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DESCRIPCION
Productos génicos de expresion diferencial en tumores y su uso

[0001] Pese a los enfoques interdisciplinarios y al agotamiento de las modalidades de terapia clasicas, las
enfermedades de cancer siguen siendo una de las principales causas de muerte. Los conceptos terapéuticos mas
recientes tienen como objetivo incluir el sistema inmunitario propio del paciente en el concepto terapéutico general
utilizando vacunas tumorales recombinantes y otros procedimientos especificos, como la terapia con anticuerpos.
La condicidon para que una estrategia de este tipo sea satisfactoria es el reconocimiento de los antigenos
especificos de un tumor o asociados a un tumor, o epitopos, por el sistema inmunitario del paciente, cuyas
funciones efectoras se deben reforzar de forma intervencional. Las células tumorales presentan una diferencia
bioldgica esencial de sus células de origen no malignas. Estas diferencias estan causadas por las modificaciones
genéticas adquiridas durante el desarrollo del tumor y también dan lugar a, entre otros, la formacién de estructuras
moleculares modificadas cualitativa o cuantitativamente en las células cancerosas. Si las estructuras de este tipo
asociadas a un tumor son reconocidas por el sistema inmunitario especifico del huésped portador del tumor, se
habla de antigenos asociados a un tumor. En el reconocimiento especifico de los antigenos asociados a un tumor
participan mecanismos celulares y humorales que representan dos unidades conectadas funcionalmente entre si:
los linfocitos T CD4+ y CD8+ reconocen antigenos procesados que se presentan en las moléculas del MHC (Major
Histocompatibility complex = antigenos de histocompatibilidad) de las clases Il y |, respectivamente, mientras que
los linfocitos B producen moléculas de anticuerpos circulantes que se unen directamente a antigenos sin procesar.
La relevancia clinico-terapéutica potencial de los antigenos asociados a un tumor resulta del hecho de que el
reconocimiento de los antigenos en las células neoplasicas por parte del sistema inmunitario da lugar a la iniciacién
de mecanismos efectores citotoxicos y, en presencia de células T colaboradoras, puede provocar la eliminacién de
las células cancerosas (Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998). Por consiguiente, un objetivo principal de la
inmunologia tumoral es el de definir molecularmente estas estructuras. La naturaleza molecular de estos antigenos
fue un enigma durante mucho tiempo. Hasta que se desarrollaron las técnicas de clonacién correspondientes, no
se consiguio rastrear sistematicamente los bancos de expresion de ADNc en tumores en antigenos asociados a un
tumor mediante el analisis de las estructuras diana de los linfocitos T citotoxicos (CTL) (van der Bruggen et al.,
Science 254:1643-7, 1991) o con autoanticuerpos circulantes (Sahin et al., Curr. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997)
como sondas. Para ello, se prepararon bancos de expresiéon de ADNc a partir de tejido tumoral fresco y se
expresaron como proteinas de forma recombinante en sistemas adecuados. Para clonar los respectivos antigenos,
se usaron efectores inmunitarios aislados de pacientes, en concreto, clones de CTL con un patrén de lisis
especifico del tumor o autoanticuerpos circulantes.

[0002] Mediante estos enfoques se ha definido una pluralidad de antigenos en distintas neoplasias en los ultimos
afos. En este aspecto, resulta de gran interés la clase de los antigenos testiculares de cancer (ATC). Los ATC y
los genes que los codifican (genes testiculares de cancer o GTC) se definen por su patron de expresion
caracteristico [Tureci et al, Mol Med Today. 3:342-9, 1997]. No se encuentran en los tejidos normales, a excepcion
de los testiculos o las células germinales, pero se expresan en una serie de tumores malignos humanos, y no
especificos de tumores, sino con distinta frecuencia en entidades tumorales de origen muy diverso (Chen & Old,
Cancer J. Sci. Am. 5:16-7, 1999). Tampoco se encuentran reactividades serosas contra ATC en controles sanos,
sino solo en pacientes con tumor. Particularmente debido a su distribucion tisular, esta clase de antigenos tiene un
valor especial para fines inmunoterapéuticos y se esta poniendo a prueba en estudios clinicos de pacientes que se
estan desarrollando en la actualidad (Marchand et al., Int. J. Cancer 80:219-30, 1999; Knuth et al., Cancer
Chemother. Pharmacol. 46: S46-51, 2000).

[0003] No obstante, los métodos clasicos para identificar antigenos mostrados mas arriba utilizan como sondas
efectores inmunitarios (autoanticuerpos circulantes o clones de CTL) de pacientes con un cancer por lo general ya
avanzado. De una serie de datos se deduce que los tumores pueden dar lugar a, p. €j., la induccion de tolerancia 'y
la anergizacion de las células T, y que, precisamente en el transcurso de la enfermedad, se pierden los aspectos
especificos del repertorio de efectores inmunitarios que podrian provocar un reconocimiento inmunolégico efectivo.
De los estudios actuales en pacientes no se ha encontrado ninguna prueba definitiva de un efecto real de los
antigenos asociados a un tumor descubiertos y usados hasta la fecha. Por consiguiente, no se puede descartar
que las proteinas evocadas por las respuestas inmunitarias espontaneas sean las estructuras diana equivocadas.

[0004] La tarea de la presente invencion era proporcionar estructuras diana para un diagndstico y una terapia de
las enfermedades de cancer.

[0005] Esta tarea se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones segun la invencion.
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[0006] Segun la invencion, se persiguid una estrategia para identificar y proporcionar antigenos expresados
asociados a tumores y los acidos nucleicos que los codifican. Esta estrategia se basa en el hecho de que, en
realidad, genes especificos de los testiculos y, con ello, de las células germinales, se reactivan en células
tumorales de forma ectdpica e indebida. En primer lugar, se elabora una lista lo mas completa posible de todos los
genes especificos de 6érganos conocidos mediante prospeccion de datos y, después, esta se evalla respecto a su
activacion aberrante en tumores mediante analisis de expresion a través de una RT-PCR especifica. La
prospeccion de datos es un método conocido para identificar genes asociados a un tumor. Sin embargo, en las
estrategias convencionales, los transcriptomas de bancos de tejidos normales se suelen restar electronicamente de
los bancos de tejidos tumorales suponiendo que los genes restantes son especificos de tumores (Schmitt et al.,
Nucleic Acids Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle et al.,
Cancer Res. 60:4037-43, 2000).

[0007] No obstante, el concepto segun la invencion, que ha mostrado ser mucho mas satisfactorio, se basa en
hacer uso de la prospeccion de datos para extraer electronicamente todos los genes especificos de testiculo v,
después, evaluarlos respecto a su expresion ectdpica en tumores.

[0008] Asi, en un aspecto se divulga una estrategia para identificar genes con expresion diferencial en tumores.
Esta estrategia combina la prospeccion de datos de bancos de secuencias publicos («in silico») con posteriores
analisis experimentales de evaluacion en laboratorio («wet benchy).

[0009] Una estrategia combinada que se basa en dos scripts bioinformaticos distintos permitié identificar nuevos
miembros de la clase de gen testicular de cancer (CT) segun la invencion. Hasta el momento, estos se habian
clasificado simplemente como especificos de testiculo, células germinales o esperma. La conclusion de que estos
genes se activan de forma aberrante en las células tumorales permite asignarles una calidad esencialmente nueva
con implicaciones funcionales. La identificacion y provision de estos genes asociados a un tumor y de los productos
génicos codificados por los mismos se efectuaron segun la invencion sin depender de un efecto inmundgeno.

[0010] Los antigenos asociados a un tumor identificados y divulgados en el presente caso presentan una secuencia
de aminoacidos que es codificada por un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por (a) un acido
nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO :
19-21, 54-57 y una parte o un derivado de los mismos, (b) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de
(a) en condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es redundante con respecto al acido nucleico de (a) o de
(b), y (d) un acido nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c). En una forma de realizacion
preferida, un antigeno asociado a un tumor identificado presenta una secuencia de aminoacidos que es codificada
por un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO: 19-21 y 54-57. En otra forma de
realizacion preferida, un antigeno asociado a un tumor identificado comprende una secuencia de aminoacidos que
se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO: 22-24, 58-61, 81, 82 y una parte o un derivado de los mismos.

[0011] La presente divulgacion se refiere en general al uso de los antigenos asociados a un tumor divulgados, o de
partes de los mismos, de acidos nucleicos que los codifiquen o de acidos nucleicos que estén dirigidos contra los
acidos nucleicos codificantes, o de anticuerpos que estén dirigidos contra los antigenos asociados a un tumor
identificados o partes de los mismos para la terapia y el diagndstico. Este uso puede referirse tanto a uno como a
combinaciones de varios de estos antigenos, fragmentos funcionales, acidos nucleicos, anticuerpos, etc., en una
forma de realizacion, también en combinacién con otros genes asociados a tumores para un diagndstico, una
terapia y un seguimiento.

[0012] Las enfermedades preferidas para una terapia y/o un diagndéstico son aquellas en las que se encuentra una
expresion selectiva o una expresion andémala de uno o varios de los antigenos asociados a tumores identificados
segun la invencion.

[0013] La divulgacion también se refiere a acidos nucleicos y productos génicos con expresion asociada a las
células tumorales y que se obtienen mediante el corte y empalme modificado (variantes de corte y empalme) de
genes conocidos o mediante la traduccion modificada utilizando marcos abiertos de lectura alternativos. Estos
acidos nucleicos comprenden las secuencias segun SEQ ID NO: 20, 21 y 54-57 de la lista de secuencias. Los
productos génicos comprenden ademas secuencias segun (SEQ ID NO: 23, 24 y 58-61) de la lista de secuencias.
Las variantes de corte y empalme divulgadas se pueden usar como objetivos para el diagndstico y el tratamiento
de las enfermedades tumorales.

[0014] Los mas diversos mecanismos pueden ser la causa de la aparicion de variantes de corte y empalme, por
ejemplo
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— el uso de puntos variables de iniciacion de la transcripcion,

— el uso de exones adicionales,

— la eliminacién completa o incompleta por corte y empalme de uno o varios exones,

— las secuencias reguladoras de corte y empalme modificadas por mutacion (delecion o generacion de
nuevas secuencias donadoras/aceptadoras),

— la eliminacién incompleta de secuencias de intrones.

[0015] El corte y empalme modificado de un gen da lugar a una secuencia de transcripcion modificada (variante de
corte y empalme). Si una variante de corte y empalme se traduce en la zona de su secuencia modificada, se
obtiene como resultado una proteina modificada que se puede diferenciar claramente de la originaria en su
estructura y funciéon. En el caso de las variantes de corte y empalme asociadas a tumores, pueden surgir
transcritos asociados a tumores y proteinas/antigenos asociados a tumores. Estos se pueden usar como
marcadores moleculares, tanto para detectar células tumorales como para el tratamiento dirigido de tumores. La
deteccion de las células tumorales, p. €j., en la sangre, el suero, la médula dsea, el esputo, el lavado bronquial, las
secreciones corporales y las biopsias de tejidos se puede efectuar, p. €j., mediante amplificacion por PCR con
oligonucledtidos especificos de variantes de corte y empalme después de la extraccion. Para la deteccion son
adecuados todos los sistemas de deteccion dependientes de secuencias. Ademas de la PCR, estos son, p. €j., los
sistemas de genochip/micromatriz, el método Northern blot, los ensayos de protecciéon de RNAsa (RDA) y otros.
Todos los sistemas de deteccién tienen en comun que la deteccién se basa en una hibridacién especifica con al
menos una secuencia de acido nucleico especifica de las variantes de corte y empalme. Sin embargo, la deteccion
de las células tumorales también se puede efectuar segun la invenciéon mediante anticuerpos que reconocen un
epitopo especifico codificado por la variante de corte y empalme. Para la preparacion de los anticuerpos se pueden
usar péptidos que sean muy especificos de esta variante de corte y empalme para la inmunizacién. Para la
inmunizaciéon son especialmente adecuados los aminoacidos que presentan claras diferencias de epitopos con la o
las variantes del producto génico que se forma o se forman preferiblemente en las células sanas. Asi, la deteccion
de las células tumorales con anticuerpos se puede efectuar en una muestra aislada del paciente o en forma de
adquisicion de imagenes con anticuerpos aplicados de forma intravenosa. Ademas de la utilidad diagnostica, las
variantes de corte y empalme que presentan epitopos nuevos o modificados representan objetivos atractivos para
la terapia inmunitaria. Los epitopos se pueden usar para la manipulacién dirigida de los anticuerpos monoclonales
o linfocitos T eficaces desde un punto de vista terapéutico. En este sentido, en la inmunoterapia pasiva se
transfieren de forma adoptiva anticuerpos o linfocitos T que reconocen epitopos especificos de variantes de corte y
empalme. La generacion de anticuerpos, como en otros antigenos, también se puede efectuar utilizando
tecnologias estandares (inmunizacion de animales, estrategias de enriquecimiento para el aislamiento de
anticuerpos recombinantes) utilizando polipéptidos que contengan estos epitopos. De forma alternativa, para la
inmunizacién se pueden usar acidos nucleicos que codifiquen oligo- o polipéptidos que contengan estos epitopos.
Se conocen y se han descrito ampliamente distintas técnicas (p. €j., Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al., 1997)
para la generacion in vitro o in vivo de linfocitos T especificos de epitopos, y se basan igualmente en el uso de
oligo- o polipéptidos que contienen los epitopos especificos de las variantes de corte y empalme o de acidos
nucleicos que los codifican. Los oligo- o polipéptidos que contienen estos epitopos especificos de las variantes de
corte y empalme o los acidos nucleicos que codifican estos polipéptidos también se pueden usar para su
aprovechamiento en la inmunoterapia activa (vacunacion, vacunoterapia) como sustancias eficaces desde un punto
de vista farmacéutico.

[0016] En un aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
agente que reconoce el antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion y, preferentemente, es
selectivo para las células que presentan una expresion o una expresion anémala de un antigeno asociado a un
tumor identificado segun la divulgacion. En determinadas formas de realizacion, el agente puede provocar la
inducciéon de la muerte celular, la reducciéon del crecimiento celular, el dafio de la membrana celular o la secrecién
de citocinas, y, preferentemente, presenta una actividad inhibidora del tumor. En una forma de realizacion, el
agente es un acido nucleico no codificante que hibrida de forma selectiva con el acido nucleico que codifica el
antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente es un anticuerpo que se une de forma selectiva
al antigeno asociado al tumor, particularmente, un anticuerpo activado por el complemento que se une de forma
selectiva al antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente comprende varios agentes que
reconocen respectivamente distintos antigenos asociados a un tumor de forma selectiva, de forma que, al menos
uno de los antigenos asociados a un tumor, es un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion.
El reconocimiento no tiene que ir directamente acompanado de una inhibicién de la actividad o de la expresion del
antigeno. En este aspecto de la ensefianza divulgada, el antigeno limitado de forma selectiva a los tumores sirve
preferentemente como marcacion para reunir mecanismos efectores en este lugar especifico. En una forma de
realizacion preferida, el agente es un linfocito T citotdxico que reconoce el antigeno en una molécula HLA vy lisa la
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célula marcada de esta forma. En otra forma de realizacién, el agente es un anticuerpo que se une de forma
selectiva al antigeno asociado al tumor y, con ello, reine mecanismos efectores naturales o artificiales en esta
célula.

[0017] En otra forma de realizacion, el agente es un linfocito T colaborador que potencia las funciones efectoras de
otras células que reconocen este antigeno de forma especifica.

[0018] En un aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a composicion farmacéutica que comprende un agente
que inhibe la expresion o la actividad de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion. En una
forma de realizacion preferida, el agente es un acido nucleico no codificante que hibrida de forma selectiva con el
acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente es un anticuerpo
que se une de forma selectiva al antigeno asociado al tumor. En otra forma de realizacion, el agente comprende
varios agentes que inhiben respectivamente la expresion o la actividad de distintos antigenos asociados a un tumor
de forma selectiva, de forma que, al menos uno de los antigenos asociados al tumor es un antigeno asociado a un
tumor identificado segun la divulgacion.

[0019] Por otra parte, la ensefianza divulgada se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente
que, en una administracion, aumenta de forma selectiva la cantidad de complejos entre una molécula HLA y un
epitopo de un péptido del antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencion. En una forma de
realizacion, el agente comprende uno o varios componentes que se seleccionan del grupo formado por (i) el
antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, (ii) un acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor
0 una parte del mismo, (iii) una célula huésped que expresa el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, y
(iv) complejos aislados entre epitopos de péptidos del antigeno asociado al tumor y una molécula MHC. En una
forma de realizacion, el agente comprende varios agentes que aumentan respectivamente la cantidad de complejos
entre las moléculas del MHC y los epitopos de los péptidos de distintos antigenos asociados a tumores de forma
selectiva, de manera que al menos uno de los antigenos asociados a un tumor es un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la invencion.

[0020] Por otra parte, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende uno o varios
componentes que se seleccionan del grupo formado por (i) un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
invencion o una parte del mismo, (ii) un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor identificado
segun la invencion o una parte del mismo, (iii) un anticuerpo que se une a un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la invencion o a una parte del mismo, (iv) un acido nucleico no codificante que hibrida de forma
especifica con un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencion y (v)
una célula huésped que expresa un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencidon o una parte del
mismo.

[0021] Un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencién o una parte
del mismo puede encontrarse en la composicion farmacéutica en un vector de expresion y estar enlazado
funcionalmente con un promotor.

[0022] Una célula huésped contenida en una composicion farmacéutica segun la invencion puede secretar el
antigeno asociado al tumor o la parte del mismo, expresarlo en la superficie o expresar adicionalmente una
molécula HLA que se una al antigeno asociado al tumor o a la parte del mismo. En una forma de realizacion, la
célula huésped expresa la molécula HLA de forma enddgena. En otra forma de realizacion, la célula huésped
expresa la molécula HLA y/o el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo de forma recombinante.
Preferentemente, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacién preferida, la célula huésped es
una célula que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un monocito o un macrofago.

[0023] Un anticuerpo contenido en una composicion farmacéutica segun la invencion puede ser un anticuerpo
monoclonal. En otras formas de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o humanizado, un fragmento
de un anticuerpo natural o un anticuerpo sintético, los cuales se pueden preparar mediante técnicas combinatorias.
El anticuerpo puede estar ligado a un agente Util desde un punto de vista terapéutico o diagndstico.

[0024] Un acido nucleico no codificante contenido en una composicion farmacéutica puede comprender una
secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 y 20-30 nucledtidos contiguos del acido nucleico que codifica
el antigeno asociado al tumor identificado segun la invencion.

[0025] En oftras formas de realizacién, un antigeno asociado a un tumor proporcionado, bien directamente, o bien
mediante la expresién de un acido nucleico por la composiciéon farmacéutica o una parte del mismo, se une a
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moléculas del MHC en la superficie de las células, de forma que la unién provoca preferentemente una reaccién
citolitica y/o induce una liberacion de citocina.

[0026] Una composicién farmacéutica puede comprender un vehiculo y/o un adyuvante farmacéuticamente
compatible. El adyuvante se puede seleccionar de entre saponina, GM-CSF, nucleétidos CpG, ARN, una citocina o
una quimiocina. Preferentemente, se emplea una composicion farmacéutica segun la invencion para el tratamiento
de una enfermedad que se distingue por la expresion selectiva o la expresion anémala de un antigeno asociado a
un tumor. En una forma de realizacion preferida, la enfermedad es el cancer.

[0027] Por ofra parte, la ensefianza divulgada se refiere a métodos para el tratamiento o el diagndstico de una
enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de uno o varios antigenos asociados a un
tumor. En una forma de realizacion, el tratamiento comprende la administracién de una composiciéon farmacéutica
segun la invencion.

[0028] En un aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para diagnosticar una enfermedad que se
distingue por la expresidon o la expresién andémala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
divulgacion. EI método comprende la deteccion de (i) un acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor
o una parte del mismo y/o (ii) la deteccidon del antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo, y/o (iii) la
deteccion de un anticuerpo contra el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo y/o (iv) la deteccion de
linfocitos T citotoxicos o colaboradores que son especificos del antigeno asociado al tumor o de una parte del
mismo en una muestra bioldgica aislada de un paciente. En determinadas realizaciones, la deteccion comprende (i)
el contacto de la muestra biolégica con un agente que se une de forma especifica al acido nucleico que codifica el
antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo, al antigeno asociado al tumor o a la parte del mismo, al
anticuerpo o a linfocitos T citotdxicos o colaboradores que son especificos del antigeno asociado al tumor o de las
partes del mismo, y (ii) la deteccion de la formacién de un complejo entre el medio y el acido nucleico o la parte del
mismo, el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo, el anticuerpo o los linfocitos T citotoxicos o
colaboradores. En una forma de realizacion, la enfermedad se distingue por la expresion o la expresion anémala de
varios antigenos distintos asociados a un tumor, y la deteccion comprende la deteccion de varios acidos nucleicos
que codifican los varios antigenos distintos asociados a un tumor o las partes de los mismos, la deteccién de los
varios antigenos distintos asociados al tumor o de las partes de los mismos, la deteccion de varios anticuerpos que
se unen a los varios antigenos distintos asociados al tumor o a las partes de los mismos, o la deteccion de varios
linfocitos T citotdxicos o colaboradores que son especificos de los varios antigenos distintos asociados al tumor. En
otra forma de realizacion, la muestra biolégica aislada del paciente se compara con una muestra biolégica normal
comparable.

