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DESCRIPCION
Inmunoterapia perzonalizada contra diversos tumores cerebrales y neuronales

La presente invencion se refiere a un péptido, a acidos nucleicos y a células destinados a la utilizacion en métodos
inmunoterapéuticos. En particular, la presente invencion se refiere a la inmunoterapia contra el cancer. La presente
invencion se refiere, ademas, a epitopos peptidicos para linfocitos T citotoxicos (CTL) asociados a tumores, solos o
en combinacién con otros péptidos asociados a tumores que pueden servir como principios activos farmacéuticos de
composiciones vacunales destinadas a estimular respuestas inmunitarias antitumorales. La presente invencién se
refiere a una secuencia peptidica especifica derivada de una molécula HLA de clase | de células tumorales humanas
que puede ser utilizada en composiciones vacunales para desencadenar respuestas inmunitarias antitumorales, asi
como un método para proporcionar vacunas optimas a las personas que las necesitan.

Antecedentes de la invencion

Los gliomas son tumores cerebrales originados en las células gliales del sistema nervioso. Las células gliales,
llamadas por lo comun neuroglia o simplemente glia, son células no neuronales que proporcionan soporte y
nutricion, mantienen la homeostasia, forman la mielina e intervienen en la transmision de sefales en el sistema
nervioso. Los dos tipos mas importantes de glioma son el astrocitoma y el oligodendroglioma, llamados asi por el
tipo de célula glial que los origina, esto es, astrocitos y oligodendrocitos. En el grupo de los astrocitomas se
encuentra el glioblastoma multiforme (denominado en lo sucesivo glioblastoma) que es el tumor cerebral maligno
mas frecuente en adultos pues supone alrededor del 40% de los tumores cerebrales malignos y alrededor del 50%
de los gliomas. El glioblastoma invade con agresividad el sistema nervioso central y entre todos los gliomas es el
que ostenta el nivel mas alto de malignidad (grado IV). Pese a los avances en el tratamiento logrados merced a
mejoras en las técnicas de neuroimagen, la microcirugia y las opciones terapéuticas como la temozolomida o la
radiacion, el glioblastoma sigue siendo incurable. La tasa de letalidad de este tumor cerebral es muy alta: la
esperanza de vida media varia entre 9 y 12 meses desde el diagndstico. La supervivencia a 5 afios durante el
periodo de observacion comprendido entre 1986 y 1990 fue del 8,0%. Hasta la fecha, la supervivencia a cinco afios
después del tratamiento agresivo que incluye la reseccion macroscopica del tumor sigue siendo inferior al 10%. A
tenor de lo anterior, queda patente la necesidad de nuevos métodos terapéuticos eficaces.

El grado de indiferenciacion de las células tumorales del glioblastoma es el mas elevado de todos los tumores
cerebrales, lo que explica su alto potencial de migracién y proliferacion y su elevada invasividad y, por ende, su
prondstico funesto. Los glioblastomas provocan la muerte por el crecimiento rapido, agresivo e infilirante que
demuestran en el cerebro. El crecimiento infiltrante es el responsable del caracter inoperable de estos tumores. Los
glioblastomas también son relativamente resistentes a la radioterapia y la quimioterapia, por lo que la recurrencia
postratamiento es elevada. Ademas, la respuesta inmunitaria contra las células neoplasicas resulta claramente
ineficaz a la hora de lograr su erradicacion total después de la reseccion y la radioterapia.

El glioblastoma se clasifica como primario (de novo) o secundario dependiendo de las diferencias en el mecanismo
génico de la transformacion maligna que experimentan los astrocitos indiferenciados o las células precursoras
gliales. El glioblastoma secundario afecta a personas jévenes menores de 45 afios. A lo largo de 4 o 5 afios, en
promedio, el glioblastoma secundario evoluciona de un astrocitoma de bajo grado a un astrocitoma indiferenciado.
Por el contrario, el glioblastoma primario afecta sobre todo a personas mas mayores, con una media de edad de 55
afios. Por norma general, el glioblastoma primario aparece como un glioblastoma fulminante caracterizado por la
progresion del tumor en 3 meses desde el estado sin anomalias clinicas ni patolégicas (Pathology and Genetics of
the Nervous Systems. 29-39 (IARC Press, Lyon, Francia, 2000)).

El glioblastoma migra a lo largo de los nervios mielinizados y se disemina ampliamente por el sistema nervioso
central. En la mayoria de casos, el tratamiento quirdrgico solo consigue un limitado efecto terapéutico sostenible.
Las células del glioma maligno eluden la deteccion por el sistema inmunitario del anfitrion mediante la produccion de
agentes inmunodepresores que alteran la proliferacion de los linfocitos T y la produccion por parte de estos de la
citocina inmunoestimulante IL-2.

Las neoplasias intracraneales pueden surgir en cualquiera de las estructuras o tipos celulares del SNC: encéfalo,
meninges, glandula pituitaria, craneo, e incluso tejido embrionario residual. La incidencia anual total de tumores
cerebrales primarios en Estados Unidos es de 14 casos por 100.000. Los tumores cerebrales primarios mas
frecuentes son los meningiomas, que representan el 27% de los tumores cerebrales primarios, y los glioblastomas,
que suponen otro 23% (los glioblastomas suponen el 40% de los tumores cerebrales malignos en los adultos).
Muchos de esos tumores son agresivos y presentan un alto grado. En la poblacion pediatrica los tumores cerebrales
primarios son los tumores solidos mas frecuentes y la segunda causa de muerte por cancer después de la leucemia.

A dia de hoy prosigue la busqueda de un tratamiento eficaz contra el glioblastoma. Para combatir tales células
neoplasicas se esta estudiando la inmunoterapia, o el tratamiento basado en el reclutamiento del sistema
inmunitario.

En este momento hay en curso un ensayo clinico con la vacuna multipeptidica IMA950, que Immatics
biotechnologies (Tubinga, Alemania) esta efectuando en el Reino Unido. Los péptidos de la vacuna son
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exclusivamente péptidos HLA-A*02.

WO 2011/051278 A1, WO 2011/051276 A1, WO 2012/031122 A2 y Chi-Cheng Huang et al.: «Concurrent Gene
Signatures for Han Chinese Breast Cancers», PLoS ONE, vol. 8, n.° 10, 3 de octubre de 2013, pagina e76421) dan a
conocer micromatrices de expresion génica y proteinas que se usaron para obtener firmas genéticas de tumores
malignos de mama, entre otros, con fines diagndsticos. WO 2011/051278 A1y WO 2011/051276 A1 dan a conocer
ligandos de afinidad en forma de anticuerpos. WO 2012/031122 A2 da a conocer la reactividad de autoanticuerpos,
un mecanismo diferente del sistema MHC.

Existe la necesidad de nuevas opciones terapéuticas que sean eficaces y seguras contra el glioblastoma y el
meduloblastoma y contra otros tumores que sobreexpresan las proteinas de la presente invencion, con vistas a
mejorar el bienestar de los pacientes portadores de otros alelos HLA o de otras combinaciones de alelos sin recurrir
a los antineoplasicos o a otros agentes que pueden provocar graves efectos secundarios.

Resumen de la invencion

En un primer aspecto de la presente invencion, la presente invencion se refiere a un péptido que consta de la SEQ
ID N.° 28, o de una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Las tablas siguientes muestran los péptidos conformes a la presente invencion, sus respectivas SEQ ID N.°, y las
posibles proteinas originarias de tales péptidos. Todos los péptidos de las Tablas 1a, 1b y 1c se unen al alelo HLA-
A*02, en tanto que los péptidos de las Tablas 1d y 1e se unen a alelos HLA-DR.

Los péptidos de clase Il de la tabla 1d y 1e son especialmente utiles para el tratamiento de canceres que
sobreexpresan y/o presentan en exceso los polipéptidos BCAN, BIRC5 y/o PTPRZ1.

Tabla 1a: Péptidos de la presente invencion

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)
1 CSRP2-001 RLGIKPESV CSRP2

2 SLC10A4-001 ALAFKLDEV SLC10A4
3 ELOVL2-001 YLPTFFLTV ELOVL2
4 MTSS1L -001 GLPSGAPPGV MTSS1L
5 PTP-013 MIWEHNVEV PTPRZ1

6 KIF1A-001 LLWGNAIFL KIF1A

7 PCDHGC5-001 GLDPSSGAIHV PCDHGC5
8 GRIK3-001 LLYDAVHIV GRIK3

9 SEZ6L-001 LLLGSPAAA SEZ6L

10 ANKRD40-001 ALGDIREV ANKRDA40
11 NLGN4Y-001 SLDTLMTYV NLGN4Y
12 KCN-002 ALSVRISNV KCNJ10
13 BCA-003 FLWSDGVPL BCAN

14 MAGI2-001 AVAPGPWKV MAGI2

15 PTP-012 FLLPDTDGLTAL PTPRZ1
16 SCARAS3-001 SLGLFLAQV SCARA3
17 GRI-002 VLIQDVPTL GRIA4

18 CLU-001 KLFDSDPITVTV CLU

19 CERS1-001 FLHDISDVQL CERS1

20 SLC10A4-002 RVADYIVKV SLC10A4
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(continuacion)

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)

21 GPR98-001 ALFNKGGSVFL GPR98

22 GYG2-001 KVFDEVIEV GYG2

23 CPT1C-001 GLMEKIKEL CPT1C

24 SLC35E1-002 GMMTAILGV SLC35E1

25 PTP-002 FLYKVILSL PTPRZ1

26 PTP-001 ALTTLMHQL PTPRZ1

27 ASIC4-001 EILDYIYEV ASIC4

28 COL20-001 FLVDGSWSI COL20A1

29 EGFR-008 YQDPHSTAV EGFR

30 JAK-001 KLTDIQIEL JAKMIP2/JAKMIP3

31 WLS-002 TMMSRPPVL WLS/MIER1

32 IRS-001 RVAS*PTSGV IRS2

33 NAT8L-001 SLAERLFFQV NATS8L

34 TNC-001 AMTQLLAGV TNC

35 MAP1B-002 GLSEFTEYL MAP1B

36 NCAN-001 VLCGPPPAV NCAN

37 ADORA3-001 ALADIAVGV ADORA3

38 NPAS3-001 LLYTGDLEAL NPAS3

39 NLGN4X-002 GLLDQIQAL NLGN4Y/NLGN3/NLGN4X/
NLGN2

40 GRI-001 NILEQIVSV GRIA4

41 DPP3-001 FLYNEALYSL DPP3/BBS1

S* = serina opcionalmente fosforilada

Tabla 1b: Péptidos adicionales dados a conocer

SEQID Cadigo del péptido | Secuencia Proteina(s)
N.°: originaria(s)
42 USP11-001 MLFGHPLLVSV USP11

43 EIF4E-001 RLISKFDTV EIF4E

44 PLEKHA4-001 LLQDRLVSV PLEKHA4
45 CCT-001 TLLAAEFLKQV CCT7

46 NOC4-001 LTAPPEALLMV NOC4L

47 MAP1B-001 FLDSKFYLL MAP1B

48 CHCHD2-005 KLCEGFNEV CHCHD2
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(continuacion)

SEQ ID N.%: | Cddigo del péptido Secuencia Proteina(s)
originaria(s)

49 SOX-001 KLADQYPHL SOX8/ SOX9/
SOX10

Tabla 1c: Péptidos adicionales que estan sobreexpresados en el glioblastoma

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)
50 PTP-005 KVFAGIPTV PTPRZ1
51 BCA-002 ALWAWPSEL BCAN

52 CDK4-001 TLWYRAPEV CDK4/CDK6
53 MAGEF1-001 ILFPDIIARA MAGEF1
54 PTP-003 AlIDGVESV PTPRZ1
55 NLGN4X-001 NLDTLMTYV NLGN4X
56 VPS13B-001 SLWGGDVVL VPS13B
57 NRCAM-001 GLWHHQTEV NRCAM
58 RAD54B-001 SLYKGLLSV RAD54B
59 FABP7-001 LTFGDVVAV FABP7
60 CSP-001 TMLARLASA CSPG4
61 ORMDL1-002 TLTNIIHNL ORMDL1
62 TACC3-001 KLVEFDFLGA TACC3
63 DCA-001 KLGDFGLATVV DCLK2
64 PCNXL3-001 GVLENIFGV PCNXL3
65 DPYSL4-001 NLLAEIHGV DPYSL4
66 IGF2BP3-001 KIQEILTQV IGF2BP3
67 DROSHA-001 AVVEFLTSV DROSHA
68 ABCA13-001 ILFEINPKL ABCA13
69 CCNB1-002 ILIDWLVQV CCNB1
70 CNOT1-002 SLADFMQEV CNOT1

Tabla 1d: Péptidos de MHC de clase Il dados a conocer

SEQID Cadigo del Secuencia Proteina(s)

N.°: péptido originaria(s)

71 BCA-005 VKVNEAYRFRVALP | BCAN
AYPA




ES 2733517713

Tabla 1e: Péptidos adicionales de MHC de clase Il

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s)
originaria(s)

72 BIR-002 TLGEFLKLDRERAKN BIRC5

73 PTP-010 EIGWSYTGALNQKN PTPRZ1

Las tablas 2a y b muestran los péptidos dados a conocer, sus respectivas SEQ ID N.° y las proteinas originarias de

las que pueden surgir dichos péptidos. Todos los péptidos de las tablas 2 se unen a los alelos HLA A*024.

Tabla 2a: Péptidos adicionales dados a conocer

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)
74 TMEM255A-001 YYPGVILGF TMEM255A
75 ST8SIA5-001 VYYFHPQYL ST8SIA5
76 FAM120C-001 MYPYIYHVL FAM120C
77 GRIK3-002 YYHFIFTTL GRIK3

78 PTP-014 YYTVRNFTL PTPRZ1

79 PTP-019 NYTSLLVTW* PTPRZ1

80 FABP7-002 EYMKALGVGF FABP7

81 ZNF3-001 KYNDFGNSF ZNF3

82 DOCK7-002 LYIYPQSLNF DOCK?7

83 LOC72839-001 IFTYIHLQL LOC728392
84 PJA2-001 RYQESLGNTVF PJA2

85 HEATR1-001 KYNEFSVSL HEATR1

86 GPM-002 TYNYAVLKF GPM6B

87 CRB1-001 SYFENVHGF CRB1

88 PTP-016 VYDTMIEKF PTPRZ1

89 PTP-015 QYVFIHDTL PTPRZ1

90 PTP-018 NYTSLLVTW PTPRZ1

91 OLIG2-001 IlYGGHHAGF OLIG2

92 VCAN-003 TYVDSSHTI VCAN

93 SMOX-001 VYNLTQEFF SMOX

94 EXOC7-001 YYQIRSSQL EXOC7

95 LZTS1-001 RYSDGLLRF LZTS1

96 FADS2-003 QYQIMTMI FADS2

97 TMEM231-001 TYIPPLLVAF TMEM231
98 ASCL1-001 EYIRALQQL ASCL1

99 UNKN-003 TYIIKSVGF TXN2
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(continuacion)

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)
100 NKA-001 QWAPILANF NKAIN1/NKAIN2/NKAIN4
101 PCD-002 RYGPQFTL PCDHG-Family
102 ARHGAP21-001 RYIPLIVDI ARHGAP21

103 PNMA2-001 AYVLRLETL PNMA2

104 FADS2-002 PYNHQHEYF FADS2

105 APC-001 VLPDADTLLHF APC

106 WASL-001 FYGPQVNNI WASL/ASB15
107 SLC-002 KYFSFPGEL SLC1A3/SLC1A6
108 TENM4-001 AYSDGHFLF TENM4

109 ZNF749-001 RYLPSSVFL ZNF749

110 EFCAB7-001 VYLTIKPLNL EFCAB7

111 DOCK7-003 PYLDKFFAL DOCK?7

112 BMP7-001 VYQVLQEHL BMP7

113 ITGA7-001 AFSPDSHYLLF ITGA7

114 RPL-001 NYNDRYDEI RPL7A

115 HS2-001 KYNLINEYF HS2ST1

116 VIM-002 NYQDTIGRL VIM

117 IFT17-001 AYLIDIKTI IFT172

118 GAB-001 AYPRLSLSF GABRB1/ GABRB3
119 CDCA7L-001 KFAEEFYSF CDCA7L

120 SCARA3-002 YYLDKSVSI SCARA3

121 SSR1-001 NYKDLNGNVF SSR1

122 NROB1-001 AYLKGTVLF NROB1

123 LNX1-001 NYIDNVGNLHF LNX1

124 EP4-001 PFAKPLPTF EP400

125 KIF1B-001 VYLKEANAI KIF1B

126 RHOBTB3-001 KYFGGVLEYF RHOBTB3

127 KIF7-001 KYFDKVVTL KIF7

128 KIF1B-002 VYNDIGKEMLL KIF1B

129 MAPK®6-001 TYTSYLDKF MAPK6

El péptido conforme a la SEQ ID N.° 101 puede derivar de cualquier de las proteinas siguientes: PCDHGA12,
PCDHGC3, PCDHGC5, PCDHGC4, PCDHGB7, PCDHGB6, PCDHGB5, PCDHGB3, PCDHGB2, PCDHGBH1,
PCDHGA11, PCDHGA10, PCDHGA9, PCDHGA7, PCDHGA6, PCDHGA5, PCDHGA4, PCDHGA3, PCDHGA2,
PCDHGA, PCDHGB4 o PCDHGAS. El péptido acorde con la SEQ ID N.° 109 es un desplazamiento del marco de



lectura de EVPSKQCVS; cromosoma 19, marco 2+: 57954686-57954712. W*4: Kynurenina (acido (S)-2-amino-4-(2-
aminofenil)-4-oxo-butanoico). El péptido acorde con la SEQ ID N.° 99 forma parte del primer intron del gen TXN2
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(avalado por una EST coincidente, BG169743). 1).

Tabla 2b: Péptidos adicionales que estan sobreexpresados en el glioblastoma

SEQ ID N.°: Cadigo del péptido Secuencia Proteina(s) originaria(s)
130 ASPM-002 SYNPLWLRI ASPM
131 SMC4-001 HYKPTPLYF SMC4

Tabla 2c: Indicaciones adicionales (p. €j., tipos de cancer que pueden ser tratados) para los péptidos dados
a conocer que se sobreexpresan y/o se presentan en exceso en dichas indicaciones

SEQID Cadigo del

N.° Secuencia péptido Indicacién(es) adicional(es)

1 RLGIKPESV CSRP2-001 Higado, prostata

2 ALAFKLDEV SLC10A4-001 | Pulmén

3 YLPTFFLTV ELOVL2-001 Rifén, higado

4 GLPSGAPPGV MTSS1L-001 Rifén, higado

8 LLYDAVHIV GRIK3-001 Leucemia

9 LLLGSPAAA SEZ6L-001 Pancreas

10 ALGDIREV ANKRD40-001 | Rifidn, colon, recto, higado

11 SLDTLMTYV NLGN4Y-001 Colon, recto, prostata, leucemia

12 ALSVRISNV KCN-002 Rifién, higado, pancreas

14 AVAPGPWKV MAGI2-001 Higado

18 KLFDSDPITVTV CLU-001 Higado

24 GMMTAILGV SLC35E1-002 | Higado

29 YQDPHSTAV EGFR-008 Rifén, higado

30 KLTDIQIEL JAK-001 Préstata

32 RVASPTSGV IRS-001 Higado

34 AMTQLLAGV TNC-001 Pulmoén, colon, recto

35 GLSEFTEYL MAP1B-002 RiAén, préstata

37 ALADIAVGVY ADORA3-001 Pulmon, rifidn, pancreas, préostata

40 NILEQIVSV GRI-001 RiAén

42 MLFGHPLLVSV USP11-001 Pulman, rifidn, higado, pancreas, prostata
43 RLISKFDTV EIF4E-001 Pulmaén, colon, recto, higado, prostata
44 LLQDRLVSV PLEKHA4-001 | Colon, recto, higado

45 TLLAAEFLKQV CCT-001 Pulmoén, higado

46 LTAPPEALLMV NOC4-001 Pulman, rifidn, colon, recto, higado, pancreas
47 FLDSKFYLL MAP1B-001 Rifién, higado, prostata
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(continuacion)

SEQID Cadigo del
N.° Secuencia péptido Indicacién(es) adicional(es)
48 KLCEGFNEV CHCHD2-005 Colon, recto, higado
52 TLWYRAPEV CDK4-001 Pulman, rifién, estdmago, colon, recto, higado
53 ILFPDIIARA MAGEF1-001 Pulman, rifidn, colon, recto, higado, leucemia
56 SLWGGDVVL VPS13B-001 Pulmaén, colon, recto, higado, prostata
58 SLYKGLLSV RAD54B-001 Pulmon, rifidn, colon, recto, préstata
59 LTFGDVVAV FABP7-001 Estomago
60 TMLARLASA CSP-001 RiAén
61 TLTNIHNL ORMDL1-002 Pulman, rifidn, higado, leucemia
62 KLVEFDFLGA TACC3-001 Pulmén, estémago, colon, recto, higado
Pulman, rifidn, estébmago, colon, recto, higado,
64 GVLENIFGV PCNXL3-001 prostata
65 NLLAEIHGV DPYSL4-001 RiAdén
Pulman, rifidn, estémago, colon, recto, higado,
66 KIQEILTQV IGF2BP3-001 pancreas, leucemia
Pulman, rifidn, estémago, colon, recto, higado,
67 AVVEFLTSV DROSHA-001 pancreas
68 ILFEINPKL ABCA13-001 Pulmoén, leucemia
Pulman, rifidn, estémago, colon, recto, higado,
69 ILIDWLVQV CCNB1-002 pancreas
70 SLADFMQEV CNOT1-002 Pulmén, rifién, colon, recto, pancreas
TMEM255A-
74 YYPGVILGF 001 Pulmon
81 KYNDFGNSF ZNF3-001 Pulmoén, higado
82 LYIYPQSLNF DOCK7-002 Pulmén, rifién, higado
83 IFTYIHLQL LOC72839-001 | Higado
92 TYVDSSHTI VCAN-003 Pulmén, estémago, higado
93 VYNLTQEFF SMOX-001 Pulman, rifidn, estémago
94 YYQIRSSQL EXOC7-001 Pulmén, estémago, higado
96 QYQIMTMI FADS2-003 Higado
97 TYIPPLLVAF TMEM231-001 | Pulmén, rifién, estdmago, higado
103 AYVLRLETL PNMA2-001 Pulmon
104 PYNHQHEYF FADS2-002 Pulmoén, higado
105 VLPDADTLLHF APC-001 Higado
108 AYSDGHFLF TENM4-001 Pulman, rifidn, estébmago, prostata
109 RYLPSSVFL ZNF749-001 Pulmén, estémago, higado




10

15

20

ES 2733517713

(continuacion)

SEQID Cadigo del

N.° Secuencia péptido Indicacién(es) adicional(es)
110 VYLTIKPLNL EFCAB7-001 Pulmén, estémago, higado

112 VYQVLQEHL BMP7-001 Estomago

113 AFSPDSHYLLF ITGA7-001 Pulmén, rifién, higado

115 KYNLINEYF HS2-001 Pulman, rifidn, higado

116 NYQDTIGRL VIM-002 RiAdén

117 AYLIDIKTI IFT17-001 Pulmén, rifién, higado

118 AYPRLSLSF GAB-001 Higado

119 KFAEEFYSF CDCA7L-001 Pulmon, rifidn, estémago

122 AYLKGTVLF NROB1-001 Pulmon

124 PFAKPLPTF EP4-001 Pulman, rifidén, estémago, higado
126 KYFGGVLEYF RHOBTB3-001 | Pulmon, estémago, higado

127 KYFDKVVTL KIF7-001 Pulmén, higado, prostata

129 TYTSYLDKF MAPK®6-001 Pulmoén, higado

130 SYNPLWLRI ASPM-002 Pulmén, estémago, higado

131 HYKPTPLYF SMC4-001 Pulmén, estémago, higado, prostata

Asi pues, otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere al uso de los péptidos acordes con la presente
invencion para la inmunoterapia —preferentemente combinada— contra las enfermedades cancerosas que aparecen
indicadas en la Tabla 2c en analogia con los usos descritos en la presente memoria para, por ejemplo, el
glioblastoma.

