
proteina RAS puede consistir en cualquiera de las 8 posiciones de la proteina RAS que incluye la posicion 61. Por
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ejemplo, la region que tiene al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 61 puede consistir en los aminoacidos
de la posicién 45 a la posiciéon 61, la posicién 55 a la posicién 62, la posicién 56 a la posicidon 63, la posicién 57 a la
posicion 64, la posicion 58 a la posicién 65, la posicidon 59 a la posiciéon 66, la posicién 60 a la posicién 67 o la
posicion 61 a la posicién 68 de la proteina RAS.

Las mezclas de péptidos pueden contener los péptidos en proporciones iguales o diferentes. En algunas mezclas de
péptidos, el primer y segundo péptido puede estar presente en la mezcla en igual proporcion, es decir, cada péptido
comprende un 50 % del componente peptidico de la mezcla de péptidos. En otras mezclas de péptidos puede haber
una proporcion mayor del primer péptido en la mezcla de péptidos que del segundo péptido. Por ejemplo, el primer
péptido puede comprender al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el
90 % del componente peptidico de la mezcla de péptidos. En mezclas de péptidos alternativas, existe una mayor
proporcion del segundo péptido en la mezcla de péptidos que del primer péptido. Por ejemplo, el segundo péptido
puede comprender al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % del
componente peptidico de la mezcla de péptidos. En mezclas de péptidos que comprenden al menos un péptido
adicional, los péptidos pueden estar presentes en el componente peptidico de la mezcla de péptidos en
proporciones iguales. En otras mezclas de péptidos, el primer, segundo y el al menos un péptido adicional pueden
estar presentes en proporciones diferentes entre ellos. Por ejemplo, cada uno del primer, segundo y al menos un
péptido adicional pueden comprender independientemente al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al
menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 60 %, al
menos un 70 %, al menos un 80 % o al menos un 90 % del componente peptidico de la mezcla de péptidos.

Las mezclas de péptidos alternativas incluyen una mezcla de péptidos que comprenden al menos cinco péptidos de
la proteina RAS en la que cada uno de los cinco péptidos comprende una regién de al menos 8 aminoacidos que
incluye la posicion 13 de la proteina RAS. Cada uno de los al menos cinco péptidos pueden tener
independientemente al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %,
al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o
el 100 % de identidad de secuencia en posiciones distintas de la region que incluye la posiciéon 13 de la proteina
RAS, y/o independientemente tiene al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al
menos un 99 % o el 100 % de identidad de secuencia en posiciones distintos de la region que incluye la posicion 13
respecto a una de las SEQ ID NO: 1-6, 19, 20, 27 y 28. Cada uno de los cinco péptidos puede tener una mutacion
puntual en el aminoacido correspondiente a la posicién 13 de la proteina RAS, seleccionada independientemente de
entre una mutacion G13A, G13C, G13D, G13R, G13S o G13V, y la mutacion puntual de cada péptido es diferentes
de la mutacién puntual de los otros péptidos.

La mezcla de péptidos adecuada para desencadenar una respuesta inmunitaria puede consistir en seis péptidos de
la proteina RAS en la que cada péptido comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 12
de la proteina RAS. Cada uno de los péptidos puede tener independientemente al menos un 20 %, al menos un
25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un
75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o el 100 % de identidad de secuencia con posiciones
distintas de la regién que incluye la posicion 12 de la proteina Ras, y/o independientemente tiene al menos un 20 %,
al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %,
al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o el 100 % de identidad de secuencia
con posiciones distintas de la regién que incluye la posicion 12 de una de las SEQ ID NO: 7-12 y 21-26. Cada uno
de los péptidos puede tener una mutacién puntual en el aminoacido correspondiente a la posicién 12 de la proteina
RAS, que se selecciona de entre una mutacion G12A, G12C, G12D, G12R, G12S o G12V, y la mutacion puntual de
cada péptido puede ser diferente de la mutacion puntual de los otros péptidos.

La mezcla de péptidos adecuada para desencadenar una respuesta inmunitaria puede consistir en un primer,
segundo, tercero y cuarto péptido de la proteina Ras, en la que cada uno del primer, segundo y tercer péptido
comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluyen la posicion 12 de la proteina RAS, y el cuarto
péptido de la proteina RAS comprende una regiéon de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 13 de la
proteina RAS. Cada uno del primer, segundo, tercero y cuarto péptido puede tener independientemente al menos un
20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un
66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o el 100 % de identidad de
secuencia como posiciones distintas de la regidon que incluye la posicién 12 o 13 respectivamente en la proteina
RAS, y/o independientemente tiene al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 66 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 %, al
menos un 99 % o el 100 % de identidad de secuencia con posiciones distintas de la regidon que incluye la posicion 12
o 13 respectivamente respecto a una de las SEQ ID NO: 7-12, 21-26 1-6, 19, 20, 27 y 28, respectivamente. Cada
uno del primer, segundo, tercer y cuarto péptido puede tener una mutacién puntual en el aminoacido
correspondiente a dicha posicion 12 o 13 de la proteina RAS, respectivamente. En algunas mezclas de péptidos, el
primer péptido puede ser un péptido que tiene una mutacion G12A, el segundo puede ser un péptido que tiene una
mutacion G12R, el tercer péptido puede ser un péptido que tenga una mutacién G12S, y el cuarto péptido puede ser
un péptido que tenga una mutacion G13C.

Se desvela en el presente documento un péptido adecuado para desencadenar una respuesta inmunitaria que

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 682 038 T3

corresponde con un fragmento de la proteina RAS. El péptido comprende una regién de al menos 8 aminoacidos
que incluye la posicion 13 de la proteina RAS y la regién de al menos 8 aminoacidos que tiene al menos 6 restos de
aminoacido, distintos de los de la posiciéon 13, que son idénticos a la regidn correspondiente de la proteina RAS. El
péptido tiene una mutacién puntual en el aminoacido correspondiente a la posicién 13 de la proteina RAS que es
una de las mutaciones G13C o G13R. En algunos casos, el péptido puede tener una mutacion G13C. En otros
casos, el péptido puede tener una mutacion G13R. La estimulacién de linfocitos T con dicho péptido inducia una
respuesta proliferativa (Figura 8), indicando que dichos péptidos son capaces de inducir una respuesta inmunitaria.
El péptido correspondiente a un fragmento de la proteina RAS, y que comprende una region de al menos 8
aminoacidos que incluye la posicion 13 de la proteina RAS, puede comprender no mas de 30 restos de aminoacido.
Por ejemplo, el péptido puede comprender no mas de 28, 26, 24, 22, 20, 18, 17, 16, 14, 12, 10 u 8 aminoacidos. El
péptido puede comprender no mas de 17 aminoacidos.