[0029] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para determinar la regresion, el desarrollo o
la apariciéon de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresién anémala de un antigeno asociado
a un tumor identificado, que comprende la observaciéon de una muestra de un paciente que presenta la enfermedad
o del que se sospecha que puede contraer la enfermedad respecto a uno o varios parametros que se seleccionan
del grupo formado por (i) la cantidad de acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o una parte del
mismo, (ii) la cantidad del antigeno asociado al tumor o de una parte del mismo, (iii) la cantidad de anticuerpos que
se unen al antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo, y (iv) la cantidad de células T citoliticas o células T
colaboradoras que son especificas de un complejo entre el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo y
una molécula del MHC. Preferentemente, el método comprende la determinacién del o de los parametros en una
primera muestra en un primer momento y en otra muestra en un segundo momento, de forma que el desarrollo de
la enfermedad se obtiene de la comparacion de ambas muestras. En determinadas formas de realizacién, la
enfermedad se distingue por la expresiéon o la expresién andémala de varios antigenos distintos asociados a un
tumor, y la observacion comprende una observacion (i) de la cantidad de los varios acidos nucleicos que codifican
los varios antigenos distintos asociados al tumor o las partes de los mismos y/o (ii) de la cantidad de los varios
antigenos distintos asociados al tumor o de las partes de los mismos y/o (iii) de la cantidad de los varios
anticuerpos que se unen a los varios antigenos distintos asociados al tumor o a partes de los mismos, y/o (iv) de la
cantidad de las varias células T citoliticas o células T colaboradoras que son especificas de los complejos entre los
varios antigenos distintos asociados al tumor o las partes de los mismos y las moléculas del MHC.

[0030] Se puede efectuar una deteccién de un acido nucleico o de una parte del mismo, o una observacién de la
cantidad de un acido nucleico o de una parte del mismo, con una sonda de polinucleétidos que hibrida
especificamente con el acido nucleico o con la parte del mismo, o se puede efectuar amplificando selectivamente el
acido nucleico o la parte del mismo. En una forma de realizacion, la sonda de polinucleétidos comprende una
secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 y 20-30 nucledtidos contiguos del acido nucleico.
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[0031] En determinadas formas de realizacion, el antigeno asociado al tumor que detectar o la parte del mismo se
encuentra de forma intracelular o en la superficie de la célula. Segun la invencion se puede efectuar una deteccion
de un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo, o una observacion de la cantidad de un antigeno
asociado a un tumor o de una parte del mismo, con un anticuerpo que se una de forma especifica al antigeno
asociado al tumor o a la parte del mismo.

[0032] En otras formas de realizacion, el antigeno asociado al tumor que detectar o la parte del mismo se
encuentra en un complejo con una molécula del MHC, particularmente, con una molécula HLA.

[0033] Se puede efectuar una deteccién de un anticuerpo o la observacion de la cantidad de anticuerpos con una
proteina o un péptido que se una de forma especifica al anticuerpo.

[0034] Se puede efectuar una deteccion de células T citoliticas o células T colaboradoras, o la observacién de la
cantidad de células T citoliticas o células T colaboradoras que son especificas de complejos entre un antigeno o
una parte del mismo y las moléculas del MHC con una célula que presente el complejo entre el antigeno o la parte
del mismo y una molécula del MHC.

[0035] Preferentemente, la sonda de polinucleétidos usada para una deteccion o para una observacion, el
anticuerpo, la proteina o el péptido, o la célula estan marcados de forma que se pueden detectar. En determinadas
formas de realizacién, el marcador que se puede detectar es un marcador radioactivo o un marcador enzimatico.
De forma adicional, la deteccion de los linfocitos T se puede efectuar hallando su proliferacion, su produccion de
citocina, asi como su actividad citotoxica, que es provocada por la estimulacion especifica con el complejo de la
MHC vy el antigeno asociado al tumor o las partes del mismo. Asimismo, la deteccion de los linfocitos T puede
efectuarse por una molécula del MHC recombinante, o bien por un complejo de varias moléculas del MHC
cargadas con el fragmento inmundégeno respectivo de uno o de varios de los antigenos asociados al tumor, y por el
contacto del receptor especifico de la célula T, los cuales pueden identificar linfocitos T especificos.

[0036] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para el tratamiento, el diagnodstico o la
observacion de una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno asociado
a un tumor identificado segun la divulgacion, que comprende la administracion de un anticuerpo que se une al
antigeno asociado al tumor o a una parte del mismo, y esta ligado al agente terapéutico o diagndstico. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras formas de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo natural.

[0037] Igualmente, la ensefianza divulgada se refiere a un método para el tratamiento de un paciente con una
enfermedad que se distingue por la expresion o la expresiéon andmala de un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgacion, que comprende (i) la extraccion de una muestra de células inmunorreactivas del
paciente, (ii) el contacto de la muestra con una célula huésped que expresa el antigeno asociado al tumor o una
parte del mismo en condiciones que favorecen una produccion de células T citoliticas contra el antigeno asociado
al tumor o una parte del mismo, y (iii) la introducciéon de las células T citoliticas en el paciente, en una cantidad que
es adecuada para lisar células que expresan el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo. Igualmente, la
ensefianza divulgada se refiere a la clonacion del receptor de célula T de las células T citoliticas contra el antigeno
asociado al tumor. Este se puede transferir a otras células T, que consiguen asi la especificidad deseada y se
pueden introducir en el paciente como se describe en (iii).

[0038] En una forma de realizacion, la célula huésped expresa una molécula HLA de forma enddgena. En otra
forma de realizacion, la célula huésped expresa una molécula HLA y/o el antigeno asociado al tumor o la parte del
mismo de forma recombinante. Preferentemente, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacion
preferida, la célula huésped es una célula que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un
monocito o un macroéfago.

[0039] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un método para tratar a un paciente con una
enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno asociado a un tumor, que
comprende (i) la identificacion de un acido nucleico expresado por células asociadas con la enfermedad, el cual
codifica el antigeno asociado al tumor identificado segun la divulgacion, (ii) la transfeccion de una célula huésped
con el acido nucleico o una parte del mismo, (iii) el cultivo de la célula huésped transferida para una expresion del
acido nucleico (esto no es obligatorio si se alcanza una tasa de transfeccion elevada) y (iv) la introduccion de las
células huésped o de una extraccion de las mismas en el paciente, en una cantidad que sea adecuada para
aumentar la reaccién inmunitaria contra las células del paciente que se asocian con la enfermedad. Asimismo, el
método puede comprender la identificacion de una molécula del MHC que presente el antigeno asociado al tumor o
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una parte del mismo, de forma que la célula huésped exprese la molécula del MHC identificada y presente el
antigeno asociado al tumor o una parte del mismo. La reaccion inmunitaria puede comprender una reaccion de
células B o una reaccion de células T.

Por otra parte, una reaccion de las células T puede comprender la produccion de células T citoliticas y/o células T
colaboradoras especificas de las células huésped que presenten el antigeno asociado al tumor o una parte del
mismo o que sean especificas de las células del paciente que expresan el antigeno asociado al tumor o una parte
del mismo.

[0040] La ensefianza divulgada también se refiere a un método para el tratamiento de una enfermedad que se
distingue por la expresidon o la expresién andémala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la
divulgacion, que comprende (i) la identificacion de las células del paciente que expresan cantidades anémalas del
antigeno asociado al tumor, (ii) el aislamiento de una muestra de las células, (iii) el cultivo de las células y (iv) la
introduccion de las células en el paciente, en una cantidad adecuada para activar una reaccién inmunitaria contra
las células.

[0041] Preferentemente, las células huésped usadas segun la divulgacion no son proliferativas o se constituyen de
forma no proliferativa. Una enfermedad que se distingue por la expresion o la expresion anémala de un antigeno
asociado a un tumor es en particular el cancer.

[0042] Ademas, la ensefianza divulgada se refiere a un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por (a)
un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ
ID NO: 20-21, 54-57 y una parte o un derivado de los mismos, (b) un acido nucleico que hibrida con el acido
nucleico de (a) en condiciones restrictivas, (c) un acido nucleico que es redundante con respecto al acido nucleico
de (a) o de (b), y (d) un acido nucleico que es complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c). Ademas, la
ensefianza divulgada se refiere a un acido nucleico que codifica una proteina o un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 23-24, 58-61 y una parte o un derivado
de los mismos.

[0043] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a secuencias promotoras de los acidos nucleicos
divulgados. Estas se pueden enlazar funcionalmente con otro gen, preferentemente, en un vector de expresion vy,
con ello, garantizar la expresion selectiva de este gen en las células correspondientes.

[0044] En ofro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a una molécula de acido nucleico recombinante, en
particular, a una molécula de ADN o ARN que comprende un acido nucleico segun la divulgacion.

[0045] La ensefianza divulgada también se refiere a células huésped que contienen un acido nucleico segun la
divulgacién o una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un acido nucleico segun la divulgacion.

[0046] Asimismo, la célula huésped puede comprender un acido nucleico que codifique una molécula HLA. En una
forma de realizacion, la célula huésped expresa la molécula HLA de forma enddgena. En otra forma de realizacion,
la célula huésped expresa la molécula HLA y/o el acido nucleico segun la invencion, o una parte del mismo, de
forma recombinante. Preferentemente, la célula huésped no es proliferativa. En una forma de realizacién preferida,
la célula huésped es una célula que presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un monocito o un
macrofago.

[0047] En otra forma de realizacion, la ensefianza divulgada se refiere a oligonucleétidos que hibridan con un acido
nucleico identificado segun la divulgaciéon y que se pueden usar como sondas genéticas o como moléculas no
codificantes. Las moléculas de acido nucleico en forma de cebadores de oligonucledtidos o las muestras
competentes que hibriden con un acido nucleico identificado segun la divulgacion o con partes del mismo se
pueden usar para encontrar acidos nucleicos que sean homologos al acido nucleico identificado segun la
divulgacion. Para encontrar acidos nucleicos homélogos se puede usar la amplificacion por PCR, asi como la
hibridacion tipo Northern o Southern. La hibridacién se puede efectuar en condiciones poco, o mejor,
moderadamente, o aun mejor, muy restrictivas. El término «condiciones restrictivas» se refiere, segun la
divulgacion, a condiciones que permiten una hibridacion especifica entre los polinucleétidos.

[0048] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a una proteina o un polipéptido que son codificados por
un acido nucleico que se selecciona del grupo formado por (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que se selecciona del grupo formado por SEQ ID NO: 20-21 y 54-57, y una parte o un derivado de
los mismos, (b) un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico de (a) en condiciones restrictivas, (c) un acido
nucleico que es redundante con respecto al acido nucleico de (a) o de (b), y (d) un acido nucleico que es
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complementario al acido nucleico de (a), (b) o (c). En una forma de realizacién preferida, la ensefianza divulgada
se refiere a una proteina o un polipéptido que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
formado por SEQ ID NO: 23-2458-61 y una parte o un derivado de los mismos.

[0049] En otro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un fragmento inmunégeno de un antigeno asociado a
un tumor identificado segun la divulgacion. Preferiblemente, el fragmento se une a un receptor HLA humano o un
anticuerpo humano. Preferentemente, un fragmento comprende una secuencia de al menos 6, particularmente, al
menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 15, al menos 20, al menos 30 o al menos 50 aminoacidos.

[0050] En otro aspecto, la invencion se refiere a un agente que se une a un antigeno asociado a un tumor
identificado segun la divulgaciéon o a una parte del mismo. En una forma de realizacion preferida, el agente es un
anticuerpo. En otras formas de realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humanizado o preparado con
técnicas combinatorias, o un fragmento de un anticuerpo. Por otra parte, la técnica divulgada se refiere a un
anticuerpo que se une de forma selectiva a un complejo de (i) un antigeno asociado a un tumor identificado segun
la divulgacion o una parte del mismo y (ii) una molécula del MHC, a la que se une el antigeno asociado al tumor
identificado segun la divulgacion o la parte de mismo, de forma que el anticuerpo no se une solo a (i) o (ii). Un
anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. En otras formas de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo natural.

[0051] Por ofro lado, la invencion se refiere a un conjugado entre un agente segun la invencién, que se une a un
antigeno asociado al tumor identificado segun la invencion o a una parte del mismo, o un anticuerpo segun la
invencion, y un agente terapéutico o diagnostico. En una forma de realizacion, el agente terapéutico o diagndstico
es una toxina.

[0052] En ofro aspecto, la ensefianza divulgada se refiere a un kit para detectar la expresidon o la expresion
andémala de un antigeno asociado a un tumor identificado segun la divulgacion que comprende medios para
detectar (i) el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o una parte del mismo, (ii) el antigeno
asociado al tumor o una parte de mismo, (iii) los anticuerpos que se unen al antigeno asociado al tumor o a una
parte del mismo, y/o (iv) las células T que son especificas de un complejo entre el antigeno asociado al tumor o
una parte del mismo y una molécula del MHC. En una forma de realizacién, los agentes para detectar el acido
nucleico o la parte del mismo son moléculas de acido nucleico para la amplificacién selectiva del acido nucleico
que comprenden una secuencia de 6-50, particularmente, 10-30, 15-30 y 20-30 nucleétidos contiguos del acido
nucleico.

[0053] La invencidn se refiere particularmente a una composicién farmacéutica para su uso en un método para el
tratamiento de una enfermedad de cancer que se distingue por la expresion de un antigeno asociado a un tumor,
que comprende uno o varios componentes seleccionados del grupo formado por:

(i) un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo,

(i) un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo,

(iii) un anticuerpo que se une a un antigeno asociado a un tumor,

(iv) un acido nucleico no codificante que hibrida de forma especifica con un acido nucleico que codifica un
antigeno asociado a un tumor y

(v) una célula huésped que expresa un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo,

en donde la parte comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos del antigeno asociado al tumor,
en donde el antigeno asociado al tumor tiene una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del
grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55, 56 y 57,

y

(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(@).

[0054] En una forma de realizacion, la célula huésped de la composicion farmacéutica secreta el antigeno asociado
a un tumor o la parte del mismo, expresa el antigeno asociado a un tumor o la parte del mismo en la superficie o
expresa una molécula HLA que se une al antigeno asociado a un tumor o a la parte del mismo.
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[0055] La invencién se refiere particularmente también a un anticuerpo que se une de forma selectiva a una
proteina o un polipéptido, en donde la proteina o el polipéptido son codificados por un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 20, 21, 54, 55, 56 y
57, para su uso en un método para el diagnostico, la observacion o la terapia de una enfermedad de cancer que se
distingue por la expresion de un antigeno asociado a un tumor, en donde el antigeno asociado a un tumor tiene
una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55, 56 y 57,

y

(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(a),

en donde el método para el diagndstico o la observacion comprende la administracion del anticuerpo y el
anticuerpo del método para el diagndstico o la observacion se acopla a un agente diagndstico.

[0056] En una forma de realizacion, el anticuerpo de la composicion farmacéutica se acopla a un agente
terapéutico o diagndstico.

[0057] La presente invencion se refiere, ademas, también a un anticuerpo que se une de forma especifica a un
antigeno asociado a un tumor, en donde el anticuerpo se acopla a un agente terapéutico, para su uso en un
método para el tratamiento de una enfermedad de cancer que se distingue por la expresion del antigeno asociado
al tumor, en donde el método comprende la administracién del anticuerpo y el antigeno asociado al tumor tiene una
secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55, 56 y 57,

y

(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(@).

[0058] La presente invencion se refiere, ademas, también a un anticuerpo que se une de forma especifica al
antigeno TPTE asociado a un tumor, en donde el anticuerpo se acopla a un agente terapéutico, para su uso en un
método para el tratamiento de un tumor metastasico que se distingue por la expresion de TPTE, en donde el
método comprende la administracion del anticuerpo, el anticuerpo se une a TPTE y el TPTE tiene una secuencia
codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico segun SEQ ID NO: 19,

y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(a).

[0059] En una forma de realizacion, el anticuerpo segun la invencidon es un anticuerpo monoclonal, quimérico o
humanizado, o un fragmento de un anticuerpo.

[0060] En otra forma de realizacion, la enfermedad de cancer segun la invenciéon es un carcinoma de ovario, un
tumor de pulmén, un tumor de mama, un tumor de préstata, un melanoma, un carcinoma cervical o un carcinoma
de mama.

[0061] En otra forma de realizacion, la proteina, el polipéptido o el antigeno asociado a un tumor segun la invencion
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 22, 23, 24, 58, 59, 60
y 61.

[0062] La presente invencidon se refiere, ademas, también a un acido nucleico que codifica una proteina o un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 23,
24, 58, 59, 60 y 61. Ademas, la presente invencion también se refiere a un acido nucleico seleccionado del grupo
formado por (a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
formado por SEQ ID NO: 20, 21, 54, 55, 56 y 57, y (b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad
de secuencia con respecto al acido nucleico de (a). La presente invencion se refiere, ademas, también a una
proteina o un polipéptido codificado por un acido nucleico segun la invencidn y a una proteina o un polipéptido que
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comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 23, 24, 58, 59, 60 y
61.

[0063] Por ultimo, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
interferencia por ARN (iARN) que inhibe la expresiéon o actividad del antigeno TPTE asociado a un tumor,
caracterizado por SEQ ID NO: 19 y 22. En una forma de realizacion, la iARN incluye una estructura de horquilla
corta (ARNhc)

Descripcion detallada de la invenciéon

[0064] En el presente caso se describen genes que se expresan de forma selectiva o se expresan de forma
aberrante en las células tumorales y que representan antigenos asociados al tumor.

[0065] Segun la invencion, estos genes o sus derivados son estructuras diana preferidas para técnicas
terapéuticas. Desde el punto de vista conceptual, las féormulas terapéuticas pueden estar orientadas a una
inhibicién de la actividad del producto génico asociado al tumor expresado de forma selectiva. Ello es util si la
respectiva expresion aberrante selectiva es importante a nivel funcional en cuanto a la patogénesis del tumor y su
supresion va acompafada de un dafio selectivo de las células correspondientes. Otros conceptos terapéuticos
consideran los antigenos asociados a tumores como marcaciones que reunen de forma selectiva mecanismos
efectores con potencial dafino para las células en las células tumorales. En este sentido, la funcién de la propia
molécula diana y su papel en la formacion del tumor son totalmente insignificantes.

[0066] Segun la invencion, se entiende por «derivado» de un acido nucleico que, en el acido nucleico, se
encuentran una o multiples sustituciones, deleciones y/o adiciones de nucleétidos. Ademas, el término «derivado»
también comprende una obtencién quimica de derivados de un acido nucleico en una base nucleétida, en el azicar
o en el fosfato. El término «derivado» también comprende acidos nucleicos que incluyen nucleétidos y analogos de
nucleétidos que no estan presentes en la naturaleza.

[0067] Segun la invencién, un acido nucleico es preferentemente el acido desoxirribonucleico (ADN) o el acido
ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos comprenden, segun la invencion, los ADN, ADNc y ARNm gendmicos, asi
como las moléculas preparadas de forma recombinante y sintetizadas quimicamente. Segun la invencion, un acido
nucleico puede encontrarse en forma de molécula monocatenaria o bicatenaria, y lineal o cerrada de forma circular
covalente.

[0068] Preferentemente, los acidos nucleicos descritos estan aislados. Segun la invencion, el término «acido
nucleico aislado» significa que el acido nucleico (i) se ha amplificado in vitro, por ejemplo, por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), (ii) se ha producido de forma recombinante mediante clonacion, (iii) se ha
purificado, por ejemplo, mediante escision y separacion por electroforesis en gel, o (iv) se ha sintetizado, por
ejemplo, mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado en un acido nucleico que esta disponible para una
manipulaciéon mediante técnicas de ADN recombinante.

[0069] Un acido nucleico es «complementario» a otro acido nucleico si las dos secuencias hibridan entre si y
pueden constituir una secuencia doble estable, de forma que la hibridacién se efectla preferentemente en
condiciones que permiten una hibridacion especifica entre polinucledtidos (condiciones restrictivas). Las
condiciones restrictivas se han descrito, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et
al., eds. 2.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989 o Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., New York y se refieren, por ejemplo, a la
hibridacién a 65 °C en tampones de hibridacion (3,5 x SSC, 0,02 % de Ficoll, 0,02 % de polivinilpirrolidona, 0,02 %
de seroalbumina bovina, 2,5 mM de NaH2PO4 (pH7), 0,5 % de SDS, 2 mM de EDTA). EI SSC es 0,15 M de cloruro
de sodio/ 0,15 M de citrato de sodio, pH 7. Después de la hibridacién, la membrana a la que se ha transferido el
ADN se lava en, por ejemplo, 2 x SSC a temperatura ambiente y, después, en 0,1 - 0,5 x SSC/ 0,1 x SDS a
temperaturas de hasta 68 °C.

[0070] Segun la invencion, los acidos nucleicos complementarios presentan, al menos, un 40 %, particularmente, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % y, preferentemente, al
menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de los nucledtidos.

[0071] Los acidos nucleicos que codifican los antigenos asociados a tumores pueden encontrarse solos o en
combinacién con otros acidos nucleicos, particularmente, con acidos nucleicos heterdlogos. En algunas formas de
realizacién preferidas, un acido nucleico se encuentra enlazado funcionalmente con secuencias controladoras de la
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expresion o secuencias reguladoras que pueden ser homadlogas o heterdlogas respecto al acido nucleico. Una
secuencia codificante y una secuencia reguladora estan enlazadas entre si «de manera funcional» si estan
vinculadas entre si de forma covalente de tal manera que la expresion o la transcripcion de la secuencia codificante
esta bajo el control o bajo la influencia de la secuencia reguladora. En el caso de que la secuencia codificante se
tenga que traducir a una proteina funcional, en un enlace funcional de una secuencia reguladora con la secuencia
codificante, una induccion de la secuencia reguladora da lugar a una transcripcion de la secuencia codificante, sin
que se provoque un desplazamiento del marco de lectura en la secuencia codificante o una incapacidad de la
secuencia codificante de ser traducida a la proteina o al péptido deseados.