Los péptidos acordes con la presente invencion tienen la capacidad de unirse a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad humana (MHC) de clase I.

La presente invencion se refiere, ademas, al péptido conforme a la presente invencion, en que dicho péptido incluye
enlaces no peptidicos.

La presente invencion se refiere, ademas, a un acido nucleico, que codifica el péptido acorde con la presente
invencion.

La presente invencién se refiere, ademas, al acido nucleico acorde con la presente invencién que es ADN, ADNc,
ARN o combinaciones de los anteriores.

La presente invencion se refiere, ademas, a un vector de expresion capaz de expresar un acido nucleico acorde con
la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un péptido acorde con la presente invencion, un acido nucleico acorde
con la presente invencion o un vector de expresiéon acorde con la presente invencion para el uso en el tratamiento de
una enfermedad.

La presente invencién se refiere, ademas, a un anticuerpo que reconoce especificamente el péptido acorde con la
presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a un receptor de linfocito T que es capaz de reaccionar con un ligando de
HLA que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 28.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedadora que contiene un acido nucleico acorde con la
presente invencion o un vector de expresion tal y como se ha descrito antes.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedadora acorde con la presente invencién que es una
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célula presentadora de antigeno. La presente invencién se refiere, ademas, a la célula hospedadora acorde con la
presente invencion en que la célula presentadora de antigeno es una célula dendritica.

La presente invencion se refiere ademas a un método para producir un péptido acorde con la presente invencién que
comprende el cultivo de la célula hospedadora acorde con la presente invencion y el aislamiento del péptido de la
célula hospedadora o de su medio de cultivo.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método in vitro para producir linfocitos T citotoxicos (CTL) activados,
el cual comprende la puesta en contacto en condiciones in vitro de CTL con moléculas MHC de clase | humanas
cargadas con antigeno expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno durante un periodo de
tiempo suficiente para activar dichos CTL de una manera especifica de antigeno, siendo dicho antigeno cualquier
péptido conforme a la presente invencion.

La presente invencién se refiere, ademas, al método acorde con la presente invencién en que el antigeno es
cargado en moléculas de MHC de clase | expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno
mediante la puesta en contacto de una cantidad de antigeno suficiente con la célula presentadora de antigeno.

La presente invencion se refiere, ademas, a linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, producidos con el método
acorde con la presente invencion, que reconocen selectivamente una célula que expresa de forma aberrante un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos conforme a la presente invencion.

Se da a conocer un método para destruir células diana en un paciente cuyas células diana expresan de forma
aberrante un polipéptido que comprende cualquier secuencia de aminoacidos conforme a la presente invencion,
comprendiendo el método la administracion al paciente de un numero eficaz de linfocitos T citotdxicos (CTL)
conforme a la presente invencion.

La presente invencién se refiere, ademas, al péptido, al linfocito T citotdxico activado, al anticuerpo, al receptor de
linfocito T, al acido nucleico o al vector de expresién, o a la célula destinados al tratamiento de una enfermedad, en
que dicha enfermedad es un cancer, preferentemente en forma de una composicién farmacéutica, por ejemplo, una
vacuna.

Ademas, la presente invencion da a conocer un método para proporcionar y producir vacunas destinadas a un grupo
de pacientes portadores de un conjunto concreto de alelos y/o especificas para un paciente.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedadora que contiene un acido nucleico acorde con la
presente invencioén o un vector de expresion tal y como se ha descrito antes. La presente invencion se refiere,
ademas, a una célula hospedadora acorde con la presente invencion que es una célula presentadora de antigeno.
La presente invencion se refiere, ademas, a la célula hospedadora acorde con la presente invencién en que la célula
presentadora de antigeno es una célula dendritica.

La presente invencion se refiere ademas a un método para producir un péptido acorde con la presente invencién que
comprende el cultivo de la célula hospedadora acorde con la presente invencion y el aislamiento del péptido de la
célula hospedadora o de su medio de cultivo.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método in vitro para producir linfocitos T citotoxicos (CTL) activados,
el cual comprende la puesta en contacto en condiciones in vitro de CTL con moléculas MHC de clase | humanas
cargadas con antigeno expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno durante un periodo de
tiempo suficiente para activar dichos CTL de una manera especifica de antigeno, siendo dicho antigeno cualquier
péptido conforme a la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, al método acorde con la presente invencidon en que el antigeno es
cargado en moléculas de MHC de clase | expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno
mediante la puesta en contacto de una cantidad de antigeno suficiente con la célula presentadora de antigeno. La
presente invencién se refiere, ademas, al método acorde con la presente invencion, en que dicha célula
presentadora de antigeno comprende un vector de expresion capaz de expresar dicho péptido que contiene la
secuencia de la SEQ ID N.° 28.

La presente invencion se refiere, ademas, a linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, producidos con el método
acorde con la presente invencion, que reconocen selectivamente una célula que expresa de forma aberrante un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos conforme a la presente invencion.

Ademas, la presente invencién da a conocer un método para producir una vacuna personalizada contra el cancer
que comprende como minimo un péptido conforme con la presente invencién, un acido nucleico conforme con la
presente invencién, un vector de expresiéon conforme con la presente invencién, una célula hospedadora o célula
conforme con la presente invencion, o un linfocito T citotdxico activado conforme con la presente invencion que ha
sido disefiada y formulada para el uso en un paciente individual, comprendiendo dicho disefio el uso de una base de
datos («archivo») de péptidos asociados a tumores preseleccionados y/o precribados que son especificos de un
paciente y/o de un grupo de pacientes y/o de un cancer.
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Los péptidos de la presente invencion se pueden usar para generar, producir y desarrollar anticuerpos especificos
contra los complejos de MHC/péptido de la presente invencion (es decir, que comprenden la secuencia de la SEQ ID
N.° 28). Estos anticuerpos pueden ser utilizados como terapia, dirigiendo toxinas o sustancias radiactivas contra el
tejido enfermo, p. ej. un tumor. Otra aplicacion de estos anticuerpos consistiria en dirigir radiontclidos contra el tejido
enfermo en aplicaciones de diagndstico por la imagen como la TEP.

Por tanto, existe otro aspecto de la invenciéon que proporciona un método para producir un anticuerpo recombinante
que se une especificamente a un complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que esta
formando un complejo con un antigeno restringido a HLA (es decir, que comprende la secuencia de la SEQ ID N.°
28), método que comprende: inmunizar un mamifero no humano genéticamente modificado que comprenda células
que expresen dicho complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | con una forma soluble de una
molécula MHC de clase | unida a dicho antigeno restringido a HLA; aislamiento de moléculas de ARNm a partir de
células productoras de anticuerpos de dicho mamifero no humano; produccién de una fagoteca que contenga
moléculas proteicas codificadas por dichas moléculas de ARNm; y el aislamiento de al menos un fago de dicha
fagoteca, en que al menos ese fago contenga dicho anticuerpo que se une especificamente al citado complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | unido con dicho antigeno restringido a HLA.

Existe otro aspecto mas de la invencidon que proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que forma un complejo con un antigeno restringido a HLA,
en el que el anticuerpo es preferentemente un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
biespecifico y/o un anticuerpo quimérico.

Auln existe otro aspecto mas de la invencion que se refiere a un método para producir un anticuerpo que se una
especificamente a un complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que permanece unido a un
antigeno restringido a HLA (es decir, que comprende la secuencia de la SEQ ID N.° 28), comprendiendo dicho
método: inmunizar un mamifero no humano genéticamente modificado que comprenda células que expresen dicho
complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | con una forma soluble de una molécula MHC de
clase | unida a dicho antigeno restringido a HLA; aislamiento de moléculas de ARNm a partir de células productoras
de anticuerpos de dicho mamifero no humano; produccion de una fagoteca que contenga moléculas proteicas
codificadas por dichas moléculas de ARNm; y aislamiento de al menos un fago de dicha fagoteca, en que al menos
ese fago contenga dicho anticuerpo capaz de unirse especificamente al citado complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que permanece unido con dicho antigeno restringido a HLA. Métodos
respectivos para producir dichos anticuerpos y moléculas monocatenarias del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase |, asi como otros instrumentos.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para producir un receptor de linfocito T soluble que reconoce un
complejo de péptido-MHC especifico como el dado a conocer. Dichos receptores de linfocitos T solubles se pueden
generar a partir de clones de linfocitos T especificos, cuya afinidad se puede incrementar por mutagénesis dirigida a
las regiones determinantes de la complementariedad.

La estimulacion de una respuesta inmunitaria depende de la presencia de antigenos que sean reconocidos como
extrafios por el sistema inmunitario del hospedador. El descubrimiento de la existencia de antigenos asociados a
tumores ha suscitado la posibilidad de utilizar el sistema inmunitario del hospedador para intervenir sobre el
crecimiento de los tumores. Actualmente se estan explorando diversos mecanismos para aprovechar las defensas
humorales y celulares del sistema inmunitario en la inmunoterapia contra el cancer.

Ciertos elementos de la respuesta inmunitaria celular son capaces de reconocer especificamente y destruir las
células tumorales. El aislamiento de linfocitos T citotoxicos (CTL) entre las células infiltradas en los tumores o en la
sangre periférica hace pensar en que tales células desempefian un papel importante en las defensas inmunitarias
naturales contra el cancer. Los linfocitos T CD8-positivos en particular, que reconocen las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) portadoras de péptidos que suelen tener de 8 a 10 residuos de
aminoacidos derivados de proteinas o de productos ribosomicos defectuosos (DRIPS) localizados en el citosol,
desempefian un importante papel en dicha respuesta. Las moléculas del MHC del ser humano también se
denominan antigenos leucocitarios humanos (HLA).

Existen dos clases de moléculas MHC: moléculas del MHC de clase |, que se encuentran en la mayoria de células
nucleadas. Las moléculas del MHC estas compuestas de una cadena alfa pesada y una beta-2-microglobulina
(receptores MHC de clase 1), o bien de una cadena alfa y otra beta (receptores MHC de clase ).

Su conformacién tridimensional da como resultado una hendidura de unién que interviene en la interaccién no
covalente con los péptidos. Las moléculas MHC de clase | presentan péptidos procedentes de la protedlisis de
proteinas endogenas, DRIP y péptidos grandes. Las moléculas MHC de clase Il, presentes mayoritariamente en las
células presentadoras de antigeno (APC) especializadas, presentan predominantemente péptidos de proteinas
exogenas o transmembrana que son captadas por las APC mediante endocitosis y después procesadas por las
mismas. Los complejos constituidos por péptidos y moléculas MHC de clase | son reconocidos por los linfocitos T
CD8-positivos portadores del receptor de linfocito T (TCR) adecuado, mientras que los complejos formados por
péptidos y moléculas MHC de clase Il son reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos portadores
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del TCR apropiado. Es bien sabido que el TCR, el péptido y el MHC estan presentes en una relacion
estequiométrica de 1:1:1.

Los linfocitos T cooperadores CD4-positivos desempefian un papel importante en la induccién y en el mantenimiento
de respuestas eficaces por parte de los linfocitos T citotoxicos CD8-positivos (Wang and Livingstone, 2003; Sun and
Bevan, 2003; Shedlock and Shen, 2003).La identificacion de los epitopos reconocidos por los linfocitos T CD4-
positivos derivados de los antigenos asociados a tumor (TAA) reviste gran importancia para el desarrollo de
productos farmacéuticos que desencadenen respuestas inmunitarias antitumorales (Kobayashi et al., 2002; Qin et
al., 2003; Gnjatic et al., 2003). Los linfocitos T colaboradores generan en el seno del tumor un entorno de citocinas
que es propicio para los CTL (Qin and Blankenstein, 2000; Mortara et al., 2006) y que atrae a las células efectoras,
como, por ejemplo, los propios CTL, células NK, macréfagos, etc. (Marzo et al., 2000; Hwang et al., 2007).

En ausencia de inflamacion, la expresion de las moléculas MHC de clase |l se circunscribe principalmente a las
células del sistema inmunitario, en concreto a las células presentadoras de antigeno (APC) especializadas, como por
ejemplo monocitos, células derivadas de monocitos, macréfagos y células dendriticas. En pacientes con cancer se
ha descubierto con sorpresa que las células tumorales expresan moléculas MHC de clase Il (Dengjel et al., 2006).

En modelos de mamifero como el ratén se ha demostrado que los linfocitos T CD4-positivos pueden inhibir la
manifestacion de los tumores sin el concurso de las células efectoras CTL (los linfocitos T CD8-positivos) a través de
la inhibicién de la angiogénesis mediante la secrecion de interferon gamma (IFN-y).

Ademas, se ha demostrado que los linfocitos T CD4-positivos pueden contrarrestar la progresion tumoral mediante la
induccion de respuestas de anticuerpos al reconocer péptidos de antigenos asociados a tumor presentados por
moléculas HLA de clase Il (Kennedy et al., 2003).

A diferencia de lo que sucede con los péptidos asociados a tumor reconocidos por moléculas HLA de clase |, hasta
la fecha el numero descrito de ligandos de clase Il derivados de antigenos asociados a tumor (TAA) es pequefio.

Dado que la expresion constitutiva de las moléculas HLA de clase Il suele ser exclusiva de las células del sistema
inmunitario, la posibilidad de aislar péptidos de clase Il directamente de tumores primarios no se consideraba
factible. Pero Dengjel y cols. descubrieron varios epitopos de MHC de clase Il en tumores (WO 2007/028574, EP 1
760 088 B1; (Dengjel et al., 2006).

Los antigenos que son reconocidos por los linfocitos T citotéxicos especificos del tumor, esto es, los epitopos,
pueden ser moléculas derivadas de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de
transcripcion, etc. que son expresados y que, en comparacion con células inalteradas del mismo origen, estan
regulados al alza en las células del tumor correspondiente.

Dado que ambos tipos de respuesta, la dependiente de CD8 y la de CD4, contribuyen conjunta y sinérgicamente al
efecto antitumoral, la identificacion y caracterizacion de los antigenos asociados a tumor reconocidos por los CTL
CD8+ (ligando: moléculas de MHC de clase | + epitopo peptidico) o por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos
(ligando: moléculas de MHC de clase Il + epitopo peptidico) es importante para el desarrollo de vacunas
antitumorales.

También se da a conocer un péptido de MHC de clase || sumamente util (véase la SEQ ID N.° 71). Este péptido es
util contra el glioblastoma y otros tipos de cancer que sobreexpresan y/o presentan en exceso la BCAN.

Para que un péptido desencadene una respuesta inmunitaria celular, ha de unirse a una molécula de MHC. Este
proceso depende del alelo de la molécula MHC y de los polimorfismos especificos de la secuencia de aminoacidos
del péptido. Los péptidos que se unen a las MHC de clase | suelen tener una longitud de 8 a 12 residuos de
aminoacidos y suelen contener dos residuos conservados («anclajes») en su secuencia que interaccionan con la
hendidura de unién correspondiente de la molécula de MHC. De este modo, cada alelo MHC posee un «motivo de
unién» que determina qué péptidos se pueden unir especificamente a la hendidura de union.

En la reaccién inmunitaria dependiente de las MHC de clase |, los péptidos no solo tienen que ser capaces de unirse
a ciertas moléculas MHC de clase | expresadas por las células tumorales, también tienen que ser reconocidos por
linfocitos T portadores de receptores TCR especificos.

Los antigenos que son reconocidos por los linfocitos T citotéxicos especificos del tumor, esto es, los epitopos,
pueden ser moléculas derivadas de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de
transcripcion, etc. que son expresados y que, en comparacion con células inalteradas del mismo origen, estan
regulados al alza en las células del tumor correspondiente.

La clasificacion actual de los antigenos asociados a tumores comprende los siguientes grupos principales:

a) Antigenos cancer-testiculo: Los primeros TAA descubiertos que pueden ser reconocidos por linfocitos T
pertenecen a esta clase, que inicialmente se denominé antigenos cancer-testiculo (CT) porque sus miembros se
expresan en tumores humanos histolégicamente diferentes y en los tejidos normales solo se encuentran en los
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espermatocitos/espermatogonias del testiculo y ocasionalmente en la placenta. Como las células del testiculo no
expresan moléculas HLA de clase | y Il, estos antigenos no pueden ser reconocidos por los linfocitos T de los
tejidos normales vy, por tanto, se consideran como especificos de tumor desde el punto de vista inmunoldgico.
Ejemplos conocidos de antigenos CT son los miembros de la familia MAGE y el NY-ESO-1.

b) Antigenos de diferenciacion: Estos TAA estan presentes tanto en los tumores como en el tejido normal del que
deriva el tumor; la mayoria se encuentran en melanomas y en melanocitos normales. Muchas de esas proteinas
relacionadas con el linaje melanocitico participan en la biosintesis de la melanina y no son especificas de tumor,
lo que no impide que sean muy utilizadas en la inmunoterapia contra el cancer. Algunos ejemplos son, entre
otros, la tirosinasa y Melan-A/MART-1 en el melanoma y el PSA en el cancer de prostata.

c) TAA sobreexpresados: Se han detectado genes que codifican TAA de amplia expresion en tumores
histolégicamente diferenciados y en numerosos tejidos normales, en general con niveles de expresion mas bajos.
Es posible que muchos de los epitopos procesados y posiblemente presentados por los tejidos normales lo sean
por debajo del limite necesario para ser reconocidos por los linfocitos T, pero que la sobreexpresion por parte de
las células tumorales rompa la tolerancia vigente hasta ese momento y desencadene la respuesta antitumoral.
Ejemplos destacados de esta clase de TAA son Her-2/neu, survivina, telomerasa o WT1.

d) Antigenos especificos de tumor: Estos TAA Unicos son fruto de mutaciones de genes normales (como [3-
catenina, CDK4, etc.) Algunos de esos cambios moleculares estan relacionados con la transformacion
neoplasica y/o con su progresion. Los antigenos especificos de tumor generalmente son capaces de inducir
potentes respuestas inmunitarias sin riesgo de reacciones autoinmunitarias contra los tejidos normales. Por otro
lado, casi siempre estos TAA solo son relevantes para el mismo tumor exacto en el que fueron identificados y
normalmente no se encuentran en muchos otros tumores de su tipo.

e) TAA resultantes de modificaciones postraduccionales anormales: Estos TAA pueden surgir a partir de
proteinas que no son especificas ni se sobreexpresan en los tumores, pese a lo cual aparecen asociados a
tumores por procesos postraduccionales que se activan principalmente en los tumores. Ejemplos de este tipo
surgen a raiz de patrones de glucosilacion alterados que generan epitopos nuevos en tumores, tal y como
sucede con MUC1, o de fenébmenos como el ayuste de proteinas durante la degradacién, que en algunos casos
pueden ser especificos de tumor.

f) Proteinas de oncovirus: Estos TAA son proteinas virales que podrian desempefar un papel critico en el
proceso oncogénico y que, como extrafias a causa de su origen no humano, pueden desencadenar una
respuesta de los linfocitos T. Ejemplos de tales proteinas son las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma
humano de tipo 16, que se expresan en el carcinoma de cuello uterino.