También se desvela en el presente documento un péptido para su uso como una vacuna o medicamento. El péptido
se corresponde con un fragmento de la proteina RAS y comprende una region de al menos aminoacidos que incluye
la posiciéon 13 de la proteina RAS. La region de al menos 8 aminoacidos tiene al menos 6 restos de aminoacido,
distintos del de la posicion 13, que son idénticos a la region correspondiente de la proteina RAS. El péptido para su
uso como una vacuna o medicamento tiene una mutacion puntual en el aminoacido correspondiente a la posicién 13
de la proteina RAS que es una de las mutaciones G13C y G13R.

Los péptidos desvelados en el presente documento son péptidos que se corresponden con los fragmentos de la
proteina RAS presentados por moléculas del MHC Il en la superficie de las células .Por lo tanto, los péptidos son
péptidos que se corresponden con fragmentos de proteina que resultan de la degradacién proteolitica de las
proteinas RAS, que entonces se pueden presentar sobre las moléculas del HLA y contra la que los individuas en
general tiene un linfocito T reactivo en su repertorio de linfocitos T. Como se muestra en las Figuras 6-8, las mezclas
de péptidos de acuerdo con realizaciones de la presente invencion y los péptidos desvelados en el presente
documento inducian una respuesta proliferativa de linfocitos T, ya que la vacunaciéon de ratones con mezclad de
péptidos de las realizaciones de la invencion inducia la proliferacion de esplenocitos (Figura 9).

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una mezcla de linfocitos T que comprende
linfocitos T especificos para cada uno de los péptidos de una de las mezclas de péptidos de acuerdo con las
divulgaciones anteriores. También se desvela una preparacion de linfocitos T que comprende linfocitos T especificos
de un péptido de acuerdo con las divulgaciones anteriores, cuando se presentan sobre una molécula del MHC. La
mezcla de linfocitos T o la preparacién puede producirse estimulando al menos un linfocito T reactivo con una
mezcla de péptidos que comprende un primer y un segundo péptido de la proteina RAS, o un péptido de la proteina
RAS. Por ejemplo, la mezcla de linfocitos T puede comprender una pluralidad de linfocitos T en la que un primer y un
segundo linfocito T son especificos de un primer y segundo péptido, respectivamente, correspondientes a un
fragmento de la proteina Ras, en el que cada péptido comprende una region de al menos 8 aminoacidos que incluye
la posicion 13 de la proteina RAS, en el que cada uno del primer y segundo linfocito T es especifico para una
mutacion puntual en el aminoacido del péptido correspondiente a dicha posicion 13 y la mutaciéon puntual para la
cual es especifico el primer linfocito T es diferentes de la mutacion puntual para la cual es especifico el segundo
linfocito T. De manera alternativa, por ejemplo, la preparacién de linfocitos T puede comprender una pluralidad de
linfocitos T especificos para un péptido correspondiente a un fragmento de la proteina RAS, en el que el péptido
comprende una regiéon de al menos 8 aminoacidos que incluye la posicion 13 de la proteina RAS, en el que cada
linfocito T es especifico para una mutacion puntual en el aminoacido del péptido correspondiente a dicha posicion
13.

Las mezclas de péptidos, péptidos, mezclas de linfocitos T y preparaciones de linfocitos T de la presente invencion y
como se desvelan en el presente documento son para el uso en el tratamiento y/o profilaxis del cancer, y en
particular canceres asociados con mutaciones en el oncogén Ras. Los canceres pueden incluir el cancer de glandula
adrenal, ganglios auténomos, tracto biliar, hueso, mama, sistema nervioso central, de cuello uterino, colorrectal,
endometrial, hematopoyético, linfoide, rifidn, intestino grueso, higado, pulmén, eséfago, ovarico, pancreatico,
prostata, glandulas salivares, piel, intestino delgado, estdmago, testicular, timo, tiroides, tracto aerodigestivo superior
y tracto urinario, y melanoma maligno y las mezclas de péptidos, péptidos, mezclas de linfocitos T y preparaciones
de linfocitos T de la presente invencion y como se desvelan en el presente documento se pueden utilizar para la
profilaxis y/o tratamiento de mas de uno de estos tipos de cancer. Una mezcla de péptidos en la que uno del primer
y segundo péptido tenga una mutacion G13C, un péptido en el que el péptido tenga una mutaciéon G13C, una
mezcla de linfocitos T en la que uno del primer y segundo linfocito T es especifico para un péptido que tenga una
mutacion G13C o una preparacion de linfocitos T en la que los linfocitos T sean especificos para un péptido que
tenga una mutacién G13C , es para su uso en la profilaxis y/o tratamiento del cancer. En dichos casos, se preferible
que el cancer sea uno o mas de entre cancer colorrectal, de pulmén y pancreatico. De manera alternativa, una
mezcla de péptidos en la que uno del primer y segundo péptido tenga una mutacién G13R, un péptido en el que el
péptido tenga una mutacion G13R, una mezcla de linfocitos T en la que uno del primer y segundo linfocito T es
especifico para un péptido que tenga una mutacion G13R o una preparacion de linfocitos T en la que los linfocitos T
sean especificos para un péptido que tenga una mutacién G13R , es para su uso en la profilaxis y/o tratamiento del
cancer. En dichos casos, se preferible que el cancer sea un melanoma maligno. En particular, se ha descubierto que
la mezcla de péptidos a la que se hace referencia como TGO02 cubre el 99 % de los canceres asociados con
mutaciones en la proteina RAS de manera que tiene un amplio espectro de uso, mientras que la mezcla de péptidos
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a la que se hace referencia como TG03 cubre un 14 % de los canceres asociados con las mutaciones en la proteina
Ras. Por lo tanto, en una realizacion, se puede utilizar TG02 en la profilaxis y/o tratamiento del cancer. En algunos
casos, el cancer es uno o mas de entre cancer de pulmén, cancer colorrectal y cancer pancreatico. Se puede utilizar
TGO3 en la profilaxis o tratamiento del cancer. El cancer puede ser un melanoma maligno.

También se proporcionan las composiciones farmacéuticas que comprende las mezclas de péptidos, péptidos,
mezclas de linfocitos T o preparaciones de linfocitos T que se han descrito anteriormente. dichas composiciones
farmacéuticas pueden comprender también al menos un vehiculo, diluyente y/o excipientes farmacéuticamente
aceptables. La composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente uno o mas principios activos
adicionales y/o adyuvantes. La composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente uno o mas ingredientes
terapéuticamente eficaces para la misma indicacién de la enfermedad. La composicién farmacéutica puede
comprender adicionalmente uno o mas agentes quimioterapicos, uno o mas anticuerpos, una o mas moléculas
pequefias y/o uno o mas estimulantes inmunitarios (por ejemplo, citocinas). La mezcla de péptidos o composicion
farmacéutica se puede utilizar en combinacion con otras formas de inmunoterapia. Como se muestra en la Figura 9,
la vacunacién con una mezcla de péptidos de acuerdo con una realizacién de la presente invenciéon inducia la
proliferacién de esplenocitos, indicando que los péptidos de la presente invencidon son capaces para inducir una
respuesta inmunitaria.