[0072] Segun la invencién, el término «secuencia controladora de la expresién» o «secuencia reguladora»
comprende promotores, potenciadores y otros elementos controladores que dirigen la expresion de un gen. En
determinadas formas de realizacion segun la invencion, las secuencias controladoras de la expresiéon son
regulables. La estructura exacta de las secuencias reguladoras puede variar en funcion de la especie o del tipo de
célula, pero comprende en general secuencias 5' no transcritas y 5' no traducidas que participan en la iniciacion de
la transcripcion o de la traduccion, como la caja TATA, la secuencia de caperuza, la secuencia CAAT y similares.
Particularmente, las secuencias reguladoras 5' no transcritas comprenden una regiéon promotora que incluye una
secuencia promotora para un control transcripcional del gen enlazado de forma funcional. Las secuencias
reguladoras también pueden comprender secuencias potenciadoras o secuencias activadoras situadas antes del
extremo 5' del promotor.

[0073] Asi, los antigenos asociados al tumor mostrados en este caso pueden, por un lado, combinarse con
secuencias controladoras de la expresion y promotores de forma arbitraria. No obstante, por otro lado, los
promotores de los productos génicos asociados al tumor mostrados en este caso pueden combinarse segun la
invencion con otros genes de forma arbitraria. Ello permite aprovechar la actividad selectiva de estos promotores.

[0074] Por otra parte, un acido nucleico puede encontrarse enlazado a otro acido nucleico que codifique un
polipéptido que dirija una secrecion desde una célula huésped de la proteina o del polipéptido codificados por el
acido nucleico. Un acido nucleico también puede encontrarse enlazado a otro acido nucleico que codifique un
polipéptido que cause una fijacion de la proteina o del polipéptido codificados en la membrana celular de la célula
huésped o su compartimentalizacion en determinados organulos de esta célula.

[0075] En una forma de realizacién preferida, una molécula de ADN recombinante es un vector, en su caso, con un
promotor, que dirige la expresion de un acido nucleico, p. €j., de un acido nucleico que codifica un antigeno
asociado al tumor segun la invencion. Asi, el término «vector» se usa en su sentido mas general y comprende todo
tipo de vehiculos intermediarios de un acido nucleico que hacen posible, p. €j., introducir el acido nucleico en
células procariotas y/o eucariotas y, en su caso, integrarlo en un genoma. Preferentemente, los vectores de este
tipo se duplican y/o se expresan en la célula. Se puede adaptar un vehiculo intermediario para, p. €j., su uso en la
electroporacion, el bombardeo con microproyectiles, la administracion liposomal, en la transferencia utilizando
bacterias Agrobacterium, o en la insercion mediante virus ADN o ARN. Los vectores comprenden plasmidos,
fagémidos o genomas virales.

[0076] Los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor identificado segun la invencion se
pueden emplear para una transfeccion de las células huésped. Asi, se entiende por acidos nucleicos tanto el ARN
como el ADN recombinante. EI ARN recombinante se puede preparar por transcripcion in vitro de una plantilla de
ADN. Por otra parte, se puede modificar mediante secuencias estabilizantes, caperuzas y poliadenilacion antes de
la aplicacion.

Segun la invencion, el término «célula huésped» se refiere a cada una de las células que se puede transformar con
0 a la que se puede transferir un acido nucleico exégeno. Segun la invencion, el término «células huésped»
comprende células procariotas (p. €j., E. coli) o eucariotas (p. €j., células dendriticas, células B, células CHO,
células COS, células K562, células de levadura y células de insectos). Especialmente preferidas son las células de
mamiferos, como las células del hombre, de ratones, hamsteres, cerdos, cabras y primates. Las células pueden
proceder de una pluralidad de tipos de tejido y comprenden células primarias y lineas celulares. Los ejemplos
especificos comprenden queratinocitos, leucocitos periféricos de la sangre, células madre de la médula 6sea y
células madre embrionarias no humanas. En otras formas de realizacién, la célula huésped es una célula que
presenta un antigeno, particularmente, una célula dendritica, un monocito o un macréfago. Un acido nucleico
puede encontrarse en la célula huésped en una Unica o en varias copias, y se expresa en la célula huésped en una
forma de realizacion.
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[0077] El término «expresion» se usa en su sentido mas general y comprende la produccion de ARN o de ADN, y
de proteinas. También comprende una expresion parcial de los acidos nucleicos. Por otra parte, la expresion puede
efectuarse de forma transitoria o estable. Los sistemas de expresion preferidos en las células de mamiferos
comprenden pcDNA3.1 y pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), que incluyen un marcador seleccionable,
como un gen, que proporciona una resistencia frente a G418 (y, con ello, hace posible una seleccion de lineas
celulares transferidas de forma estable), y las secuencias promotoras potenciadoras del citomegalovirus (CMV).

[0078] En los casos de la ensefianza divulgada en los que una molécula HLA presenta un antigeno asociado a un
tumor o una parte del mismo, un vector de expresién también puede comprender una secuencia de acido nucleico
que codifique la molécula HLA. La secuencia de acido nucleico que codifica la molécula HLA puede encontrarse en
el mismo vector de expresion que el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo,
o bien los dos acidos nucleicos pueden encontrarse en distintos vectores de expresion. En el ultimo caso, los dos
vectores de expresion se pueden transferir de forma conjunta a una célula. En el caso de que una célula huésped
no exprese el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo ni la molécula de HLA, los dos acidos nucleicos que
lo codifican se transfieren a la célula, bien en el mismo vector de expresiéon, o bien en distintos vectores de
expresion. En el caso de que la célula ya exprese la molécula HLA, solo se puede transferir a la célula la secuencia
de acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor o la parte del mismo.

[0079] Segun la divulgacion, se comprenden kits para la amplificacion de un acido nucleico que codifica un
antigeno asociado a un tumor. Los kits de este tipo comprenden, por ejemplo, un par de cebadores de
amplificacion que se hibridan en el acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor. Preferentemente, los
cebadores comprenden una secuencia de 6-50, particularmente, 10-30, 15-30 y 20-30 nucledtidos contiguos del
acido nucleico y no se solapan para evitar la formacion de dimeros cebadores. Uno de los cebadores hibridara en
una cadena del acido nucleico que codifica el antigeno asociado al tumor, y el otro cebador hibridara en la cadena
complementaria en una disposicion que permite una amplificacion del acido nucleico que codifica el antigeno
asociado al tumor.

[0080] Las moléculas «no codificantes» o los acidos nucleicos «no codificantes» se pueden usar para regular,
particularmente, para reducir la expresién de un acido nucleico. Segun la invencion, el término «molécula no
codificante» o «nucledtido no codificante» se refiere a un oligonucleétido que es un oligorribonucledtido,
oligodesoxirribonucledétido, un oligorribonucledtido modificado o un oligodesoxirribonucleétido modificado, y que
hibrida en un ADN que comprende un gen determinado o en un ARNm de este gen en condiciones fisioldgicas, con
lo que se inhibe la transcripcion de este gen y/o la traduccion de este ARNm. Segun la invencién, una «molécula no
codificante» también comprende una construccion que incluye un acido nucleico o una parte del mismo en una
orientacién inversa respecto a su promotor natural. Una transcripcién no codificante de un acido nucleico o de una
parte del mismo puede constituir una transcripcion doble con el ARNm presente de forma natural que especifica la
enzima y, asi, impedir una acumulacion de ARNm o una traduccién del mismo a la enzima activa. Otra posibilidad
es el uso de ribozimas para inactivar un acido nucleico. Los oligonucleétidos no codificantes segun la invencion
preferidos presentan una secuencia de 6-50, particularmente, de 10-30, 15-30 o 20-30 nucledtidos contiguos del
acido nucleico diana y, preferentemente, son completamente complementarios al acido nucleico diana o a una
parte del mismo.

[0081] En algunas formas de realizacion preferidas, el oligonucledtido no codificante hibrida con un punto N-
terminal o situado en direccién 5', como un punto de iniciacién de la traduccion, de iniciacién de la transcripciéon o
un punto promotor. En otras formas de realizacion, el oligonucleétido no codificante hibrida con una region 3' no
traducida o un punto de corte y empalme de ARNm.

[0082] En una forma de realizacion, segun la invencion, un oligonucleétido esta formado por ribonucleodtidos,
desoxirribonucleétidos o una combinacion de los mismos. En este caso, el extremo 5' de un nucleétido y el extremo
3' de otro nucledtido estan vinculados entre si por un enlace fosfodiéster. Estos oligonucleétidos se pueden
sintetizar de manera convencional o producir de forma recombinante.

[0083] En algunas formas de realizacion preferidas, un oligonucleétido es un oligonucleétido «modificado». En ese
caso, para, por ejemplo, aumentar su estabilidad o su eficacia terapéutica, el oligonucledtido puede estar
modificado de las formas mas diversas sin que se vea afectada su capacidad de unirse a su diana. El término
«oligonucledtido modificado» significa un oligonucleétido en el que (i) al menos dos de sus nucledtidos estan
vinculados entre si mediante un enlace internucledsido sintético (esto es, un enlace internucledsido, que no es
ningun enlace fosfodiéster) y/o (ii) un grupo quimico esta enlazado de forma covalente con un oligonucleétido que
normalmente no se da en los acidos nucleicos. Los enlaces internucledsidos sintéticos preferidos son los
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fosforotioatos, alquilfosfonatos, fosforoditioatos, los ésteres de fosfato, los alquilfosfonotioatos, fosforamidatos,
carbamatos, carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidas, ésteres de carboximetilo y los péptidos.

[0084] EI término «oligonucleotido modificado» también comprende oligonucleétidos con una base modificada de
forma covalente y/o azicar. Por ejemplo, los «oligonucleétidos modificados» comprenden oligonucleétidos con
restos de azucar que se unen de forma covalente a grupos organicos con un peso molecular reducido que no son
ningun grupo hidroxilico en la posicion 3' ni ningn grupo de fosfato en la posicion 5'. Los oligonucledtidos
modificados pueden comprender, por ejemplo, un resto de ribosa 2'-O-alquilado u otro azucar en lugar de la ribosa,
como la arabinosa.

[0085] Preferentemente, las proteinas y los polipéptidos descritos estan aislados. Los términos «proteina aislada» o
«polipéptido aislado» significan que la proteina o el polipéptido estan separados de su entorno natural. Una
proteina aislada o un polipéptido aislado pueden encontrarse en un estado esencialmente purificado. El término
«esencialmente purificado» significa que la proteina o el polipéptido se encuentran esencialmente exentos de otras
sustancias con las que se encuentran en la naturaleza o in vivo.

[0086] Las proteinas y los polipéptidos de este tipo sirven, por ejemplo, para preparar anticuerpos y se pueden
emplear en un ensayo inmunoldgico o diagnostico, o como agentes terapéuticos. Segun la invencion, las proteinas
y los polipéptidos descritos se pueden aislar de muestras biolégicas, como homogeneizados de células o de
tejidos, y también se pueden expresar de manera recombinante en una pluralidad de sistemas de expresion
procariotas o eucariotas.

[0087] Los «derivados» de una proteina o de un polipéptido, o una secuencia de aminoacidos en el sentido de esta
invencion comprenden variantes de insercién de aminoacidos, variantes de delecion de aminoacidos y/o variantes
de sustitucion de aminoacidos.

[0088] Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxiterminales, asi como
inserciones de uno o varios aminoacidos en una secuencia de aminoacidos determinada. En el caso de las
variantes de secuencias de aminoacidos con una insercién, se introducen uno o varios restos de aminoacidos en
un punto predeterminado de una secuencia de aminoacidos, si bien también es posible una inserciéon casual con un
rastreo adecuado del producto resultante. Las variantes de delecién de aminoacidos se caracterizan por la
eliminacion de uno o varios aminoacidos de la secuencia. Las variantes de sustitucion de aminoacidos se
distinguen por que se elimina al menos un resto de la secuencia y se incorpora otro resto en su lugar.
Preferentemente, las modificaciones se sitllan en posiciones de la secuencia de aminoacidos que no se conservan
entre proteinas homologas o polipéptidos. Preferentemente, los aminoacidos se sustituyen por otros con
propiedades parecidas, como hidrofobia, hidrofilia, electronegatividad, volumen de la cadena lateral y similares
(sustitucion conservadora). Las sustituciones conservadoras se refieren, por ejemplo, al intercambio de un
aminoacido por otro. A continuacion, se muestran los aminoacidos del mismo grupo que el aminoacido sustituido:

1. Restos pequefios alifaticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
2. Restos cargados negativamente y sus amidas: Asn, Asp, Glu, GIn

3. Restos cargados positivamente: His, Arg, Lys

4. Restos grandes alifaticos, no polares: Met, Leu, lle, Val (Cys)

5. Restos aromaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

[0089] Tres residuos se han puesto entre paréntesis debido a su importante papel en la arquitectura proteinica. El
Gly es el unico resto sin cadena lateral y, por ello, proporciona flexibilidad a la cadena. El Pro cuenta con una
geometria inusual que limita en gran medida a la cadena. El Cys puede formar un puente disulfuro.

[0090] Las variantes de aminoacidos descritas mas arriba se pueden preparar facilmente utilizando técnicas de
sintesis de péptidos conocidas, como p. ej., mediante «sintesis en fase solida» (Merrifield, 1964) y métodos
similares, o mediante una manipulacion del ADN recombinante. Las técnicas para incorporar mutaciones de
sustitucién en puntos predeterminados del ADN que cuenta con una secuencia conocida o parcialmente conocida
se conocen ampliamente y comprenden, p. €j., la mutagénesis mediante M13. La manipulacion de las secuencias
de ADN para preparar proteinas con sustituciones, inserciones o deleciones se describe detalladamente en, p. €j.,
Sambrook et al. (1989).

[0091] Segun la invencioén, los «derivados» de proteinas o polipéptidos también comprenden sustituciones,
deleciones y/o adiciones individuales o multiples de las moléculas que estan asociadas con la enzima, como los
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hidratos de carbono, los lipidos y/o las proteinas, los polipéptidos o los péptidos. Asimismo, el término «derivado»
también se extiende a todos los equivalentes quimicos funcionales de las proteinas o los polipéptidos.

[0092] Una parte o un fragmento de un antigeno asociado a un tumor presentan una propiedad funcional del
polipéptido del que deriva. Las propiedades funcionales de este tipo comprenden la interaccién con anticuerpos, la
interaccion con otros polipéptidos o proteinas, el enlace selectivo de los acidos nucleicos y una actividad
enzimatica. Una propiedad importante es la capacidad de constituir un complejo con HLA y, en su caso, activar una
reaccion inmunitaria. Esta reaccién inmunitaria puede basarse en la estimulacién de las células T citotdxicas o
colaboradoras. Preferentemente, una parte o un fragmento de un antigeno asociado a un tumor segun la invencion
comprenden una secuencia de al menos 6, particularmente, al menos 8, al menos 10, al menos 12, al menos 15, al
menos 20, al menos 30 o al menos 50 aminoacidos contiguos del antigeno asociado al tumor.

[0093] Una parte o un fragmento de un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor se refiere a la
parte del acido nucleico que codifica al menos el antigeno asociado al tumor y/o una parte o un fragmento del
antigeno asociado al tumor como se ha definido anteriormente.

[0094] EI aislamiento y la identificacion de los genes que codifican antigenos asociados al tumor también hacen
posible el diagndstico de una enfermedad que se distingue por la expresiéon de uno o varios antigenos asociados al
tumor. Estos métodos comprenden la determinacion de uno o varios acidos nucleicos que codifican un antigeno
asociado a un tumor y/o la determinacién de los antigenos asociados al tumor codificados y/o de los péptidos
derivados de los mismos. Una determinacién del acido nucleico se puede efectuar de manera convencional,
incluida mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o la hibridacién con una sonda marcada. Una
determinacion de los antigenos asociados a un tumor o de los péptidos derivados de los mismos se puede efectuar
mediante un rastreo de los antisueros del paciente para reconocer el antigeno y/o los péptidos. También se puede
efectuar mediante un rastreo de las células T del paciente respecto a la especificidad del respectivo antigeno
asociado al tumor.

[0095] La ensefianza divulgada también hace posible aislar proteinas que se unen a los antigenos asociados a un
tumor descritos en la presente memoria, incluidos los anticuerpos y las parejas de enlace celulares de los
antigenos asociados a tumores.

[0096] Segun la divulgacion, también se proporcionan polipéptidos «dominantemente negativos» en determinadas
formas de realizacion, los cuales provienen de antigenos asociados a tumores. Un polipéptido dominantemente
negativo es una variante inactiva de una proteina que, mediante la interaccion con la maquinaria celular, desplaza
la interaccion de una proteina activa con la maquinaria celular o compite con la proteina activa, con lo que se
reduce el efecto de la proteina activa. Por ejemplo, un receptor dominantemente negativo que se une a un ligando,
pero que no produce ninguna sefial en reaccion al enlace del ligando, puede reducir el efecto bioldgico del ligando.
De forma similar, una cinasa dominantemente negativa y cataliticamente inactiva que interactia normalmente con
proteinas diana, pero que no fosforila las proteinas diana, puede reducir la fosforilacién de las proteinas diana en
reaccion a una sefal celular. De forma similar, un factor de transcripciéon dominantemente negativo que se une a un
punto promotor en la region de control de un gen, pero que no aumenta la transcripcion del gen, puede reducir €l
efecto de un factor de transcripcion normal ocupando puntos de unién del promotor sin aumentar la transcripcion.

[0097] El resultado de la expresidon en una célula de un polipéptido dominantemente negativo es una reduccion de
la funcién de las proteinas activas. El experto en la materia puede preparar variantes dominantemente negativas de
una proteina, por ejemplo, mediante métodos de mutagénesis convencionales y valorando el efecto
dominantemente negativo del polipéptido de la variante.

[0098] También se comprenden segun la divulgaciéon sustancias, como polipéptidos, que se unen a antigenos
asociados a un tumor. Las sustancias de enlace de este tipo se pueden usar, p. €j., en ensayos de rastreo para
una deteccion de los antigenos asociados al tumor y de complejos de antigenos asociados a tumores con sus
parejas de enlace, asi como en una purificacion de los antigenos asociados al tumor y de los complejos de los
mismos con sus parejas de enlace. Las sustancias de este tipo también se pueden usar para una inhibicion de la
actividad de los antigenos asociados al tumor, p. €j., mediante un enlace a tales antigenos.

[0099] Por ello, se comprenden segun la invencion sustancias de union, como p. €j., anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos que presentan la capacidad de unirse de forma selectiva a antigenos asociados al tumor. Los
anticuerpos comprenden anticuerpos policlonales y monoclonales que se preparan de forma convencional.
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[0100] Se sabe que solo una pequefa parte de una molécula de anticuerpo, el paratopo, participa en la union del
anticuerpo a su epitopo (cp. Clark, W.R. (1986), The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley &
Sons, Inc., New York; Roitt, I. (1991), Essential Immunology, 7.2 edicién, Blackwell Scientific Publications, Oxford).
Las regiones pFc’ y Fc son, p. ej., efectores de la cascada del complemento, pero no participan en la union al
antigeno. Un anticuerpo del que se ha separado enzimaticamente la region pFc' o que se ha preparado sin la
region pFc', denominado fragmento F(ab')2, contiene los dos puntos de enlace a antigenos de un anticuerpo
completo. De forma similar, un anticuerpo del que se ha separado enzimaticamente la regién Fc o que se ha
preparado sin la region Fc, denominado fragmento Fab, contiene un punto de unién a un antigeno de una molécula
de un anticuerpo intacta. Por otra parte, los fragmentos Fab estan formados por una cadena ligera de un anticuerpo
unida de forma covalente y una parte de la cadena pesada del anticuerpo, denominada Fd. Los fragmentos Fd son
los determinantes principales de la especificidad del anticuerpo (un Unico fragmento Fd se puede asociar con hasta
diez cadenas ligeras distintas, sin modificar la especificidad del anticuerpo) y, en caso de aislamiento, los
fragmentos Fd conservan la capacidad de unirse a un epitopo.

[0101] Dentro de la parte de un anticuerpo que se une a un antigeno se encuentran regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) que interactuan directamente con el epitopo del antigeno y regiones de armazon (FR)
que mantienen la estructura terciaria del paratopo. Tanto en el fragmento Fd de la cadena pesada como en la
cadena ligera de las inmunoglobinas IgG se encuentran cuatro regiones de armazon (FR1 a FR4) que estan
separadas respectivamente por tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR1 a CDR3). Las CDR
y, particularmente, las regiones CDR3 y, aun mas, la regién CDR3 de la cadena pesada son las principales
responsables de la especificidad de los anticuerpos.

[0102] Se sabe que las regiones distintas de CDR de un anticuerpo de mamifero se pueden sustituir por regiones
parecidas de anticuerpos con la misma o con otra especificidad, de forma que se conserva la especificidad del
epitopo del anticuerpo original. Ello hizo posible el desarrollo de los denominados anticuerpos «humanizados», en
los que se enlazan de forma covalente CDR distintas de las humanas con regiones FR y/o Fc/pFc' humanas para
preparar un anticuerpo funcional.