Para que las proteinas sean reconocidas por los linfocitos T citotdxicos como antigenos especificos o asociados a
tumor y puedan ser empleadas como tratamiento, deben cumplir ciertos prerrequisitos. El antigeno ha de expresarse
principalmente en células tumorales y no en tejidos normales sanos, o de no ser asi, ha de hacerlo en cantidades
comparativamente pequefas; en otra forma de realizacion preferida el péptido debe ser presentado en exceso por
las células tumorales en comparacion con los tejidos normales sanos. Y no solo es conveniente que el antigeno de
interés esté presente unicamente en un tipo de tumor, sino que lo esté también en altas concentraciones (nimero de
copias del péptido por célula). Los antigenos especificos de tumor y asociados a tumor proceden a menudo de
proteinas que intervienen directamente en la transformaciéon de una célula normal en una tumoral a causa de su
funcién, por ejemplo, porque intervienen en el control del ciclo celular o en la supresion de la apoptosis. Ademas,
también las dianas ulteriores de las proteinas que son las causantes directas de la transformaciéon pueden estar
reguladas al alza y, por tanto, estar asociadas indirectamente al tumor. Tales antigenos asociados indirectamente a
los tumores también pueden servir como dianas para una estrategia de vacunacion. En ambos casos es esencial
que la secuencia de aminoacidos del antigeno contenga epitopos, puesto que el péptido («péptido inmunogénico»)
derivado de un antigeno asociado a tumor debe desencadenar una respuesta de los linfocitos T en condiciones in
vitro o in vivo.

Basicamente, cualquier péptido capaz de unirse a una molécula de MHC puede actuar como un epitopo de linfocito
T. Un prerrequisito para la induccion de una respuesta de linfocitos T in vitro o in vivo es la presencia de un linfocito
T dotado del correspondiente TCR y la ausencia de tolerancia inmunitaria hacia ese epitopo en particular.

Por consiguiente, los TAA son el punto de partida para el desarrollo de una vacuna antitumoral. Los métodos para
identificar y caracterizar los TAA estan basados en el uso de CTL que pueden aislarse de pacientes o de individuos
sanos, o en la generacion de perfiles de transcripcion diferenciales o patrones de expresion peptidica diferenciales
entre los tumores y los tejidos normales.

No obstante, la identificacion de genes sobreexpresados o expresados selectivamente en tejidos tumorales o en
estirpes de células tumorales humanas no aporta informacion precisa acerca del uso de los antigenos transcritos de
esos genes en la inmunoterapia. Ello se explica porque solo una subpoblacion individual de epitopos de esos
antigenos resulta adecuada para aplicaciones de ese tipo, puesto que ha de haber un linfocito T con el TCR
correspondiente y la inmunotolerancia hacia ese epitopo concreto ha de ser minima o nula. Por tanto, en una forma
de realizacion muy preferida de la invencidon es importante seleccionar Unicamente aquellos péptidos que sean
presentados en exceso o de forma selectiva contra los cuales se encuentre un linfocito T funcional y/o proliferativo.
Un linfocito T funcional se define como un linfocito T que tras la estimulacion con un antigeno especifico puede sufrir
una expansion clonal y ser capaz de ejecutar funciones efectoras («linfocito T efector»).
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En el caso de los TCR y de los anticuerpos conformes a la invenciéon la inmunogenicidad de los péptidos
subyacentes es secundaria. En los TCR y en los anticuerpos de la invencion la presentacion es el factor
determinante.

Los linfocitos T cooperadores desempeian un papel importante en la coordinacion de la funcion efectora de los CTL
en la inmunidad antitumoral. Los epitopos reconocidos por los linfocitos T cooperadores que desencadenan una
respuesta de los linfocitos T cooperadores del tipo Tw1 apoyan las funciones efectoras de los linfocitos T citotoxicos
CD8+, que incluyen funciones citotoxicas dirigidas contra las células tumorales que muestran en su superficie
complejos de MHC/péptido asociado a tumor. De esta forma, los epitopos de los péptidos asociados a tumores que
son reconocidos por los linfocitos T cooperadores, solos 0 en combinacion con otros péptidos asociados a tumores,
pueden servir como principios activos farmacéuticos en composiciones vacunales destinadas a estimular respuestas
inmunitarias antitumorales.

En la siguiente descripcion de los polipéptidos originarios de los péptidos conformes a la invencién se dan a conocer
diversos usos contra otros tipos de cancer.

Colageno, tipo XX, alfa 1 (COL20A1)

El COL20A1 es un gen de colageno. El gen COL20A1 se ha localizado en el cromosoma 20g13.33 (Deloukas et al.,
2001).Su funcién no se conoce todavia. Recientemente, un estudio identific6 subgrupos de genes concurrentes
asociados con la recurrencia del cancer de mama, metastasis, o mortalidad en analisis de supervivencia. Una firma
de 16 genes, que incluye al COL20A1, se establecio para la supervivencia sin progresion en pacientes con cancer
de mama de la etnia china Han (Huang et al., 2013a).

Se prefiere el péptido acorde con la invencién, un linfocito T citotdxico activado acorde con la invencién, un receptor
de linfocito T acorde con la invencién , el acido nucleico o el vector de expresion acorde con la invencién o la célula
acorde con la invencion para el uso en el tratamiento del cancer, en que dicho cancer es seleccionado del grupo
consistente en astrocitoma, astrocitoma pilocitico, tumor neuroepitelial disembrioplastico, oligodendrogliomas,
ependimoma, glioblastoma multiforme, gliomas mixtos, oligoastrocitomas, meduloblastoma, meduloepitelioma,
retinoblastoma, neuroblastoma, germinoma, teratoma, gangliogliomas, gangliocitoma, gangliocitoma central, tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET, p. ej. meduloblastoma, meduloepitelioma, neuroblastoma, retinoblastoma,
ependimoblastoma), tumores del parénquima pineal (p. ej. pineocitoma, pineoblastoma), tumores de células
ependimarias, tumores del plexo coroideo, tumores neuroepiteliales de origen incierto (p. €j. gliomatosis cerebral,
astroblastoma), glioblastoma, tumor de préstata, cancer de mama, cancer de eso6fago, cancer colorrectal, carcinoma
de células renales claras, cancer de pulmén, del SNC, ovario, melanoma, cancer de pancreas, carcinoma
escamocelular, leucemia, meduloblastoma, colon, recto, estdmago, rifién, pulmén, pancreas, prostata y piel.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un equipo, que comprende: (a) un envase que contiene una
composicion farmacéutica que contiene un péptido acorde con la presente invencion, el acido nucleico o el vector de
expresion acordes con la presente invencion, una célula acorde con la presente invencion, o un linfocito T citotdxico
activado acorde con la presente invencion, en forma de solucion o liofilizado; (b) opcionalmente, un segundo envase
que contiene un diluyente o una solucion de reconstitucion para la formulacion liofilizada; y (c) opcionalmente,
instrucciones para el uso de la solucioén y/o la reconstitucion y/o el uso de la formulacion liofilizada.

Se da a conocer un método para producir un anticuerpo recombinante que se une especificamente a un complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o Il que esta formando un complejo con un antigeno
restringido por HLA, comprendiendo dicho método: La inmunizacién de un mamifero no humano genéticamente
modificado que comprenda células que expresen dicho complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de
clase | o Il con una forma soluble de una molécula MHC de clase | o Il unida a dicho antigeno restringido por HLA;
aislamiento de moléculas de ARNm a partir de células productoras de anticuerpos de dicho mamifero no humano;
produccion de una fagoteca que contenga moléculas proteicas codificadas por dichas moléculas de ARNm; vy el
aislamiento de al menos un fago de dicha fagoteca, en que al menos ese fago contenga dicho anticuerpo capaz de
unirse especificamente al citado complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o Il unido con
dicho antigeno restringido por HLA.

En otro aspecto mas de la presente invencion ésta se refiere a un anticuerpo que se une especificamente al péptido
acorde con la presente invencion, preferiblemente que se une especificamente a un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) humano de clase | que esté formando un complejo con el antigeno restringido a HLA y/o
con el péptido acorde con la presente invencion, en que el anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo monoclonal y/o un anticuerpo quimérico.

El término «péptido» designa aqui una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente mediante
enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. Los péptidos tienen
preferiblemente 9 aminoacidos de longitud, pero pueden tener solo 8 aminoacidos de longitud, pero también hasta
10, 11, 12,13 0 14, y en el caso de los péptidos de MHC de clase Il pueden tener 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 0 23
aminoacidos de longitud.

Ademas, el término «péptido» incluye sales de una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si
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tipicamente por enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes.
Preferiblemente las sales son sales farmacéuticamente aceptables.

El término «péptido» incluye también «oligopéptido». El término «oligopéptido» designa aqui una serie de residuos
de aminoacidos conectados entre si tipicamente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo
de los aminoacidos adyacentes. Los oligopéptidos suelen tener una longitud inferior a unos 30 aminoacidos y mayor
de 15, aproximadamente.

El término «polipéptido» designa una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente por enlaces
peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. En contraste con los términos
«péptido» y «oligopéptido», el término «polipéptido» se refiere a las moléculas de mas de unos 30 residuos de
aminoacidos de longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucleétido que codifique dicha molécula es «inmunogénico» (y, por lo tanto,
un «inmunogeno» en la presente descripcion), si es capaz de inducir una respuesta inmunitaria. En el caso de la
presente invencion, la inmunogenicidad se define mas especificamente como la capacidad para desatar una
respuesta por parte de los linfocitos T. Por lo tanto, un «inmundgeno» seria una molécula que es capaz de inducir
una respuesta inmunitaria y, en el caso de la presente invencién, una molécula capaz de inducir una respuesta de
los linfocitos T.

Un «epitopo» de clase | de un linfocito T requiere un péptido corto que esté unido a un receptor MHC de clase |,
formando un complejo ternario (cadena alfa de MHC de clase |, beta-2-microglobulina y péptido) que pueda ser
reconocido por un linfocito T provisto de un receptor de linfocito T que coincida y que se una al complejo
MHC/péptido con la afinidad adecuada. Los péptidos que se unen a moléculas MHC de clase | suelen tener una
longitud de 8 a 14 aminoacidos, y mas habitualmente de 9 aminoacidos.

En el ser humano hay tres locus genéticos diferentes que codifican las moléculas MHC de clase | (las moléculas
MHC del ser humano también se denominan antigenos leucocitarios humanos [HLA]): HLA-A, HLA-B y HLA-C. HLA-
A*01, HLA-A*02 y HLA-B*07 son ejemplos de distintos alelos MHC de clase | que se pueden expresar a partir de
estos locus.

Por tanto, a efectos terapéuticos y de diagndstico seria muy deseable contar con un péptido que se uniese, con la
afinidad adecuada, a varios receptores HLA de clase |l distintos. Un péptido que se une a varias moléculas HLA de
clase Il distintas recibe el nombre de ligando promiscuo.

En la presente memoria, la referencia a una secuencia de ADN incluye tanto ADN monocatenario como bicatenario.
Por lo tanto, la secuencia especifica, a menos que el contexto indique otra cosa, se refiere al ADN monocatenario de
dicha secuencia, a la doble cadena formada por dicha secuencia con su complementaria (ADN bicatenario) y a la
cadena complementaria de dicha secuencia. El término «region codificante» hace referencia a la porcion de un gen
que, o bien de forma natural o normal, codifica el producto de expresion de dicho gen en su ambiente gendémico
natural, por ejemplo, la region que codifica in vivo el producto de expresion natural del gen.

La region codificante puede formar parte de un gen no mutado («normal»), mutado o alterado, o incluso puede
provenir de una secuencia de ADN, o gen, sintetizada integramente en el laboratorio con métodos bien conocidos
para los expertos en la sintesis de ADN.

El término «secuencia nucleotidica» hace referencia a un heteropolimero de desoxirribonucleétidos.

La secuencia nucleotidica que codifica un péptido, oligopéptido o polipéptido en particular puede ser natural o estar
construida de forma sintética. Generalmente, los segmentos de ADN que codifican los péptidos, polipéptidos y
proteinas de la presente invencion se ensamblan a partir de fragmentos de ADNc y de oligonucleétidos cortos de
enlace, o a partir de una serie de oligonucleétidos, con el fin de proporcionar un gen sintético capaz de ser
expresado en una unidad transcripcional recombinante que comprenda elementos reguladores derivados de un
operén microbiano o virico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria el término «un nucleétido que codifica un péptido» se refiere a una
secuencia de nucleétidos que codifica el péptido y que incluye codones artificiales (sintetizados por el hombre) de
inicio y terminacion compatibles con el sistema bioldgico en el que la secuencia va a expresarse.

El término «producto de expresion» define el polipéptido o la proteina que es el producto natural de la traduccion del
gen y cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifiquen los equivalentes resultantes de la degeneracion del
cédigo genético y, por tanto, que codifican el mismo aminoacido o aminoacidos.

El término «fragmento», cuando se refiere a una secuencia de codificacion, define una porcion de ADN que no
comprende la region codificante entera, cuyo producto de expresion conserva esencialmente la misma actividad o
funcién bioldégica que el producto de expresion de la region codificante entera.

El término «segmento de ADN» hace referencia a un polimero de ADN, en forma de un fragmento separado o como
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componente de un constructo de ADN mayor, que deriva de ADN aislado por lo menos una vez en una forma
sustancialmente pura, es decir, exento de materiales endégenos contaminantes y en una cantidad o concentracion
que permite la identificacion, la manipulacion y la recuperacion del segmento y de sus secuencias nucleotidicas
constituyentes mediante métodos bioquimicos estandar como, por ejemplo, mediante un vector de clonacién. Dichos
segmentos se suministran en forma de un marco de lectura abierto sin interrupciones por secuencias internas no
traducidas, o intrones, que suelen estar presentes en los genes eucariotas. Las secuencias de ADN no traducidas
pueden estar presentes corriente abajo (downstream) desde el marco de lectura abierto, donde no interfieren con la
manipulacion o la expresion de las regiones codificantes.

El término «cebador» define una secuencia corta de acidos nucleicos que puede aparearse con una cadena de ADN
y que proporciona un extremo 3'OH libre en el que una polimerasa de ADN puede comenzar la sintesis de una
cadena de desoxirribonucledtidos.

El término «promotor» define una regiéon de ADN implicada en la union de la polimerasa de ARN para iniciar la
transcripcion.

El término «aislado» define el material que se extrae de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si ocurre
de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado,
pero ese mismo polinucleétido o polipéptido lo estara si es separado de parte o de todos los materiales coexistentes
en el sistema natural. Tales polinucleétidos podran formar parte de un vector y/o tales polinucleétidos o polipéptidos
podran formar parte de una composicion, y seguir estando aislados en dicho vector o composicion puesto que estos
no forman parte de su entorno natural.

Los polinucledtidos, y los polipéptidos recombinantes o inmundégenos, descritos de acuerdo con la presente
invencion también pueden presentarse en forma «purificada». El término «purificado» no implica pureza absoluta;
mas bien, se utiliza como definicion relativa y puede incluir preparaciones altamente purificadas o preparaciones tan
solo parcialmente purificadas, tal y como los expertos en la materia entienden dichos términos. Por ejemplo, los
clones individuales aislados de una genoteca de ADNc se han purificado de manera convencional hasta obtener una
homogeneidad electroforética. Se contempla expresamente la purificacion del material de inicio o del material natural
hasta, al menos, un orden de magnitud; preferiblemente, dos o tres 6rdenes de magnitud; y, con mayor preferencia,
cuatro o cinco 6rdenes de magnitud. Ademas, se contempla expresamente el polipéptido reivindicado que tiene una
pureza de, preferiblemente, el 99,999%, o, al menos, del 99,99% o el 99,9%; y, mas convenientemente, del 99% por
peso o mayor. Los polipéptidos pueden estar en soluciéon acuosa y la pureza queda definida por la pureza del
compuesto teniendo en cuenta el agua y los determinantes usados para la solucion.

Los productos de expresion de los polipéptidos y los acidos nucleicos descritos conforme a la presente invencion,
asi como los vectores de expresion que contienen dichos acidos nucleicos y/o dichos polipéptidos, pueden utilizarse
en «forma enriquecida». Tal y como se usa aqui, el término «enriquecido» significa que la concentracion del material
es, al menos, unas 2, 5, 10, 100 o 1000 veces su concentracion natural (por ejemplo), mas ventajosamente 0,01%
por peso, y, preferiblemente, aproximadamente de 0,1% al menos, por peso. También se contemplan preparaciones
enriquecidas de alrededor del 0,5%, 1%, 5%, 10% y 20% en peso. Las secuencias, constructos, vectores, clones y
otros materiales que comprenden la presente invencion pueden utilizarse, segun convenga, en su forma enriquecida
o aislada.

El término «fragmento activo» define un fragmento que genera una respuesta inmunitaria (es decir, que posee
actividad inmundgena) cuando se administra —solo u, opcionalmente, con un adyuvante adecuado— a un animal, que
puede ser un mamifero como, por ejemplo, un conejo o un ratén, sin excluir a un ser humano; dicha respuesta
inmunitaria adopta la forma de estimulacién de una respuesta de linfocitos T en el animal receptor como, por
ejemplo, el ser humano. De forma alternativa, el «fragmento activo» también se puede usar para inducir una
respuesta de linfocitos T in vitro.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos «porcion», «segmento» y «fragmento», cuando se utilizan
en relacion a los polipéptidos, hacen referencia a una secuencia continua de residuos, como residuos de
aminoacidos, secuencia que es un subconjunto de una secuencia mayor. Por ejemplo, si un polipéptido se somete a
un tratamiento con cualquiera de las endopeptidasas habituales, como la tripsina o la quimotripsina, los
oligopéptidos resultantes de dicho tratamiento representaran porciones, segmentos o fragmentos del polipéptido
inicial. Utilizados en relacién con los polinucleétidos, estos términos se refieren a los productos producidos por el
tratamiento de dichos polinucleétidos con cualquiera de las endonucleasas.

Conforme a la presente invencion, el término «identidad porcentual» o «porcentaje de identidad», al referirse a una
secuencia, significa que una secuencia se compara con una secuencia reivindicada o descrita después de alinear la
secuencia que se va a comparar (la «secuencia comparada») con la secuencia descrita o reivindicada (la
«secuencia de referencia»). La identidad porcentual se determina entonces con la siguiente formula:

Identidad porcentual = 100 [l -(C/R)]

donde C es el numero de diferencias entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada a lo largo de la
alineacion entre la secuencia de referencia y la secuencia comparada, donde
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(I) cada base o aminoacido de la secuencia de referencia que no tiene una base o aminoacido alineados en la
secuencia comparada y

(1) cada hueco (gap) de la secuencia de referencia 'y

(Ill) cada base o aminoacido alineado de la secuencia de referencia que difiere de una base o aminoacido
alineado de la secuencia comparada, constituye una diferencia; y R es el niUmero de bases o aminoacidos de la
secuencia de referencia a lo largo de la alineacion con la secuencia comparada con cualquier hueco creado en la
secuencia de referencia, también contabilizado como una base o un aminoacido.

Si existe una alineacion entre la secuencia comparada y la secuencia de referencia para la que la identidad
porcentual, calculada como se ha especificado arriba, es aproximadamente igual o mayor que una identidad
porcentual minima especificada, entonces la secuencia comparada guarda la identidad porcentual minima
especificada con la secuencia de referencia, aunque puedan existir alineaciones en las que la identidad porcentual
calculada arriba resulte menor que la identidad porcentual especificada.

Los péptidos originales descritos aqui se pueden modificar mediante la sustitucion de uno o mas residuos en sitios
diferentes, posiblemente selectivos, dentro de la cadena peptidica, si no se especifica de otra manera.
Preferentemente tales sustituciones estarian situadas al final de la cadena de aminoacidos. Dichas sustituciones
pueden ser de naturaleza conservadora como, por ejemplo, cuando un aminoacido es reemplazado por otro
aminoacido de estructura y caracteristicas similares, como en el caso de un aminoacido hidrofébico que es sustituido
por otro aminoacido hidrofébico. Aun mas conservador seria el reemplazo de aminoacidos de tamafio y naturaleza
quimica igual o similar como, por ejemplo, el reemplazo de una leucina por una isoleucina. En diversos estudios de
variaciones de secuencias en familias de proteinas homodlogas naturales, determinadas sustituciones de
aminoacidos se toleran con mas frecuencia que otras, y éstas muestran a menudo una correlacion con similitudes de
tamafio, carga, polaridad e hidrofobicidad entre el aminoacido original y su reemplazo, siendo ésta la base para la
definicion de las «sustituciones conservadoras».

Las sustituciones conservadoras se definen como intercambios dentro de uno de los cinco grupos siguientes: Grupo
1: residuos alifaticos pequefios, no polares o ligeramente polares (Ala, Ser, Thr, Pro y Gly); Grupo 2: residuos
polares cargados negativamente y sus amidas (Asp, Asn, Glu y GIn); Grupo 3: residuos polares cargados
positivamente (His, Arg y Lys); Grupo 4: residuos alifaticos grandes no polares (Met, Leu, lle, Val y Cys); y Grupo 5:
residuos grandes aromaticos (Phe, Tyry Trp).

Las sustituciones menos conservadoras pueden implicar el reemplazo de un aminoacido por otro con caracteristicas
similares pero diferenciado de alguna manera en el tamafio, como en el reemplazo de un residuo de isoleucina por
alanina. Los reemplazos muy poco o nada conservadores pueden implicar la sustitucion de un aminoacido acido por
otro polar, o incluso por uno de caracter basico. Estas sustituciones «radicales» no se pueden descartar, sin
embargo, como potencialmente inefectivas, ya que los efectos quimicos no son totalmente predecibles y las
sustituciones radicales bien pueden provocar efectos inesperados imposibles de predecir de otra forma a partir de
principios quimicos simples.