Se ha descubierto que ciertos tipos de cancer se asocian con ciertas mutaciones de la proteina RAS, y se ha
descubierto mas recientemente que las mutaciones G13C y G13R se asocian diferencialmente con el cancer, de
manera que las mutaciones G13C se encuentran mas comunmente en algunos tipos de cancer mientras que las
mutaciones G13R se encuentran mas cominmente en otros tipos de cancer. Por lo tanto, es posible configurar las
mezclas de péptidos, péptidos, mezclas de linfocitos T y preparaciones de linfocitos T para que se dirijan a ciertos
tipos de cancer. Por lo tanto, la presente invencién proporciona la ventaja de que las vacunas y tratamientos sean
mas especificos para el tipo de cancer del paciente. Esto significa que se necesitan menos péptidos y linfocitos T
con el fin de asegurar que la vacuna y/o el tratamiento sea eficaz, lo que proporciona la ventaja de que se incluyan
menos péptidos y/o linfocitos T irrelevantes en la vacuna y/o tratamiento. A su vez, esto reduce el problema de
inmunodominancia, ya que hay menos péptidos que puedan competir entre ellos internamente. Ademas, la
disminucion del numero de péptidos y/o linfocitos T necesario significa que los farmacos y tratamientos
farmacéuticos sean mas baratos de producir.

La mezcla de péptidos, péptido o composicion farmacéutica de la invencién y como se desvelan en el presente
documento se puede administrar a un sujeto por cualquier técnica de suministro adecuada conocida por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, entre otras técnicas, la mezcla de péptidos, péptido o composicion farmacéutica se puede
administrar a un sujeto mediante inyeccion, en forma de solucion, en forma de liposomas o en forma seca (por
ejemplo, en forma de particulas revestidas, etc.). En algunos casos, la mezcla de péptidos, péptido o composicion
farmacéutica se puede administrar en una cantidad, por ejemplo, de entre 1 ug y 1 g de cada péptido una vez cada
tres dias, una vez a la semana, una vez al mes, una vez cada tres meses, una vez cada cuatro meses o una vez
cada seis meses.

Las mezclas de linfocitos T de la presente invencion y las preparaciones de linfocitos T desveladas en el presente
documento se pueden administrar por inyeccion intravenosa y/o infusion, y se pueden administrar en una cantidad,
por ejemplo, de entre 108 y 10'? de cada linfocito T especifico para un péptido o la mezcla de péptidos o péptido una
vez cada mes, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses, una vez cada seis meses o una vez al ano.
Preferentemente, la dosificacion se administra una vez al mes durante entre 2 y 5 meses y posteriormente se
administra menos frecuentemente.

Como se ha mencionado anteriormente, el hallazgo de que diferentes tipos de cancer se asocian con diferentes
mutaciones de la proteina RAS significa que las vacunas y tratamientos se pueden dirigir a canceres especificos.
Por lo tanto, una mezcla de péptidos, péptidos, una mezcla de linfocitos T y una preparacion de linfocitos T se puede
utilizar en un procedimiento que comprende el diagnéstico del cancer y la seleccion de un tratamiento apropiado. El
procedimiento comprende las etapas de a) identificar las mutaciones puntuales de la proteina RAS presentes en una
muestra tomada de un paciente, y b) seleccionar una mezcla de péptidos como se ha descrito anteriormente que
comprende un péptido, seleccionar un péptido como se ha descrito anteriormente, seleccionar una mezcla de
linfocitos T como se ha descrito anteriormente que comprende un linfocito T especifico para un péptido y/o
seleccionar una preparacion linfocitos T como se ha descrito anteriormente que comprende un linfocito T especifico
para un péptido, que comprende una mutaciéon puntual correspondiente con al menos una de las mutaciones
puntuales de la proteina RAS identificada en la muestra. Por ejemplo, si se descubriera que la muestra que se toma
del sujeto contiene proteinas RAS que tienen una mutacién G13C, se seleccionaria una mezcla de péptidos que
contenga un péptido, un péptido, una mezcla y/o una preparacion de linfocitos T que comprendan un linfocito T
especifico para un péptido, que comprenda una mutacién G13C. En situaciones en las que la muestra contenga, por
ejemplo, proteinas RAS que comprendan una mutacion G13C y una mutacion G12R, se selecciona una mezcla de
péptidos que comprenda un péptido que comprenda una mutacion G13C y un péptido que comprenda una mutacion
G12R y/o una mezcla de linfocitos T que comprenda un linfocito T especifico para un péptido que comprenda la
mutacion G13C y un linfocito T especifico para un péptido que comprenda una mutacion G12R. El procedimiento
también comprende la etapa de administrar una composicién farmacéutica que comprenda la mezcla de péptidos,
péptido y/o mezcla y/o preparacion de linfocitos T seleccionadas al paciente.
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También se desvela en el presente documento un kit que incluye una mezcla de péptidos, un péptido, una mezcla de
linfocitos T y/o una preparacion de linfocitos T como se ha descrito en el presente documento. La mezcla de
péptidos, péptido, mezcla de linfocitos T y/o preparacion de linfocitos T puede estar presente en el kit como tal, o la
mezcla de péptidos, péptido, mezcla de linfocitos T y/o preparacion de linfocitos T puede estar presente en el kit
como una formulacion farmacéutica. La mezcla de péptidos, péptido, mezcla de linfocitos T y/o preparacion de
linfocitos T puede envasarse, por ejemplo, en un vial, botella, frasco, que puede envasarse adicionalmente , por
ejemplo, en una caja, sobre o bolsa. El kit puede comprender una mezcla de péptidos y/o una mezcla de linfocitos T
en las que los péptidos y/o los linfocitos T se proporcionan en recipientes distintos, de manera que los péptidos y/o
linfocitos T se mezclan por el usuario.