[0103] Por ejemplo, WO 92/04381 describe la preparacion y el uso de anticuerpos de VSR humanizados de
ratones, en los que al menos una parte de las regiones FR del ratéon se sustituyé por regiones FR de origen
humano. Los anticuerpos de este tipo, incluidos los fragmentos de anticuerpos intactos con una capacidad de
unirse a antigenos, se suelen denominar «quimeras».

[0104] Segun la invencidn, también se proporcionan fragmentos F(ab')2, Fab, Fv, y Fd de anticuerpos, anticuerpos
quiméricos en los que se han sustituido las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera
por secuencias homologas humanas o no humanas; anticuerpos quiméricos de fragmento F(ab')2 en los que las
regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera se han sustituido por secuencias homadlogas
humanas o no humanas; anticuerpos quiméricos de fragmento Fab en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2
y/o CDR3 de la cadena ligera se han sustituido por secuencias homdélogas humanas o no humanas; y anticuerpos
quiméricos de fragmento Fd en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se han sustituido por secuencias
homoélogas humanas o no humanas. Segun la invencién, también estan comprendidos los denominados
anticuerpos monocatenarios.

[0105] Segun la divulgacion, también estan comprendidos los polipéptidos que se unen de forma especifica a los
antigenos asociados a un tumor. Por ejemplo, se pueden proporcionar sustancias de union de polipéptidos de este
tipo mediante colecciones redundantes de péptidos que se pueden preparar sencillamente en solucién de forma
inmovilizada o como colecciones de expresion en la superficie de fagos. También se pueden preparar colecciones
combinatorias de péptidos con uno o varios aminoacidos. Asimismo, se pueden preparar colecciones de peptoides
y restos sintéticos no peptidicos.

[0106] La expresion en la superficie de fagos puede resultar especialmente eficaz en la identificacion de péptidos
de unién segun la divulgacion. Asi, por ejemplo, se prepara una coleccion de fagos (utilizando, por ejemplo, el fago
m13, fd o lambda) que presenta inserciones de una longitud de 4 a, aproximadamente 80 restos de aminoacidos.
Después, se seleccionan fagos que soportan inserciones que se unen al antigeno asociado al tumor. Este proceso
se puede repetir en varios ciclos de una reseleccion de fagos que se unen al antigeno asociado al tumor. Las
rondas repetidas provocan una acumulacion de los fagos que soportan determinadas secuencias. Se puede
efectuar un andlisis de las secuencias de ADN para identificar las secuencias de los polipéptidos expresados. Se
puede determinar la porcion lineal minima de la secuencia que se une al antigeno asociado al tumor. También se
puede usar el «sistema de doble hibrido» en levadura para identificar polipéptidos que se unen a un antigeno
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asociado a un tumor. Segun la invencion, se pueden emplear los antigenos asociados a un tumor descritos o los
fragmentos de los mismos para un rastreo de las colecciones de péptidos, incluidas las colecciones de expresion
en la superficie de fagos, para identificar y seleccionar parejas de enlace de péptidos de los antigenos asociados a
tumores. Las moléculas de este tipo se pueden usar, por ejemplo para ensayos de rastreo, protocolos de
purificacion, para una interferencia con la funcion del antigeno asociado al tumor y para otros fines conocidos por el
experto en la materia.

[0107] Los anticuerpos descritos anteriormente y otras moléculas de unién se pueden usar, por ejemplo, para
identificar un tejido que exprese un antigeno asociado a un tumor. Los anticuerpos también se pueden ligar a
sustancias diagnosticas especificas para una representacion de las células y los tejidos que expresen antigenos
asociados a un tumor. Asimismo, se pueden ligar a sustancias Utiles desde un punto de vista terapéutico. Las
sustancias diagnosticas comprenden, de forma no limitativa, sulfato de bario, acido de iocetamina, acido iopanoico,
ipodato de calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida, tiropanoato de sodio y productos
radioactivos para diagnostico, incluidos los emisores de positrones, como el flior 18 y el carbono 11, los emisores
de rayos gamma, como el yodo 123, el tecnecio 99m, el yodo 131 y el indio 111, asi como los nuclidos para la
resonancia magnética nuclear, como el fldor y el gadolinio. El término «sustancia util desde un punto de vista
terapéutico» significa, segun la invencion, cualquier molécula terapéutica que, segin se desee, se conduce de
forma selectiva a una célula que exprese uno o varios antigenos asociados a un tumor, incluidos los agentes contra
el cancer, los enlaces provistos de yodo radioactivo, las toxinas, los farmacos citostaticos o citoliticos, etc. Los
agentes contra el cancer comprenden, por ejemplo, aminoglutetimida, | azatioprina, sulfato de bleomicina,
busulfano, carmustina, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, ciclosporina, citarabidina, dacarbazina,
dactinomicina, daunorubina, daunorubicina, taxol, etopésido, fluoruracilo, interferéon-a, lomustina, mercaptopurina,
metotrexato, mitotano, procarbazina HCI, tioguanina, sulfato de vinblastina y sufato de vincristina. Otros agentes
contra el cancer se han descrito en, por ejemplo Goodman y Gilman, «The Pharmacological Basis of
Therapeutics», 8.2 edicion 1990, McGraw-Hill, Inc., particularmente, Capitulo 52 (Antineoplastic Agents (Paul
Calabresi y Bruce A. Chabner)). Las toxinas pueden ser proteinas, como la proteina antiviral de hierba camin, la
toxina colérica, la toxina pertussis, la ricina, la gelonina, la abrina, la exotoxina diftérica o la exotoxina de
Pseudomonas. Los restos de toxina también pueden ser radionuclidos emisores de alta energia, como el cobalto
60.

[0108] Segun la invencion, el término «paciente» significa un ser humano, un primate no humano u otro animal,
particularmente, un mamifero, como una vaca, un caballo, un cerdo, una oveja, una cabra, un perro un gato o un
roedor, como un ratén o una rata. En una forma de realizacién especialmente preferida, el paciente es un ser
humano.

[0109] EI término «enfermedad» se refiere a cualquier estado patoldgico en el que se expresan o se expresan de
forma anémala antigenos asociados a un tumor. El término «expresién andémala» significa que la expresion esta
modificada, preferentemente, aumentada respecto al estado en un individuo sano. Un aumento de la expresion se
refiere a un aumento de al menos el 10 %, particularmente, al menos el 20 %, al menos el 50 % o al menos el 100
%. En una forma de realizacion, el antigeno asociado al tumor solo se expresa en el tejido de un individuo con la
enfermedad, mientras que la expresion esta reprimida en un individuo sano. Un ejemplo de una enfermedad de
este tipo es el cancer, particularmente, seminomas, melanomas, teratomas, gliomas, cancer colorrectal, cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de utero, cancer de ovario y cancer de pulmon.

[0110] Segun la invencion, una muestra biolégica puede ser una muestra de tejido y/o celular, y se puede obtener
de forma convencional para usarla en los distintos métodos descritos en el presente documento, como mediante
biopsia de tejidos, incluida la biopsia con sacabocados, y la extracciéon de sangre, aspirado bronquial, orina, heces
u otros fluidos corporales.

[0111] El término «célula inmunorreactiva» significa una célula que, con la estimulaciéon adecuada, puede madurar
hasta convertirse en una célula del sistema inmunitario (como una célula B, célula T colaboradora o célula T
citolitica). Las células inmunorreactivas comprenden células madre hematopoyéticas CD34+, células T maduras y
no maduras, asi como células B maduras y no maduras. En el caso de que se desee preparar células T citoliticas o
colaboradoras que reconozcan un antigeno asociado a un tumor, la célula inmunorreactiva se pone en contacto
con una célula que expresa un antigeno asociado a un tumor en condiciones que favorecen una produccion,
diferenciacion y/o seleccion de células T citoliticas y colaboradoras. En una exposicion frente a un antigeno, la
diferenciacion de las progenitoras de célula T en una célula T citolitica es parecida a la seleccion clonal del sistema
inmunitario.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 688 186 T3

[0112] Algunos métodos terapéuticos se basan en una reaccion del sistema inmunitario de un paciente que
provoca una lisis de las células que presentan un antigeno, como las células cancerosas que presentan uno o
varios antigenos asociados al tumor. Asi, por ejemplo, los linfocitos T citotéxicos autélogos que son especificos de
un complejo de un antigeno asociado a un tumor y una molécula del MHC se administran a un paciente con una
anomalia celular. Se conoce la produccion in vitro de los linfocitos T citotoxicos de este tipo. Un ejemplo de un
método para la diferenciacion de las células T se encuentra en WO-A-9633265. En lineas generales, se extrae una
muestra de células, como células de la sangre, del paciente, y las células se ponen en contacto con una célula que
presenta el complejo y que puede activar una multiplicacion de los linfocitos T citotoxicos (p. ej., células
dendriticas). La célula diana puede ser una célula transferida, como una célula COS.

[0113] Estas células transferidas presentan el complejo deseado en su superficie celular y, en el caso de un
contacto con los linfocitos T citotdxicos, estimulan su multiplicacion. Después, los linfocitos T citotoxicos autélogos
expandidos se administran al paciente.

[0114] En otro método para la seleccion de los linfocitos T citotoxicos especificos del antigeno se utilizan
tetrameros fluorégenos de complejos de moléculas del MHC de clase 1/péptidos para una deteccién de los clones
especificos de los linfocitos T citotdxicos (Altman et al., Science 274:94-96, 1996; Dunbar et al., Curr. Biol. 8:413-
416, 1998). Las moléculas del MHC de clase 1 solubles se pliegan in vitro en presencia de 2-microglobulina y un
antigeno peptidico que se une a la molécula de clase |. Después de la purificacion de los complejos de
MHC/péptidos, estos se marcan con biotina. Los tetrameros se forman mezclando los complejos MHC-péptidos
biotinilados con avidina marcada (p. €j., ficoeritrina) en una relacion molar de 4:1. Después, los tetrameros se
ponen en contacto con linfocitos T citotoxicos, como la sangre periférica o los ganglios linfaticos. Los tetrameros se
unen a linfocitos T citotoxicos que reconocen el complejo de antigeno peptidico/MHC de clase I. Las células que se
unen a los tetrameros se pueden clasificar mediante clasificacion celular basada en fluorescencia para un
aislamiento de los linfocitos T citotdxicos reactivos. Después, los linfocitos T citotdxicos aislados se pueden
multiplicar in vitro.

[0115] En un método terapéutico conocido como transferencia adoptiva (Greenberg, J. Immunol. 136(5):1917,
1986; Riddel et al., Science 257:238, 1992; Lynch et al., Eur. J. Immunol. 21:1403-1410, 1991; Kast et al., Cell
59:603-614, 1989) se combinan las células que presentan el complejo deseado (p. €j., células dendriticas) con
linfocitos T citotoxicos del paciente que tratar, lo que da lugar a una multiplicaciéon de los linfocitos T citotoxicos
especificos. Después, los linfocitos T citotdxicos multiplicados se administran a un paciente con una anomalia
celular que se distingue por determinadas células anémalas que presentan el complejo especifico. Después, los
linfocitos T citotdxicos lisan las células andmalas, con lo que se consigue un efecto terapéutico deseado.

[0116] A menudo, solo se pueden multiplicar las células del repertorio de la célula T de un paciente con una
afinidad reducida frente a un complejo especifico de este tipo, puesto que las que tienen una afinidad elevada son
exterminadas por el desarrollo de la tolerancia. En este caso, una alternativa puede ser una transferencia del
propio receptor de la célula T. Para ello, se combinan igualmente células que presentan el complejo deseado (p.
ej., células dendriticas) con linfocitos T citotoxicos de individuos sanos. Ello da lugar a una multiplicacion de
linfocitos T citotdxicos especificos de alta afinidad si el donante no habia tenido ningdn contacto hasta el momento
con el complejo especifico. Se clona el receptor de célula T de alta afinidad de estos linfocitos T especificos
multiplicados y se puede transducir de forma arbitraria a las células T de otros pacientes mediante transferencia
génica, p. €j., con vectores retrovirales. En ese momento, se efectua la transferencia adoptiva con estos linfocitos T
modificados genéticamente (Stanislawski et al., Nat Immunol. 2:962-70, 2001; Kessels et al., Nat Immunol. 2:957-
61, 2001).

[0117] Los aspectos terapéuticos anteriores parten de que al menos algunas de las células anémalas del paciente
presentan un complejo de un antigeno asociado a un tumor y una molécula HLA. Una identificacion de las células
de este tipo se puede desarrollar de forma conocida. Nada mas identificarse las células que presentan el complejo
se pueden combinar con la muestra del paciente que incluye linfocitos T citotoxicos. En el caso de que las células
que presentan al complejo estén lisadas por los linfocitos T citotoxicos, se puede suponer que se presenta un
antigeno asociado a un tumor.

[0118] La transferencia adoptiva no es el Unico tipo de terapia que se puede aplicar segun la divulgacion. Los
linfocitos T citotoxicos también se pueden generar in vivo de forma conocida por si misma. En un método se usan
células no proliferativas que expresan el complejo. Las células que se usan en este caso seran aquellas que
expresan normalmente el complejo, como las células tumorales tratadas con radioterapia o células a las que se
han transferido uno o los dos genes que son necesarios para una presentacion del complejo (esto es, el péptido
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antigeno y la molécula HLA presentadora). Se pueden emplear distintos tipos de células. Por otra parte, se pueden
usar vectores que contienen uno o los dos genes de interés. Se prefieren especialmente los vectores virales y
bacterianos. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor o una parte del
mismo se pueden vincular de forma funcional con secuencias promotoras y potenciadoras que dirigen una
expresion del antigeno asociado al tumor o un fragmento del mismo en determinados tejidos o tipos de células. El
acido nucleico se puede integrar en el sector de expresion. Los vectores de expresion pueden ser acidos nucleicos
extracromosomicos no modificados, plasmidos o genomas virales en los que es posible una insercion de acidos
nucleicos exdgenos. Los acidos nucleicos que codifican un antigeno asociado a un tumor también se pueden
insertar en un genoma retroviral, lo que hace posible la integracién del acido nucleico en el genoma del tejido diana
o de la célula diana. En estos sistemas, un microorganismo, como un virus de la vaccinia, un poxvirus, un virus del
herpes simple, un retrovirus o un adenovirus, soporta el gen de interés e «infecta» de facto a las células huésped.
Otra forma preferida es la introduccién del antigeno asociado al tumor en forma de ARN recombinante. Este se
puede incorporar en las células, p. €j., mediante transferencia liposdomica o mediante electroporacion. Las células
resultantes presentan el complejo de interés y son reconocidas por los linfocitos T citotoxicos autdlogos que se
multiplican después.

[0119] Un efecto similar se puede alcanzar combinando el antigeno asociado al tumor o un fragmento del mismo
con un adyuvante para permitir una integracion in vivo en células que presenten un antigeno. El antigeno asociado
al tumor o un fragmento del mismo se pueden representar en forma de proteina, de ADN (p. €j., dentro de un
vector) o en forma de ARN. El antigeno asociado al tumor se procesa para dar como resultado un compafiero
peptidico para la molécula HLA, mientras que un fragmento del mismo se puede presentar sin que sea necesario
ningun otro procesamiento. Esto Ultimo se da particularmente si estos se pueden unir a las moléculas HLA. Se
prefieren las formas de administracion en las que el antigeno in vivo es procesado en su conjunto por una célula
dendritica, puesto que, en este caso, también pueden surgir células T colaboradoras. Estas son necesarias para
una respuesta inmunitaria efectiva (Ossendorp et al., Immunol Lett. 74:75-9, 2000; Ossendorp et al., J. Exp. Med.
187:693-702, 1998). En general, una cantidad eficaz del antigeno asociado al tumor se puede administrar a un
paciente, p. ej., mediante una inyeccion intradérmica. No obstante, la inyeccion también se puede efectuar de
forma intraganglionar en un ganglio linfatico (Maloy et al., Proc Natl Acad Sci USA 98:3299-303, 2001). También se
puede efectuar en combinacion con reactivos que faciliten una aceptacion en las células dendriticas. Los antigenos
asociados a tumores in vivo preferidos comprenden aquellos que reaccionan con antisueros de cancer alégenos o
con células T de muchos pacientes de cancer. No obstante, son de especial interés aquellos contra los que no
existe ninguna respuesta inmunitaria espontanea. Contra estos se pueden inducir de forma detectable respuestas
inmunitarias que pueden lisar tumores (Keogh et al., J Immunol. 167:787-96, 2001; Appella et al., Biomed Pept
Proteins Nucleic Acids 1:177-84, 1995; Wentworth et al., Mol Immunol. 32:603-12, 1995).

[0120] Las composiciones farmacéuticas descritas segun la invenciéon también se pueden emplear como vacunas
para la inmunizacion. Los términos «inmunizacion» o «vacunacion» significan, segun la invencion, un aumento o
activacion de una reaccion inmunitaria frente a un antigeno. Se pueden emplear modelos de animales para probar
un efecto inmunizador frente al cancer usando un antigeno asociado a un tumor o un acido nucleico que lo
codifique. Por ejemplo, se pueden introducir células de cancer humanas en un ratén para crear un tumor y se
pueden administrar uno o varios acidos nucleicos que codifiquen los antigenos asociados al tumor. El efecto en las
células cancerosas (por ejemplo, la reduccién del tamafio del tumor) se puede medir mediante el acido nucleico
como medida de la eficacia de una inmunizacién.

[0121] Como parte de la composicidn para la inmunizacidon se administran uno o varios adyuvantes a uno o varios
antigenos asociados al tumor o fragmentos estimulantes de los mismos para una induccidon de una reaccion
inmunitaria o un aumento de una reaccion inmunitaria. Un adyuvante es una sustancia que se integra en el
antigeno o se administra junto con este y potencia la reaccion inmunitaria. Los adyuvantes pueden potenciar la
reaccion inmunitaria proporcionando un depdsito de antigenos (extracelular o en macrofagos), activando
macrofagos y/o estimulando determinados linfocitos. Los adyuvantes son conocidos y comprenden, de forma no
limitativa, el monofosforil lipido A (MPL, SmithKline Beecham), las saponinas, como QS21 (SmithKline Beecham),
DQS21 (SmithKline Beecham; WO 96/33739), QS7, QS17, QS18 y QS-L1 (So et al., Mol. Cells 7:178-186, 1997),
el adyuvante de Freund incompleto, el adyuvante de Freund completo, la vitamina E, el Montanide, el alumbre, los
oligonucledtidos CpG (cp. Kreig et al., Nature 374:546-9, 1995) y distintas emulsiones del tipo agua en aceite que
se pueden preparar a partir de aceites degradables, como el escualeno y/o el tocoferol. Preferentemente, los
péptidos se administran en una mezcla con DQS21/MPL. Normalmente, la relacion de DQS21 a MPL es de,
alrededor de 1:10 a 10:1, preferentemente, de alrededor de 1:5 a 5:1 y, particularmente, de alrededor de 1:1.
Normalmente, para una administracion a los seres humanos, DQS21 y MPL se encuentran en una formulacion de
vacuna en un intervalo de alrededor de 1 ug hasta alrededor de 100 pm.
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[0122] También se pueden administrar otras sustancias que estimulen una reaccién inmunitaria del paciente. Por
ejemplo, se pueden usar citocinas en una vacunacion debido a sus propiedades reguladoras en los linfocitos. Las
citocinas de este tipo comprenden, p. €j., la interleucina 12 (IL-12), de la que se ha demostrado que potencia los
efectos protectores de las vacunas (cp. Science 268:1432-1434, 1995), el GM-CSF y la IL-18.

[0123] Existe una serie de uniones que potencian una reaccién inmunitaria y que, por ello, se pueden emplear en
una vacunacion. Estas comprenden las moléculas coestimuladoras que se proporcionan en forma de proteinas o
acidos nucleicos. Las moléculas coestimuladoras de este tipo son, por ejemplo, B7-1 y B7-2 (CD80 y CD86), que
se expresan en células dendriticas (DC) e interactian con la molécula CD28 expresada en las células T. Esta
interaccion proporciona una coestimulacion (sefial 2) para una célula T estimulada por el antigeno/MHC/TCR
(sefial 1), con lo que se potencia la multiplicaciéon de la célula T y la funcién efectora. B7 también interactia con
CTLA4 (CD152) en las células T, y algunos analisis que incluyen los ligandos CTLA4 y B7 muestran que la
interaccion B7-CTLA4 puede potenciar una inmunidad contra un tumor y una multiplicacién de CTL (Zheng, P. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289 (1998)).

[0124] Normalmente, B7 no se expresa en las células tumorales, de forma que estas no son células presentadoras
de antigeno (APC) eficaces para las células T. Una induccion de la expresion de B7 haria posible que las células
tumorales estimularan de forma mas eficaz una multiplicacién de los linfocitos T citotéxicos y una funcion efectora.
Una coestimulacion mediante una combinacion de B7/IL-6/IL-12 mostré una induccion del perfil de IFN-gamma y
de las citocinas Th1 en una poblacion de células T, lo que da lugar a una actividad de las células T aun mas
potenciada (Gajewski et al., J. Immunol. 154:5637-5648 (1995)).

[0125] Una activacion completa de los linfocitos T citotdxicos y una funcion efectora completa requieren una
participacion de las células T colaboradoras mediante la interaccion entre el ligando CD40 en las células T
colaboradoras y la molécula CD40 que es expresada por las células dendriticas (Ridge et al., Nature 393:474
(1998), Bennett et al., Nature 393:478 (1998), Schonberger et al., Nature 393:480 (1998)). El mecanismo de esta
sefial coestimuladora se refiere, probablemente, al aumento de la produccion de B7 y de las IL-6/IL-12 asociadas
por las células dendriticas (células presentadoras de antigeno). Asi, la interaccion CD40-CD40L complementa las
interacciones de la sefal 1 (antigeno/MHC-TCR) y de la sefial 2 (B7-CD28).