Naturalmente, dichas sustituciones pueden implicar otras estructuras distintas de los aminoacidos L habituales. De
esta forma, aminoacidos D podrian sustituir a los aminoacidos L que habitualmente se encuentran en los péptidos
antigénicos de la invencion y, aun asi, quedar englobados en la descripcion del presente documento. Ademas, los
aminoacidos que poseen grupos R no estandar (es decir, grupos R distintos de los presentes en los 20 aminoacidos
comunes de las proteinas naturales) también pueden ser utilizados como sustitutos para producir polipéptidos
inmunoégenos e inmunogénicos de acuerdo con la presente descripcion.

Si se descubre que las sustituciones en mas de una posicion resultan en un péptido con actividad antigénica
sustancialmente equivalente o mayor, como se define mas abajo, entonces las combinaciones de dichas
sustituciones se probaran para determinar si las sustituciones combinadas provocan efectos aditivos o sinérgicos en
la antigenicidad del péptido. Como maximo, se sustituiran hasta 4 posiciones simultaneamente dentro del péptido.

Los péptidos de la invencion se pueden alargar hasta cuatro aminoacidos, lo que significa que se pueden afiadir 1,
2, 3 0 4 aminoacidos en cualquier combinacion entre 4:0 y 0:4. En la Tabla 3 se exponen a continuacion
combinaciones de las elongaciones conformes a la invencion:

C-terminal N-terminal

4 0

3 0o1

2 0o102

1 0o10203
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(continuacion)

C-terminal N-terminal

0 0o1020304
N-terminal C-terminal

4 0

3 0o1

2 0o102

1 0o10203

0 0o1020304

Los aminoacidos para la elongaciéon pueden ser los péptidos de la secuencia original de la proteina o cualquier otro
aminoacido. La elongacion tiene por finalidad mejorar la estabilidad o la solubilidad de los péptidos.

El término «respuesta de linfocitos T» define la proliferacién y la activacion especificas de las funciones efectoras
inducidas por un péptido in vitro o in vivo. En el caso de los linfocitos T citotéxicos (CTL) restringidos a MHC de clase
I, las funciones efectoras pueden consistir en la lisis de células diana presentadoras naturales de péptido o bien
sensibilizadas de manera repetida con un péptido o con un precursor del mismo; la secrecién de citocinas,
preferiblemente de interferén gamma, TNF-alfa o IL-2 inducida por péptido; la secreciéon de moléculas efectoras,
preferiblemente granzimas o perforinas inducidas por péptido; o la desgranulacion.

Preferiblemente, cuando los CTL especificos para un péptido de las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.° 49, la SEQ ID N.° 71
y las SEQ ID N.° 74 a 129 se prueben comparandolos con los péptidos sustituidos, la concentracion de péptido a la
cual los péptidos sustituidos consiguen la mitad del aumento maximo de la lisis respecto al valor de fondo es como
maximo de alrededor de 1 mM, preferiblemente como maximo de alrededor de 1 uM, mas preferiblemente como
maximo de alrededor de 1 nM, y adn mas preferentemente como maximo de alrededor de 100 pM, y mas
preferentemente como maximo de alrededor de 10 pM. También se prefiere que el péptido sustituido sea reconocido
por los CTL de mas de un individuo, de al menos dos, y mas preferiblemente de tres individuos.

Asi pues, los epitopos dados a conocer pueden ser idénticos a los epitopos especificos de tumor o asociados a
tumor naturales o pueden incluir epitopos que difieran como maximo en 4 residuos del péptido de referencia,
siempre que conserven basicamente la misma actividad antigénica. Actividad antigénica sustancialmente idéntica
significa estimulacion de linfocitos T en frecuencias o en nimeros comparables con una avidez y un fenotipo efector
o de memoria comparables o un patrén de respuesta similar.

La estimulacion de una respuesta inmunitaria depende de la presencia de antigenos que sean reconocidos como
extrafios por el sistema inmunitario del hospedador. El descubrimiento de la existencia de antigenos asociados a
tumores ha suscitado la posibilidad de utilizar el sistema inmunitario del hospedador para intervenir sobre el
crecimiento de los tumores. Actualmente se estan explorando diversos mecanismos para aprovechar los
mecanismos de defensa humorales y celulares del sistema inmunitario en la inmunoterapia contra el cancer.

Ciertos elementos de la respuesta inmunitaria celular son capaces de reconocer especificamente y destruir las
células tumorales. El aislamiento de linfocitos T citotoxicos (CTL) entre las células infiltradas en los tumores o en la
sangre periférica hace pensar en que tales células desempefian un papel importante en las defensas inmunitarias
naturales contra el cancer. Los linfocitos T CD8-positivos en particular, que reconocen las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) portadoras de péptidos que suelen tener de 8 a 12 residuos derivados
de proteinas o de productos ribosémicos defectuosos (DRIPS) localizados en el citosol, desempefian un importante
papel en esta respuesta. Las moléculas del MHC del ser humano también se denominan antigenos leucocitarios
humanos (HLA).

Las moléculas MHC de clase | se encuentran en la mayoria de células nucleadas y presentan péptidos derivados de
la escision proteolitica de principalmente proteinas enddgenas, citosolicas o nucleares, DRIPS y péptidos grandes.
No obstante, los péptidos derivados de compartimentos endosémicos o de fuentes exdgenas también se encuentran
con frecuencia ligados a moléculas MHC de clase |. Esta via no clasica de presentacion por la clase | se denomina
presentacion cruzada en la bibliografia.

Dado que ambos tipos de respuesta, la dependiente de CD8 y la de CD4, contribuyen conjunta y sinérgicamente al
efecto antitumoral, la identificacion y la caracterizacion de los antigenos asociados a tumor reconocidos por los CTL
CD8-positivos (moléculas MHC de clase I) o por los CTL CD4-positivos (moléculas MHC de clase Il) es importante
para el desarrollo de vacunas antitumorales. Por consiguiente, uno de los fines de la presente invencion consiste en
proveer composiciones de péptidos que contengan péptidos de union a complejos MHC de cualquiera de las clases.
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A la luz de los efectos secundarios graves y los gastos que supone el tratamiento contra el cancer es evidente la
urgente necesidad de mejora de los métodos prondsticos y diagndsticos. Asi pues, existe la necesidad de descubrir
otros factores que puedan servir como biomarcadores para el cancer en general y el glioblastoma en particular.
Existe igualmente la necesidad de identificar factores que puedan ser utilizados en el tratamiento contra el cancer en
general y contra el glioblastoma en particular.

La presente invencion proporciona un péptido que es Util para el tratamiento de canceres/tumores, preferentemente
de cerebro, mas preferentemente de glioblastomas que sobrepresenten o presenten exclusivamente los péptidos de
la invencion. Con espectrometria de masas se ha demostrado la presentaciéon natural por moléculas HLA de este
péptido en muestras de glioblastoma humano primario (véanse el ejemplo 1y la figura 1).

Se ha demostrado que el gen o proteina originarios (también denominados «proteina entera» o «proteina
subyacente») de la que derivan los péptidos estan altamente sobreexpresados en tejido tumoral en comparacion con
tejidos normales (véanse el ejemplo 2 y la figura 2 para el glioblastoma) lo que demuestra el alto grado de
asociacion con el tumor de los genes originarios. Ademas, los propios péptidos estan fuertemente sobrepresentados
en el tejido tumoral pero no en los tejidos normales (véanse el ejemplo 1y la figura 3).

Los péptidos de unién a HLA pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario, especificamente por los linfocitos T.
Los linfocitos T destruyen las células que presentan el complejo HLA/péptido reconocido, p. €j. células tumorales de
glioblastoma que presenten los péptidos derivados.

Los péptidos dados a conocer han demostrado su capacidad para estimular las respuestas de los linfocitos T y/o
estan sobrepresentados, por lo que pueden ser utilizados para la produccion de anticuerpos y/o sTCR acordes con
la presente invencion (véanse los ejemplos 3y 1y las figuras 4 y 3). Asi pues, los péptidos son utiles para generar
en un paciente una respuesta inmunitaria con la que destruir células tumorales. La respuesta inmunitaria se puede
inducir en el paciente con la administracion directa de los péptidos descritos o de sustancias precursoras adecuadas
(p. €j. péptidos alargados, proteinas o acidos nucleicos que codifiquen dichos péptidos), idealmente en combinacion
con un agente que potencie la inmunogenicidad (un adyuvante). Cabe esperar que la respuesta inmunitaria
generada por esa vacunacion terapéutica sea muy especifica contra las células tumorales porque los tejidos
normales no contienen los péptidos diana dados a conocer en un nimero comparable de copias, lo cual evita el
riesgo de reacciones autoinmunitarias perjudiciales contra las células normales del paciente.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender los péptidos en forma libre o en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable. Tal y como se utiliza en la presente memoria, «sal farmacéuticamente aceptable» se
refiere a un derivado de los péptidos descritos en el que el péptido es modificado para obtener sales acidas o
basicas del agente.

Por ejemplo, las sales acidas se preparan a partir de la base libre (normalmente la forma neutra del farmaco posee
un grupo —NH2 neutro) haciéndola reaccionar con un acido adecuado. Acidos adecuados para la preparacion de
sales acidas incluyen tanto acidos organicos, p. ej. acido acético, acido propidnico, acido glicélico, acido piruvico,
acido oxalico, acido malico, acido malénico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido
citrico, acido benzoico, acido cinnamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-
toluensulfénico, acido salicilico y similares, como acidos inorganicos, como por ejemplo acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosforico y similares. A la inversa, la preparacion de sales basicas a
partir de grupos acidos que pueden estar presentes en un péptido se efectia empleando una base
farmacéuticamente aceptable como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de amonio, hidroxido de
calcio, trimetilamina o similares.

En una forma de realizacién especialmente preferida, las composiciones farmacéuticas comprenden los péptidos en
forma de sales de acido acético (acetatos), trifluoroacetatos o clorhidratos (cloruros).

El péptido de la presente invencion puede usarse para generar y desarrollar anticuerpos especificos contra
complejos MHC/péptido. Estos pueden ser utilizados como terapia, dirigiendo toxinas o sustancias radiactivas contra
el tejido enfermo. Otra aplicacion de estos anticuerpos consistiria en dirigir radiontclidos contra el tejido enfermo en
aplicaciones de diagndstico por la imagen como la TEP. Este uso puede ayudar a detectar metastasis pequefias o
determinar el tamafio y la ubicacién precisa de los tejidos enfermos.

Por consiguiente, se da a conocer un método para producir un anticuerpo recombinante que se une especificamente
a un complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que esta formando un complejo con un
antigeno restringido por HLA, comprendiendo dicho método: La inmunizacion de un mamifero no humano
genéticamente modificado que comprenda células que expresen dicho complejo mayor de histocompatibilidad
humano (MHC) de clase | o Il con una forma soluble de una molécula MHC de clase | unida a dicho antigeno
restringido por HLA; aislamiento de moléculas de ARNm a partir de células productoras de anticuerpos de dicho
mamifero no humano; produccidon de una fagoteca que contenga moléculas proteicas codificadas por dichas
moléculas de ARNm; y el aislamiento de al menos un fago de dicha fagoteca, en que al menos ese fago contenga
dicho anticuerpo que se une especificamente al citado complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de
clase | unido con dicho antigeno restringido a HLA.
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Existe otro aspecto mas de la invencidon que proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que forma un complejo con un antigeno restringido a HLA,
en el que el anticuerpo es preferentemente un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
biespecifico y/o un anticuerpo quimeérico.

Se da a conocer un método para producir dicho anticuerpo que se une especificamente a un complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que esta formando un complejo con un antigeno restringido por HLA,
comprendiendo dicho método: La inmunizacion de un mamifero no humano genéticamente modificado que
comprenda células que expresen dicho complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o Il con
una forma soluble de una molécula MHC de clase | unida a dicho antigeno restringido por HLA; aislamiento de
moléculas de ARNm a partir de células productoras de anticuerpos de dicho mamifero no humano; produccién de
una fagoteca que contenga moléculas proteicas codificadas por dichas moléculas de ARNm; y aislamiento de al
menos un fago de dicha fagoteca, en que al menos ese fago contenga dicho anticuerpo capaz de unirse
especificamente al citado complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | que permanece unido
con dicho antigeno restringido a HLA. Métodos pertinentes para la produccion de tales anticuerpos y de complejos
mayores de histocompatibilidad de clase | monocatenarios, asi como de otras herramientas para la produccion estos
anticuerpos se revelan en WO 03/068201, WO 2004/084798, WO 01/72768, WO 03/070752, y en Cohen CJ,
Denkberg G, Lev A, Epel M, Reiter Y. Recombinant antibodies with MHC-restricted, peptide-specific, T-cell receptor-
like specificity: new tools to study antigen presentation and TCR-peptide-MHC interactions. J Mol Recognit. 2003
Sep-Oct;16(5):324-32.; Denkberg G, Lev A, Eisenbach L, Benhar |, Reiter Y. Selective targeting of melanoma and
APCs using a recombinant antibody with TCR-like specificity directed toward a melanoma differentiation antigen. J
Immunol. 2003 Sep 1;171(5):2197-207; y Cohen CJ, Sarig O, Yamano Y, Tomaru U, Jacobson S, Reiter Y. Direct
phenotypic analysis of human MHC class | antigen presentation: visualization, quantitation, and in situ detection of
human viral epitopes using peptide-specific, MHC-restricted human recombinant antibodies. J Immunol. 2003 Apr
15;170(8):4349-61.

Preferiblemente el anticuerpo se une al complejo con una afinidad de union inferior a 20 nanomolar, preferentemente
a 10 nanomolar, lo cual se considera «especifico» en el contexto de la presente invencion.

Se da a conocer un método para producir un receptor de linfocito T soluble que reconoce un complejo de péptido-
MHC especifico. Dichos receptores de linfocitos T solubles se pueden generar a partir de clones de linfocitos T
especificos, cuya afinidad se puede incrementar por mutagénesis dirigida a las regiones determinantes de
complementariedad.

Para la seleccion del receptor de linfocito T se puede utilizar una fagoteca (US 2010/0113300, Liddy N, Bossi G,
Adams KJ, Lissina A, Mahon TM, Hassan NJ, et al. Monoclonal TCR-redirected tumor cell killing. Nat Med 2012
Jun;18(6):980-987). A fin de estabilizar los receptores de linfocito T en la fagoteca y en caso de uso practico como
farmaco, las cadenas alfa y beta se pueden enlazar por ejemplo mediante enlaces disulfuro no nativos, otros enlaces
covalentes (receptor de linfocito T monocatenario), o mediante dominios de dimerizacion (véanse Boulter JM, et al.
Stable, soluble T-cell receptor molecules for crystallization and therapeutics. Protein Eng 2003 Sep;16(9):707-711.;
Card KF, et al. A soluble single-chain T-cell receptor IL-2 fusion protein retains MHC-restricted peptide specificity and
IL-2 bioactivity. Cancer Immunol Immunother 2004 Apr;53(4):345-357; y Willcox BE, et al. Production of soluble
alphabeta T-cell receptor heterodimers suitable for biophysical analysis of ligand binding. Protein Sci 1999 Nov; 8
(11):2418-2423). El receptor de linfocito T se puede enlazar con toxinas, farmacos, citocinas (véase US
2013/0115191), dominios que recluten células efectoras como un dominio anti-CD3, etc., con el fin de ejecutar
funciones particulares en células diana. Asimismo, se puede expresar en linfocitos T destinados a la transferencia a
un receptor. Se puede encontrar mas informacién en WO 2004/033685A1 y WO 2004/074322A1. Se describe una
combinacién de sTCR en WO 2012/056407A1. Otros métodos de produccion se revelan en WO 2013/057586A1.

Para seleccionar los péptidos sobrepresentados se calcula un perfil de presentacidon que muestra la presentacion
mediana de la muestra, asi como la variacién de los duplicados. El perfil superpone muestras de la entidad tumoral
de interés con muestras de tejido normal de referencia. Cada uno de esos perfiles se puede consolidar después en
una puntuacion de sobrepresentacion calculando el valor p de un modelo lineal de efectos mixtos (J. Pinheiro, et al.
The nime Package: Linear and Nonlinear Mixed Effects Models. 2008) con ajuste para comparaciones multiples por
la tasa de falsos descubrimientos (Y. Benjamini and Y. Hochberg. Controlling the False Discovery Rate: A Practical
and Powerful Approach to Multiple Testing. Journal of the Royal Statistical Society. Series B (Methodological), Vol.57
(No.1):289-300, 1995).

Para la identificacion y la cuantificacion relativa de los ligandos HLA mediante espectrometria de masas se
purificaron moléculas HLA de muestras de tejido criogenizadas y se aislaron los péptidos asociados a HLA. Los
péptidos aislados se separaron y se identificaron sus secuencias mediante cromatografia de liquidos-espectrometria
de masas con ionizacién por nano-electronebulizacion (nanoESI) en linea. Las secuencias peptidicas resultantes se
verificaron comparando el patrén de fragmentacion de los TUMAP naturales registrados a partir de muestras de
glioblastoma con los patrones de fragmentacion de péptidos sintéticos de referencia de secuencia idéntica. Dado
que los péptidos se identificaron directamente como ligandos de moléculas HLA de tumores primarios, estos
resultados proporcionan pruebas directas del procesamiento y la presentacion natural de los péptidos identificados
en el tejido tumoral primario obtenido de pacientes con glioblastoma.
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La plataforma para el descubrimiento de farmacos patentada XPRESIDENT® v2.1 (véase, por ejemplo, la solicitud
de patente de EE.UU. N.° 13/640.989) permite la identificacion y la selecciéon de candidatos a vacuna peptidica que
estan sobrepresentados en funcién de la cuantificacion relativa de los niveles de péptidos restringidos a HLA en
tejidos cancerosos respecto a diversos tejidos y érganos normales. Ello se consiguié mediante el desarrollo de la
cuantificacion diferencial sin marcaje con los datos adquiridos de CL-EM procesados con una plataforma de analisis
de datos patentada que combina algoritmos para la identificacion de secuencias, agrupamiento de espectros,
recuento idnico, alineamiento del tiempo de retencion, deconvolucion del estado de carga y normalizacion.

Se calcularon los niveles de presentacion incluyendo estimaciones de error para cada péptido y cada muestra. Asi
se han identificado aquellos péptidos que aparecen presentados exclusivamente o bien aparecen sobrepresentados
en el tejido tumoral con respecto a los tejidos y 6rganos no cancerosos.

Se purificaron los complejos HLA-péptido presentes en 32 muestras criogenizadas de tejido tumoral de glioblastoma
restringidas a HLA-A*02 y en 13 muestras mas de iguales caracteristicas, pero restringidas a HLA-A*24, y se
aislaron los péptidos asociados a HLA para después analizarlos con CL-EM.

Todos los TUMAP contenidos en la presente solicitud se identificaron con esta estrategia en muestras tumorales de
glioblastoma primario para confirmar su presentacion en el glioblastoma primario.

Los TUMAP identificados en multiples tejidos tumorales de glioblastoma y normales se cuantificaron con recuento
idnico de los datos de CL-EM sin marcador. El método supone que las areas de sefial de CL-EM de un péptido estan
correlacionadas con su abundancia en la muestra. Todas las sefales cuantitativas producidas por cada péptido en
varios experimentos de CL-EM se normalizaron con medidas de tendencia central, se promediaron por muestra y se
combinaron en un diagrama de barras, llamado perfil de presentacién. El perfil de presentacion combina diversos
métodos de andlisis como la busqueda en bases de datos de proteinas, agrupacion de espectros, deconvolucion del
estado de carga (descarga) y alineamiento del tiempo de retencion y normalizacion.

La presente invencion se refiere, ademas, con el péptido descrito previamente, dotado de la capacidad para unirse a
una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase |.

La presente invencion se refiere, ademas, al péptido descrito previamente, en que el péptido incluye enlaces no
peptidicos.

Se da a conocer una proteina de fusién que, en concreto, comprende aminoacidos del extremo N-terminal de la
cadena invariable (li) asociada al antigeno HLA-DR.

La presente invencion se refiere, ademas, a un acido nucleico, que codifica el péptido descrito previamente.

La presente invencidon se refiere, ademas, al acido nucleico descrito previamente que es ADN, ADNc, ARN o
combinaciones de los anteriores.

La presente invencién se refiere, ademas, a un vector de expresién que expresa un acido nucleico descrito
previamente.

La presente invencién se refiere, ademas, a un péptido como el descrito previamente, un acido nucleico como el
descrito antes o un vector de expresion con el descrito antes para el uso en el tratamiento de una enfermedad.

La presente invencion se refiere, ademas, a una célula hospedadora que contiene un acido nucleico como el antes
descrito o un vector de expresion como el antes descrito.

La presente invencion se refiere, ademas, a la célula hospedadora descrita que es una célula presentadora de
antigeno.

La presente invencién se refiere, ademas, a la célula hospedadora descrita en que la célula presentadora de
antigeno es una célula dendritica.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método para producir un péptido descrito, método que comprende el
cultivo de la célula hospedadora descrita y el aislamiento del péptido de la célula hospedadora o de su medio de
cultivo.

La presente invencion se refiere, ademas, a un método in vitro para producir linfocitos T citotdxicos (CTL) activados,
el cual comprende la puesta en contacto en condiciones in vitro de CTL con moléculas MHC de clase | humanas
cargadas con antigeno expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno durante un periodo de
tiempo suficiente para activar dichos CTL de una manera especifica de antigeno, siendo dicho antigeno un péptido
como el descrito.