Tablas
Tabla 1. Péptidos de RAS mutados en la posicion 13 de las SEQ ID NO: 1-6
1 13 30
MTEYKLVVVGAGCVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 1)
MTEYKLVVVGAGRVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 2)
MTEYKLVVVGAGDVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 3)
MTEYKLVVVGAGVVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 4)
MTEYKLVVVGAGAVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 5)
MTEYKLVVVGAGSVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 6)
Tabla 2. Péptidos de RAS mutados en la posicion 12 de las SEQ ID NO: 7-12
1 12 30
MTEYKLVVVGAAGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 7)
MTEYKLVVVGACGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 8)
MTEYKLVVVGADGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 9)
MTEYKLVVVGARGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 10)
MTEYKLVVVGASGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 11)
MTEYKLVVVGAVGVGKSALTIQLIQNHFVD (SEQ ID NO: 12)
Tabla 3. Péptidos de Ras mutados en la posiciéon 61 de las SEQ ID NO: 13-18
47 61 76
DGETCLLDILDTAGREEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 13)
DGETCLLDILDTAGKEEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 14)
DGETCLLDILDTAGHEEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 15)
DGETCLLDILDTAGLEEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 16)
DGETCLLDILDTAGEEEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 17)
DGETCLLDILDTAGPEEYSAMRDQYMRTGE (SEQ ID NO: 18)
Tabla 4. Péptidos contenidos en TG02
5 21
KLVVVGAGCVGKSALTI (SEQ ID NO: 19)
KLVVVGAGDVGKSALTI (SEQ ID NO: 20)
KLVVVGAAGVGKSALTI (SEQ ID NO: 21)
KLVVVGACGVGKSALTI (SEQ ID NO: 22)
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KLVVVGADGVGKSALTI (SEQ ID NO: 23)
KLVVVGARGVGKSALTI SEQ ID NO: 24)
KLVVVGASGVGKSALTI (SEQ ID NO: 25)
KLVVVGAVGVGKSALTI (SEQ ID NO: 26)
Tabla 5. Péptidos contenidos en TG03
5 21
KLVVVGAGRVGKSALTI (SEQ ID NO: 27)
KLVVVGAGVVGKSALTI (SEQ ID NO: 28)
53 69
LDILDTAGREEYSAMRD (SEQ ID NO: 29)
LDILDTAGKEEYSAMRD (SEQ ID NO: 30)
LDILDTAGHEEYSAMRD (SEQ ID NO: 31)
LDILDTAGLEEYSAMRD (SEQ ID NO: 32)

Ejemplos

Ejemplo 1

En este ejemplo, se recolectaron las capas leucocitarias de 4 donantes humanos normales (leucocitos 1, leucocitos
2, leucocitos 3, y leucocitos 4) y se cultivaron in vitro. Las PBMC se estimularon in vitro con un tnico péptido de RAS
o una mezcla de péptidos de RAS, y se llevaron a cabo los ensayos de proliferacion de linfocitos T. Los resultados
se muestran en las Figuras 6-8.

Procedimiento

Equipamiento/reactivos

- Hettich Rotina 420 (radio 210) o equivalente

- Campana de flujo laminar KOJAIR Silverline Blue Series o equivalente

- Incubadora con CO,, Forma Scientific Model 3111 o equivalente

- Bario de agua a 37 °C

- Portaobjetos KOVA Glasstic (N.° de Cat. 87144E, Hycor Biomedical Inc, Garden Grove, EE. UU.)

- Contador de centelleo de microplacas TopCount (Packard Instrument Company, Meriden, EE. UU.)

- Malla filtrante de recoleccion celular 196 Harvester, (Packard Instrument Company, Meriden, EE. UU.)

- Unifilter GF/C (N.° de Cat. 6-005174, Nerliens Meszansky, Oslo, Noruega) o equivalente

- Liquido de centelleo Microscint-0 (N.° de Cat. 6013611, Nerliens Meszansky, Oslo, Noruega) o equivalente

- Topseal-A (N.° de Cat. 6005185, Nerliens Meszansky, Oslo, Noruega) o equivalente

- 3H-Timidina (N.° de Cat. ART178-D, Nerliens Meszansky, Oslo, Noruega) o equivalente

- Medio CellGro DC (N.° de Cat. 0020801-0500, CellGenix GmbH, Freiburg, Alemania) o equivalente

- RPMI-1640 (N.° de Cat. E15-840) PAA Labs, Linz, Austria) o equivalente

- Dimetilsulféxido (DMSO) (N.° de Cat. D5879-500ML, Sigma-Aldrich Noruega AS, Oslo, Noruega) o
equivalente

- Mucomyst (N.° de Cat. 019249, Meda AS, Asker, Noruega) o equivalente

- Interleucina-2 recombinante humana (IL-2, Proleukin®), (Chiron Therapeutics, Emeryville, EE. UU.) o
equivalente

- Tampodn de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (HEPES) 1M (N.° de Cat. S11-001, Fisher
Scientific AS, Oslo, Noruega) o equivalente

- IL-7 (N.° de Cat. 207-IL-025, R & D Systems Europe Ltd, Abingdon, UK) o equivalente

- Gentamicina 40 mg/ml (N.° de Cat. Sanofi Aventis Norge AS, Lysaker, Noruega) o equivalente

- Albumina sérica humana al 20 %, (N.° de Cat. SW2G0013, Baxter AS, Oslo, Noruega) o equivalente

- Placas de cultivo tisular de 24 pocillos (N.° de Cat. 734-1605, VWR International AS, Oslo, Noruega) o
equivalente

- Microplaca de 96 pocillos, de fondo redondo (N.° de Cat. 734-1797, VWR International AS, Oslo, Noruega)
0 equivalente

- Enterotoxina estafilocécica tipo C (SEC-3) (N.° de Cat. CT333, Toxin Technology Inc, Sarasota, EE. UU.).
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Medio CellGro DC completo utilizado para los cultivos

Se afiadio lo siguiente a 500 ml de medio CellGro DC para las concentraciones finales:

Gentamicina 50 pyg/ml (afadir 630 pl de materia prima a 40 mg/ml a 500 ml de medio)
Mucomyst 1,6 mg/ml (afiadir 4 ml de materia prima a 200 mg/ml a 500 ml de medio)
Tampon HEPES buffer 0,01 M (afiadir 5 ml de materia prima 1 M a 500 ml de medio)

Procedimiento
a. Descongelacion de las PBMC congeladas

El procedimiento se lleva a cabo a temperatura ambiente hasta el punto 5. Todo manejo de células al exterior se
hace en una campana de flujo laminar vertical.

1. Se transfieren rapidamente los viales, cada vial con PBMC congeladas de una capa leucocitaria (leucocitos 1,
leucocitos 2, leucocitos 3, y leucocitos 4), a un bafio de agua a 37 °C.

2. Se agitan los viales manualmente a intervalos regulares (aproximadamente 2-3 min) y se retiran del bafio de
agua mientras esté todavia presente algo de hielo.