[0126] Segun las expectativas, el uso de anticuerpos anti-CD40 para una estimulacion de las células dendriticas
potenciaria directamente una reaccion frente a los antigenos del tumor que, normalmente, se encuentran fuera del
alcance de una reaccion inflamatoria o son presentados por células presentadoras de antigenos no profesionales
(células tumorales). En estas situaciones no se proporcionan sefiales coestimuladoras de T colaboradoras y B7.
Este mecanismo se podria usar en el contexto de las terapias que se basan en las células dendriticas cargadas
con antigenos o en situaciones en las que no se definieron epitopos T colaboradores en precursores de TRA
conocidos.

[0127] Segun la divulgacion también se prevé una administracion de acidos nucleicos, polipéptidos o péptidos. La
administracion de polipéptidos y péptidos se puede efectuar de una forma conocida por si misma. En una forma de
realizacion, la administracion de los acidos nucleicos se efectliia mediante métodos ex vivo, esto es, retirando las
células de un paciente, modificacion genética de las células para integrar un antigeno asociado a un tumor y
reintroduccion de las células modificadas en el paciente. En general, ello comprende la introduccion in vitro de una
copia funcional de un gen en las células de un paciente y la recirculacion de las células modificadas genéticamente
en el paciente. La copia funcional del gen se encuentra bajo el control funcional de elementos reguladores que
permiten una expresion del gen en las células modificadas genéticamente. Los métodos de transfeccion y de
transduccion son conocidos por el experto en la materia. Segun la divulgacion se prevé también una administracion
in vivo de acidos nucleicos utilizando vectores, como virus y liposomas orientados.

[0128] En una forma de realizacion preferida, se selecciona un vector viral del grupo formado por adenovirus, virus
adeno-asociados, poxvirus, incluido el virus de la vaccinia y los poxvirus atenuados, el virus del bosque de Semliki,
los retrovirus, los virus Sindbis y las particulas similares al virus Ty para la administracion de un acido nucleico que
codifica un antigeno asociado a un tumor. Son especialmente preferidos los adenovirus y los retrovirus. Por lo
general, los retrovirus son de replicacion deficiente (es decir, son incapaces de generar particulas infecciosas).

[0129] Se pueden emplear distintos métodos para introducir acidos nucleicos, in vitro o in vivo, en células segun la
invencion. Los métodos de este tipo comprenden la transfeccién de precipitados de acido nucleico-CaPO4, la
transfeccién de acidos nucleicos asociados a DEAE, la transfeccion o la infeccién con los virus anteriores que
contienen los acidos nucleicos de interés, la transfeccion facilitada por liposomas y similares. En determinadas
formas de realizacion se prefiere dirigir el acido nucleico a determinadas células. En las formas de realizacion de
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este tipo, un vehiculo que se emplee para administrar un acido nucleico a una célula (p. €j., un retrovirus o un
liposoma) puede presentar una molécula unida de manipulacion dirigida. Por ejemplo, una molécula en forma de un
anticuerpo que sea especifico de una proteina de la membrana superficial de la célula diana o un ligando se puede
integrar en el vehiculo del acido nucleico o se puede unir al mismo para un receptor de la célula diana. Los
anticuerpos preferidos comprenden anticuerpos que se unen de forma selectiva a un antigeno asociado a un
tumor. En el caso de que se desee una administracién de un acido nucleico mediante liposomas, se pueden
integrar proteinas que se unan a una proteina de la membrana superficial asociada con la endocitosis en la
formulacion de los liposomas para hacer posible una manipulacién dirigida y/o una aceptacioén. Las proteinas de
este tipo comprenden proteinas de la capside o fragmentos de las mismas que son especificas de un tipo
determinado de célula, los anticuerpos contra las proteinas que se internalizan, las proteinas que se dirigen a un
punto intracelular y similares.

[0130] Las composiciones terapéuticas segun la invenciébn se pueden administrar en preparaciones
farmacéuticamente compatibles. Las preparaciones de este tipo pueden contener concentraciones
farmacéuticamente compatibles de sales, tampones, conservantes, vehiculos, sustancias complementarias
aumentadoras de la inmunidad, como los adyuvantes, CpG y citocinas, y, en su caso, otros principios activos
terapéuticos.

[0131] Los principios activos terapéuticos segun la invencién se pueden administrar de cualquier manera
convencional, incluida la inyeccion o la infusion. La administracion se puede efectuar, por ejemplo, por via oral,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea o transdérmica. Preferentemente, la administracion
terapéutica de anticuerpos se efectia mediante un aerosol pulmonar. Preferentemente, la administracion de acidos
nucleicos no codificantes se efectia mediante una administracién intravenosa lenta.

[0132] Las composiciones segun la invencion se administran en cantidades eficaces. Una «cantidad eficaz» se
refiere a la cantidad que, sola o en combinacidn con otras dosis, hace que se logre una reaccion deseada o un
efecto deseado. En el caso de un tratamiento de una enfermedad determinada o de una afeccién determinada que
se distinga por la expresion de uno o varios antigenos asociados a un tumor, la reaccion deseada se refiere a la
inhibicion del desarrollo de la enfermedad. Ello comprende la desaceleracion del avance de la enfermedad v,
particularmente, una interrupcién del avance de la enfermedad. La reacciéon deseada en un tratamiento de una
enfermedad o de una afeccién también puede ser el retraso de la aparicion o un impedimento de la aparicion de la
enfermedad o de la afeccion.

[0133] Una cantidad eficaz de una composicidon segun la invencion dependera de la afeccion que tratar, de la
severidad de la enfermedad, de los parametros individuales del paciente, incluidos la edad, el estado psicoldgico, la
altura y el peso, la duracion del tratamiento, el tipo de terapia complementaria (si se da el caso), la via de
administracion especifica y factores similares.

[0134] Preferentemente, las composiciones farmacéuticas segun la invencidon son estériles y contienen una
cantidad eficaz de la sustancia terapéuticamente eficaz para la generacion de la reaccion deseada o del efecto
deseado.

[0135] Las dosis de las composiciones segun la invenciéon que se administran pueden depender de distintos
parametros, como el tipo de administracion, el estado del paciente, el periodo de administracion deseado, etc. En el
caso de que una reaccion en el paciente sea insuficiente con una dosis inicial, se pueden emplear dosis mas
elevadas (o dosis con una efectividad mas elevada que se logren mediante otra via de administracion mas
localizada).

[0136] En general, para un tratamiento o para una generacién o un aumento de una reaccion inmunitaria se
formulan y se administran dosis de 1 ng a 1 mg, preferentemente, de 10 ng a 100 ug del antigeno asociado al
tumor. En el caso de que se desee la administracion de acidos nucleicos (ADN y ARN) que codifiquen los
antigenos asociados al tumor, se formulan y administran dosis de 1 ng a 0,1 mg.

[0137] En general, las composiciones farmacéuticas segun la invencion se administran en cantidades
farmacéuticamente compatibles y en composiciones farmacéuticamente compatibles. El término
«farmacéuticamente compatible» se refiere a un material no téxico que no interactia con el efecto del principio
activo de la composiciéon farmacéutica. Por lo comun, las composiciones de este tipo pueden incluir sales,
tampones, conservantes, vehiculos y, en su caso, otros principios activos terapéuticos. Para usarlas en medicina,
las sales tienen que ser farmacéuticamente compatibles. No obstante, se pueden usar sales que no sean
farmacéuticamente compatibles para preparar sales de las mismas farmacéuticamente compatibles y estan
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comprendidas segun la invencion. Las sales farmacéutica y farmacolégicamente compatibles de este tipo
comprenden, de forma no limitadora, aquellas que se han preparado partiendo de los siguientes acidos: acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulflrico, acido nitrico, acido fosférico, acido maleico, acido acético, acido
salicilico, acido citrico, acido férmico, acido malénico, acido succinico y similares.

Las sales farmacéuticamente compatibles también se pueden preparar como sales de metales alcalinos o de
metales alcalinotérreos, como las sales sodicas, potasicas o calcicas.

[0138] Una composicion farmacéutica segun la invencion puede comprender un vehiculo farmacéuticamente
compatible. Segun la invencion, el término «vehiculo farmacéuticamente compatible» se refiere a uno o mas
ingredientes de relleno, diluyentes o sustancias encapsuladas sdlidas o liquidas compatibles que sean adecuadas
para una administracion a un ser humano. El término «vehiculo» se refiere a un componente organico o inorganico,
de tipo natural o sintetizado, en el que el componente activo se combina para facilitar una aplicacién. Por lo comun,
los componentes de la composicion farmacéutica segun la invencion se conciben de forma que no se produzca
ninguna interaccion que afecte esencialmente a la eficacia farmacéutica deseada.

[0139] Las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden incluir tampones adecuados, como acido
acético en una sal, acido citrico en una sal, acido borico en una sal y acido fosférico en una sal.

[0140] Las composiciones farmacéuticas también pueden, en su caso, contener conservantes adecuados, como
cloruro de benzalconio, clorobutanol, parabenos y timerosal.

[0141] Habitualmente, las composiciones farmacéuticas se presentan en forma de dosis unitarias y se pueden
preparar de forma conocida. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se pueden encontrar, por
ejemplo, en forma de capsulas, comprimidos, pastillas para chupar, suspensiones, jarabes, elixires o en forma de
emulsion.

[0142] Habitualmente, las composiciones que son adecuadas para una administracién parenteral comprenden una
preparacion estéril acuosa o no acuosa del principio activo que, preferentemente, es isoténica respecto a la sangre
del receptor. Ejemplos de vehiculos y disolventes compatibles son una solucion de Ringer y una solucion de cloruro
sodico isotdnica. Ademas, normalmente, se emplean aceites fijados estériles como medio de solucién o de
suspension.

[0143] La presente invencion se describe de forma detallada mediante las siguientes figuras y los siguientes
ejemplos meramente ilustrativos y que no deben entenderse como limitadores de la invencion. El experto en la
materia deducira otras formas de realizacion de la descripcion y los ejemplos, que también estan comprendidos
segun la divulgacion.

Figuras:
[0144]

Fig. 1. Representacion esquematica de la clonacion de eCT. La estrategia comprende la identificacion de
genes candidatos (GOl = «Genes of interest») en bases de datos y la puesta a prueba de estos genes mediante
RT-PCR.

Fig. 2. Composicion de exén de las variantes de TPTE. Se identificaron segun la invencion variantes de
corte y empalme (SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID
NO:57) que se expresan en tejido testicular y en tumores y presentan desplazamientos del marco de lectura y,
con ello, zonas de la secuencia modificadas.

Fig. 3. Alineacion de las posibles proteinas TPTE. Eventos de corte y empalme alternativos dan como
resultado modificaciones de la proteina codificada, en donde el marco de lectura se mantiene esencialmente.
Los dominios transmembranarios putativos estan en negrita, el dominio catalitico esta enmarcado.

Fig. 4. Topologia predicha de TPTE y localizacion subcelular en la superficie celular de células MCF-7

[0145] El esquema izquierdo muestra los 4 dominios transmembranarios putativos (flechas) de TPTE. Se
transfirié a las células MCF-7 de forma transitoria un plasmido de expresion de TPTE. El antigeno se detecto
con anticuerpos especificos de TPTE y mostré una clara colocalizacién con moléculas MHC | localizadas en la
superficie celular.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 688 186 T3

Ejemplos:
Material y métodos

[0146] Los términos «in silico», «electronico» y «clonar de forma virtual» se refieren simplemente al uso de
métodos basados en bases de datos con los que se pueden simular operaciones experimentales de laboratorio.

[0147] Todos los demas términos y conceptos se usan, salvo que se especifique lo contrario, de la forma en la que
son conocidos por el experto en la materia. Las técnicas y los métodos nombrados se efectiian de forma conocida
y se han descrito, p. €j., en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 edicién (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. Todos los métodos que implican el uso de kits y
reactivos se desarrollan segun las indicaciones del fabricante.

Estrategia para la determinacion de eCT (genes testiculares de cancer clonados electronicamente) basada
en la prospeccion de datos

[0148] Se combinaron dos estrategias in silico, en concreto, la busqueda de palabras clave en GenBank y cDNA
xProfiler (Fig. 1). Se realiz6 una busqueda de genes candidatos de los que se indica que se expresan de forma
especifica en el tejido testicular utilizando el sistema ENTREZ Search and Retrieval System del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez) en la base de datos GenBank (Wheeler et al., Nucleic Acids Research 28:10-
14, 2000).

[0149] Se extrajeron genes candidatos (GOI, genes of interest) de las bases de datos mediante consultas con las
palabras clave «testis-specific gene», «sperm-specific gene» o «spermatogonia-specific gene». La busqueda se
limité a una parte de toda la informacion de estas bases de datos empleando como campos «homo sapiens» para
el organismo y «KARNm» para el tipo de molécula.

[0150] La lista de los GOI encontrados se organizo identificando distintas denominaciones para la misma secuencia
y eliminando esas redundancias.

[0151] A su vez, todos los genes candidatos obtenidos de la busqueda de palabras clave se analizaron mediante el
método «electronic Northern» (eNorthern) respecto a su distribucion en el tejido. El método eNorthern se basa en
comparar la secuencia de un GOI con una base de datos EST (expressed sequence tag) (Adams et al., Science
252:1651, 1991) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Se puede determinar la procedencia del tejido de cada EST
obtenido como homdlogo al GOl introducido y, de esta forma, mediante la suma de todos los EST se puede lograr
una estimacion provisional de la distribucién del GOI en los tejidos. Solo se siguieron analizando los GOI que no
tenian ninguna homologia con los EST de los tejidos normales no testiculares, a excepcion de la placenta y el
tejido fetal. Para esta valoracion también se tuvo en cuenta que existen bancos de ADNc indicados
incorrectamente en el dominio publico (Scheurle et al, Cancer Res. 60: 4037-4043, 2000)
(www.fau.edu/cmbb/publications/cancergenes6.htm).

[0152] Como segundo método de prospeccion de datos se utilizé el cDNA xProfiler del proyecto Cancer Genome
Anatomy del NCBI (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et al., Genome Research 6:807-828, 1996;
Pennisi, Science 276:1023-1024, 1997). Este permite relacionar entre si conjuntos de transcriptomas archivados en
bases de datos mediante operadores ldgicos. En nuestro caso, definimos un conjunto A al que se asignaron todas
las colecciones de expresion preparadas de testiculos, excluyendo las colecciones mixtas. Al conjunto B se le
asignaron todas las colecciones de ADNc que se habian preparado partiendo de tejido normal, a excepcion del
tejido testicular, ovarico y fetal. En general, se utilizaron todos los bancos de ADNc, independientemente del
método de preparacion subyacente empleado, pero solo se admitieron aquellos con una cardinalidad de > 1000. A
través del operador BUT NOT se rest6 digitalmente el conjunto B del conjunto A. Igualmente, el grupo de los GOI
encontrados de esta forma se sometid a estudios eNorthern y se verific6 mediante una investigacion bibliografica.
Esta prospeccion de datos combinada incluye los aproximadamente 13.000 genes de cadena completa del dominio
publico y, a partir de estos 140 en conjunto, predice genes con una expresion especifica potencial de un érgano.
Entre estos se encontraban 25 genes ya conocidos de la clase de gen CT, lo que subraya la eficiencia de nuestra
estrategia.

[0153] En primer lugar, se evaluaron todos los demas genes del tejido normal mediante una RT-PCR especifica.
Todos los GOI que se encontraron expresados en tejidos normales no testiculares se consideraron falsos positivos
y se excluyeron de los analisis posteriores. Los restantes se analizaron en un gran grupo de los mas diversos
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tejidos tumorales. Asi, los antigenos representados mas abajo mostraron estar activados de forma ectopica en las
células tumorales.

Extraccion de ARN, preparacion de ADNc cebado con poli-d(T) y analisis RT-PCR

[0154] Se extrajo todo el ARN del material de tejido nativo utilizando isotiocianato de guanidio como agente
caotropo (Chomczynski & Sacchi, Anal. Biochem. 162:156-9, 1987). Después de la extraccion con fenol acido y la
precipitacion con isopropanol, el ARN se disolvié en agua tratada con DEPC.

[0155] Se realiz6 una sintesis de ADNc de la primera cadena a partir de 2 a 4 ug de todo el ARN en una féormula de
reaccion de 20 pl a través del Superscript Il (Invitrogen) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Como
cebador se utilizé un oligonucleétido dT(18). Se comprobaron la integridad y la calidad del ADNc mediante la
amplificacion de p53 en una PCR de 30 ciclos (codificante CGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCG (SEQ ID NO:52, no
codificante CCTAACCAGCTGCCCAACTGTAG (SEQ ID NO:53), temperatura de hibridacion 67 °C).

[0156] Se elaboroé un archivo de ADNc de la primera cadena partiendo de una serie de tejidos normales y entidades
tumorales. Para los estudios de expresién se amplificaron 0,5 ul de estos ADNc en una féormula de reaccién con
cebadores especificos de GOl (véase mas abajo) y 1 U de ADN polimerasa HotStarTaq (Qiagen). La formula de
reaccion contenia respectivamente 0,3 mM de dNTP, por cada 0,3 uM de cada cebador, y 3 pl de 10 x tampén de
reaccion.

[0157] Los cebadores se seleccionaron de forma que estuviesen en 2 exones distintos, y la eliminacion de la
interferencia mediante ADN gendmico contaminante se confirmé como la causa de los resultados falsos positivos
mediante una prueba del ADN transcrito no de forma inversa como plantilla. Después de 15 minutos a 95 °C para la
activacion de la ADN polimerasa HotStarTaq, se realizaron 35 ciclos de PCR (1 min 94 °C, 1 min temperatura de
hibridacion respectiva, 2 min 72 °C y alargamiento final a 72 °C durante 6 min). Se separaron 20 pl de esta reaccion
en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y se analizaron. Se usaron los siguientes cebadores para los
analisis de expresion de los antigenos correspondientes a la temperatura de hibridacién indicada.

codificante TGGATGTCACTCTCATCCTTG (SEQ ID NO: 27),
no codificante CCATAGTTCCTGTTCTATCTG (SEQ ID NO: 28)

Preparacion de ADNc cebado con hexameros aleatorios y PCR cuantitativa a tiempo real
[0158] Se cuantifico la expresion de LDHC, por ejemplo, a través de la PCR a tiempo real.

[0159] El principio de la PCR cuantitativa en tiempo real con el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM (PE
Biosystems, EE. UU.) utiliza la actividad exonucleasa 5'-3' de la ADN polimerasa Taq para la deteccion directa y
especifica de productos de PCR mediante la liberaciéon de colorantes marcadores de la fluorescencia. Ademas de
cebadores codificantes y no codificantes, en la PCR se emplea una sonda marcada doblemente con fluorescencia
(sonda TagMan) que hibrida en una secuencia del producto de PCR. La sonda se marca 5' con un colorante
marcador (p. €j.,, FAM) y 3' con un colorante inhibidor (p. ej.,, TAMRA). Si la sonda esta intacta, la proximidad
espacial del marcador respecto al inhibidor suprime la emisién de la fluorescencia marcadora. Si la sonda hibrida
en el producto de PCR durante la PCR, se fragmenta mediante la actividad exonucleasa 5'-3’ de la ADN polimerasa
Taq y se anula la supresion de la fluorescencia marcadora. El aumento de la fluorescencia marcadora como
consecuencia de la amplificacién de la diana se mide después de cada ciclo de PCR y se utiliza para la
cuantificacion. La cuantificacion de la expresion del gen diana se efectia de forma absoluta o relativa a la
expresion de un gen control con expresion constante en los tejidos que examinar. Se calculd la expresion de LDHC
después de normalizar las sondas frente al ARN 18s como el denominado gen housekeeping a través del método
AA-C; (PE Biosystems, EE. UU.). Las reacciones se llevaron a cabo en mezclas dobles y se determinaron en
duplicados. La sintesis del ADNc se efectud con el High Capacity cDNA Archive Kit (PE Biosystems, EE. UU.)
utilizando cebadores hexameros segun las indicaciones del fabricante. Se emplearon respectivamente 5 pl del
ADNCc diluido en 25 pl del volumen total para la PCR: cebadores codificantes (GGTGTCACTTCTGTGCCTTCCT
(SEQ ID NO: 48)) 300 nM; cebadores no codificantes (CGGCACCAGTTCCAACAATAG(SEQ ID NO: 49)) 300 nM;
sonda TagMan (CAAAGGTTCTCCAAATGT) 250 nM; cebador codificante ARN 18s 50 nM; cebador no codificante
ARN 18s 50 nM; sonda ARN 18 s 250 nM; 12,5 yl mezcla maestra TagMan Universal PCR Master Mix;
desnaturalizacion inicial 95 °C (10 min); 95 °C (15 sec); 60 °C (1 min); 40 ciclos. Mediante la amplificacion de un
producto de 128 bp mas alla del limite del exén 1 y el exén 2 se incluyeron en la cuantificacion todas las variantes
de corte y empalme de LDHC descritas.
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Clonacién y analisis de la secuencia

[0160] Se efectud la clonacion de longitudes completas o de fragmentos génicos segun los métodos
convencionales. Para identificar la secuencia se amplificaron los antigenos correspondientes a través de la
polimerasa pfu para la correccion de errores (Stratagene). Tras finalizar la PCR, se ligé la adenosina a través de la
ADN polimerasa HotStarTaq en los extremos del amplicon para clonar los fragmentos en el vector TOPO TA segun
las indicaciones del fabricante.