La presente invencion se refiere, ademas, al método descrito, en que dicho antigeno es cargado en moléculas de
MHC de clase | expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno mediante la puesta en contacto
de una cantidad suficiente de antigeno con una célula presentadora de antigeno.
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La presente invencion se refiere, ademas, al método descrito, en que dicha célula presentadora de antigeno
comprende un vector de expresion capaz de expresar dicho péptido que contiene la SEQ ID N.° 28.

La presente invencion se refiere, ademas, a linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, producidos con el método
descrito, que reconocen selectivamente una célula que expresa de forma aberrante un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos como las descritas.

Se describe un método para destruir células diana en un paciente cuyas células diana expresan de forma aberrante
un polipéptido que comprende cualquiera de las secuencias de aminoacidos descritas, comprendiendo el método la
administracion al paciente de un numero eficaz de linfocitos T citotdxicos (CTL) como los definidos.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso de cualquiera de los péptidos descritos, de un acido nucleico como
los descritos, de un vector de expresion como los descritos, de una célula como las descritas, o de un linfocito T
activado como los descritos como tratamiento del cancer.

La presente invencion se refiere, ademas, al uso como el descrito, en que dicho cancer es un glioblastoma u otro
tumor cerebral.

El término «anticuerpos» se utiliza en la presente memoria en sentido amplio e incluye tanto anticuerpos policlonales
como monoclonales. Ademas de las moléculas de inmunoglobulina intactas, el término «anticuerpos» también
incluye fragmentos o polimeros de esas moléculas de inmunoglobulina y versiones humanizadas de moléculas de
inmunoglobulina, siempre que posean alguna de las propiedades deseadas (p. €j., unidon especifica de un
polipéptido marcador del glioblastoma, administracion de una toxina contra una célula de glioblastoma que exprese
un gen marcador del glioblastoma con un nivel elevado, y/o inhibicion de la actividad de un polipéptido marcador del
glioblastoma) descritos en la presente memoria.

Los anticuerpos de la invenciéon también se pueden fabricar con métodos consabidos. La persona versada en la
técnica entiende que para generar los anticuerpos de la invencion se pueden emplear tanto los polipéptidos
marcadores del glioblastoma enteros como fragmentos de los mismos. El polipéptido necesario para generar un
anticuerpo de la invencion se puede purificar parcial o completamente de una fuente natural o se puede producir con
técnicas de ADN recombinante.

Por ejemplo, un ADNc que codifique PTPRZ1, BCAN y FABP7, o cualquier otro polipéptido acorde con las SEQ ID
N.°1aSEQID N.°49, la SEQID N.° 71y las SEQ ID N.° 74 a 129 o una secuencia variante de las mismas que sea
como minimo homologa en un 90% a las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.°49,la SEQ ID N.° 71y las SEQ ID N.° 74 a 129,
o un fragmento de las mismas, que se pueda expresar en células procariotas (p. €j., bacterias) o eucariotas (p. €j.,
células de levadura, insecto o mamifero), a partir del cual purificar la proteina recombinante que se usara para
generar una preparacion de anticuerpo monoclonal o policlonal que se una especificamente al polipéptido marcador
del glioblastoma utilizado para generar el anticuerpo.

Una persona versada en la técnica sabra que la generacion de dos o mas conjuntos diferentes de anticuerpos
monoclonales o policlonales maximiza la probabilidad de obtener un anticuerpo dotado de la especificidad y la
afinidad necesarias para el uso previsto (p. €j. ELISA, inmunohistoquimica, técnicas de imagen in vivo, tratamiento
con inmunotoxinas). Los anticuerpos son analizados para buscar la actividad deseada con métodos conocidos, de
acuerdo con el fin previsto para los anticuerpos (p. €j. ELISA, inmunohistoquimica, inmunoterapia, etc.; para mas
detalles sobre la generacion y el anadlisis de anticuerpos, véase, por ejemplo, Harlow and Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988). Por ejemplo, los
anticuerpos pueden ser analizados con pruebas ELISA, inmunotransferencia (Western blot), tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido canceroso congelados o fijados en formol. Después de la caracterizacion
inicial in vitro, los anticuerpos destinados a uso terapéutico o diagndstico in vivo se analizan con métodos de ensayo
clinicos conocidos.

El término «anticuerpo monoclonal» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacion notablemente homogénea de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por mutaciones posiblemente naturales que pueden estar presentes
en pequefio numero. Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria incluyen especificamente anticuerpos
«quiméricos» en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una clase o subclase
concreta de anticuerpos, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntica u homdloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como a fragmentos de tales anticuerpos, en tanto que exhiban la actividad antagonista deseada (N.°
pat. de EE.UU. 4.816.567).

Los anticuerpos monoclonales de la invenciéon se pueden preparar con métodos basados en hibridomas. En el
método del hibridoma, un ratdén u otro animal hospedador adecuado es vacunado con un agente inmunizante que
estimula a los linfocitos para que produzcan o sean capaces de producir anticuerpos que se unan especificamente al
agente inmunizante. Otra alternativa consiste en inmunizar los linfocitos in vitro.
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Los anticuerpos monoclonales también se pueden fabricar con métodos de ADN recombinante, como los descritos
en la Pat. de EE.UU. N.° 4.816.567. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencion puede ser
facilmente aislado y secuenciado con procedimientos convencionales (p. €j. con sondas oligonucleotidicas capaces
de unirse especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos de raton).

Los métodos in vitro también son adecuados para la preparacion de anticuerpos monovalentes. La digestion de
anticuerpos para producir fragmentos de los mismos, en particular fragmentos Fab, se puede llevar a cabo con
técnicas ordinarias conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la digestion se puede realizar con
papaina. Ejemplos de la digestion con papaina aparecen descritos en WO 94/29348, publicada el 22 de diciembre
de 1994 y en la Pat. de EE. UU. N.° 4.342.566. La digestion de anticuerpos con papaina normalmente produce dos
fragmentos de unién a antigeno idénticos llamados fragmentos Fab, cada uno dotado de un sitio de unién al
antigeno, asi como un fragmento residual Fc. El tratamiento con pepsina da como resultado un fragmento que tiene
dos sitios de combinacién con antigenos y todavia es capaz de reconocer antigenos de reactividad cruzada.

Los fragmentos de anticuerpo, estén unidos a otras secuencias o no, también pueden incluir inserciones, deleciones,
sustituciones y otras modificaciones seleccionadas de regiones particulares o de residuos de aminoacidos
especificos, siempre que la actividad de los fragmentos no se vea significativamente alterada o afectada respecto al
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo intactos. Estas modificaciones pueden ofrecer alguna propiedad adicional,
como eliminar o afiadir aminoacidos capaces de establecer puentes de sulfuro para aumentar la biolongevidad,
alterar las caracteristicas de secrecion, etc. En cualquier caso, el fragmento de anticuerpo debe poseer una
propiedad bioactiva, como actividad de unién, regulaciéon de union al dominio de unién, etc. Las regiones activas o
funcionales del anticuerpo pueden ser identificadas por mutagénesis de una region especifica de la proteina,
seguida por la expresion y el analisis del polipéptido expresado. Tales métodos son obvios para toda persona
versada en la técnica y pueden incluir la mutagenia dirigida del acido nucleico que codifica el fragmento de
anticuerpo.

Los anticuerpos de la invencién también pueden comprender anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las
formas humanizadas de anticuerpos no humanos (p. €j. de ratdén) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos quiméricos de las mismas (como Fv, Fab, Fab' u otras secuencias de unién a
antigeno de los anticuerpos) que contienen una pequefia secuencia derivada de inmunoglobulinas no humanas. Los
anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los residuos de una
region determinante de complementariedad (CDR) del receptor son sustituidos por residuos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo donante) como ratén, rata o conejo que esta dotada de la especificidad, la afinidad y
la capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos estructurales (FR) del fragmento Fv de la inmunoglobulina
humana son sustituidos por residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden
comprender residuos que no estan presentes ni en el anticuerpo receptor ni en el CDR importado o en las
secuencias estructurales. En general, el anticuerpo humanizado comprendera casi todas de al menos uno, y
normalmente de dos dominios variables, en los que todas o casi todas las regiones CDR corresponderan a las de la
inmunoglobulina no humana y todas o casi todas las regiones FR seran las de una secuencia consenso de la
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado idealmente también comprendera al menos una porcién de una
region constante de la inmunoglobulina (Fc), normalmente de una inmunoglobulina humana.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, a un anticuerpo
humanizado se le introducen uno o varios residuos de aminoacidos de origen no humano. Estos residuos de
aminoacidos no humanos con frecuencia son denominados residuos «importados», que normalmente se extraen del
dominio variable «importado». La humanizacion se puede llevar a cabo basicamente sustituyendo la o las
secuencias CDR de roedor por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por tanto, tales
anticuerpos «humanizados» son anticuerpos quiméricos (Pat. EE.UU. N.° 4.816.567), en los que una parte
notablemente mas pequefia que un dominio variable humano intacto ha sido sustituida por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados normalmente son
anticuerpos humanos en los que se han sustituido algunos residuos CDR y posiblemente algunos residuos FR por
residuos de sitios analogos de anticuerpos de roedor.

Se pueden emplear animales transgénicos (p. €j. ratones) que tras la inmunizacién sean capaces de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos sin producir inmunoglobulinas endégenas. Por ejemplo, se ha descrito
que la delecion homocigota del gen de la region de unidn de la cadena pesada del anticuerpo en ratones quiméricos
y mutantes germinales provoca la inhibicion completa de la produccion endégena de anticuerpos. La transferencia
de la matriz génica de la inmunoglobulina de la linea germinal humana a dichos ratones mutantes de la linea
germinal dara como resultado la produccion de anticuerpos humanos tras la exposicion al antigeno. También se
pueden producir anticuerpos humanos en fagotecas.

Los anticuerpos de la invencion se administran preferentemente a un sujeto incorporandolos en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Normalmente a la formulacién se le afiade una cantidad apropiada de una sal
farmacéuticamente aceptable para que sea isoténica. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables son
solucién salina, solucién Ringer y solucion de dextrosa. Es preferible que el pH de la solucidon esté comprendido
aproximadamente entre 5 y 8, y mas preferiblemente entre 7 y 7,5 aproximadamente. Otros vehiculos incluyen
preparaciones de liberacion prolongada como matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos sélidos que
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contengan el anticuerpo, en matrices con forma modelada, p. €j. peliculas, liposomas o microparticulas. Para las
personas versadas en la técnica sera evidente que son preferibles ciertos vehiculos dependiendo, por ejemplo, de la
via de administracion y de la concentracion del anticuerpo que se va a administrar.

Los anticuerpos se pueden administrar al sujeto, al paciente o a las células mediante inyeccion (intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, etc.), o con otros métodos como la infusion que aseguren su liberacion
efectiva en el torrente sanguineo. Los anticuerpos también se pueden administrar por via intratumoral o peritumoral
para ejercer un efecto terapéutico a la par sistémico y local. Se prefiere la inyeccion local o intravenosa.

Las dosis y pautas de administracion mas adecuadas se pueden determinar empiricamente; la toma de decisiones a
este respecto forma parte de los conocimientos de la materia. Las personas versadas en la materia saben que la
dosis de anticuerpos a administrar depende, por ejemplo, del sujeto que va a recibir al anticuerpo, la via de
administracion, el tipo concreto de anticuerpo y de otros medicamentos que se le estén administrando. La dosis
diaria tipica de anticuerpo cuando se utiliza solo puede oscilar entre 1 pg/kg y 100 mg/kg de peso corporal o0 mas por
dia, dependiendo de los susodichos factores. Tras la administracion del anticuerpo como tratamiento contra el
glioblastoma, su eficacia se puede evaluar de varios modos bien conocidos por el médico especialista. Por ejemplo,
se puede controlar el tamafio, el nimero y/o la distribucion del glioblastoma en el sujeto receptor del tratamiento
utilizando técnicas de imagen oncoldgicas estandar. Todo anticuerpo administrado con fines terapéuticos que
detenga el crecimiento del tumor, reduzca su extension y/o impida la aparicién de nuevos tumores en contraste con
la evolucién de la enfermedad si no se produjera su administracion, es un anticuerpo eficaz para el tratamiento del
glioblastoma.

Puesto que los marcadores del glioblastoma PTPRZ1, BCAN, FABP7 como los dados a conocer se expresan con
profusion en las células del glioblastoma, pero en cambio lo hacen extremadamente poco en las células normales, la
inhibiciéon de la expresion de PTPRZ1, BCAN, FABP7 o de la actividad de sus polipéptidos puede formar parte de
una estrategia terapéutica para tratar o prevenir el glioblastoma.

En los métodos susodichos, que incluyen la administracion y la absorcién de ADN exdgeno por las células del sujeto
(transduccidn o transfeccion génica), los acidos nucleicos de la presente invencion pueden ser incorporados a un
vector en forma de ADN desnudo o de acidos nucleicos para suministrar los acidos nucleicos a las células con los
que inhibir la expresion de la proteina marcadora del tumor gastrico. El vector puede estar disponible en una
preparacion comercial, como un vector adenovirico (Quantum Biotechnologies Inc., Laval, Quebec, Canada). La
liberacion del acido nucleico o del vector en las células se puede materializar a través de varios mecanismos. Como
ejemplo, puede ser a través de liposomas con preparaciones comerciales de liposomas como LIPOFECTIN,
LIPOFECTAMINE (GIBCO- 25 BRL, Inc., Gaithersburg, Md., EE.UU.), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania)
y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc., Madison, Wisconsin, EE.UU.), asi como otros liposomas desarrollados
segun los procedimientos habituales en la técnica. Asimismo, el acido nucleico o el vector de esta invencion se
pueden suministrar in vivo mediante electroporacién, una tecnologia que ofrece Genetronics, Inc. (San Diego,
California, EE.UU.) o mediante un aparato SONOPORATION (ImaRx Pharmaceutical Corp., Tucson, Arizona,
EE.UU.).

La presente invencion proporciona asi un péptido consistente en la secuencia conforme ala SEQ ID N.° 28, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los péptidos de la invencion tienen la capacidad de unirse a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase I.

En la presente invencion el término «homologo» se refiere al grado de identidad entre las secuencias de dos
secuencias de aminoacidos, es decir secuencias peptidicas o polipeptidicas. La susodicha «homologia» se
determina comparando las dos secuencias alineadas en condiciones éptimas con las secuencias a comparar. Las
secuencias que se comparan en la presente memoria pueden tener una adicién o delecién (por ejemplo, un hueco o
similar) en la alineaciéon 6ptima de las dos secuencias. La homologia de secuencia se puede calcular creando una
alineacion con el algoritmo ClustalW, por ejemplo. Bases de datos publicas proporcionan software para el analisis de
secuencias, en concreto, Vector NTl, GENETYX y otras herramientas de analisis.

Una persona versada en la materia sera capaz de valorar si los linfocitos T inducidos por una variante del péptido
especifico seran capaces de reaccionar con el propio péptido (Fong et al., 2001).

Estos CTL pueden después reaccionar con células y matar las que expresen un polipéptido que contenga la
secuencia de aminoacidos natural del péptido afin definido en los aspectos de la invencion. Como se puede deducir
de la bibliografia (Rammensee et al., 1997) y de las bases de datos cientificas (Rammensee et al., 1999), ciertas
posiciones de los péptidos de unidon a HLA son normalmente residuos de anclaje que forman una secuencia central
que encaja en el motivo de unién del receptor HLA, que esta definida por las propiedades polares, electrofisicas,
hidrofébicas y espaciales de las cadenas polipeptidicas que constituyen la hendidura de unién.

Por supuesto, el péptido conforme a la presente invencion tendra la capacidad para unirse a una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase |. La unién de un péptido o una variante a un
complejo MHC se puede analizar con métodos conocidos en la técnica.
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Se da a conocer una proteina de fusién que comprende, por ejemplo, los 80 aminoacidos N-terminales de la cadena
invariable asociada al antigeno HLA-DR (p33, en lo sucesivo “li”) tal y como aparece en el NCBI, nimero de acceso
de GenBank X00497.

Ademas, el péptido puede ser modificado ain mas para mejorar la estabilidad y/o la unién a las moléculas de MHC
con el fin de desencadenar una respuesta inmunitaria mas potente. Los métodos para conseguir esa optimizacion de
una secuencia peptidica son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, la introduccion de enlaces
peptidicos inversos o enlaces no peptidicos.

En un enlace peptidico inverso los residuos de aminoacido no estan unidos por enlaces peptidicos (-CO-NH-) sino
que el enlace peptidico esta invertido. Estos peptidomiméticos retro-inversos pueden sintetizarse con métodos
conocidos en la técnica, como por ejemplo los descritos por Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237. Esta
estrategia implica la sintesis de seudopéptidos que contengan cambios en la estructura principal, pero no en la
orientacion de las cadenas laterales. Meziere y cols. (1997) demuestran que estos seudopéptidos resultan utiles
para la unién al MHC y las respuestas de los linfocitos T cooperadores. Los péptidos retro-inversos, que contienen
enlaces NH-CO en lugar de enlaces peptidicos CO-NH, son mucho mas resistentes a la proteolisis.

Enlaces no peptidicos son, por ejemplo: -CH2-NH, -CH2S-, -CH2CH2-, -CH=CH-, -COCH2-, -CH(OH)CH2- y -
CH2SO0-. La patente de Estados Unidos 4.897.445 proporciona un método para la sintesis en fase solida de enlaces
no peptidicos (-CH2-NH) en cadenas polipeptidicas que implica la obtencién de polipéptidos con procedimientos
estandar y la sintesis del enlace no peptidico mediante la reaccion de un aminoaldehido y un aminoacido en
presencia de NaCNBHs.

El reactivo K de Woodward se puede utilizar para modificar residuos de acido glutamico concretos. Se puede
emplear N-(3-(dimetilamino)propil)-N’-etilcarbodiimida para formar enlaces cruzados intramoleculares entre un
residuo de lisina y un residuo de acido glutamico.

Un péptido que incluye enlaces no peptidicos es una forma de realizacion preferida de la invencion. En general, los
péptidos (al menos aquellos que contienen enlaces peptidicos entre los residuos de aminoacidos) pueden ser
sintetizados utilizando la sintesis de péptidos en fase sélida por el método de Fmoc-poliamida, como muestra Lu et
al. (1981) y las referencias que aparecen en el mismo. La proteccion temporal del grupo N-amino se consigue con el
grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc).

La escision repetida de este grupo protector muy sensible al pH basico se lleva a cabo con piperidina al 20% en N,N-
dimetilformamida. Los grupos funcionales de las cadenas laterales se podrian proteger si se transformaran en éteres
de butilo (en el caso de la serina, treonina y tirosina), ésteres de butilo (en el caso del acido glutamico y aspartico),
derivados butiloxicarbonilicos (en el caso de la lisina y la histidina), derivados tritilados (en el de la cisteina) y
derivados 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzenosulfonilicos (en el de la arginina). Cuando los residuos C-terminales son
glutamina o asparragina se utiliza el grupo 4,4'-dimetoxibenzhidrilo para proteger los grupos funcionales amido de la
cadena lateral. El soporte en fase sélida se basa en un polimero de polidimetil-acrilamida constituido por los tres
monomeros siguientes: dimetilacrilamida (mondmero estructural), bisacriloiletiiendiamina (entrelazante) vy
acriloilsarcosina metiléster (funcionalizador). El agente escindible que mantiene unido el péptido a la resina es un
derivado del acido 4-hidroximetilfenoxiacético, sensible a pH acido. Todos los derivados de aminoacidos se afiaden
en forma de derivados anhidridos simétricos preformados salvo la asparragina y la glutamina, que se afaden
utilizando un procedimiento de acoplamiento inverso con N,N-diciclohexil-carbodiimida/1-hidroxibenzotriazol. Todas
las reacciones de acoplamiento y desproteccion se controlan con procedimientos de ensayo con ninhidrina, acido
trinitrobencenosulfénico o isotina. Una vez completada la sintesis, los péptidos se separan del soporte de resina y al
mismo tiempo se eliminan los grupos protectores de las cadenas laterales mediante el tratamiento con acido
trifluoroacético al 95% con una mezcla de capturadores (scavengers) al 50%. Los capturadores utilizados
normalmente son etanditiol, fenol, anisol y agua, dependiendo de la eleccién exacta de los aminoacidos
constituyentes del péptido que se esta sintetizando. La sintesis de péptidos también es posible combinando
metodologias de fase sélida y de fase en solucién (véase, por ejemplo, (Bruckdorfer et al., 2004) y las referencias
citadas en el mismo).

El acido trifluoroacético se elimina por evaporacion en vacio y se procede a la trituracion en dietiléter para obtener el
péptido bruto. Todos los capturadores (scavengers) se eliminan con un procedimiento de extraccion simple que con
la liofilizacion de la fase acuosa proporciona el péptido bruto exento de ellos. Los reactivos para la sintesis de
péptidos se pueden conseguir en general por ejemplo de Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd, Nottingham NG7 2QJ,
Reino Unido.

La purificaciéon puede llevarse a cabo mediante una sola o una combinacién de técnicas como la recristalizacion,
cromatografia por exclusion de tamafio, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia por interaccion
hidrofébica, y (normalmente) cromatografia de liquidos de alto rendimiento con fase inversa utilizando p. €j. la
separacion con gradiente de acetonitrilo/agua.

El analisis de los péptidos puede efectuarse utilizando cromatografia de capa fina, electroforesis, en particular
electroforesis capilar, extraccion en fase sélida (CSPE), cromatografia de liquidos de alto rendimiento con fase
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inversa, analisis de aminoacidos tras hidrolisis acida y analisis con espectrometria de masas por bombardeo con
atomos rapidos (FAB), asi como andlisis con espectrometria de masas MALDI y ESI-Q-TOF.