3. Cuando se ha fundido todo el hielo, se transfiere 1 ml de medio CellGro DC gota a gota a la suspension
celular.

4. Se transfiere la suspension celular a un tubo de 50 ml que contiene 20 ml de medio CellGro DC.

5. Se centrifugan las células a 500 G durante 5 min a temperatura ambiente.

6. Se resuspenden las células en 5 ml de medio CellGro DC.

7. Se cuenta el nimero de células viables utilizando una camara de Birker o portaobjetos Galsstic KOVA y se
ajusta la concentracion celular a 2 x 10® células/ml en medio CellGro DC completo (véase la receta). Nimero
total de células: leucocitos 1 — 45 x 108, leucocitos 2 — 27,5 x 108, leucocitos 3 — 40,5 x 108, y leucocitos 4 — 40,5
x 108 células.

b. Cultivos en masa para aumentar el nimero de linfocitos T reactivas al péptido de RAS

1. Se transfiere 1 ml de PBMC descongeladas (2 x 10° células/ml en medio DC) a cada pocillo en una placa de
24 pocillos.

Tabla 6. Re-estimulacién: Numero de pocillos estimulados con las mezclas de péptidos

Numero total de células Mezcla de péptidos: Mezcla de péptidos:
(mill) 13C+13R 13R+mezclaTG02
Leucocitos 1 |45 11 11
Leucocitos 2 (27.5 6 6
Leucocitos 3 |40.5 10 10
Leucocitos 4 |40.5 10 10

2. Se afiaden 20 yl de cada uno de los péptidos 13C y 13R, o 20 pl de 13R y 60 pl de la mezcla TG02 a los
pocillos a una concentracion final de 10 uM de cada péptido.

3. Se cultivan las células en una incubadora humidificada a 37 °C/un 5 % de CO- durante 3 dias.

4. El dia 3: Se afiade una concentracion final de 20 Ul/ml de interleucina-2 recombinante humana (rlL-2) (es
decir, 50 yl de la solucién de materia prima de 100 Ul/ml) y una concentracion final de 5 ng/ml de IL-7
recombinante humana (es decir, 10 ul de la solucién de materia prima de 500 ug/ml) a los cultivos celulares y se
continda con la incubacion a 37 °C/un 5 % de CO.. Esta etapa es opcional si las células crecen bien.

5. Dias 4-6: Las células se comprueban regularmente en el microscopio y se dividian cuando era necesario (se
retiraban 500 pl de cada pocillo y se remplazaba con 500 pl de medio CellGro reciente, suplementado con 40
Ul/ml de IL-2 e IL-7).

6. Dias 7-14: Las células se comprobaban cada dia y los pocillos con células de crecimiento lento se mezclaban
juntas.

c. i) Ensayo de proliferacion de linfocitos T de 3 dias

1. Se recolectan, lavan y cuentan los linfocitos T en los cultivos en masa de la etapa b.;
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Tabla 7: Numero total de linfocitos T

Mezcla de péptidos: Mezcla de péptidos:
13C+13R 13R+mezclaTG02
Leucocitos 1 |0,9 x 108 0,72 x 108
Leucocitos 2 |5,0 x 108 4,05 x 10°
Leucocitos 3 |7,65 x 108 7,2 x 108
Leucocitos 4 |6,3 x 108 2,7 x 108

2. Se transfieren 5 x 10* linfocitos T de los cultivos en masa por pocillo en las palcas de 96 pocillos de fondo
redondo.

3. Se descongela 1 vial de muestra de PBMC autélogas en medio CellGro DC. Se irradian las PBMC (30 Gy), se
cuentan y se afiaden 5 x 10* células a cada pocillo y se ajusta a un volumen total de 200 pl/pocillo con medio DC.
4. Se preparan las siguientes muestras por triplicado, de acuerdo con la distribucion en las placas:

Controles negativos:

Solo linfocitos T
Linfocitos T de cada momento + PBMC irradiadas

- Control positivo:
Linfocitos T de cada momento + PBMC irradiadas + 1 ug/ml de SEC-3
- Muestra de ensayo
Linfocitos de cada momento + PBMC irradiadas (10 uM de cada péptido):

I) Para los cultivos en masa estimulados con 13C+13R: mezcla de 13C+13R o unicamente péptidos G13C
II) Para los cultivos en masa estimulados con TG02+13R: TG02+13R, mezcla 13C+13R, o solo péptidos
G13C. Se incuban las células durante 48 horas a 37 °C/un 5 % de CO..

5. Se afiaden 20 pl de 3H-Timidina (3,7 x 10* Bq).

6. Se incuba a 37 °C/un 5 % de CO; durante 17 horas.

7. Se recolectan las células en Unifilters utilizando el Recolector de malla filtrante 195 y se secan los filtros a 45
°C hasta el secado completo (normalmente esto se consigue después de 1,5 pero el niumero de horas que se
deja a 45 °C después no es critico, por tanto, se puede hacer el recuento en las placas 60 horas después).

8. Se cubre el fondo de los Unifilters con cubiertas adhesivas (suministradas con los Unifilters)y se afiaden 25 pl
de liquido de micro centelleo en cada pocillo. Se cubre la placa con un TopSeal y se colocan los filiros en un
contador beta de centelleo de microplacas TopCount Packard. Se mete el ensayo en el programa wizard. Se
selecciona el protocolo/programa de 3H-timidina por triplicado. Se mete la definicion del informa y el resultado en
archivo ASCII. Debajo del directorio, se selecciona la carpeta de datos (cada usuario deberia tener una carpeta
distinta). Se elige el nombre del archivo de experimento para guardarlo. La apiladora se enciende o apaga (se
usa la apiladora si hay mas de una placa). Se comienza con el programa de ensayo.

ii) Segunda estimulacion de los cultivos en masa

Las células restantes (1-2 x 10° linfocitos T/pocillo) se re-estimularon una vez mas con PBMC autologas (1

mill/pocillo) y mezclas de péptidos (como se ha descrito en la etapa b.).

Tabla 8: Estimulacion — Numero de pocillos estimulados con las mezclas de péptidos

Mezcla de péptidos:
13C+13R

Mezcla de péptidos:
13R+mezclaTG02

Leucocitos 1 1 1

Leucocitos 2

w | N

Leucocitos 3

WlWIN

Leucocitos 4

1. Se cultivan las células en una incubadora humidificada a 37 °C/un 5 % de CO durante 3 dias (como se
describe en la etapa b).

2. Dia 17: Se afiade una concentracion final de 40 Ul/ml de interleucina-2 recombinante humana y una
concentracion final de 5 ng/ml de IL-7 recombinante humana a los cultivos celulares y se continta con la
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incubacién a 37 °C/un 5 % de CO.. Las células se comprueban regularmente bajo el microscopio y se dividen si
€es necesario.

3. Dias 19-21: Se retiran 500 pl de cada pocillo y se remplazan con 500 uyl de medio CellGro DC reciente
suplementado con 40 Ul/ml de IL-2 e IL-7.