[0161] La secuenciaciéon se realiz6 a través de un servicio comercial. Las secuencias se analizaron mediante
programas de prediccion y algoritmos convencionales.

Ejemplo 1:
Identificacion de TPTE como nuevo antigeno de tumor

[0162] Las secuencias del transcrito de TPTE (SEQ ID NO:19) y de su producto de traduccion (SEQ ID NO:22)
estan publicadas en GenBank con el nimero de acceso NM_013315 (Walker, S.M. et al., Biochem. J. 360(Pt
2):277-83, 2001; Guipponi M. et al., Hum. Genet. 107(2):127-31, 2000; Chen H. et al., Hum. Genet. 105(5):399-409,
1999). EI TPTE se describi6 como un gen que codifica una posible tirosinfosfatasa transmembranaria con
expresion testicular especifica que se sitda en la regidon pericentromérica de los cromosomas 21, 13, 15,22 e Y
(Chen, H. et al,, Hum. Genet. 105:399-409, 1999). Andlisis comparativos segun la invencion muestran ademas
secuencias genomicas homologas en los cromosomas 3y 7.

[0163] Se generaron cebadores de PCR segun la invencién en funciéon de la secuencia de TPTE (SEQ ID NO:19)
(5'-TGGATGTCACTCTCATCCTTG-3' (SEQ ID NO: 27) y 5'-CCATAGTTCCTGTTCTATCTG-3' (SEQ ID NO: 28)) y
se emplearon para analisis de RT-PCR (95° 15 min; 94° 1 min; 63° 1 min; 72° 1 min; 35 ciclos) en una serie de
tejidos humanos. Se mostré que la expresion en tejidos normales se limita a los testiculos.

[0164] Como se ha descrito para los otros eCT, se pudo mostrar segun la invencion que las variantes de TPTE se
activan de forma ectopica en una serie de tejidos tumorales; cp. Tabla 1. Se identificaron segun la invencion otras
variantes de corte y empalme para TPTE (SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 57) que se expresan en el tejido testicular y en tumores, y presentan desplazamientos del
marco de lectura y, con ello, zonas secuenciales modificadas (Fig. 2).

Tabla 1. Expresion de TPTE en tumores

Tejido Total puesto a prueba |Positivo |%
Melanoma 18 9 50
Carcinomas de mama 20 4 20
Tumores colorrectales 20 0 0

Carcinomas de préstata 8 3 38
Carcinomas bronquiales 23 9 39
Carcinomas de células renales 7 0 0

Carcinomas de ovario 7 2 29
Carcinomas de tiroides 4 0 0

Carcinomas cervicales 6 1 17
Lineas celulares del melanoma 8 4 50
Lineas celulares del carcinoma bronquial |6 2 33
Lineas celulares del carcinoma de mama |5 4 80

[0165] La secuencia gendmica de TPTE esta formada por 24 exones (numero de acceso NT_029430). El transcrito
mostrado en SEQ ID NO:19 incluye todos estos exones. La variante de corte y empalme mostrada en SEQ ID
NO:20 surge mediante la eliminacién por corte y empalme del exén 7. La variante de corte y empalme mostrada en
SEQ ID NO:21 muestra una incorporacion parcial de un intron que sigue a un exén 15. Como se puede ver de las
variantes SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:57, también se pueden eliminar por corte y
empalme de forma alternativa los exones 18, 19, 20 y 21.
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[0166] Estos eventos de corte y empalme alternativos dan como resultado modificaciones de la proteina codificada,
en donde el marco de lectura se mantiene esencialmente (Fig. 3). Por ejemplo, el producto de traduccion codificado
por la secuencia mostrada en SEQ ID NO:20 (SEQ ID NO:23) presenta una deleciéon de 13 aminoacidos en
comparacion con la secuencia mostrada en SEQ ID NO:22. El producto de traduccién codificado por la secuencia
mostrada en SEQ ID NO:21 (SEQ ID 24) tiene una insercion adicional en la zona central de la molécula y se
diferencia de esta forma de las otras variantes en 14 aminoacidos.

[0167] También se modifican los productos de traduccién de las variantes SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:56, SEQ ID NO:57, en concreto, las proteinas SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61.
Los analisis para predecir dominios funcionales dan como resultado la presencia de un dominio de tirosinfosfatasa
para SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:60, pero no para SEQ ID NO:59,
SEQ ID NO:61. Se predicen 3-4 dominios transmembranarios para todas las variantes (Fig. 3 y 4).

[0168] El analisis de la expresion del antigeno de TPTE con anticuerpos especificos confirmd la expresion selectiva
en testiculos y en una serie de distintos tumores. Ademas, se mostré mediante analisis de colocalizacion que el
TPTE se localiza segun la invencion en la superficie celular de las células tumorales con inmunoglobinas de la
clase |. Hasta el momento, el TPTE solo se habia descrito como una proteina asociada a Golgi. Debido a la
expresion del TPTE en la superficie celular de las células tumorales, este antigeno de tumor es adecuado segun la
invencion como una excelente diana para el desarrollo de anticuerpos monoclonales diagndsticos y terapéuticos.
Debido a la topologia membranaria predicha del TPTE (Fig. 4), para este fin son particularmente adecuadas, segun
la invencion, las zonas expuestas de forma extracelular. Segun la invencién, esto comprende los péptidos
FTDSKLYIPLEYRS (SEQ ID NO:81) y FDIKLLRNIPRWT (SEQ ID NO:82). Ademas, se pudo mostrar que el TPTE
promueve la migracion de células tumorales. Para ello, se analizé en los denominados ensayos de migracion de
camara de Boyden si células tumorales a las que se habia transferido TPTE bajo el control de un promotor
eucaridtico y células control mostraban una migracion dirigida. Asi, las células a las que se habia transferido TPTE
presentaban segun la invencién en 4 ensayos independientes una migracion claramente aumentada (aumentada
por 3). Estos datos funcionales indican que el TPTE juega un papel esencial en la metastasis de tumores. Con ello,
métodos que inhiben la actividad endégena del TPTE en células tumorales segun la invencion, p. ej., mediante el
uso de ARN no codificante, distintos métodos de interferencia por ARN (iARN) mediante vectores de expresion o
retrovirus, asi como mediante el uso de pequefias moléculas, podrian provocar una metastasis y, con ello, ser de
gran relevancia desde un punto de vista terapéutico. Recientemente se pudo establecer para la tirosinfosfatasa
PTEN una relacion causal entre la actividad de una fosfatasa en los tumores y una migracion aumentada y una
metastasis mayor (lijima y Devreotes Cell 109:599-610,2002).

LISTA DE SECUENCIAS

[0169]

<110> Sahin Dr., Ugur Tiireci Dr., Ozlem Koslowski Dr., Michael

<120> Productos génicos expresados de forma diferencial en tumores y su uso
<130> 342-3 EPT6

<160> 22

<170> Patentln versién 3.1

<210> 19

<211> 2168

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 19
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gaatccgcgg
agcgccggac
gcgcccgaga
tgaacacacc
ttatggattc
cccacaaatg
actgacctgg
tttaaaggag
ggagcagccc

gttgaagatg

ggagggcaca
tcgectgegece
gaatgttgga
ccaggctctt
actaccagat
aattatcagg
cgggagtcat
caaccgagga
gggtgtcacc

ctgaaaatgt
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acagctgcta
ccggcggcete
ccgacgacac
ctgaccggca
tctactgtat
agtgaaccca
cattgagctc
ggcacctgcg
tatcagtgaa

tgcttcatat

cctgaacagt
tagggacccc
aagacctcag
gtggctctgg
gctcttgaca
gaggcacgta
ggccccaatg
aaagaaagcc
agtgtgttag

gacagcaaga

27

ttctgaccca
cggcgcctac
acttgtgtta
aagcagtctg
actatgacca
tgaatgaaag
acagtccaca
cacacacaag
cacgactttc

ttaagaaaat

acagttaccc
acttagctcc
ttctagcage
gtgtatagag
caatggtcca
tcctgatecg
gacaagtgaa
tgaatttaaa
caagtttgaa

tgtgcattca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



attgtatcat
ctcatccttg
tctatttctc
gaaaggagac
attcttctgce
cccagatgga
ctgtttcatc
aggcgataca
gctatgtcat
gtgcggtttc
agagcttacg
aatgtcccca
caagatcttg
atggtttgtg
tattttggag
ccttctcaga
ctccctccaa
gtacgtgatc
ttaggaaaat
gacggtccac
tactatgaca
ctttatctac
ccatcagatt
gctggatccg
aaccctgcecca
ttatgtttat

aaaaaaaa

<210> 20
<211> 2114
<212> ADN

cctttgcatt
ccgacctaat
tagctattgce
agcagtattt
tggttgatgt
cacatttact
aaaaaagaca
caagggatgg
tLtccatcttc
tagataagaa
atcctaagca
ctctacatca
aaaacatcgt
ccttccttat
aaaggcgaac
agagatatgt
gacggatact
taaaaatcca
gttcggtact
ctctgtatga
attgctcatt
caaaaaatga
ttgccgtgga
attaagtata
catgttcata

atatgtttat

<213> Homo sapiens
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tggactattt
tttcactgac
cttatttttt
ttctgactta
cgtttacatt
tcgacttcta
acttgaaaag
atttgaccta
tggaaggcag
acaccgaaac
cttccataat
gatggtggtt
agcgattcac
tgcctctgaa
agataaaacc
tgcatatttt
ctttataaaa
aatagaaatg
tgataacatt
tgatgtgaaa
ttacttctgg
attggataat
gatacttttt
gctccceectt
tatcctaaat

acatgttctt

ggagttttcc
agcaaacttt
ctcatggatg
tttaacattt
ttttttgaca
cgacttatta
ctgataagaa
gacctcactt
cactatcgag
agggtcgtta
ttcaccaagg
tgtaaaggag
atatgttcaa
cacagcgaaa
gcacaagtga
cacttcatta
gagaaaaagg
acaacagaca
gtgcagtttt
ttgcacacat
ctacataaac
ggcgagaaaa
cceccttetgg
ctatcctaaa

caataaatct
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tggtcttact
atattccttt
ttcttecttcg
tagatactgc
ttaagttgct
ttctgttaag
ggcgggtttce
acgttacaga
tctacaatct
gaatcatgat
aagtaaatga
gcacagatag
ctgcaaagga
aatttcaggg
aacatctcta
tttattcgat
ttgtcttttc
aaatattaat
tctattcgaa
cttttattga
aaaaagcacg
tgacttccag
gaaagaatta
tgttcccttg

attacatata

ggatgtcact
ggagtatcgt
agtatttgta
cattattgtg
taggaatatt
aatttttcat
agaaaacaaa
acgtattatt
caaggaagtt
atgcagtgaa
tgatgatcat
gtggatggct
aacaggaact
aagcctgtat
agtagaaact
caactggaat
tcctegttat
cactatttca
tgatgtattc
tcttcectaca
aaataacagg
gagaatttat
tgatgttgta
tgttctttce
aagtatttat

tataaaaaaa
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agcgccggac
gcgcccgaga
tgaacacacc
ttatggattc
cccacaaatg
actgacctgg
tttaaaggag
tttgaagttg
cattcaattg
gtcactctca
tatcgttcta
tttgtagaaa
attgtgattc
aatattccca
tttcatctgt
aacaaaaggc
attattgcta
gaagttgtgc
agtgaaagag
gatcataatg
atggctcaag
ggaactatgg
ctgtattatt

gaaactcctt

ggagggcaca
tcgctgecgcee
gaatgttgga
ccaggctcett
actaccagat
aattatcagg
cgggagtcat
caaccgagga
aagatgctga
tatcatéctt
tccttgecga
tttctectagce
ggagacagca
ttctgctggt
gatggacaca
ttcatcaaaa
gatacacaag
tgtcatttcc
ggtttctaga
cttacgatcc
tcececactet
atcttgaaaa
tttgtgectt
ttggagaaag

ctcagaagag
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acagctgcta
ccggceggcte
ccgacgacac
ctgaccggca
tctactgtat
agtgaaccca
cattgagctc
ggcacctgceg
aaatgttgcect
tgcatttgga
cctaattttc
tattgcctta
gtatttttct
tgatgtcgtt
tttacttcga
aagacaactt
ggatggattt
atcttctgga
taagaaacac
taagcacttc
acatcagatg
catcgtagcg
ccttattgcece
gcgaacagat

atatgttgca

cctgaacagt
tagggacccc
aagacctcag
gtggctctgg
gctcttgaca
gaggcacgta
ggccccaatg
aaagaaagtg
tcatatgaca
ctatttggag
actgacagca
ttttttctca
gacttattta
tacatttttt
cttctacgac
gaaaagctga
gacctagacc
aggcagtctt
cgaaaccact
cataataggg
gtggttttca
attcactgta
tctgaaatat
aaaacccaca

tattttgcac

29

ttctgaccca
cggcgectac
acttgtgtta
aagcagtctg
actatgacca
tgaatgaaag
acagtccaca
tgttagcacg
gcaagattaa
ttttcctggt
aactttatat
tggatgttct
acattttaga
ttgacattaa
ttattattct
taagaaggcg
tcacttacgt
tctatagaaa
atcgagtcta
tcgttagaat
ccaaggaagt
aaggaggcac
gttcaactgc
gcgaaaaatt

aagtgaaaca

acagttaccc
acttagctcc
ttctagcage
gtgtatagag
caatggtcca
tcctgatcecg
gacaagtgaa
actttccaag
gaaaattgtg
cttactggat
tcctttggag
tcttcgagta
tactgccatt
gttgcttagg
gttaagaatt
ggtttcagaa
tacagaacgt
tccaatcaag
caatctatgc
catgattgat
aaatgagtgg
agatagaaca
aaaggaaagc
tcagggagta

tctctacaac
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tggaatctcc
cgttatgtac
atttcattag
gtattcgacg
cctacatact
aacaggcttt
atttatccat
gttgtagctg
ctttccaacc
atttatttat

aaaaaaaaaa

<210> 21
<211> 2222
<212> ADN

ctccaagacg
gtgatctaaa
gaaaatgttc
gtccacctct
atgacaattg
atctaccaaa
cagattttgc
gatccgatta
ctgccacatg

gtttatatat

aaaa

<213> Homo sapiens

<400> 21

gaatccgcgg
agcgccggac
gcgeccgaga
tgaacacacc
ttatggattc
cccacaaatg
actgacctgg
tttaaaggag
ggagcagccc
gttgaagatg
attgtatcat
ctcatccttg

tctatttctc

ggagggcaca
tcgctgcegee
gaatgttgga

cca

Q

gctctt
actaccagat
aattatcagg
cgggagtcat
caaccgagga
gggtgtcacc
ctgaaaatgt
cctttgcatt
ccgacctaat

tagctattgc

ES 2 688 186 T3

gatactcttt
aatccaaata
ggtacttgat
gtatgatgat
ctcattttac
aaatgaattg
cgtggagata
agtatagctc
ttcatatatc

gtttatacat

acagctgcta
ccggcggcetce
ccgacgacac
ctgaccggca
tctactgtat
agtgaaccca
cattgagctc
ggcacctgceg
tatcagtgaa
tgcttcatat
tggactattt
tttcactgac

cttatttttt

ataaaacact
gaaatggaga
aacattacaa
gtgaaagtgc
ttctggttge
gataatctac
ctttttggcg
ccecettecce
ctaaatctat

gttcttcaat

cctgaacagt
tagggacccc
aagacctcag
gtggctctgg
gctcttgaca
gaggcacgta
ggccccaatg
aaagaaagcc
agtgtgttag
gacagcaaga
ggagttttcc
agcaaacttt

ctcatggatg

30

tcattattta
aaaaggttgt
cagacaaaat
agtttttcta
acacatcttt
ataaacaaaa
agaaaatgac
ttctgggaaa
cctaaatgtt

aaatctatta

ttctgaccca
cggcgcectac
acttgtgtta
aagcagtctg
actatgacca
tgaatgaaag
acagtccaca
cacacacaag
cacgactttc
ttaagaaaat
tggtcttact
atattccttt

ttcttctteg

ttcgattcct
cttttccact
attaattgat
ttcgaatctt
tattgaaaat
agcacggaga
ttccagtgat
gaattatgtt
cccttgaagt

catatatata

acagttaccc
acttagctcc
ttctagcagce
gtgtatagag
caatggtcca
tcetgatceceg
gacaagtgaa
tgaatttaaa
caagtttgaa
tgtgcattca
ggatgtcact
ggagtatcgt

agtatttgta
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gaaaggagac
attcttctgc
cccagatgga
ctgtttcatc
aggcgataca
gctatgtcat
gtgcggtttc
tacattactc
tacgatccta
cccactctac
cttgaaaaca
tgtgccttcee
ggagaaaggc
cagaagagat
ccaagacgga
gatctaaaaa
aaatgttcgg
ccacctctgt
gacaattgct
ctaccaaaaa
gattttgccg
tccgattaag
gccacatgtt
ttatatatgt

aa

<210> 22
<211> 551
<212> PRT

agcagtattt
tggttgatgt
cacatttact
aaaaaagaca
caagggatgg
ttccatcttce
tagataagaa
tatattgtgce
agcacttcca
atcagatggt
tcgtagcgat
ttattgcctc
gaacagataa
atgttgcata
tactctttat
tccaaataga
tacttgataa
atgatgatgt
cattttactt
atgaattgga
tggagatact
tatagctccc
catatatcct

ttatacatgt

<213> Homo sapiens

<400> 22
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ttctgactta
cgtttacatt
tcgacttcta
acttgaaaag
atttgaccta
tggaaggcag
acaccgaaac
tactgtagat
taatagggtc
ggttttcacc
tcactgtaaa
tgaaatatgt
aacccacagc
ttttgéacaa
aaaacacttc
aatggagaaa
cattacaaca
gaaagtgcag
ctggttgcac
taatctacat
ttttggcgag
cctteccctt
aaatctatcc

tcttcaataa

tttaacattt
ttttttgaca
cgacttatta
ctgataagaa
gacctcactt
tctttctata
cactatcgag
agaaaacaga
gttagaatca
aaggaagtaa
ggaggcacag
tcaactgcaa
gaaaaatttc
gtgaaacatc
attatttatt
aaggttgtct
gacaaaatat
tttttctatt
acatctttta
aaacaaaaag
aaaatgactt
ctgggaaaga
taaatgttcc

atctattaca

31

tagatactgc
ttaagttgct
ttctgttaag
ggcgggttte
acgttacaga
gaaatccaat
tctacaatct
ttactgcacg
tgattgatga
atgagtggat
atagaacagg
aggaaagcct
agggagtaga
tctacaactg
cgattcctcg
tttccactat
taattgatgt
cgaatcttcc
ttgaaaataa
cacggagaat
ccagtgatgt
attatgttct
cttgaagtat

tatatataaa

cattattgtg
taggaatatt
aatttttcat
agaaaacaaa
acgtattatt
caaggaagtt
atgcagtatg
tgaaagagct
tcataatgtc
ggctcaagat
aactatggtt
gtattatttt
aactccttcet
gaatctccct
ttatgtacgt
ttcattagga
attcgacggt
tacatactat
caggctttat
ttatccatca
tgtagctgga
ttccaacccet
ttatttatgt
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Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala Gly Val Ile Ile Glu
1 5 10 15

Leu Gly Pro Asn Asp Ser Pro Gln Thr Ser Glu Phe Lys Gly Ala Thr
20 25 30

Glu Glu Ala Pro Ala Lys Glu Ser Pro His Thr Ser Glu Phe Lys Gly
35 40 45

Ala Ala Arg Val Ser Pro Ile Ser Glu Ser Val Leu Ala Arg Leu Ser
50 55 60

Lys Phe Glu Val Glu Asp Ala Glu Asn Val Ala Ser Tyr Asp Ser Lys
65 70 75 80

Ile Lys Lys Ile Val His Ser Ile Val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu

&

85 90 95

Phe Gly Val Phe Leu Val Leu Leu Asp Val Thr Leu Ile Leu Ala Asp
100 105 110

Leu Ile Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser
115 120 125

Ile Ser Leu Ala Ile Ala Leu Phe Phe Leu Met Asp Val Leu Leu Arg
130 135 140

Val Phe Val Glu Arg Arg Gln Gln Tyr Phe Ser Asp Leu Phe Asn Ile
145 150 155 160

Leu Asp Thr Ala Ile Ile Val Ile Leu Leu Leu Val Asp Val val Tyr
165 170 175

Ile Phe Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His
180 185 130

Leu Leu Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu
195 200 205

Phe His Gln Lys Arg Gln Leu Glu Lys Leu Ile Arg Arg Arg Val Ser

32
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210 215 220

Glu Asn Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Leu Asp Leu Thr
225 230 235 240

Tyr Val Thr Glu Arg Ile Ile Ala Met Ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg
245 250 255

Gln Ser Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu Val Val Arg Phe Leu Asp
260 265 270

Lys Lys His Arg Asn His Tyr Arg Val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg
275 280 285

Ala Tyr Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Val Val Arg Ile Met Ile
290 295 300