Otro aspecto de la invencion proporciona un acido nucleico (por ejemplo, un polinucleétido) que codifica un péptido
de la invencion. El polinucledtido puede ser, por ejemplo, ADN, ADNc, ARN o combinaciones de los mismos,
monocatenarios y/o bicatenarios, o formas nativas o estabilizadas de polinucledtidos, como, por ejemplo,
polinucleétidos con un esqueleto de fosforotioato y que pueden contener intrones siempre que codifique el péptido.
Por supuesto, solo los péptidos que contengan residuos de aminoacidos naturales unidos por enlaces peptidicos
naturales pueden ser codificados por un polinucleétido. Otro aspecto mas de la invencion proporciona un vector de
expresion capaz de expresar un polipéptido conforme a la invencion.

Se han desarrollado diversos métodos para unir polinucleétidos, especialmente ADN, a vectores, por ejemplo, a
través de extremos cohesivos complementarios. Por ejemplo, al segmento de ADN se le pueden anadir
prolongaciones de homopolimeros complementarios para insertarlo en el vector de ADN. El vector y el segmento de
ADN se unen a continuacion por medio de puentes de hidrégeno entre las colas homopoliméricas complementarias
para formar moléculas de ADN recombinante.

Otro método alternativo para unir el segmento de ADN a los vectores son los ligadores sintéticos que contienen uno
0 mas sitios de restriccion. Existen ligadores sintéticos comerciales que contienen diversas dianas para las
endonucleasas de restriccion que facilitan varios proveedores como International Biotechnologies Inc. New Haven,
Connecticut, EE.UU.

Un método deseable para modificar el ADN que codifica el polipéptido de la invencién emplea la reaccién en cadena
de la polimerasa tal y como exponen (Saiki et al., 1988)). Este método puede ser utilizado para introducir el ADN en
un vector adecuado, por ejemplo, disefiando las dianas de restriccion adecuadas, o puede ser empleado para
modificar el ADN de otros modos utiles conocidos en la técnica. Si se opta por vectores virales, son preferibles los
vectores poxviricos o adenoviricos.

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) se puede expresar en un hospedador adecuado para
producir un polipéptido que comprenda el péptido de la invencion. Asi pues, el ADN que codifica el péptido de la
invencion puede ser utilizado conforme a técnicas conocidas, modificado adecuadamente siguiendo las ensefianzas
contenidas en la presente memoria para construir un vector de expresiéon que se emplee para transformar una célula
hospedadora a fin de que exprese y produzca el polipéptido de la invencion. Tales técnicas incluyen las dadas a
conocer en las patentes de EE.UU. N.° 4.440.859, 4.530.901, 4.582.800, 4.677.063, 4.678.751, 4.704.362,
4.710.463, 4.757.006, 4.766.075 y 4.810.648.

ElI ADN (o ARN en el caso de los vectores retroviricos) que codifica el polipéptido que constituye el compuesto de la
invencién se puede unir con una amplia variedad de secuencias de ADN distintas para introducirlo en un hospedador
adecuado. ElI ADN acompafante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de introducir el ADN en su
interior y de si se pretende que se integre o que se mantenga como un episoma.

En general, el ADN se inserta en un vector de expresion, como un plasmido, con la orientacion apropiada y el marco
de lectura correcto para asegurar la expresion. Si es necesario, el ADN se puede enlazar con secuencias
nucleotidicas de control que regulan la transcripcion o la traduccidon y que son reconocidas por el hospedador
deseado, aunque en general tales controles ya suelen estar incluidos en el propio vector de expresion. A
continuacion, el vector se introduce en el hospedador mediante técnicas estandar. En general, el vector no consigue
transformar todos los hospedadores, lo que hara necesario seleccionar las células hospedadoras que hayan
quedado transformadas. Una técnica de seleccion consiste en incorporar en el vector de expresién una secuencia de
ADN con los elementos de control necesarios que codifique un rasgo seleccionable en la célula transformada, como,
por ejemplo, de resistencia a antibioticos.

Otra alternativa consiste en incorporar el gen de ese rasgo seleccionable en otro vector con el que se cotransforma
la célula hospedadora.

Las células hospedadoras que hayan sido transformadas con el ADN recombinante de la invencion se cultivaran
durante el tiempo suficiente y en las condiciones apropiadas que las personas versadas en la técnica conocen a la
vista de las ensefianzas reveladas en la presente memoria para que el polipéptido pueda expresarse vy, finalmente,
ser recuperado.

Son muchos los sistemas de expresion conocidos, como bacterias (E. coli, Bacillus subtilis, etc.), levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, etc.), hongos filamentosos (género Aspergillus, etc.), células vegetales, animales o de
insectos. Preferiblemente el sistema consistira en células de mamifero, como las células CHO disponibles de la
ATCC Cell Biology Collection.

Un tipico vector plasmidico de expresion constitutiva para células de mamifero comprende el promotor del CMV o
del SV40 con una cola poli-A adecuada y un marcador de resistencia como la neomicina. Un ejemplo es el pSVL que
ofrece Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey, EE.UU. Un ejemplo de vector de expresion inducible para mamifero
es el pMSG, también suministrado por Pharmacia. Otros vectores plasmidicos de levadura son pRS403-406 y
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pRS413-416, en general proveidos por Stratagene Cloning Systems, La Jolla, California 92037, EE.UU. Los
plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son plasmidos integrativos de levadura (Ylp) que incorporan los
marcadores seleccionables de levadura HIS3, TRP1, LEU2 y URAS3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos
centroméricos de levadura (Ycp). Los vectores dotados del promotor del CMV (por ejemplo, de Sigma-Aldrich)
proporcionan una expresion transitoria o estable, expresion en el citoplasma o secrecion, y marcaje de los extremos
N-terminal o C-terminal en varias combinaciones de FLAG, 3xFLAG, c-myc o MAT. Estas proteinas de fusion
permiten la deteccion, la purificacion y el analisis de la proteina recombinante. Las fusiones con doble etiqueta
aportan flexibilidad a la deteccion.

La potente region reguladora promotora del citomegalovirus (CMV) humano ofrece niveles de expresion constitutiva
de la proteina muy elevados, de hasta 1 mg/l en células COS. En estirpes celulares menos potentes los niveles de
proteinas suelen rondar ~0,1 mg/l. La presencia del origen de replicacion del SV40 genera niveles elevados de
replicacion del ADN en células COS que toleran la replicacion del SV40. Los vectores de CMV, por ejemplo, pueden
contener el origen pMB1 (derivado del pBR322) para la replicacion en células bacterianas, el gen de la b-lactamasa
para la seleccion por resistencia a la ampicilina, hGH poliA, y el origen f1. Los vectores que contienen la secuencia
lider de la preprotripsina (PPT) pueden canalizar la secrecion de las proteinas de fusion FLAG hacia el medio de
cultivo, donde se pueden purificar por medio de anticuerpos ANTI-FLAG, resinas y placas. En la técnica se conocen
otros vectores y sistemas de expresion aptos para el uso con una variedad de células hospedadoras.

La presente invencion también se refiere a una célula hospedadora transformada con un vector polinucleotidico de la
presente invencion. La célula hospedadora puede ser procariota o eucariota. Las células bacterianas pueden ser las
células hospedadoras procariotas mas adecuadas en determinadas circunstancias; normalmente son cepas de E.
coli, como, por ejemplo, las cepas DHS5 disponibles de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, Maryland,
EE.UU., y RR1 disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville, Maryland, EE.UU. (N.°
ATCC 31343). Las células hospedadoras eucariotas preferidas son células de levadura, de insecto y de mamifero,
preferiblemente células de vertebrado como estirpes celulares de colon y de fibroblastos de raton, rata, mono o ser
humano. Las células hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que en general estan
disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, California 92037, EE.UU. Las células hospedadoras de
mamifero preferidas incluyen las células de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de la ATCC como CCL61,
las células embrionarias de ratén suizo NIH/3T3 disponibles de la ATCC como CRL 1658, las células COS-1 de rifién
de mono disponibles de la ATCC como CRL 1650 y las células 293 que son células renales embrionarias humanas.
Las células de insecto preferidas son las células Sf9 que se pueden transfectar con vectores de expresion
baculoviricos. Se puede encontrar una revisidn general referente a la eleccion de las células hospedadoras mas
adecuadas por ejemplo en el manual de Paulina Balbas y Argelia Lorence «Methods in Molecular Biology
Recombinant Gene Expression, Reviews and Protocols», Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, y otra
bibliografia conocida por las personas versadas en la materia.

La transformacion de las células hospedadoras adecuadas con el constructo de ADN de la presente invencion se
consuma con métodos consabidos que normalmente dependen del tipo de vector utilizado. En lo referente a la
transformacion de células hospedadoras procariotas, véanse por ejemplo Cohen et al. (1972) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 69, 2110, y Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, Nueva York, EE.UU. La transformacion de células de levadura aparece descrita en Sherman et
al (1986) Methods In Yeast Genetics, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York, EE.UU. El método de
Beggs (1978) Nature 275,104-109 también resulta util. En lo que concierne a los reactivos adecuados para
transfectar las células de vertebrados, por ejemplo, el fosfato de calcio y el DEAE-dextrano o las formulaciones con
liposomas, se pueden adquirir de Stratagene Cloning Systems, o Life Technologies Inc., Gaithersburg, Maryland
20877, EE.UU. La electroporacion también es util para la transformacion y/o la transfeccion de las células y es
perfectamente conocida su aplicacion en la transformacién de células de levadura, bacteria, insecto y vertebrado.

Las células transformadas con éxito, es decir, las que contengan un constructo de ADN de la presente invencion, se
pueden identificar con técnicas bien conocidas como la PCR. Otra alternativa consiste en detectar la presencia de la
proteina en el sobrenadante por medio de anticuerpos.

Se apreciara que ciertas células hospedadoras de la invencién son utiles para la preparacién de péptidos de la
invencion, por ejemplo, las células bacterianas, de levadura e insecto. Con todo, para ciertos métodos terapéuticos
pueden ser Utiles otras células hospedadoras. Por ejemplo, se pueden utilizar células presentadoras de antigeno
como las células dendriticas para expresar los péptidos de la invencién de tal forma que puedan ser cargados en las
moléculas MHC oportunas. Asi pues, la presente invencién proporciona una célula hospedadora que comprende un
acido nucleico o un vector de expresion conforme a la invencion.

En una forma de realizacion preferida la célula hospedadora es una célula presentadora de antigeno, en particular
una célula dendritica o célula presentadora de antigeno. Las APC cargadas con una proteina de fusion
recombinante que contiene fosfatasa acida prostatica (PAP) son en la actualidad objeto de investigacion como
tratamiento contra el cancer de prostata (Sipuleucel-T) (Small et al., 2006; Rini et al., 2006).

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para la produccién de un péptido, comprendiendo dicho método
el cultivo de una célula hospedadora y el aislamiento del péptido a partir de dicha célula o de su medio de cultivo.
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En otra forma de realizaciéon el péptido, el acido nucleico o el vector de expresién de la invencidon se emplean en
medicina. Por ejemplo, el péptido o su variante pueden ser preparados para la inyeccion por via intravenosa (i.v.),
subcutanea (s.c.), intradérmica (i.d.), intraperitoneal (i.p.) o intramuscular (i.m.). Los métodos preferidos para la
inyeccion del péptido incluyen s.c., i.d., i.p., i.m. e i.v. Los métodos preferidos para la inyeccion del ADN incluyen i.d.,
i.m., s.c., i.p. e i.v. Segun el péptido o ADN de que se trate se pueden administrar dosis de, por ejemplo, entre 50 ug
y 1,5 mg, preferiblemente de 125 yg a 500 ug de péptido o ADN. Dosis en esos intervalos se han empleado con
éxito en varios ensayos (Brunsvig et al., 2006; Staehler et al., 2007).

Otro aspecto de la presente invencién incluye un método in vitro para producir linfocitos T activados, comprendiendo
dicho método la puesta en contacto en condiciones in vitro de linfocitos T con moléculas MHC humanas cargadas
con antigeno expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno adecuada por tiempo suficiente
para activar los linfocitos T de una manera especifica de antigeno, siendo el antigeno un péptido conforme a la
invencion. Preferentemente se emplea una cantidad suficiente del antigeno con una célula presentadora de
antigeno.

Preferentemente, la célula de mamifero carece del transportador de péptidos TAP o bien este se presenta en un
nivel reducido o funciona defectuosamente. Las células adecuadas que carecen del transportador de péptidos TAP
incluyen las células T2, RMA-S y de Drosophila. TAP es el transportador relacionado con el procesamiento de los
antigenos.

La estirpe celular humana deficiente en carga de péptidos T2 esta disponible en la American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, EE.UU. con el N.° de catalogo CRL 1992; la estirpe de
células de Drosophila Schneider line 2 esta disponible en la ATCC con el N.° de catalogo CRL 19863; la estirpe de
células de raton RMA-S esta descrita en Karre et al 1985.

Preferentemente, la célula hospedadora no expresa sustancialmente moléculas MHC de clase | antes de la
transfeccién. También es preferible que la célula estimuladora exprese una molécula importante que proporcione
una sefal coestimuladora para los linfocitos T, como cualquiera de las siguientes: B7.1, B7.2, ICAM-1 o LFA 3. Las
secuencias de acidos nucleicos de numerosas moléculas MHC de clase | y de las moléculas coestimuladoras estan
disponibles publicamente en las bases de datos GenBank y EMBL.

De forma similar, si se utiliza como antigeno un epitopo de MHC de clase |, los linfocitos T seran CTL CD8-positivos.

Si una célula presentadora de antigeno es transfectada para expresar un epitopo de ese tipo, la célula comprendera
preferentemente un vector de expresion capaz de expresar un péptido que contenga la SEQ ID N.° 28.

Existen otros métodos para generar CTL in vitro. Por ejemplo, los métodos descritos en Peoples et al. (1995) y
Kawakami et al. (1992) emplean linfocitos autélogos infiltrados en el tumor para generar los CTL. Plebanski et al.
(1995) recurren a linfocitos autdlogos de sangre periférica (PLB) para la preparacion de los CTL. Jochmus et al.
(1997) describen la produccion de CTL autélogos estimulando células dendriticas con el péptido o el polipéptido, o a
través de la infeccion con virus recombinantes. Hill et al. (1995) y Jerome et al. (1993) emplean linfocitos B para la
produccion de CTL autélogos. Asimismo, para la preparacion de CTL autélogos se pueden usar macrofagos
estimulados con péptido o polipéptido o infectados con virus recombinantes. S. Walter et al. 2003 describen la
sensibilizacion in vitro de linfocitos T mediante células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC), que es otro
modo adecuado para generar linfocitos T contra el péptido de eleccién. En este estudio, las aAPC se generaron
adhiriendo complejos MHC:péptido preformados a la superficie de particulas de poliestireno (microperlas) con
biotina:estreptavidina. Este sistema permite controlar con exactitud la densidad de MHC en las aAPC, lo que permite
desencadenar respuestas de linfocitos T especificas de antigeno con una avidez alta o baja a partir de muestras de
sangre, de una forma selectiva y altamente eficaz. Ademas de los complejos MHC:péptido, las aAPC deben
incorporar acopladas en su superficie otras proteinas con actividad coestimuladora como anticuerpos anti-CD28.
Tales sistemas de aAPC también precisan a menudo el concurso de factores solubles adecuados, por ejemplo,
citocinas como la interleucina-12.

Para la preparacion de linfocitos T también se pueden utilizar células alogénicas; en WO 97/26328 se describe
detalladamente un método. Por ejemplo, ademas de células de Drosophila y células T2, para presentar antigenos se
pueden usar otras células tales como células CHO, células de insecto infectadas con baculovirus, bacterias,
levaduras, células diana infectadas con virus vacunal. Asimismo, se pueden utilizar virus vegetales (véase por
ejemplo Porta et al. (1994), que describen el desarrollo del virus del mosaico del chicharo como sistema de alto
rendimiento para la presentacion de péptidos extrafios).

Los linfocitos T activados que estan dirigidos contra los péptidos de la invencion son utiles como tratamiento. Asi
pues, otro aspecto de la invencion proporciona linfocitos T activados obtenibles por los susodichos métodos de la
invencion.

Los linfocitos T activados producidos con el susodicho método reconoceran selectivamente una célula que exprese
de forma aberrante un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N.° 28.

Preferentemente, el linfocito T reconocera la célula interaccionando a través de su TCR con el complejo
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HLA/péptido, por ejemplo, uniéndosele. Los linfocitos T son utiles en un método para destruir células diana en un
paciente cuyas células diana expresen de forma aberrante un polipéptido que comprenda una secuencia de
aminoacidos de la invencion y al cual se le administre un ndmero eficaz de linfocitos T activados. Los linfocitos T que
se le administren pueden proceder del mismo paciente y ser activados del modo antes descrito, es decir, ser
linfocitos T autdlogos. Otra alternativa consiste en que los linfocitos T no sean del paciente y procedan de otro
individuo. Por supuesto, es preferible que dicho individuo esté sano. Por «individuo sano» los inventores entienden
un individuo que goce de buen estado de salud general, preferentemente con un sistema inmunitario competente y,
mas preferentemente, no sufra ninguna enfermedad que pueda detectarse mediante analisis.

En condiciones in vivo, las células diana de los linfocitos T CD8-positivos conformes a la presente invencion pueden
ser células del tumor (que a veces expresan MHC de clase Il) y/o células estromales circundantes al tumor (células
tumorales) (que en ocasiones también expresan MHC de clase II; (Dengjel et al., 2006)).

Los linfocitos T de la presente invencién se pueden usar como principios activos de una composicion terapéutica.
Por tanto, se da a conocer un método para destruir células diana en un paciente cuyas células diana expresan de
forma aberrante un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de la invencion, comprendiendo dicho
método la administracion al paciente de un nimero eficaz de linfocitos T como los definidos arriba.

Por «expresado de forma aberrante» los inventores también quieren decir que el polipéptido esta sobreexpresado en
comparacion con los niveles normales de expresion o que el gen esta reprimido en el tejido del que deriva el tumor,
pero en cambio se expresa en éste. Por «sobreexpresado» los inventores quieren decir que el nivel del polipéptido
es como minimo 1,2 veces mayor que el nivel en el tejido normal; preferiblemente como minimo 2 veces mayor, y
mas preferiblemente como minimo 5 o 10 veces mayor que el del tejido normal.

Los linfocitos T se pueden obtener por métodos conocidos en la materia, como, por ejemplo, los antes descritos.

Los protocolos para la llamada transferencia de linfocitos T a un receptor son perfectamente conocidos. Se pueden
encontrar revisiones en (Gattinoni et al., 2006) y (Morgan et al., 2006).

Cualquier molécula de la invencion, ya sea péptido, acido nucleico, anticuerpo, vector de expresion, célula, CTL
activado, receptor de linfocito T o el acido nucleico que lo codifique es util para el tratamiento de trastornos
caracterizados por células que eluden la respuesta inmunitaria. Por consiguiente, cualquier molécula de la presente
invenciéon puede ser utilizada como medicamento o en la fabricacion de un medicamento. La molécula puede ser
utilizada sola o combinada con otra molécula o moléculas de la invencién o con cualquier o cualesquier moléculas
conocidas.

Preferiblemente, el medicamento de la presente invencidén es una vacuna. La vacuna puede administrarse
directamente al paciente, en el 6rgano afectado o por via sistémica de forma i.d., i.m, s.c., i.p. e i.v., 0 aplicarse ex
vivo a células derivadas del paciente o a una linea celular humana que después se administra al paciente, o
utilizarse in vitro para seleccionar una subpoblacién de células inmunitarias derivadas del paciente que después se
le vuelven a administrar. Si el acido nucleico se administra a células in vitro, puede ser Util que estas células sean
transfectadas para que expresen simultaneamente citocinas inmunoestimuladoras, como la interleucina-2. El péptido
puede ser sustancialmente puro, o combinarse con un adyuvante inmunoestimulador (véase abajo) o utilizarse en
combinacion con citocinas inmunoestimuladoras, o bien administrarse mediante otro sistema de liberacion
adecuado, como, por ejemplo, liposomas. Se espera que los péptidos dados a conocer estimulen a los linfocitos T
CD4 o CD8. No obstante, la estimulacién de los CTL CD8 es mas eficiente si cuentan con la ayuda de los linfocitos T
cooperadores CD4. Asi pues, los epitopos de MHC de clase | que estimulan a los CTL CD8, el compariero de fusiéon
o las secciones de una molécula hibrida adecuada proporcionan epitopos que estimulan a los linfocitos T CD4-
positivos. Los epitopos estimuladores de los CD4 y los CD8 son bien conocidos en la técnica e incluyen los
identificados en la presente invencion.

En un aspecto, la vacuna comprende al menos un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos expuesta en
las SEQ ID N.° 28, y al menos otro péptido adicional, preferiblemente dos a 50, mas preferiblemente dos a 25,
incluso mas preferiblemente dos a 20 y mas preferiblemente aun dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete o dieciocho péptidos. El péptido o péptidos pueden
derivar de uno o mas TAA especificos y se pueden unir a moléculas MHC de clase I.