4. Dias 22-27: Las células se comprueban regularmente cada dia, y los pocillos con crecimiento lento se mezclan
juntos (como en la etapa b.).

d. i) Ensayo de proliferacion de linfocitos T
1. Se recolectan, lavan y cuentan los linfocitos T en los cultivos en masa

Tabla 9: Numero de células total

Mezcla de péptidos: Mezcla de péptidos:
13C+13R 13R+mezclaTG02
Leucocitos 1 |0,09 x 108 0,18 x 108
Leucocitos 2 |4,5x 108 5,4 x 108
Leucocitos 3 |2,7 x 108 3,15 x 108
Leucocitos 4 1,35 x 108 1,76 x 10°

2. Se transfieren 5 x 10* linfocitos T desde los cultivos en masa a cada pocillo en placas de 96 pocillos de fondo
redondo.

3. Se descongela 1 vial de muestra de PBMC en medio CellGro DC. Se irradian las PBMC (30 Gy), se cuentan y
se afiaden 5 x 10* células a cada pocillo y se ajusta hasta un volumen total de 200 pl/pocillo con medio DC
(como se describe en la etapa c. i)).

ii) Dias 27-42: Tercera estimulacion de los cultivos en masa

Las células restantes (1-2 mil de linfocitos T/pocillo) se re-estimularon una vez mas con PBMC autélogas (1
mill/pocillo) y la mezcla de péptidos (como se describe en la etapa b.).

Tabla 10: Estimulacion — Nimero de células estimuladas

Mezcla de péptidos:
13C+13R

Mezcla de péptidos:
13R+mezclaTG02

Leucocitos 1

Leucocitos 2

Leucocitos 3

—_

Leucocitos 4

—_

e) Ensayo de proliferacion de linfocitos T de 3 dias

1. Recoleccion, lavado y recuento de linfocitos T en los cultivos en masa.

Tabla 11: Numero total de células

Mezcla de péptidos:

Mezcla de péptidos:

13C+13R 13R+mezclaTG02
Leucocitos 1 |0 0
Leucocitos 2 0,9 x 108 0,63 x 108
Leucocitos 3 |0,27 x 10° 0,675 x 108
Leucocitos 4 |0,315 x 108 0,18 x 108

2. Se transfieren 5 x 10* linfocitos T desde los cultivos en masa a cada pocillo de las placas de 96 pocillos de fondo
redondo.
3. Se descongela 1 vial de a muestra de PBMC autélogas en medio CellGro DC. Se irradian la PBMC (30 Gy), se
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cuentan y se afiaden 5 x 10* células a cada pocillo y se ajustd a un volumen total de 200 pl/pocillo con medio DC
(como se describe en la etapa c.i)).

Resultados

Los resultados de los ensayos de proliferacion de linfocitos T con las mezclas de péptidos, después de tres rondas
de estimulacion de los cultivos en masa, se muestran en las Tablas 12-14, y las Figuras 6-8, respectivamente. Las
Tablas 12-14 muestran los recuentos por minuto (CPM) de cada repeticion, y la media de CPM de cada donante.

Tabla 12: Recuentos por minuto (CPM) después de la estimulacion con una mezcla de péptidos que consiste en los
péptidos 13C y 13R. Durante las tres rondas de estimulacion in vitro de los cultivos en masa, el Donante n° 3 se
estimuld con la mezcla de péptidos TG02+13R, mientras que el donante n° 4 se estimulé con la mezcla de péptidos

13C + 13R.
APC APC + linfocitos T APC % infocltos T
337 8337 28.422
Donante n° 3 235 12.061 28.264
375 n/a n/a
Media del Donante n° 3 316 10.199 28.343
Donante n° 4 137 9696 32.476
421 8412 23.499
249 n/a n/a
Media del Donante n° 4 269 9054 27.987

Tabla 13: Recuentos por minuto (CPM) después de la estimulacion con una mezcla de péptidos que consiste en los
péptidos 13C, 13D, 12A, 12C, 12D, 12R, 12S, 12V y 13R (es decir, TG02+13R). Durante las tres rondas de
estimulacion in vitro de los cultivos en masa, el Donante n° 3 se estimuld con la mezcla de péptidos TG02+13R

APC APC + linfocitos T APC+linfocitos T+13R+TG02
337 4954 28.796

Donante n° 3 235 6073 21.201
375 5513 n/a

Media del Donante n°3 (316 5513 24.998

Tabla 14: Recuentos por minuto (CPM) después de la estimulacion con un péptido 13C. Durante las tres rondas de
estimulacion in vitro de los cultivos en masa, el Donante n° 3 se estimuld con la mezcla de péptidos TG02+13R

APC APC+linfocitos T APC+linfocitos T+13 C
337 4954 27813

Donante n° 3 235 6073 32522
375 5513 28869

Media del Donante n° 3 316 5513 29735

Los resultados del control positivo se confirmaron, pero no se incluyen en las Figuras 6-8 por razones de escalado.
Como se puede ver, ambas mezclas de péptidos y solo el péptido inducian la proliferacion de linfocitos T, indicando
que el péptido y las mezclas de péptidos eran capaces de inducir una respuesta inmunitaria en seres humanos.

Ejemplo 2

En este Ejemplo, se vacunaron repetidamente ratones por via subcutanea con TG02, con el fin de analizar la
respuesta inmunitaria. A continuacién de la vacunacion, se recolectaron los esplenocitos, y se midi6 la respuesta
proliferativa de los esplenocitos Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Procedimiento

Caracterizacion del articulo de ensayo

Nombre: TG02

Producto: TG02 consiste en cantidades iguales (por peso) de 8 péptidos diferentes (12A, 12C, 12D, 12R, 12S,
12V, 13C, 13D)

Lote N.° 12A: lote n°® 1034804; 12C: lote n°® 1034803;

12D: lote n°® 1034801; 12R: lote n® 1034802;

12S: lote n° 1034805; 12V: lote n® 1034800;

13C: lote n°® 1050468; 13D: lote n°® 1034806

Indicacion terapéutica: Cancer

Estado fisico: polvos

Color: Blanco

Pureza: 80 mg netos de péptido por vial (10 mg netos de cada péptido)

Condiciones de almacenamiento: -15 °C - -20 °C y protegido de la luz

Fecha de caducidad: 31.12.2014

Precauciones de seguridad: Procedimientos higiénicos de rutina fueron suficientes para asegurar la salud y
seguridad del personal.