Asp Asp His Asn Val Pro Thr Leu His Gln Met Val Val Phe Thr Lys
305 310 315 320

Glu Val Asn Glu Trp Met Ala Gln Asp Leu Glu Asn Ile Val Ala Ile
325 330 335

His Cys Lys Gly Gly Thr Asp Arg Thr Gly Thr Met Val Cys Ala Phe
340 345 350

Leu Ile Ala Ser Glu Ile Cys Ser Thr Ala Lys Glu Ser Leu Tyr Tyr
355 360 365

Phe Glu Arg Arg Thr Asp Lys Thr His Ser Glu Lys Phe Gln Gly

375 380

w @
~1
O

Val Glu Thr Pro Ser Gln Lys Arg Tyr Val
385 390

Tyr Phe Ala Gln Val
400

w >
o =
[SL]

Lys His Leu Tyr Asn Trp Asn Leu Pro Pro Arg Arg Ile Leu Phe Ile
405 410 415

Lys His Phe Ile Ile Tyr Ser Ile Pro Arg Tyr Val Arg Asp Leu Lys
420 425 430

Ile Gln TIle Glu Met Glu Lys Lys Val Val Phe Ser Thr Ile Ser Leu
435 440 445
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Gly Lys
450

Asp Val
465

Phe Tyr

Trp Leu

Ser Asp
530

Asp Val
545

<210> 23
<211> 533
<212> PRT

Cys

Phe

Ser

His

-

ot
= 0
(G20

Phe

Val

<213> Homo sapiens

<400> 23

Met Asn
1

Leu Gly

Glu Glu

Glu Val
50

Lys Ile
65

Glu

Pro

Ala

35

Glu

vVal

Ser Val
Asp Gly
Asn Leu

485

Thr Ser
500
Ala Val

Ala Gly

Ser Pro
5

Asn Asp

20

Pro Ala

Asp Ala

His Ser

Leu

Pro

470

Pro

Phe

[l
0

§

Glu

Ser
550

Asp

Ser

Lys

Glu

Ile
70
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Asp

455

Pro

Thr

Ile

Ile
535

Asp

Pro

Pro

Glu

Asn

55

Val

Asn

Leu

Tyr

Glu

Leu

Thr

Gln

Ser

40

Val

Ser

34

Ile

Tyr

Asn

505

Phe

Asp

Thr

25

vVal

Ala

ser

Thr

Asp
490

Asn

Leu

10

Ser

Leu

Ser

Phe

Thr

Asp

475

Asn

Arg

Glu

Ala

Glu

Ala

Tyr

Ala
75

Asp

460

Val

Cys

Leu

Arg

Lys
540

Gly

Phe

Arg

Asp

60

Phe

Lys

Lys

Ser

Tyr

Met

Val

Lys

Leu

45

Ser

Gly

Ile

Val

Phe

Leu
510

=
’._J
D

Thr

Ile

Gly

30

Ser

Lys

Leu

Leu

Gln

Tyr

495

Pro

3
-
<
]

Ser

Ile

15

Ala

Lys

Ile

Phe

Ile

Phe

480

Phe

Lys

lav)
[}
@]

Ser

Glu

Thr

Phe

Lys

Gly
80



Val

Phe

Val

Thr

145

Arg

Gln

Lys

Thr

225

Phe

His

Asp

His

Asn
305

Phe

Thr

Ala

Glu

130

Ala

Asp

Leu

Lys

Arg

210

Glu

Tyr

Arg

Pro

Asn

290

Glu

Leu

Asp

Ile

115

Arg

Ile

I~
j—
[0}

Leu

Arg

195

Arg

Arg

Arg

Asn

Lys

275

vVal

Trp

Val

Ser

100

Ala

Arg

Ile

Lys

Arg

180

Gln

Ile

Asn

His

260

His

Pro

Met

Leu

85

Lys

Leu

Gln

Val

Leu

165

Leu

Leu

Thr

Ile

Pro

245

Tyr

Phe

Thr

Ala

Leu

Leu

Phe

Gln

Ile

150

Leu

Ile

Glu

Ala

230

Ile

Arg

His

Leu

Gln
310

ES 2 688 186 T3

Asp

Tyr

Phe

Tyr

135

Leu

Arg

Ile

Lys

Asp

215

Met

Lys

Val

Asn

His

295

Asp

vVal

Ile

Leu

120

Phe

Leu

Asn

Leu

Leu

200

Ser

Glu

Tyr

Arg

280

Gln

Leu

35

Thr

Pro

105

Met

Ser

Leu

Ile

Leu

185

Ile

Phe

Phe

vVal

Asn

265

Val

Met

Glu

Leu
90

Leu

g
©)]
T

Asp

val

Pro

170

Arg

Arg

Asp

Pro

vVal

250

Leu

val

Val

Asn

Ile

Glu

val

Leu

Asp

155

Arg

Ile

Arg

Leu

Ser

235

Cys

Arg

Val

Ile
315

Leu

Tyr

Leu

Phe

140

val

Trp

Phe

Arg

Asp

220

Ser

Phe

Ser

Ile

Phe

300

vVal

Ala

Arg

Leu

125

Asn

val

Thr

His

Val

205

Leu

Gly

Leu

Glu

Met

285

Thr

Ala

Asp

Ser

110

Arg

Ile

Tyr

His

Leu

190

Ser

Thr

Arg

Asp

Arg

270

Ile

Lys

Ile

Leu
95

Ile

Leu

Ile

Leu

175

Phe

Glu

Gln

Lys

255

Ala

Asp

Glu

His

Ile

Ser

Phe

Asp

Leu

His

Asn

Val

Ser

240

Lys

Tyr

Asp

Val

Cys
320



Lys

Ala

Glu

Thr

Leu
385

o]
ja
D

Ile

Cys

Ser
465

His

Leu

Phe

Val

<210> 24
<211> 569
<212> PRT

Gly

Ser

Arg

Pro

370

Tyr

Glu

Ser

Asp

450

Thr

Asp

Ala

Ala
530

Gly

Glu

Arg

355

Ser

Asn

Met

Ser

Asn

Val

515

Gly

<213> Homo sapiens

Thr

Ile

340

Thr

Gln

Trp

=3
~
=

Glu
420

Leu

Phe

Leu

500

Glu

Ser

Asp

325

Cys

Asp

Lys

Asn

Ser

405

Lys

Asp

Ile

485

His

Ile

Asp

Arg

Ser

Lys

Arg

Leu
390

=
!_I
D

Lys

Asn

Tyr

470

Glu

Lys

Leu

ES 2 688 186 T3

Thr

Thr

Thr

Tyr

375

Pro

g
I}
o}

Val

Ile

Tyr
455

|
]
=

Asn

Gln

Phe

Gly

Ala

His

360

Val

Pro

[n]
Lo}

Val

Thr

440

Asp

Asp

Asn

LyS

Gly
520

36

Thr

Lys

345

Ser

Ala

Arg

|
g
=

Phe
425

Thr

Arg

Ala
505

Glu

Met

330

Glu

Glu

Tyr

Arg

Ser

Asp

Cys

Leu

490

Arg

Lys

Val

Ser

Lys

Phe

Ile
395

Thr

Lys

Ser

475

Tyr

Arg

Met

Cys

Leu

Phe

Ala

380

Leu

L
¥

Ile

Ile

val

460

Phe

Leu

Ile

Thr

Ala

Tyr

Gln

365

Gln

Phe

[yl
o

{

Ser

Leu

445

Tyr

Pro

Tyr

Ser
525

Phe

Tyr

350

Gly

vVal

Ile

[y
W
0]

Leu

430

Ile

Phe

Phe

Lys

Pro

510

Ser

Leu

335

Phe

Val

Lys

Lys

[ |
JA
o1 (D

Gly

Asp

Phe

Trp

Asn

495

Ser

Asp

Ile

Gly

Glu

His

His
400

vVal

Tyr

Leu

Glu

Asp

Val



<400> 24

Glu

Ala

Lys

65

Ile

Phe

Ile

val

145

Leu

Ile

Asn

Glu

Ala

50

Phe

Gly

-
’_..l
[

Ser

130

Phe

Asp

Phe

Glu

Pro

Ala

35

Arg

Glu

Val

115

Leu

Val

Thr

Phe

Ser

Pro

Val

Val

Ile

Phe

100

Thr

Ala

Glu

Ala

Asp
180

Ala

Ser

Glu

Val

85

Leu

Asp S

Ile

Arg

Ile

165

Ile

Asp

Lys

Pro

Asp

70

His

Val

Ala

Arg

150

Ile

Lys

ES 2 688 186 T3

Pro

Pro

Glu

Ile

55

Ala

Ser

Leu

Leu

135

Gln

val

Leu

Thr

Ser

40

Ser

Glu

Ile

Leu

Leu

120

Phe

Gln

Ile

Leu

37

Asp

Thr

25

Pro

Glu

Asn

Val

Asp

105

Tyr

Phe

Tyr

Leu

Arg
185

Leu

10

Ser

His

Ser

Val

Ser

90

Val

[
[
(T

Leu

Phe

Leu

170

Asn

Ala

Glu

Thr

Val

Ala

75

Ser

Thr

Pro

Met

Ser

155

Leu

Ile

Gly

Phe

Ser

Leu

60

Ser

Phe

Leu

Asp

140

Asp

vVal

Pro

Val

Lys

Glu

45

Ala

Tyr

Ala

Ile

Glu

Val

Leu

Asp

Arg

Ile

Gly

30

Phe

Arg

Asp

Phe

Leu

110

Tyr

Leu

Phe

Val

Trp
190

Ile

15

Ala

Lys

Leu

Ser

Ala

Arg

Leu

Asn

Val

175

Thr

Glu

Thr

Gly

Ser

Lys
80

[y
0

Asp

Arg

Ile

160

Tyr

His



Leu

Phe

Glu

225

Tyr

Lys

Ile

Glu

305

Met

Thr

Ala

Ala

Tyr

385

Gln

Gln

Leu

His

210

Asn

Val

Lys

Thr

290

Arg

Ile

Lys

Ile

Phe

370

Tyr

val

Gln

Lys

Thr

Phe

[
<31 B
w0

Leu

Ala

Asp

Glu

His

355

Leu

Phe

val

Lys

Leu

Lys

Arg

Glu

Arg

Tyr

Tyr

Asp

Val

340

Cys

Ile

Gly

Glu

His
420

Leu

Arg

Arg

Arg

245

Asn

Cys

Bsp

His

325

Asn

Lys

Ala

Glu

Thr

405

Leu

Arg

Gln

Tyr

230

Ile

Asn

His

Ala

Pro

310

Asn

Glu

Gly

Ser

Arg

390

Pro

Tyr

ES 2 688 186 T3

Leu

Leu

215

Thr

Ile

Thr

295

Lys

Val

Trp

Gly

Glu

375

Arg

Ser

Asn

Ile Ile Leu Leu

200

Glu

Arg

Ala

Ile

Arg

280

Val

His

Pro

Met

Thr

360

Ile

Thr

Gln

Trp

38

Lys

Asp

Met

Lvs

£

265

Val

Asp

Phe

Thr

Ala

345

Asp

Cys

Asp

Lys

Asn
425

Leu

Ser

250

Glu

Tyr

Arg

His

3

w
(@]

Gln

Arg

Ser

Lys

Arg

410

Leu

Ile

Phe

235

Phe

val

Asn

Lys

Asn

315

His

Asp

Thr

Thr

Thr

395

Tyr

Pro

Arg

Arg

220

Asp

Pro

Val

Leu

Gln

300

Arg

Gln

Leu

Gly

Ala

380

His

vVal

Pro

Ile

205

Arg

Leu

Ser

Arg

285

Ile

Val

Met

Glu

Thr

365

Lys

Ser

Ala

Arg

Phe

Arg

Asp

Ser

Phe

270

Ser

Thr

Val

Val

Asn

350

Met

Glu

Glu

Tyr

Arg
430

His

val

Gly

255

Leu

Met

Ala

Arg

val

335

Tle

Val

Ser

Lys

Phe

415

Ile

Leu

Ser

Thr

240

Arg

Asp

Tyr

Arg

Ile

320

Phe

Val

Cys

Leu

Phe

400

Ala

Leu
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Phe Ile Lys His Phe Ile Ile Tyr Ser Ile Pro Arg Tyr Val Arg Asp
435 440 445

Leu Lys Ile Gln Ile Glu Met Glu Lys Lys Val Val Phe Ser Thr Ile
450 455 460

Ser Leu Gly Lys Cys Ser Val Leu Asp Asn Ile Thr Thr Asp Lys Ile
465 470 475 480

Leu Ile Asp Val Phe Asp Gly Pro Pro Leu Tyr Asp Asp Val Lys Val
485 490 495

)
et
3

Phe Phe Tyr Ser Asn Leu Pro Thr Tyr Tyr Asp Asn Cys Ser Phe
500 505 510

Tyr Phe Trp Leu His Thr Ser Phe Ile Glu Asn Asn Arg Leu Tyr Leu
515 520 525

Pro Lys Asn Glu Leu Asp Asn Leu His Lys Gln Lys Ala Arg Arg Ile
530 535 540

Tyr Pro Ser Asp Phe Ala Val Glu Ile Leu Phe Gly Glu Lys Met Thr

545 550 555 560
Ser Ser Asp Val Val Ala Gly Ser Asp
565
<210> 27
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 27
tggatgtcac tctcatcctt g 21

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 28
ccatagttcc tgttctatct g 21

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 48
ggtgtcactt ctgtgccttc ct 22

<210> 49

39



10

15

20

ES 2 688 186 T3

<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 49
cggcaccagt tccaacaatag 21

<210> 52

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 52
cgtgagcgct tcgagatgtt ccg 23

<210> 53

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 53
cctaaccagc tgcccaactg tag 23

<210> 54

<211> 1550

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

40



atgaatgaaa

gacagtccac

gcacgacttt
attaagaaaa
ctggtcttac
tatattcctt
gttcttcttc
ttagatactg
attaagttgce
attctgttaa
aggcgggttt
tacgttacag
agaaatccaa
gtctacaatc
agaatcatga
gaagtaaatg
ggcacagata
actgcaaagg
aaatttcagg
aaatggagaa
acattacaac
tgaaagtgca
tctggttgca
ataatctaca
tttttggcgoa
<210> 55

<211> 1407
<212> ADN

gtcctgatcc
agacaagtga
gtgaatttaa
ccaagtttga
ttgtgcattc
tggatgtcac
tggagtatcg
gagtatttgt
ccattattgt
ttaggaatat
gaatttttca
cagaaaacaa
aacgtattat
tcaaggaagt
tatgcagtga
ttgatgatca
agtggatggc
gaacaggaac
aaagcctgta
gagtagaaac
aaaggttgtc
agacaaaata
gtttttctat
cacatctttt
taaacaaaaa

gaaaatgact

<213> Homo sapiens

<400> 55

ES 2 688 186 T3

gactgacctg
atttaaagga
aggagcagcc
agttgaagat
aattgtatca
tctecatectt
ttctatttct
agaaaggaga
gattcttctg
tcccagatgg
tctgtttcat
aaggcgatac
tgctatgtca
tgtgcggttt
aagagcttac
taatgtccce
tcaagatctt
tatggtttgt
ttattttgga
teecttcecteag
ttttcecacta
ttaattgatg
tcgaatcttc
attgaaaata
gcacggagaa

tccagtgatg

gcgggagtca
gcaaccgagg
cgggtgtcac
gctgaaaatg
tcectttgeat
gccgacctaa
ctagctattg
cagcagtatt
ctggttgatg
acacatttac
caaaaaagac
acaagggatg
tttcecatctt
ctagataaga
gatcctaagc
actctacatc
gaaaacatcg
gcettectta
gaaaggcgaa
gttatgtacg
tttcattagg
tattcgacgg
ctacatacta
acaggcttta
tttatccate

ttgtagctgg

41

tcattgagct
aggcacctgc
ctatcagtga
ttgcttcata
ttggactatt
ttttcactga
ccttattttt
tttctgactt
tcgtttacat
ttcgacttct
aacttgaaaa
gatttgacct
ctggaaggca
aacaccgaaa
acttccataa
agatggtggt
tagcgattca
ttgcctctga
cagataaaac
tgatctaaaa
aaaatgttcg
tccacctetg
tgacaattgc
tctaccaaaa
agattttgcc

atccgattaa

cggccccaat
gaaagaaagc
aagtgtgtta
tgacagcaag
tggagttttc
cagcaaactt
tctcatggat
atttaacatt
tttttttgac
acgacttatt
gctgataaga
agacctcact
gtctttctat
ccactatcga
tagggtcgtt
tttcaccaag
ctgtaaagga
aatatgttca
ccacagcgaa
atccaaatag
gtacttgata
tatgatgatg
tcattttact
aatgaattgg

gtggagatac

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1550



atgaatgaaa
gacagtccac
ccacacacaa
gcacgacttt
attaagaaaa
ctggtcttac
tatattcctt
gttcttcttc
ttagatactg
attaagttgc
attctgttaa
aggcgggttt
tacgttacag
agaaatccaa
gtctacaatc
agaatcatga
gaagtaaatg
ggcacaggtt
tccactattt
attgatgtat
aatcttccta
gaaaataaca
cggagaattt
agtgatgttg
<210> 56

<211> 1413
<212> ADN

ccaagtttga
ttgtgcattc
tggatgtcac
tggagtatcg
gagtatttgt
ccattattgt
ttaggaatat
gaatttttca
cagaaaacaa
aacgtattat
tcaaggaagt
tatgcagtga
ttgatgatca
agtggatggc
atgtacgtga

cattaggaaa

ES 2 688 186 T3

gactgacctg
atttaaagga
aggagcagcc
agttgaagat
aattgtatca
tctcatcctt
ttctatttct
agaaaggaga
gattcttctg
tcccagatgg
tctgtttcat
aaggcgatac
tgctatgtca
tgtgcggttt
aagagcttac
taatgtcccc
tcaagatctt
tctaaaaatc

atgttcggta

gcaaccgagg
cgggtgtcac
gctgaaaatg
tcectttgeat
gccgacctaa
ctagctattg
cagcagtatt
ctggttgatg
acacatttac
caaaaaagac
acaagggatg
tttcecatctt
ctagataaga
gatcctaagc
actctacatc
gaaaacatcyg
caaatagaaa

cttgataaca

tcattgagct
aggcacctgc
ctatcagtga
ttgcttcata
ttggactatt
ttttcactga
ccttattttt
tttctgactt
tcgtttacat
ttcgacttct
aacttgaaaa
gatttgacct
ctggaaggca
aacaccgaaa
acttccataa
agatggtggt
tagcgattca
tggagaaaaa

ttacaacaga

tcgacggtcc acctctgtat gatgatgtga aagtgcagtt

catactatga
ggctttatct
atccatcaga

tagctggatc

<213> Homo sapiens

<400> 56

caattgctca ttttacttct ggttgcacac

accaaaaaat gaattggata atctacataa

ttttgcecgtg gagatacttt ttggcgagaa

cgattaa

42

cggccccaat
gaaagaaagc
aagtagtgtta

tgacagcaag

tggagttttc .

cagcaaactt
tctcatggat
atttaacatt
tttttttgac
acgacttatt
gctgataaga
agacctcact
gtctttctat
ccactatcga
tagggtcgtt
tttcaccaag
ctgtaaagga
ggttgtcttt
caaaatatta
tttctattcg
atcttttatt
acaaaaagca

aatgacttcc

)}
(@

120

180

240

300

w
[e)}
(@]

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



atgaatgaaa
gacagtccac
gtgttagcac
agcaagatta
gttttcctgg
aaactttata
atggatgttc
aacattttag
tttgacatta
cttattattc
ataagaaggc
ctcacttacg
ttctatagaa
tatcgagtct
gtcgttagaa
accaaggaag

aaaggaggca

tgttcaactg

agcgaaaaat
atattaattg
tattcgaatc
tttattgaaa
aaagcacgga

acttccagtg

<210> 57
<211> 1353
<212> ADN

gtcctgatcc
agacaagtga
gactttccaa
agaaaattgt
tcttactgga
ttcctttgga
ttcttcgagt
atactgccat
agttgcttag
tgttaagaat
gggtttcaga
ttacagaacg
atccaatcaa
acaatctatg
tcatgattga
taaatgagtg
cagatagaac

caaaggaaag

ttcagggagt
atgtattcga
ttcctacata
ataacaggct
gaatttatcc

atgttgtagc

<213> Homo sapiens

<400> 57

ES 2 688 186 T3

gactgacctg
atttaaagga
gtttgaagtt
gcattcaatt
tgtcactctce
gtatcgttct
atttgtagaa
tattgtgatt
gaatattccc
ttttcatctg
aaacaaaagg
tattattgct
ggaagttgtg
cagtgaaaga
tgatcataat
gatggctcaa
aggaactatg

cctgtattat

agaaactcct
cggtccacct
ctatgacaat
ttatctacca
atcagatttt

tggatccgat

gcgggagtca
gcaaccgagyg
gaagatgctg
gtatcatcct
atccttgceceg
atttctctag
aggagacagc
cttctgctgg
agatggacac
tttcatcaaa
cgatacacaa
atgtcatttc
cggtttctag
gcttacgatc
gtccccactce
gatcttgaaa
gtttgtgceccet

tttggagaaa

tctgtacttg
ctgtatgatg
tgctcatttt
aaaaatgaat
gccgtggaga

taa

43

tcattgagct
aggcacctgc
aaaatgttgc
ttgcatttgg
acctaatttt
ctattgectt
agtatttttc
ttgatgtegt
atttacttcg
aaagacaact
gggatggatt
catcttctgg
ataagaaaca
ctaagcactt
tacatcagat
acatcgtagce
tcettattge

ggcgaacaga

ataacattac
atgtgaaagt
acttctggtt
tggataatct

tactttttgg

cggccccaat
gaaagaaagt
ttcatatgac
actatttgga
cactgacagc
attttttcte
tgacttattt
ttacattttt
acttctacga
tgaaaagctg
tgacctagac
aaggcagtct
ccgaaaccac
ccataatagg
ggtggttttce
gattcactgt
ctctgaaata

taaaacccac

aacagacaaa
gcagtttttc
gcacacatct
acataaacaa

cgagaaaatg

60

120

180

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



atgaatgaaa
gacagdtccac
gtgttagcac
agcaagatta
gttttcctgg
aaactttata
atggatgttc

aacattttag

cttattattc
ataagaaggc
ctcacttacg
ttctatagaa
tatcgagtct
gtcgttagaa
accaaggaag
aaaggaggca
gtcttttcca
atattaattg
tattcgaatc
tttattgaaa
aaagcacgga
acttccagtyg
<210> 58