El polinucleétido puede ser sustancialmente puro, o estar contenido en un vector o en un sistema de liberacion
adecuado. El acido nucleico puede ser ADN, ADNc, APN, ARN o una combinacién de los mismos. Los métodos para
disefar e introducir ese acido nucleico son bien conocidos por los expertos en la materia. Se puede consultar una
revision general por ejemplo en (Pascolo et al., 2005).Las vacunas polinucleotidicas son faciles de preparar, pero el
mecanismo por el cual tales vectores inducen la respuesta inmunitaria no se conoce con exactitud. Los vectores y
sistemas de liberacion adecuados incluyen los de ADN y/o ARN viral, como los sistemas basados en adenovirus,
virus vacunal, retrovirus, herpesvirus, virus adeno-asociados o hibridos que contienen elementos de varios virus. Los
sistemas de liberacion no virales incluyen lipidos catiénicos y polimeros catiénicos que son bien conocidos como
técnicas para la introduccion de ADN. Los métodos de introduccion fisicos, como la «pistola génica», también
pueden utilizarse. El péptido o péptidos codificados por el acido nucleico pueden ser una proteina de fusién, por
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ejemplo, con un epitopo que estimule los linfocitos T para el respectivo CDR opuesto tal y como se ha indicado
antes.

El medicamento de la invencién también puede incluir uno o varios adyuvantes. Los adyuvantes son sustancias que
potencian o estimulan de forma inespecifica la respuesta inmunitaria (p. €j. respuestas inmunitarias mediadas por
CTL y linfocitos T cooperadores (TH) contra un antigeno, y podrian ser considerados Utiles en el medicamento de la
presente invencion. Entre los adyuvantes adecuados se incluyen, entre otros: 1018 ISS, sales de aluminio,
AMPLIVAX®, AS15, BCG, CP-870.893, CpG7909, CyaA, dSLIM, ligandos de flagelina o TLR5 derivados de flagelina,
ligando de FLT3, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321, interleucinas como IL-
2, IL-13, IL-21, interferdn alfa o beta o derivados pegilados de los mismos, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, ISCOMs,
Juvimmune?®, LipoVac, MALP2, MF59, lipido monofosforilo A, Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide
ISA 50V, Montanide ISA-51, emulsiones de agua en aceite y de aceite en agua, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC,
ONTAK, OspA, sistema de vectores PepTel®, microparticulas de dextrano y poli(lactido co-glicdlido) [PLG],
talactoferrina SRL172, virosomas y otras particulas similares a virus, YF-17D, VEGF trap, R848, beta-glucano,
Pam3Cys, estimulon QS21 de Aquila, que deriva de la saponina, extractos de micobacterias y miméticos sintéticos
de la pared bacteriana, y otros adyuvantes patentados como Detox de Ribi, Quil o Superfos. Se prefieren los
adyuvantes como el adyuvante de Freund o el GM-CSF. Con anterioridad se han descrito varios adyuvantes
inmunoldgicos (p. ej. MF59) especificos para las células dendriticas, asi como la preparacion de los mismos (Allison
and Krummel, 1995; Allison and Krummel, 1995). También pueden utilizarse citocinas. A varias citocinas se las ha
atribuido una influencia directa en la migracion de las células dendriticas hacia los tejidos linfoides (p. ej. el TNF-a),
como parte de un proceso que acelera su maduracion hasta convertirlas en células presentadoras antigeno de los
linfocitos T (p. ej. GM-CSF, IL-1 e IL-4) (Patente de EE.UU. N.° 5.849.589) y en el que actian como
inmunoadyuvantes (p. €j. las IL-12, IL-15, IL-23 e IL-7 o los IFN-alfa o IFN-beta) [Gabrilovich 1996].

También se ha descrito que los oligonucledtidos de CpG inmunoestimuladores potencian los efectos de los
adyuvantes en las vacunas. Sin limitarse a la teoria, los oligonucleétidos de CpG actuan activando el sistema
inmunitario innato (no adaptativo) a través de los receptores de tipo Toll (TLR), principalmente el TLR9. La activacion
del TLR9 desencadenada por los CpG potencia las respuestas humorales y celulares especificas de antigeno contra
una amplia gama de antigenos, incluidos antigenos peptidicos o proteicos, virus vivos o muertos, vacunas de células
dendriticas, vacunas de células autdlogas y conjugados de polisacaridos, tanto en vacunas profilacticas como
terapéuticas. Mas importante aun, potencian la maduracion y la diferenciacién de las células dendriticas, lo cual
resulta en una mayor activacion de los linfocitos Tys y una generacion mas potente de linfocitos T citotdxicos (CTL),
incluso sin la ayuda de los linfocitos T CD4. La tendencia hacia la respuesta Tw¢ provocada por la estimulacion del
TLR9 se mantiene incluso en presencia de adyuvantes vacunales como el aluminio o el adyuvante de Freund
incompleto (IFA) que normalmente promueven un sesgo hacia la respuesta Tho. Los oligonucledtidos de CpG
muestran incluso una mayor actividad adyuvante cuando se formulan o administran conjuntamente con otros
adyuvantes o en formulaciones como microparticulas, nanoparticulas, emulsiones de lipidos o formulaciones
similares, que son especialmente necesarias para inducir una respuesta potente cuando el antigeno es
relativamente débil. También aceleran la respuesta inmunitaria y permiten reducir las dosis de antigeno
aproximadamente en dos o6rdenes de magnitud, habiendo obtenido en algunos experimentos respuestas de
anticuerpos comparables a las conseguidas con la dosis completa de vacuna sin CpG (Krieg, 2006). La patente de
EE. UU. N.° 6.406.705 B1 describe el uso combinado de oligonucledtidos de CpG, adyuvantes sin acidos nucleicos y
un antigeno para inducir una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Un componente preferido de la
composicion farmacéutica de la presente invencion es un antagonista CpG del TLR9 conocido como dSLIM
(inmunomodulador en horquilla doble), fabricado por Mologen (Berlin, Alemania). También se pueden utilizar otras
moléculas que se unen a los TLR como ARN que se unena TLR 7, TLR 8 y/o TLR 9.

Otros ejemplos de adyuvantes Utiles también incluyen, entre otros, CpG modificados quimicamente (p. €j., CpR,
Idera), analogos de ARNdc como poli(l:C) y derivados de los mismos (p. ej., AmpliGen®, Hiltonol®, poli-(ICLC),
poli(IC-R), poli(l:C12U), ARN o ADN bacteriano sin CpG, asi como anticuerpos y moléculas pequefas inmunoactivas
como ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, Celebrex, NCX-4016, sildenafilo, tadalafilo, vardenafilo, sorafenib,
temozolomida, temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171, AZD2171, anti-CTLA4, otros
anticuerpos que reconocen estructuras clave del sistema inmunitario (p. €j., anti-CD40, anti-TGF-beta, anti-receptor
TNF-alfa) y SC58175, que pueden actuar de forma terapéutica y/o como adyuvantes. Las cantidades y
concentraciones de adyuvantes y de aditivos Utiles en el contexto de la presente invencion pueden ser determinadas
facilmente por las personas versadas en la técnica sin demasiada experimentacion.

Los adyuvantes preferidos son imiquimod, resiquimod, GM-CSF, ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, interferén-
alfa, oligonucledtidos CpG y derivados, poli-(I:C) y derivados, ARN, sildenafilo, y formulaciones de particulas con
PLG o virosomas.

En una forma de realizacion preferida de la composicion farmacéutica conforme a la invencion, el adyuvante se
selecciona del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF, sargramostim), imiquimod, resimiquimod e interferdn alfa.

En una forma de realizacion preferida, el adyuvante para la composicién farmacéutica conforme a la invencion es
seleccionado del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de las colonias
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de granulocitos-macroéfagos (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod y resiquimod.

En otra forma de realizacion preferida de la composiciéon farmacéutica conforme a la invencion, el adyuvante es
imiquimod o resiquimod.

Esta composicion esta destinada a la administracion parenteral, como por via subcutanea, intradérmica o
intramuscular, o bien para la administracion oral. Para ello, los péptidos y opcionalmente otras moléculas se
disuelven o se suspenden en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente acuoso. Ademas, la
composicion puede contener excipientes, tales como tampones, aglutinantes, disgregantes, diluyentes, sabores,
lubricantes, etc. Los péptidos también se pueden administrar junto con sustancias inmunoestimuladoras, como
citocinas. En una composicion tal se puede usar una amplia lista de excipientes, como, por ejemplo, los tomados de
A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3th Ed., 2000, American Pharmaceutical Association y
Pharmaceutical Press. La composicion se puede utilizar para la prevencion, profilaxis y/o tratamiento de
enfermedades adenomatosas o cancerosas. Formulaciones de ejemplo se pueden encontrar en la EP2113253. No
obstante, dependiendo del nimero y de las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos de la invencion se precisa
mas investigacion para ofrecer formulaciones con ciertas combinaciones especificas de péptidos que sean estables
durante mas de 12 a 18 meses.

La presente invencién proporciona un medicamento que es Util para el tratamiento del cancer, en concreto del
carcinoma de pulmoén amicrocitico, cancer gastrico, carcinoma de células renales, cancer de colon, adenocarcinoma,
cancer de proéstata, neoplasia benigna y melanoma maligno.

La presente invencion incluye, ademas, un equipo, que comprende: (a) un envase que contiene una composicion
farmacéutica que a su vez contiene un péptido acorde con la presente invencion, un linfocito T citotdxico activado
acorde con la presente invencién, un anticuerpo acorde con la presente invencion, un receptor de linfocito T acorde
con la presente invencion, el acido nucleico o el vector de expresién acordes con la presente invencién, o la célula
acorde con la presente invencion, en forma de solucion o liofilizado; (b) un segundo envase que contiene un
diluyente o una solucion de reconstitucion para la formulacion liofilizada; y (c) opcionalmente, instrucciones para (1) el
uso de la solucién o (Il) reconstitucion y/o uso de la formulacion liofilizada.

El equipo puede comprender ademas uno o mas de los siguientes componentes: (lll) un tampodn, (V) un diluyente,
(V) un filtro, (VI) una aguja, o (V) una jeringa, o al menos uno o varios péptidos seleccionados del grupo consistente
enlas SEQIDN.°1a SEQID N.° 27, ylas SEQ ID N.° 29 a SEQ ID N.° 131. El envase es preferiblemente un frasco,
un vial, una jeringa o un tubo de ensayo; puede ser un envase multiusos. Se prefiere que la composicion
farmacéutica esté liofilizada.

Los equipos de la presente invencidon comprenden, preferiblemente, una formulacion liofilizada de la presente
invencion en un contenedor adecuado e instrucciones para su reconstitucion y/o uso. Los envases adecuados
incluyen, por ejemplo, frascos, viales (p. €j. viales con doble camara), jeringas (como jeringas con doble camara) y
tubos de ensayo. El envase puede estar formado por materiales diversos como vidrio o plastico. Preferiblemente el
kit y/o envase contienen o van acompafados de instrucciones de reconstitucion y/o uso. Por ejemplo, el prospecto
puede indicar que la formulacion liofilizada debe reconstituirse para obtener ciertas concentraciones de péptidos
como las descritas en paginas precedentes. La etiqueta puede indicar, ademas, que la formulacién puede
administrarse o esta destinada a la administracion subcutanea.

El envase que contiene la formulacién puede ser un vial multiuso que permita varias administraciones (p. ej. de 2 a 6
administraciones) de la formulacion reconstituida. El equipo puede comprender, ademas, un segundo envase que
contenga un diluyente adecuado (p. €j., una solucién de bicarbonato sédico).

Después de mezclar el diluyente y la formulacion liofilizada, la concentracion final del péptido en la formulacion
reconstituida es preferiblemente como minimo de 0,15 mg/ml/péptido (=75 pg) y preferiblemente como maximo de 3
mg/ml/péptido (=1500 pg). El equipo puede incluir ademas otros materiales deseables desde el punto de vista
comercial y del usuario, tales como otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con
instrucciones de uso.

Los equipos de la presente invencion pueden tener un solo envase que contenga la formulacion de las
composiciones farmacéuticas acordes con la presente invencion, acompafado o no de otros componentes (p. €j.,
otros compuestos o composiciones farmacéuticas de estos otros compuestos) o pueden contar con un envase
distinto para cada componente.

Preferiblemente, los equipos de la invencion incluyen una formulacion de la invencion acondicionada para ser
utilizada y administrada conjuntamente con un segundo compuesto (como adyuvantes (p. ej., GM-CSF), un agente
de quimioterapia, un producto natural, una hormona o un antagonista, un inhibidor o agente anti-angiogénesis, un
inductor de la apoptosis o un quelante) o una composicion farmacéutica de los mismos. Los componentes del equipo
pueden estar preagrupados o cada componente puede estar en un envase separado antes de la administracion al
paciente. Los componentes del equipo pueden proporcionarse en una o varias soluciones liquidas, preferiblemente
en una soluciéon acuosa y, con mayor preferencia, en una solucion acuosa estéril. Los componentes del equipo
también pueden facilitarse en forma de sdlidos, y pueden convertirse en liquidos afiadiendo los disolventes
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adecuados, que preferiblemente se proporcionan en otro envase distinto.

El envase de un equipo terapéutico puede ser un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa, o cualquier otro medio
para contener un sélido o liquido. Si hay mas de un componente, normalmente el equipo contendra un segundo vial
u otro envase para permitir la dosificacion por separado. El equipo también puede contener otro envase para un
liqguido farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente el equipo terapéutico contendra un aparato (p. €j., una o
varias agujas, jeringas, cuentagotas, pipeta, etc.) para permitir la administracion de los agentes de la invencion que
son componentes del presente equipo.

La presente formulaciéon puede ser toda aquella que sea adecuada para la administracion de los péptidos a través
de cualquier via aceptable como la oral (enteral), nasal, oftalmica, subcutanea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa o transdérmica. Se prefiere la administracion subcutanea y, con mayor preferencia, la intradérmica. Se
puede utilizar una bomba de infusién para la administracion.

Puesto que el péptido de la invencion derivado de la SEQ ID N.° 28 se aisl6 del glioblastoma, el medicamento de la
invencion debe utilizarse preferentemente para tratar ese tipo de cancer.

A continuacién, se describira la presente invencion con los ejemplos siguientes que muestran las formas de
realizacion preferidas de la misma a titulo ilustrativo, sin que con ello se pretenda limitar la invencion.

Figura 1: Ejemplo de espectro de masas de IGF2BP3-001 que demuestra su presentacion en la muestra de
tumor primario de glioblastoma. Se llevdé a cabo una cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas nanoES| con una mezcla de péptidos eluida de la muestra de glioblastoma ndmero 6010. El
cromatograma de masas de m/z 536,3229 + 0,001 Da, z = 2 muestra un pico de péptido en el tiempo de
retencion 48,76 min. B) El pico detectado en el cromatograma de masa a los 48,76 min revel6 una sefial de m/z
536,3229 en el espectro de EM. C) El espectro de masas resultante de la desintegracion inducida por colisiones
del precursor seleccionado m/z 536,3229 registrado en el experimento de CL-EM nanoESI en el tiempo de
retencion indicado confirmo la presencia del IGF2BP3-001 en la muestra tumoral de glioblastoma 6010. D) Para
verificar la secuencia se registré el patrén de fragmentacion del péptido de referencia sintético IGF2BP3-001 y se
comparé con el patron de fragmentacion generado por el TUMAP natural mostrado en C.

Figura 2: Perfiles de expresion de ARNm de proteinas seleccionadas en muestras de tejidos normales y en 22
muestras de glioblastoma. a) CSRP2 (Probeset ID: 211126_s_at); b) PTPRZ1 (Probeset ID: 204469 _at).

Figura 3: Perfiles de presentacion de los péptidos HLA de clase | seleccionados. Se calculé un perfil de
presentacion de cada péptido que mostraba la presentacién media de la muestra, asi como las variaciones de los
duplicados. El perfil superpone muestras de la entidad tumoral de interés con muestras de tejido normal de
referencia. a) CSRP2-001 (HLA-A*02); b) PTP-012 (HLA-A*02); c) TMEM255A-001 (HLA-A*24); d) PJA2-001
(HLA-A*24).

Figura 4: Ejemplos de resultados de la inmunogenicidad in vitro especifica de péptido de TUMAP de clase | para
HLA*AO2 y HLA*A24. Linfocitos T CD8+ especificos se tifieron con multimeros HLA, cada uno de los cuales
estaba ligado a dos fluorocromos distintos. Los diagramas de puntos muestran las poblaciones MHC doblemente
positivas para el multimero correspondientes a los péptidos estimuladores (recuadros de la izquierda) y las
correspondientes estimulaciones del control negativo (recuadros de la derecha).

Ejemplos

Ejemplo 1:

Identificacion y cuantificacion de los péptidos asociados a tumor presentados en la superficie celular
Muestras de tejido

Los tejidos tumorales de pacientes fueron facilitados por las universidades alemanas de Heidelberg y Tubinga y por
la Universidad de Ginebra, en Suiza. Los pacientes otorgaron su consentimiento informado por escrito antes de la
intervencion quirdrgica. Los tejidos se criogenizaron en nitrégeno liquido inmediatamente después de la operacion y
permanecieron a -80°C hasta el aislamiento de los TUMAP.

Aislamiento de los péptidos HLA de las muestras de tejido

Las mezclas de péptidos HLA de las muestras de tejido criogenizadas se obtuvieron por inmunoprecipitacion de los
tejidos solidos siguiendo un protocolo ligeramente modificado (Falk et al., 1991; Seeger et al., 1999) con el
anticuerpo especifico de HLA-A*02 BB7.2, el anticuerpo especifico de HLA-A, B y C W6/32, sefarosa activada con
CNBr, tratamiento con acido y ultrafiltracion.

Métodos

Las mezclas de péptidos HLA se separaron en funcién de su hidrofobicidad con cromatografia en fase invertida
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(sistema Acquity UPLC, Waters) y los péptidos eluidos se analizaron con un espectrometro de masas hibrido LTQ-
Orbitrap (ThermoElectron) equipado con una fuente ESI. Las mezclas de péptidos se cargaron directamente en una
columna microcapilar de silice fundido (75 pm de d.i. x 250 mm) rellena con material de fase invertida C18 de 1,7 um
(Waters) aplicando un caudal de 400 nl por minuto. Posteriormente los péptidos se separaron con un gradiente
binario de 180 minutos en dos fases con 10% al 33% de B con un caudal de 300 nl por minuto. El gradiente estaba
compuesto por solvente A (acido féormico al 0,1% en agua) y solvente B (acido férmico al 0,1% en acetonitrilo). Para
la introduccién en la fuente nano-ESI se emple6 un capilar de vidrio recubierto de oro (PicoTip, New Objective). El
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap se hizo operar en el modo dependiente de datos con el método TOP5. En
resumen, se inicié un ciclo de barrido con un barrido completo de alta precision de masa en el orbitrap (R = 30 000),
al que siguieron barridos EM/EM también en el orbitrap (R = 7500) con los 5 iones precursores mas abundantes y
exclusién dinamica de los iones preseleccionados. Los espectros de masas en tandem se interpretaron con
SEQUEST Yy control manual adicional. La secuencia peptidica identificada se confirmé comparando el patron de
fragmentacion generado por el péptido natural con el patron de fragmentacion de un péptido de referencia sintético
de idéntica secuencia. La Fig. 1 muestra un ejemplo de espectro obtenido a partir de tejido tumoral correspondiente
al péptido asociado a MHC de clase | IGF2BP3-001 y su perfil de elucién en el sistema UPLC.

La cuantificacion relativa de la CL-EM sin marcaje se efectud por recuento iénico, es decir por extraccion y analisis
de las caracteristicas CL-EM (Mueller et al., 2007). El método supone que las areas de sefial de CL-EM de un
péptido estan correlacionadas con su abundancia en la muestra. Las caracteristicas extraidas se procesaron
ademas con deconvolucion del estado de carga y alineamiento del tiempo de retencion (Mueller et al., 2007). Por
ultimo, todas las caracteristicas CL-EM se cotejaron con los resultados de la identificacion de secuencias para
combinar los datos cuantitativos de muestras y tejidos diferentes con los perfiles de presentacion de péptidos. Los
datos cuantitativos se normalizaron en proporcién dos tercios de acuerdo con la tendencia central para tener en
cuenta la variacion entre los duplicados técnicos y biolégicos. De ese modo, cada péptido identificado se puede
asociar con datos cuantitativos que permiten la cuantificacion relativa entre muestras y tejidos. Asimismo, todos los
datos cuantitativos adquiridos de los candidatos peptidicos se revisaron manualmente para comprobar la coherencia
de los datos y verificar la exactitud del analisis automatico. Se calculd un perfil de presentacion de cada péptido que
mostraba la presentacion media de la muestra, asi como las variaciones de los duplicados. El perfil superpone
muestras de glioblastoma con muestras de tejido normal de referencia.

En la Figura 3 se muestran perfiles de presentacion de péptidos sobrepresentados a modo de ejemplo.
Ejemplo 2
Perfiles de expresion de genes que codifican los péptidos dados a conocer

No todos los péptidos identificados como presentes en la superficie de las células tumorales a través de las
moléculas MHC son adecuados para la inmunoterapia, porque la mayoria de ellos proceden de proteinas celulares
normales que se expresan en multitud de tipos de células. Muy pocos de esos péptidos estan asociados a tumores y
tienen posibilidades de ser capaces de estimular los linfocitos T con una alta especificidad de reconocimiento contra
el tumor del cual derivan. A fin de descubrirlos y de minimizar el riesgo de que la vacuna genere autoinmunidad los
inventores se centraron en los péptidos derivados de proteinas que aparecen sobreexpresadas en las células
tumorales en comparacion con la mayoria de los tejidos normales.

El péptido ideal seria el derivado de una proteina que sea exclusiva del tumor y no esté presente en ningun otro
tejido. Para identificar los péptidos que derivaban de los genes dotados con un perfil de expresion similar al ideal, los
péptidos identificados se asignaron a las proteinas y después a los genes originarios y se generaron los perfiles de
expresion de dichos genes.