Caracterizacion del Vehiculo 1

Nombre: ViscoGel

Lote N.°: VG14056

Indicacion terapéutica: cancer

Estado fisico: particulas de gel

Color: sin color

Contenido en agua: 99 %

Condiciones de almacenamiento: 2-8 °C

Fecha de caducidad: 01.06.2015

Precauciones de seguridad: Procedimientos higiénicos de rutina fueron suficientes para asegurar la salud y
seguridad del personal.

Caracterizacion del Vehiculo 2

El vehiculo 2 que se va a utilizar en este estudio sera aqua ad injectionem. Las especificaciones proporcionadas por
el proveedor se enumeran de la siguiente manera:

Nombre: aqua ad injectionem

Estado fisico: liquido

Condiciones de almacenamiento: temperatura ambiente

Precauciones de seguridad: Procedimientos higiénicos de rutina fueron suficientes para asegurar la salud y
seguridad del personal.

Preparacién del articulo de ensayo

Se afiadieron 5 ml de aqua ad injectionem a un vial de TG02 (80 mg) y se gira suavemente (evitando que se forma
espuma) para obtener una solucién de materia prima homogénea de 16 mg de TG02 por ml. Para los animales del
grupo 1 (véase la Tabla 12), se extrajo 1 ml de la solucién de materia prima de TG02 con una jeringa y se mezclé
con 1 ml de aqua ad injectionem para obtener una concentracion final de 8 mg/ml.

Para los animales de los grupos 2 y 3 (véase la Tabla 12), se extrajo 1 ml de solucién de materia prima de TG02 con
una jeringa y se mezclé con 1 ml de ViscoGel™ para obtener una concentracion final de 8 mg/ml.

Las formulaciones del articulo de ensayo se consideraron estable durante 6 h a 2-8 °C.
Sistema de ensayo

Especie/cepa: ratones BALB/c saludables (barrera completa) BALB/cCAnNNCrl

Fuente: Charles River, 97633 Sulzfeld, Alemania

Sexo: hembra

Edad al inicio del periodo de tratamiento: aproximadamente 6-8 semanas de edad

Numero de animales: 30 (10 animales por grupo)

Los animales se derivaban de un sistema de cria mantenido con una barrera completa controlada (SPF). De
acuerdo con el Art. 9.2, N.° 7 del Acta alemana de Bienestar Animal, los animales se criaron con fines
experimentales.
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Alojamiento y condiciones de alimentacién

- Barrera completa en una habitacién con aire acondicionado.

- Temperatura: 22 £ 3 °C

- Humedad relativa: 55 + 10 %

- Luz artificial, siendo la frecuencia de 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad.

- Intercambio de aire: 10x/hora.

- Acceso libre a la dieta de mantenimiento Altromin 1324 para ratas y ratones.

- Libre acceso a agua corriente, acidificada con azufre a un pH de aproximadamente 2,8 (agua potable,
control de residuos municipal, controles microbiolégicos a intervalos regulares).

- Los animales se mantuvieron en grupos de 5 animales por jaula en jaulas IVC, tipo Il L, jaulas de polisulfona
sobre lecho de fibra de serrin.

- Los certificados del alimento, agua y lecho se presentaron en el BSL BIOSERVICE

- Periodo de aclimatacién adecuado (al menos 5 dias) a las condiciones de laboratorio.

Alojamiento e identificacion de los animales

Los animales presentaban signos patologicos antes de la administracion se excluyeron del estudio. Se
proporcionaron animales suplementarios del mismo proveedor como intercambio. Cada animal se marcé con una
identificacion individual con una marca en la oreja.

Procedimiento experimental

El estudio se llevé a cabo con 3 grupos, cada uno comprendia 10 ratones hembras de BALB/c. El inicio del estudio
se llevo a cabo en dos dias separados en los que se trataban 5 de los animales por grupo. A continuacion, los
grupos se dividieron en parte | y parte Il. Los animales se trataron por via subcutanea en diferentes momentos
(Tabla 12).

Durante el periodo de administracion, se observaron con precision los animales cada dia en cuanto a signos de
toxicidad. Se practico la eutanasia de los animales 48 horas después de la Ultima administracién, se examinaron
macroscopicamente y se preparé el bazo para analisis posteriores.

Dosificacion

En todos los grupos el articulo de ensayo se administr6 en momentos repetidos (Tabla 15) mediante inyeccion
subcutanea entre la nuca y los hombros. El volumen de aplicaciéon para todos los grupos era de 0,1 ml (0,80 mg
TG02).

Tabla 15: Tratamiento e identificacion animal

N.° de o . C Sometidos a necropsia (horas
. . N.° de Animal [Momentos de la aplicacion R o
Grupo |Tratamiento [Animal . . después de la ultima
Parte Il subcutanea (Dia) . i
Parte | administracion)
1 TG02 1-5 6-10 1, 8,15,22 48
TGO02 +
2 ViscoGel™ 11-15 16-20 1,8, 15,22 48
TGO02 +
3 ViscoGel™ 21-25 26-30 1,22 48

Observaciones clinicas

Se observaron todos los animales en cuanto a los signos clinicos durante el periodo de tratamiento completo de 24
dias.

Las observaciones clinicas generales se hicieron al menos una vez al dia, preferentemente a la misma hora cada
dia y cuando se consideraba el periodo de pico de los efectos previstos después de la dosificacion. Se registrd el
estado de salud de los animales.

En cada uno de los animales, las observaciones clinicas generales incluian cambios en la piel y el pelaje, los ojos, y
las membranas mucosas se llevaron a cabo preferentemente a la misma hora cada dia y cuando se consideraba el
periodo de pico de los efectos previstos después de la dosificacion. También se examinaban los sistemas
respiratorio, circulatorio, sistema nerviosos central y auténomos y actividad somatomotora y patrén de
comportamiento. Se prestaba una atencion particular a la observacion de signos de reacciones anafilactoides,
paralisis, temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargia, somnolencia y coma. Ademas, se presté atencion al
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sitio de la inyeccion.
Patologia — Necropsia macroscopica

48 horas después de la uUltima administracion (dia 24 de estudio) se sacrificaron los animales por dislocacion cervical
y se sometieron a necropsia macroscopica detallada que incluye el examen cuidadoso de la superficie externa del
cuerpo, todos los orificios y las cavidades craneal, toracica y abdominal y sus contenidos.

Cultivo celular y estimulacion de células esplénicas

Se retird el bazo de todos los animales, se transfirid a un medio de cultivo celular (medio RPMI 1640 suplementado
con un 10 % de FCS, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, y 50 uM de beta-
mercaptoetanol) y se almacend en hielo. Todas las etapas se llevaron a cabo en esterilidad y se mantuvieron las
células en hielo.