<211> 395
<212> PRT

gtcctgatcce
agacaagtga
gactttccaa
agaaaattgt
tcttactgga
ttcctttgga
ttcttcgagt
atactgccat
tgttaagaat
gggtttcaga
ttacagaacg
atccaatcaa
acaatctatg
tcatgattga
taaatgagtg
caggttatgt

ctatttcatt
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gactgacctg
atttaaagga
gtttgaagtt
gcattcaatt
tgtcactctc
gtatcgttct
atttgtagaa
tattgtgatt
gaatattccc
ttttcatctg
aaacaaaagg
tattattgct
ggaagttgtg
cagtgaaaga
tgatcataat
gatggctcaa
acgtgatcta

aggaaaatgt

gcgggagtca
gcaaccgagg
gaagatgctg
gtatcatcct
atccttgcecg
atttctctag
aggagacagc
cttctgctgg
tttcatcaaa
cgatacacaa
atgtcatttc
cggtttctag
gcttacgatc
gtccceccactce
gatcttgaaa
aaaatccaaa

tcggtacttg

tcattgagct
aggcacctgce
aaaatgttgc
ttgcatttgg
acctaatttt
ctattgcctt
agtatttttc
ttgatgtcgt
atttacttcg
aaagacaact
gggatggatt
catcttctgg
ataagaaaca
ctaagcactt
tacatcagat
acatcgtagce
tagaaatgga

ataacattac

cggccccaat
gaaagaaagt
ttcatatgac
actatttgga
cactgacagc
attttttctc
tgacttattt
ttacattttt
acttctacga
tgaaaagctg
tgacctagac
aaggcagtct
ccgaaaccac
ccataatagg
ggtggttttc
gattcactgt
gaaaaaggtt

aacagacaaa

atgtattcga cggtccacct ctgtatgatg atgtgaaagt gcagtttttce

ttcctacata ctatgacaat tgctcatttt acttctggtt gcacacatct

ataacaggct ttatctacca aaaaatgaat tggataatct acataaacaa

gaatttatcc atcagatttt gccgtggaga tactttttgg cgagaaaatg

atgttgtagc tggatccgat taa

<213> Homo sapiens

<400> 58

44

60

120

180

240

300

360

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1353



ES 2 688 186 T3

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala Gly Val Ile Ile Glu
1 5 10 15

Leu Gly Pro Asn Asp Ser Pro Gln Thr Ser Glu Phe Lys Gly Ala Thr
20 25 30

Glu Glu Ala Pro Ala Lys Glu Ser Pro His Thr Ser Glu Phe Lys Gly
35 40 45

Ala Ala Arg Val Ser Pro Ile Ser Glu Ser Val Leu Ala Arg Leu Ser
50 55 60

=3
W
i~
e
0n
s}

Lys Phe Glu Val Glu Asp Ala Glu Asn Val Ala Ser Ser Lys
65 70 75 80

Ile Lys Lys Ile Val His Ser Ile Val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu
85 90 95

Phe Gly Val Phe Leu Val Leu Leu Asp Val Thr Leu Ile Leu Ala Asp
100 105 110

Leu Ile Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser
115 120 125

Ile Ser Leu Ala Ile Ala Leu Phe Phe Leu Met Asp Val Leu Leu Arg
130 135 140
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Val Phe Val Glu Arg Arg Gln Gln Tyr Phe Ser Asp Leu Phe Asn Ile
145 150 155 160

Leu Asp Thr Ala Ile Ile Val Ile Leu Leu Leu Val Asp Val Val Tyr
165 170 175

Ile Phe Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His
180 185 190

Leu Leu Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu
195 200 205

Phe His Gln Lys Arg Gln Leu Glu Lys Leu Ile Arg Arg Arg Val Ser
210 215 220

-

Asn Lys Ar Thr Ar
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Lsp Leu Asp Leu

D Q)
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(620
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o rg
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Tyr Val Thr Glu Arg Ile Ile Ala Met Ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg
245 250 255

Gln Ser Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu Val Val Arg Phe Leu Asp
260 265 270

Lys Lys His Arg Asn His Tyr Arg Val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg
275 280 285

Ala Tyr Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Val Val Arg Ile Met Ile
290 295 300

Asp Asp His Asn Val Pro Thr Leu His Gln Met Val Val Phe Thr Lys
305 310 315 320

Glu Val Asn Glu Trp Met Ala Gln Asp Leu Glu Asn Ile Val Ala Ile
325 330 335

His Cys Lys Gly Gly Thr Asp Arg Thr Gly Thr Met Val Cys Ala Phe
340 345 350

Leu Ile Ala Ser Glu Ile Cys Ser Thr Ala Lys Glu Ser Leu Tyr Tyr
355 360 365

Phe Gly Glu Arg Arg Thr Asp Lys Thr His Ser Glu Lys Phe Gln Gly
370 375 380

Val Glu Thr Pro Ser Gln Val Met Tyr Val Ile
385 390 395
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<210> 59
<211> 468
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Glu

Ala

Lys

65

Ile

Phe

Leu

Ile

Val

145

Leu

Asn

(D]
*___l
et

Glu

Ala

50

Phe

Lys

Gly

Ile

Ser

130

Phe

Asp

Glu

o]

Ala

35

Arg

Glu

Lys

Val

Phe

115

Leu

Val

Thr

Ser

]

o
(@3N )]

Prc

Val

Val

Ile

Phe

100

Thr

Ala

Glu

Ala

Pro

>
1%}
T

Ala

Ser

Glu

Val

85

Leu

Asp

Ile

Arg

Ile

Asp

w2

Lys

Pro

Asp

70

His

Val

Ser

Ala

Arg

150

Ile
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Pro

nJ

Glu

Ile

55

Ala

Ser

Leu

Lys

Leu

135

Gln

Val

Thr

3

N ]
w

(D]
l—.—'

Ser

40

Ser

Glu

Ile

Leu

Leu

120

Phe

Gln

Ile

47

Asp

jun
H

Pro

Glu

Asn

Val

Asp

105

Tyxr

Phe

Tyr

Leu

Leu

w0
[}
H

His

Ser

Val

Ser

90

vVal

Ile

Leu

Phe

Leu

Ala

(9]
[}
<

Thr ¢

val

Ala

75

Ser

Thr

Pro

Met

Ser

155

Leu

Gly

Leu

60

Ser

Phe

Leu

Leu

Asp

140

Asp

Val

Val

Glu

45

Ala

Tyr

Ala

Ile

Glu

125

Val

Leu

Asp

Ile

Arg

Asp

Phe

Leu

110

Tyr

Leu

Phe

Val

Leu

Ser

Gly

95

Ala

Arg

Leu

Asn

val

Glu

Ser

Lys

80

Leu

Asp

Ser

Arg

Ile

160

Tyr
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165 170 175

Ile Phe Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His
180 185 190

Leu Leu Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu
195 200 205

Phe His Gln Lys Arg Gln Leu Glu Lys Leu Ile Arg Arg Arg Val Ser
210 215 220

Glu Asn Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Leu Asp Leu Thr

225 230 235 240

Tyr Val Thr Glu Arg Ile Ile Ala Met Ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg
245 250 255

Gln Ser Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu Val Val Arg Phe Leu Asp
260 265 270

Lys Lys His Arg Asn His Tyr Arg Val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg
275 280 285

Ala Tyr Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Val
290 295

Arg Ile Met Ile

w <
(o3 ol

Asp Asp His Asn Val Pro Thr Leu His Gln Met Val Val Phe Thr Lys
305 310 315 320

Glu vVal Asn Glu Trp Met Ala Gln Asp Leu Glu Asn Ile Val Ala Ile
325 330 335

His Cys Lys Gly Gly Thr Gly Tyr Val Arg Asp Leu Lys Ile Gln Ile
340 345 350

Glu Met Glu Lys Lys Val Val Phe Ser Thr Ile Ser Leu Gly Lys Cys
355 360 365

Ser Val Leu Asp Asn Ile Thr Thr Asp Lys Ile Leu Ile Asp Val Phe
370 375 380

Asp Gly Pro Pro Leu Tyr Asp Asp Val Lys Val Gln Phe Phe Tyr Ser
385 390 395 400
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Asn Leu Pro Thr Tyr Tyr Asp Asn Cys Ser Phe Tyr Phe Trp Leu His

405 410 415
Thr Ser Phe Ile Glu Asn Asn Arg Leu Tyr Leu Pro Lys Asn Glu Leu

420 425 430

Asp Asn Leu His Lys Gln Lys Ala Arg Arg Ile Tyr Pro Ser Asp Phe
435 440 445

Ala Val Glu Ile Leu Phe Gly Glu Lys Met Thr Ser Ser Asp Val Val

450 455 460
Ala Gly Ser Asp
465
<210> 60
<211>470
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Met Asn Glu Ser Pro Asp Pro Thr Asp Leu Ala Gly Val Ile Ile Glu
1 5 10 15

Leu Gly Pro Asn Asp Ser Pro Gln Thr Ser Glu Phe Lys Gly Ala Thr
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Ala Ser Val Leu Ala

35 40 45

b
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te)
t
a
C
w
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H
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[
[¢]]

Glu Val Glu Asp Ala Glu Asn Val Ala Ser Tyr Asp Ser Lys Ile Lys
50 55 60

Lys Ile Val His Ser Ile Val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu Phe Gly
65 70 75 80

Val Phe Leu Val Leu Leu Asp Val Thr Leu Ile Leu Ala Asp Leu Ile
85 90 95

Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser Ile Ser
100 105 110
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Leu Ala Ile Ala Leu Phe Phe Leu Met Asp Val Leu Leu Arg Val Phe
115 120 125

Val Glu Arg Arg Gln Gln Tyr Phe Ser Asp Leu Phe Asn Ile Leu Asp
130 135 140

Thr Ala

Le Val Val Tyr Ile Phe
145 150

160

1
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Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His Leu Leu
165 170 175

Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu Phe His
180 185 190

4
'_l
3

y Lys Arg Gln Leu Glu Lvs Leu Ile Arg Arg Arg Val Ser
195 200 205

Asn

1
'_.l
o

Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Leu Asp Leu Thr Tyr Val
210 215 220

Thr Glu Arg Tle Ile Ala Met Ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg Gln Ser
225 230 235 240

Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu Val Val Arg Phe Leu Asp Lys Lvs
245 250 255

His Arg Asn His Tyr Arg Val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg Ala Tyr
260 265 270

Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Val Val Arg Ile Met Ile Asp Asp
275 280 285

His Asn Val Pro Thr Leu His Gln Met Val Val Phe Thr Lys Glu Val
290 295 300

Asn Glu Trp Met Ala Gln Asp Leu Glu Asn Ile Val Ala Ile His Cys
305 310 315 320

lys Gly Gly Thr Asp Arg Thr Gly Thr Met Val Cys Ala Phe Leu Ile
325 330 335

Ala Ser Glu Ile Cys Ser Thr Ala Lys Glu Ser Leu Tyr Tyr Phe Gly
340 345 350
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Glu Arg Arg
355

Thr Pro Ser
370

Val Phe Asp
385

Tyr Ser Asn

Leu His Thr

Glu Leu Asp
435

Asp Phe Ala
450

Val Val Ala
465

<210> 61

<211> 450

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Met Asn Glu
1

Leu Gly Pro

Glu Glu Ala
35

Glu Val Glu

Thr Asp

val Leu

Gly Pro

Leu Pro

405

Ser Phe

420

Asn Len

vVal Glu

Gly Ser

Ser Pro

Asn Asp

20

Pro Ala

Asp Ala

Lys

Asp

Pro

390

Thr

Ile

Ile

Asp
470

Asp

Ser

Lys

Glu
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Thr

Asn

375

Leu

Tyr

Glu

Leu
455

Pro

Pro

Glu

Asn

His

360

Ile

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Thr

Gln

Ser

40

Val

51

Ser

Thr

Asp

Asp

Asn

Asp

Thr

25

Val

Ala

Glu

Thr

Asp

Asn

410

Arg

"
¥

Glu

Leu

10

Ser

Leu

Ser

Lys

Asp

val

385

Cys

Leu

Ala

Glu

Ala

Tyr

Phe

Lys

380

Lys

Ser

Tyr

b
I

Met
460

Gly

Phe

Arg

Asp

Gln

365

Tle

Val

Phe

Leu

o
o
(G0}

Thr

Val

Lys

Leu
45

Gly

Leu

Gln

Tyr

Pro

430

Ser

Val

Ile

Phe

Phe

415

Lys

rg
H
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Ser

Tle TIle

15

Gly Ala

30

Ser Lys

Ser Lys Ile

Glu

Asp

Phe

400

Trp

Asn

n

Asp

Glu

Thr

Phe

Lys
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50 55 60

Lys Ile Val His Ser Ile Val Ser Ser Phe Ala Phe Gly Leu Phe Gly
65 70 75 80

Val Phe Leu Val Leu Leu Asp Val Thr Leu Ile Leu Ala Asp Leu Ile
85 80 95

Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser Ile Ser
100 105 110

Leu Ala Ile Ala Leu Phe Phe Leu Met Asp Val Leu Leu Arg Val Phe
115 120 125

Val Glu Arg Arg Gln Gln Tyr Phe Ser Asp Leu Phe Asn Ile Leu Asp
130 135 140

Thr Ala Ile Ile Val Ile Leu Leu Leu Val Asp Val Val Tyr Ile Phe
145 150 155 160

Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr His Leu Leu
165 170 175

Arg Leu Leu Arg Leu Ile Ile Leu Leu Arg Ile Phe His Leu Phe His
180 185 190

Gln Lys Arg Gln Leu Glu Lys Leu Ile Arg Arg Arg Val Ser Glu Asn
195 200 205

Lys Arg Arg Tyr Thr Arg Asp Gly Phe Asp Leu Asp Leu Thr Tyr Val
210 215 220

Thr Glu Arg Ile Ile Ala Met Ser Phe Pro Ser Ser Gly Arg Gln Ser
225 230 235 240

Phe Tyr Arg Asn Pro Ile Lys Glu Val Val Arg Phe Leu Asp Lys Lys
245 250 255

His Arg Asn His Tyr Arg Val Tyr Asn Leu Cys Ser Glu Arg Ala Tyr
260 265 270

Asp Pro Lys His Phe His Asn Arg Val Val Arg Ile Met Ile Asp Asp
275 280 285
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His

Asn

305

Lys

Glu

[
(D
ol

Pro

Pro

385

Phe

Leu

Glu

<210> 81
<211> 14
<212> PRT

Asn

290

Glu

Gly

Lys

Pro

370

Thr

Ile

His

Ile

Asp
450

Val

Trp

Gly

Lys

Asn

355

Leu

Tyr

Glu

Leu
435

<213> Homo sapiens

<400> 81

<210> 82
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

Pro

Met

Thr

val
340

[
[
0]

Tyr

Tyr

Asn

Gln

420

Phe

Thr

Ala

Gly

325

Val

+
oy
[a]

Asp

Asp

Asn

405

Gly

Leu

Gln
310

Tyr

Phe

Asn

390

Arg

Ala

Glu
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His

295

Asp

Val

Ser

Asp

Val

375

Cys

Leu

Arg

Lys

Gln

Leu

Arg

Thr

Lys

360

Ser

Tyr

Arg

Met
440

Met

Glu

Asp

Ile
345

[
l._l
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val

Phe

Leu

Ile

425

Thr

Val

Asn

Leu

330

Ser

Gln

Tyr

Pro
410

Ser

val

Ile

315

Lys

Leu
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o

Phe

Phe

395

Lys

Pro

Ser

Phe

300

Val

Ile

Gly

380

Trp

Asn

Ser

Asp

Thr

Ala

Gln

Lys

Val

365

Leu

Glu

Asp

Val
445

Lys

Ile

Ile

Cys

350

Phe

His

Leu

vVal

Glu

His

Glu

335

Ser

sl

Thr

BAla

Phe Thr Asp Ser Lys Leu Tyr Ile Pro Leu Glu Tyr Arg Ser

1

5

53

10

Val

Cys

320

Met

Val

Ser
400

Asn

val

Gly



ES 2 688 186 T3

Phe Asp Ile Lys Leu Leu Arg Asn Ile Pro Arg Trp Thr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad de cancer que se
distingue por la expresion de un antigeno asociado a un tumor, que comprende uno o varios componentes
seleccionados del grupo formado por:

(i) un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo,

(i) un acido nucleico que codifica un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo,

(iii) un anticuerpo que se une a un antigeno asociado a un tumor,

(iv) un acido nucleico no codificante que hibrida de forma especifica con un acido nucleico que codifica un
antigeno asociado a un tumor y

(v) una célula huésped que expresa un antigeno asociado a un tumor o una parte del mismo, en donde la
parte comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos del antigeno asociado a un tumor,

en donde el antigeno asociado al tumor tiene una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del
grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55,56 y 57,y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(@).

2. Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en donde la célula huésped secreta el antigeno
asociado a un tumor o la parte del mismo, lo expresa en la superficie 0 expresa una molécula HLA que se une al
antigeno asociado a un tumor o a la parte del mismo.

3. Anticuerpo que se une de forma selectiva a una proteina o un polipéptido, en donde la proteina o el polipéptido
son codificados por un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
formado por SEQ ID NO: 20, 21, 54, 55, 56 y 57, para su uso en un método para el diagndstico, la observacion o la
terapia de una enfermedad de cancer que se distingue por la expresion de un antigeno asociado a un tumor, en
donde el antigeno asociado a un tumor tiene una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del
grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55,56 y 57, y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(a),

en donde el método para el diagndstico o la observacion comprende la administracion del anticuerpo y el
anticuerpo del método para el diagndstico o la observacion se acopla a un agente diagnéstico.

4. Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo se acopla a un agente
terapéutico o diagndstico.

5. Anticuerpo que se une de forma especifica a un antigeno asociado a un tumor, en donde el anticuerpo se acopla
a un agente terapéutico, para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad de cancer que se
distingue por la expresion del antigeno asociado al tumor, en donde el método comprende la administracion del
anticuerpo y el antigeno asociado al tumor tiene una secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del
grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 19, 20, 21, 54, 55,56 y 57, y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(@).

6. Anticuerpo que se une de forma especifica a TPTE, en donde el anticuerpo se acopla a un agente terapéutico,
para su uso en un método para el tratamiento de un tumor metastasico que se distingue por la expresion de TPTE,
en donde el método comprende la administracion del anticuerpo, el anticuerpo se une a TPTE y el TPTE tiene una
secuencia codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo formado por:

(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico segin SEQ ID NO:19, y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de

(a).
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7. Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1 o 4 o anticuerpo para su uso segun una de las
reivindicaciones 3, 5 o 6, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, quimérico o humanizado, o un
fragmento de un anticuerpo.

8. Composicion farmacéutica para su uso segun una de las reivindicaciones 1, 2, 4 o 7, o anticuerpo para su uso
segun una de las reivindicaciones 3 o0 5 a 7, en donde la enfermedad es un carcinoma de ovario, un tumor de
pulmoén, un tumor de mama, un tumor de préstata, un melanoma, un carcinoma cervical o un carcinoma de mama.

9. Composicion farmacéutica para su uso segun una de las reivindicaciones 1, 2, 4, 7 u 8, o anticuerpo para su uso
segun una de las reivindicaciones 3 o0 5 a 8, en donde la proteina o el polipéptido, o el antigeno asociado a un
tumor, comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 22, 23, 24, 58,
59,60y 61.

10. Acido nucleico que codifica una proteina o un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 23, 24, 58, 59, 60 y 61.

11. Acido nucleico segun la reivindicacién 10, seleccionado del grupo formado por:
(a) un acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo formado por
SEQ ID NO: 20, 21, 54, 55,56y 57,y
(b) un acido nucleico que tiene al menos un 98 % de identidad de secuencia con respecto al acido nucleico de
(a).

12. Proteina o polipéptido codificado por un acido nucleico segun la reivindicacion 10 u 11.

13. Proteina o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por SEQ
ID NO: 23, 24, 58, 59, 60 y 61.

14. Composiciéon farmacéutica que comprende una interferencia por ARN (iARN) que inhibe la expresion o
actividad del antigeno de tumor TPTE, caracterizado por SEQ ID NO: 19y 22.

15. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 14, en donde la iARN incluye una estructura de horquilla
corta (ARNhc).
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DNA xProfiler

IN SILICO

- Identificacion de antigenos
especificos de testiculo en el conjunto.
total de libre acceso de genes de
longitud completa

'EN LABORATORIO

- Validacion de la especificidad
de testiculo

- Analisis de genes especificos de
testiculo en tumores

Fig. 1

57



ES 2 688 186 T3

Variantes de corte y empalme de TPTE
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MIESPDPTOLAGYT TRLGINDEPUTEEFRGATERARAKES PRTSEFRGAAIVEPISESYL
MEESPDPTULAGVY IELGPNDS POYSEPHGATEEAPAKES L
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