Se generd una Unica suspension celular de células esplénicas utilizando un filiro celular. Después de la
centrifugacion (350 g, 5 min, 5 + 3 °C), se retiré el sobrenadante y el aglomerado celular se resuspendié en tampoén
ACK y se incub6 durante 5 min a TA. Se afiadieron 10 ml de medio de cultivo celular. Las muestras se dejaron 5
minutos en la gradilla para permitir que se sedimentaran los desechos celulares. La suspension por encima de los
desechos celulares se transfirié a otro tubo y se centrifugd (350 g, 5 min, 5 + 3 °C). Se retir6 el sobrenadante y el
aglomerado celular se resuspendié en 10 ml de medio de cultivo celular. Después de contar las células, se
sembraron 0,2 mill células en una placa de 96 pocillos (180 ul por pocillo; 1,1*108 células/ml). Se colocaron 9
réplicas en placas en cada placa para cada bazo.

(1) 1 placa para la recoleccion de sobrenadante para la medicidon de citocinas después de 24 h (resultados no
mostrados)

(2) 1 placa para la recoleccion del sobrenadante para la medicidon de citocinas después de 48 h (resultados no
mostrados)

(3) 1 placa para el ensayo de proliferacion

Se llevaron a cabo las siguientes estimulaciones:

- 3 réplicas: sin estimular (adicion de 20 yl de medio de cultivo)

- 3 réplicas: estimulacion con 10 uM de TGO02 (8 péptidos, 10 uM de concentracion final por péptido, adicion
en 20 yl de medio de cultivo celular)

- 3 réplicas: estimulacion con 1 ug/200 pl de ConA (Concanavalina A) (adicion de 1 ug de ConA en 20 ul de
medio de cultivo celular)

Incubacion a 37 °C y un 5 % de CO; durante 24 h (1), 48 h (2) o 5 dias (3).

El resto de las células se centrifugd (350 g, 5 min, 5 + 3 °C), se transfirieron a un tubo de 1,5 ml, se centrifugé de
nuevo (350 g, 5 min, 5 + 3 °C), se retiraron completamente los sobrenadantes y los aglomerados celulares se
congelaron a <-70 °C.

(1) Después de 24 h, las placas correspondientes se centrifugaron (350 g, TA) y se recolectaron 150 pl del
sobrenadante y se congelaron a <-70 °C.
(2) Después de 48 h, las placas correspondientes se centrifugaron (350 g, TA) y se recolectaron 150 pl del
sobrenadante y se congelaron a <-70 °C.

Ensayo de proliferacion

(3) Después de 5 dias, se afiadio 1 mCi/pocillo de 3H-timidina a las muestras, que se incubaron entonces durante
18 horas a 37 °C y un 5 % de CO.. Las placas se congelaron entonces a < -20 °C.

Las placas se descongelaron a TA. Después del lavado del recolector, las muestras se transfirieron a una placa de
filtro utilizando el recolector seguido por 5 etapas de lavado utilizando agua. Las placas de filtro se secaron a TA
durante una noche. Se metiéd una lamina en el fondo de las placas de filtro y se afadieron 20 pl de liquido de
centelleo a los pocillos. Después de la incubacion de 1 h a TA, las muestras se midieron utilizando un TopCount
NXT y se calculo el indice de estimulacion (Sl). S| = CPM de muestras estimuladas/CPM de muestras de control.

Resultados

La Tabla 16 y la Figura 9 muestra los resultados del ensayo de proliferacion de esplenocitos. La Tabla 16 muestra el
CPM de cada réplica, y el CPM medio de cada raton. Como se puede ver, los esplenocitos estimulados con TG02
presentaban un aumento del CPM en comparacion con los esplenocitos no estimulados, indicando que TG02
inducia una respuesta inmunitaria.
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Tabla 16: Recuentos por minuto (CPM) después de la estimulacion con TG02

Esplenocitos Esplenocitos+ TG02 Esplenocitos+ConA
Ratén n° 4 12825 7772 15.113
2540 10.038 12.612
2729 5313 17.906
Media del Ratén n° 4 |2635 7708 15.210
Ratén n° 7 1541 3999 5305
2116 1734 6252
378 2721 6916
Media del Raton n°7 (1345 2818 6158
Ratoén n° 24 3061 11.673 7834
2805 9547 8578
2580 11.338 10.057
Media del Ratén n° 2412815 10.853 8823
Ratoén n° 29 1183 4616 9480
8133 4840 13.292
1573 1990 10.033
Media del Ratén n° 29 |[1728 4728 10.935
Ratoén n° 30 12.136 9787 32.205
3204 26.083 35.668
4189 18.800 42.149
Raton n° 30 6510 18.223 36.687
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Ile
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Arg
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Ile
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Lys

Lys
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Cys
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Cys
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Thr
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Gly
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Val
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Asp
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Val
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Val

Val
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Pro

Ser
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Pro

110
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Thr
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Leu

Gln
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Glu

Leu

Asgp
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Tyr

Gly

Tyr

Cys

80

Tyr

Val

Arg

Thr

Val

160

Glu
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ES 2 682 038 T3

REIVINDICACIONES

1. Una mezcla de péptidos adecuada para desencadenar una respuesta inmunitaria que comprende un primer,
segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto, séptimo y octavo péptido, cada uno correspondiente a un fragmento de la
proteina RAS, en la que:

el primer, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto, séptimo y octavo péptidos son:

un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26,

y en el que cada uno de los péptidos comprende no mas de 30 aminoacidos.

2. Una mezcla de péptidos de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que cada uno del primer, segundo, tercero,
cuarto, quinto, sexto, séptimo y octavo péptidos comprende no mas de 28, 26, 24, 22, 20 o 18 aminoacidos.

3. Una mezcla de péptidos de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que el primer, segundo, tercero, cuarto,
quinto, sexto, séptimo y octavo péptidos son:

un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

4. Una mezcla de linfocitos T que comprende linfocitos T especificos de cada uno de los péptidos de la mezcla de
péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, cuando se presentan sobre una molécula del
MHC.

5. Una composicion farmacéutica que comprende la mezcla de péptidos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
3, o la mezcla de linfocitos T de la reivindicacién 4 y un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

6. Una mezcla de péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, una mezcla de linfocitos T de
acuerdo con la reivindicacion 4 o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 5 para su uso en la
profilaxis y/o tratamiento del cancer en un paciente.

7. Una mezcla de péptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, una mezcla de linfocitos T de
acuerdo con la reivindicacién 4 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, para su uso en
la profilaxis y/o tratamiento del cancer, en el que el cancer es un cancer colorrectal, de pulmén y/o pancreatico.

8. Una mezcla de péptidos, una mezcla de linfocitos T, o una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con
la reivindicacion 6, en el que dicha profilaxis y/o tratamiento comprende la identificacion de sustituciones de
aminoacidos de la proteina RAS presentes en una muestra tomada del paciente.
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