Fuentes de ARN y preparacion

Las muestras de tejido extirpado fueron facilitadas por diversas instituciones indicadas en el Ejemplo 1; todos los
pacientes otorgaron su consentimiento informado por escrito. Las muestras de tejido tumoral se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido inmediatamente después de la operaciéon y se homogeneizaron a mano en un
mortero con nitrégeno liquido. EI ARN total se prepard a partir de estas muestras con TRI Reagent (Ambion,
Darmstadt, Alemania) y después se purifico con RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania); ambos métodos se
efectuaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ARN total procedente de tejidos humanos sanos se obtuvo por via comercial (Ambion, Huntingdon, Reino Unido;
Clontech, Heidelberg, Alemania; Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos; BioChain, Hayward, California, EE.UU.) El
ARN de varios individuos (de 2 a 123 individuos) se mezclé de tal modo que el ARN de cada uno de ellos estuviera
representado en la misma proporcion.

La calidad y la cantidad de las muestras de ARN se valor6 con Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn,
Alemania) y el RNA 6000 Pico LabChip Kit (Agilent).
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Experimentos con micromatrices

El analisis de la expresion génica de todas las muestras de ARN de tejido tumoral y normal se efectudé con
micromatrices oligonucleotidicas Affymetrix Human Genome (HG) U133A o HG-U133 Plus 2.0 (Affymetrix, Santa
Clara, California, EE.UU.). Todos los pasos se llevaron a cabo siguiendo el manual de Affymetrix. En resumen, a
partir de 5-8 ug de ARN total se sintetiz6 ADNc bicatenario con SuperScript RTII (Invitrogen) y el cebador oligo-dT-
T7 (MWG Biotech, Ebersberg, Alemania) siguiendo las indicaciones del manual. La transcripcion in vitro se llevo a
cabo con el BioArray High Yield RNA Transcript Labelling Kit (ENZO Diagnostics, Inc., Farmingdale, Nueva York,
EE. UU.) en el caso de las matrices U133A y con el GeneChip IVT Labelling Kit (Affymetrix) en el de las matrices
U133 Plus 2.0, y después se procedio a la fragmentacion del ARNc, a su hibridacion y tincion con estreptavidina-
ficoeritrina y un anticuerpo anti-estreptavidina biotinilado (Molecular Probes, Leiden, Holanda). Las imagenes se
analizaron con el Agilent 2500A GeneArray Scanner (U133A) o con el Affymetrix Gene-Chip Scanner 3000 (U133
Plus 2.0), y los datos se analizaron con el software GCOS (Affymetrix), aplicando los ajustes programados en todos
los parametros. Para la normalizacion se utilizaron 100 genes constitutivos (housekeeping) suministrados por
Affymetrix. Los valores de expresion relativa se calcularon a partir de los ratios logaritmicos de sefial dados por el
software y la muestra normal de rifién se ajustd de forma arbitraria en 1,0.

En la Fig. 2 se exponen ejemplos de perfiles de expresidon de genes originarios dados a conocer que aparecen muy
sobreexpresados o se expresan exclusivamente en el glioblastoma.

Ejemplo 3
Inmunogenicidad in vitro de los péptidos de glioblastoma presentados por MHC clase |

A fin de recabar informacion sobre la inmunogenicidad de los TUMAP dados a conocer, llevamos a cabo estudios
con un ensayo de sensibilizacion in vitro de linfocitos T basado en estimulaciones reiteradas de linfocitos T CD8+
con células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) cargadas con complejos péptido/MHC y anticuerpo anti-
CD28.

De este modo hemos podido demostrar hasta el momento la inmunogenicidad de 69 TUMAP restringidos a HLA-
A*0201 y de 58 restringidos a HLA-A*24 dados a conocer, lo cual demuestra que estos péptidos son epitopos de
linfocitos T contra los cuales existen linfocitos T precursores CD8+ en humanos.

Sensibilizacion in vitro de linfocitos T CD8+

Para llevar a cabo estimulaciones in vitro con células presentadoras de antigeno artificiales cargadas con complejo
péptido-MHC (pMHC) y anticuerpo anti-CD28, los inventores primero aislaron linfocitos T CD8+ de productos de
leucoféresis HLA-A*02 por seleccion positiva con microperlas de CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Alemania) de donantes sanos obtenidas de Transfusion Medicine Tuebingen, Alemania, tras el preceptivo
consentimiento informado.

Los linfocitos CD8+ o PBMC aislados se incubaron hasta su utilizaciéon en medio para linfocitos T (TCM) consistente
en RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) complementado con suero AB humano termoinactivado al 10%
(PAN-Biotech, Aidenbach, Alemania), penicilina 100 U/ml / estreptomicina 100 pug/ml (Cambrex, Colonia, Alemania),
piruvato sodico 1 mM (CC Pro, Oberdorla, Alemania), gentamicina 20 pg/ml (Cambrex). En este paso al medio TCM
también se le afadieron IL-7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Alemania) e IL-2 10 U/ml (Novartis Pharma,
Nuremberg, Alemania). La fabricacién de las microperlas tapizadas con pMHC/anti-CD28, las estimulaciones de los
linfocitos T y la lectura se llevaron a cabo en un sistema in vifro muy definido con cuatro moléculas pMHC distintas
en cada condicién de estimulacion y 8 moléculas pMHC distintas en cada condicién de lectura. Todos los complejos
pMHC usados para cargar las aAPC y las lecturas citométricas se obtuvieron mediante el intercambio de ligandos de
MHC inducido por UV con modificaciones pequefias. Para determinar la cantidad de monémero pMHC obtenida con
el intercambio realizamos ensayos ELISA en sandwich con estreptavidina segin (Rodenko et al., 2006). El
anticuerpo coestimulador purificado Ab 9.3, una IgG2a de ratén anti-CD28 humano (Jung et al., 1987) se biotinild
quimicamente con sulfo-N-hidroxisuccinimidobiotina siguiendo las recomendaciones del fabricante (Perbio, Bonn,
Alemania). Las microperlas utilizadas consistian en particulas de poliestireno de 5,6 um de diametro recubiertas de
estreptavidina (Bangs Laboratories, lllinois, EE.UU.).

Los pMHC usados como controles para las estimulaciones de alta y baja inmunogenicidad fueron A*0201/MLA-001
(péptido ELAGIGILTV de Melan-A/MART-1 modificado) y A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI de DDXS5),
respectivamente.

Placas de 96 pocillos se tapizaron con 800.000 microperlas / 200 pl en presencia de 4 x 12,5 ng de diferentes pMHC
biotinilados, se lavaron y después se les afadio 600 ng de anti-CD28 biotinilado en un volumen de 200 pl. Las
estimulaciones se iniciaron en placas de 96 pocillos en las que se incubaron simultaneamente 1x10° linfocitos T
CD8+ con 2x10° microperlas recubiertas y lavadas en 200 ul de TCM suplementado con IL-12 5 ng/ml (PromoCell)
durante 3 o 4 dias a 37 °C. La mitad del medio se renové con TCM fresco suplementado con IL-2 80 U/ml y la
incubacion continué otros 3-4 dias a 37 °C. Este ciclo de estimulaciéon se efectud en total tres veces, con 12 pocillos
por condicion. Para la lectura de los multimeros pMHC con 8 moléculas pMHC distintas por condicién se empled una
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estrategia de codificacion combinatoria bidimensional segun lo descrito en otro lugar (Andersen et al., 2012), con
pequefias modificaciones que comprenden el acoplamiento con 5 fluorocromos distintos. Por ultimo, los analisis de
los multimeros se llevaron a cabo tifiendo las células con el colorante vital Live/dead® del IR cercano (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania), con anticuerpo anti-CD8-FITC clon SK1 (BD, Heidelberg, Alemania) y multimeros pMHC
fluorescentes. Para el anadlisis se equipd un citdmetro BD LSRII SORP con los filiros y laseres adecuados. Las
células especificas de péptido se calcularon en forma de porcentaje respecto al total de linfocitos T CD8+. La
evaluacion del anadlisis multimérico se efectué con el software FlowJo (Tree Star, Oregén, EE.UU.). La
sensibilizacion in vitro de los linfocitos CD8+ multimero+ especificos se detectdé comparando los resultados con las
estimulaciones de control irrelevantes. La inmunogenicidad para un antigeno dado quedaba confirmada si al menos
un pocillo estimulado in vitro y evaluable de un donante sano contenia una linea de linfocitos T CD8+ especifica
después de la estimulacion in vitro (esto es, el pocillo contenia al menos un 1% de multimero+ especifico entre los
linfocitos T CD8+ y el porcentaje de células multimero+ especificas era al menos 10x de la mediana de las
estimulaciones del control negativo).

Inmunogenicidad in vitro de los péptidos de glioblastoma

En el caso de los péptidos de HLA de clase | analizados, la inmunogenicidad in vitro se puede demostrar con la
generacion de lineas de linfocitos T especificos de ese péptido. En la Figura 4 se muestran a modo de ejemplo los
resultados de la citometria de flujo de dos péptidos dados a conocer tras la tincion de multimeros especificos de
TUMAP junto con la de los controles negativos correspondientes. Los resultados de 69 péptidos HLA-A*0201 y 58
HLA-A*24 dados a conocer se resumen en la Tabla 5a y b.

Tabla 5a: Inmunogenicidad in vitro de los péptidos HLA-A*02 de clase | dados a conocer

Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a
cabo por el solicitante de los péptidos dados a conocer.

<20 % =+; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++

SEQID

N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
68 ABCA13-001 + ++

37 ADORA3-001 + ++

10 ANKRD40-001 + +++

27 ASIC4-001 + ++

51 BCA-002 +H++ ++++(100%)
13 BCA-003 + ++

69 CCNB1-002 + +++

45 CCT-001 + i+

52 CDK4-001 ++ ++++

48 CHCHD2-005 + +++

18 CLU-001 + ++

70 CNOT1-002 + ++

28 COL20-001 + ++

23 CPT1C-001 + ++

60 CSP-001 + +++

1 CSRP2-001 ++ ++++(100%)
63 DCA-001 + ++

41 DPP3-001 + +++
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(continuacion)

Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a

cabo por el solicitante de los péptidos dados a conocer.
<20 % =+;20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++

SEQID

N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
65 DPYSL4-001 + ++

67 DROSHA-001 + ++

29 EGFR-008 + ++

43 EIF4E-001 + i+

3 ELOVL2-001 + ++++

59 FABP7-001 + ++++

21 GPR98-001 + ++

40 GRI-001 + ++

17 GRI-002 + ++

8 GRIK3-001 + ++++

22 GYG2-001 + ++

66 IGF2BP3-001 + +++

32 IRS-001 + +++

30 JAK-001 + ++

12 KCN-002 + +++

6 KIF1A-001 ++ +++

53 MAGEF1-001 ++ ++++

14 MAGI2-001 + ++

47 MAP1B-001 + +++

35 MAP1B-002 + ++

4 MTSS1L-001 +++ ++++(100%)
33 NAT8L-001 + ++++

36 NCAN-001 + ++++(100%)
55 NLGN4X-001 ++ ++++(100%)
39 NLGN4X-002 + ++

11 NLGN4Y-001 + ++++

46 NOC4-001 + P

33 NPAS3-001 + ++

57 NRCAM-001 + ++++(100%)
61 ORMDL1-002 + +++
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(continuacion)

Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a
cabo por el solicitante de los péptidos dados a conocer.
<20 % =+; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++
SEQID
N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
7 PCDHGC5-001 + ++++(100%)
64 PCNXL3-001 + ++
44 PLEKHA4-001 + +++
26 PTP-001 + ++
25 PTP-002 + +++
54 PTP-003 + ++++
50 PTP-005 ++ ++++
15 PTP-012 + ++
5 PTP-013 + ++++
58 RAD54B-001 ++ ++++(100%)
16 SCARAS3-001 + ++
9 SEZ6L-001 + ++++
2 SLC10A4-001 ++ +++
20 SLC10A4-002 + +++
24 SLC35E1-002 + ++
49 SOX-001 + ++++
62 TACC3-001 + ++
34 TNC-001 + ++
42 USP11-001 ++ ++++
56 VPS13B-001 ++ ++++(100%)
31 WLS-002 + +++
Tabla 5b: Inmunogenicidad in vitro de los péptidos HLA-A*24 de clase | de la invencion
Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a
cabo por los inventores de los péptidos de la invencion.
<20 % =+; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++
SEQID
N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
74 TMEM255A-001 + ++
75 ST8SIA5-001 ++ ++++
76 FAM120C-001 ++ ++++(100%)
77 GRIK3-002 + ++++
78 PTP-014 + ++
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(continuacion)

Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a

cabo por los inventores de los péptidos de la invencion.
<20 % =+; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++

SEQID

N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
79 PTP-019 + ++
80 FABP7-002 + ++
81 ZNF749-001 + ++
82 DOCK7-002 + P
83 LOC72839-001 + .
84 PJA2-001 + ++
85 HEATR1-001 + P
86 GPM-002 + T+
87 CRB1-001 + ++
88 PTP-016 + ++
89 PTP-015 + ++
90 PTP-018 + P
91 OLIG2-001 + ++
92 VCAN-003 + .
93 SMOX-001 + ++
94 EXOC7-001 + s
95 LZTS1-001 + ++
96 FADS2-003 + P
97 TMEM231-001 + P
98 ASCL1-001 + ++
99 UNKN-003 + ++
100 NKA-001 + +
101 PCD-002 + +
102 ARHGAP21-001 + ++
103 PNMA2-001 + ++
104 FADS2-002 + P
105 APC-001 + +
106 WASL-001 + P
107 SLC-002 + ++
108 TENM4-001 + ++
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Resultados a titulo de ejemplo de los experimentos de inmunogenicidad in vitro llevados a
cabo por los inventores de los péptidos de la invencion.

<20 % =+; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70 %= +++; > 70 % = ++++
SEQID

N.°: Cadigo del péptido Pocillos Donantes
109 ZNFS3-001 ++ +++
110 EFCAB7-001 + ++
111 DOCK7-003 + ++
112 BMP7-001 + ++
113 ITGA7-001 + ++
114 RPL-001 + ++
115 HS2-001 + ++
116 VIM-002 + ++
117 IFT17-001 + +++
118 GAB-001 + ++
119 CDCA7L-001 + ++
120 SCARA3-002 + ++
121 SSR1-001 + ++
122 NROB1-001 + ++
123 LNX1-001 + ++
124 EP4-001 + ++
125 KIF1B-001 + ++
126 RHOBTB3-001 + ++
127 KIF7-001 + ++
128 KIF1B-002 + ++
129 MAPK®6-001 + ++
130 ASPM-002 + +++
131 SMC4-001 + ++
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Val Tyr Tyr Phe
1

Met Tyr Pro Tyr
1

Tyr Tyr His Phe
1

Tyr Tyr Thr Val
1

Asn Tyr Thr Ser
1

His Pro
5

Ile Tyr
5

Ile Phe

Arg Asn

Leu Leu
5

Gln

His

Thr

Phe

Val

Tyr

Val

Thr

Thr

Thr

Leu

Leu

Leu

Leu

Trp

Glu Tyr Met Lys Ala Leu Gly Val Gly Phe

1

5

10

Lys Tyr Asn Asp Phe Gly Asn Ser Phe

1

5
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<400> 82

Leu Tyr Ile Tyr Pro Gln Ser Leu Asn Phe
1 5 10

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Ile Phe Thr Tyr Ile His Leu Gln Leu
1 5

<210> 84

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84
Arg Tyr Gln Glu Ser Leu Gly Asn Thr Val Phe

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85
Lys Tyr Asn Glu Phe Ser Val Ser Leu
1 5

<210> 86

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Thr Tyr Asn Tyr Ala Val Leu Lys Phe
1 5

<210> 87

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87
Ser Tyr Phe Glu Asn Val His Gly Phe
1 5

<210> 88

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Val Tyr Asp Thr Met Ile Glu Lys Phe
1 5

<210> 89

<211>9
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 89

<210> 90

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

<210> 91

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

<210> 93

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

<210> 94

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

<210> 95

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

<210> 96

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2733517713

Gln Tyr Val Phe Ile His Asp Thr Leu
1 5

Asn Tyr Thr Ser Leu Leu Val Thr Trp
1 5

Ile Tyr Gly Gly His His Ala Gly Phe
1 5

Thr Tyr Val Asp Ser Ser His Thr Ile
1 5

Val Tyr Asn Leu Thr Gln Glu Phe Phe
1 5

Tyr Tyr Gln Ile Arg Ser Ser Gln Leu
1 5

Arg Tyr Ser Asp Gly Leu Leu Arg Phe
1 5
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<400> 96

<210> 97

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

<210> 98

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

<210> 99

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

<210> 101

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

<210> 102

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

ES 2733517713

Gln Tyr Gln Ile Ile Met Thr Met Ile
1 5

Thr Tyr Ile Pro Pro Leu Leu Val Ala Phe
1 5 10

Glu Tyr Ile Arg Ala Leu Gln Gln Leu
1 5

Thr Tyr Ile Ile Lys Ser Val Gly Phe
1 5

Gln Trp Ala Pro Ile Leu Ala Asn Phe
1 5

Arg Tyr Gly Pro Gln Phe Thr Leu
1 5

Arg Tyr Ile Pro Leu Ile Val Asp Ile
1 5
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<210> 104

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

<210> 105

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

<210> 106

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

<210> 107

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 109

<210> 110

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 110

Val

Ala

Pro

Leu

Phe

Lys

Ala

Arg

ES 2733517713

Tyr Val Leu

Tyr Asn His

Pro Asp Ala

Tyr Gly Pro

Tyr Phe Ser

Tyr Ser Asp

Tyr Leu Pro

Arg

Gln

Asp

Gln

Phe

Gly

Ser

102

Leu

His

Thr

Val

Pro

His

Ser

Glu

Glu

Leu

Asn

Gly

Phe

Val

Thr

Tyr

Leu

Asn

Glu

Leu

Phe

Leu

Phe

His

10

Ile

Leu

Phe

Leu

Phe
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<210> 111

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

<210> 112

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 112

<210> 113

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 114

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

<210> 117

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

Ala Phe Ser Pro Asp Ser His Tyr Leu Leu Phe

1

ES 2733517713

Val Tyr Leu Thr Ile Lys Pro Leu Asn Leu

1

5

10

Pro Tyr Leu Asp Lys Phe Phe Ala Leu

1

5

Val Tyr Gln Val Leu Gln Glu His Leu

1

5

5

10

Asn Tyr Asn Asp Arg Tyr Asp Glu Ile

1

5

Lys Tyr Asn Leu Ile Asn Glu Tyr Phe

1

5

Asn Tyr Gln Asp Thr Ile Gly Arg Leu

1

5
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<210> 118

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

<210> 119

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119

<210> 120

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 120

<210> 121

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121

<210> 122

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

<210> 123

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 123

<210> 124

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 124

Asn Tyr Ile Asp Asn Val Gly Asn Leu His Phe

1

ES 2733517713

Ala Tyr Leu Ile Asp Ile Lys Thr Ile
5

1

Ala Tyr Pro Arg Leu Ser Leu Ser Phe
1

5

Lys Phe Ala Glu Glu Phe Tyr Ser Phe

1

5

Tyr Tyr Leu Asp Lys Ser Val Ser Ile

1

5

Asn Tyr Lys Asp Leu Asn Gly Asn Val Phe

1

5

10

Ala Tyr Leu Lys Gly Thr Val Leu Phe

1

5

5

10
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<210> 125

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125

<210> 126

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 126

<210> 127

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127

<210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128

<210> 129

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 129

<210> 130

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

<210> 131

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131

ES 2733517713

Pro Phe Ala Lys Pro Leu Pro Thr Phe
1 5

Val Tyr Leu Lys Glu Ala Asn Ala Tle
1 5

Lys Tyr Phe Gly Gly Val Leu Glu Tyr Phe
1 5 10

Lys Tyr Phe Asp Lys Val Val Thr Leu
1 5

Val Tyr Asn Asp Ile Gly Lys Glu Met Leu Leu
1 5 10

Thr Tyr Thr Ser Tyr Leu Asp Lys Phe
1 5

Ser Tyr Asn Pro Leu Trp Leu Arg Ile
1 5
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His Tyr Lys Pro Thr Pro Leu Tyr Phe
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Péptido consistente en la SEQ ID N.° 28, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. El péptido conforme a la reivindicacion 1, en la que dicho péptido incluye enlaces no peptidicos.

3. Método in vitro para producir linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, el cual comprende la puesta en contacto en
condiciones in vitro de CTL con moléculas MHC de clase | humanas cargadas con antigeno expresadas en la
superficie de una célula presentadora de antigeno o un constructo artificial que imite a una célula presentadora de
antigeno durante un periodo de tiempo suficiente para activar dichos CTL de una manera especifica de antigeno,
siendo dicho antigeno un péptido conforme a la reivindicacion 1.

4. Linfocito T citotéxico (CTL) activado, producido con el método acorde con la reivindicacion 3, que reconoce
selectivamente una célula que expresa de forma aberrante un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos dada en la reivindicacion 1.

5. Anticuerpo que reconoce especificamente el péptido acorde con las reivindicaciones 1 o 2, o dicho péptido
cuando permanece unido a una molécula MHC.

6. Receptor de linfocito T que es capaz de reaccionar con un ligando de HLA que consiste en la secuencia de
aminoaidos de la SEQ ID N.° 28.

7. Acido nucleico, que codifica un péptido acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, un linfocito T
citotéxico activado acorde con la reivindicacion 4, un anticuerpo acorde con la reivindicacién 5, o un receptor de
linfocito T acorde con la reivindicacion 6, opcionalmente enlazado a una secuencia promotora heteréloga, o un
vector de expresion que exprese dicho acido nucleico.

8. Célula hospedadora que comprende el acido nucleico o el vector de expresién acordes con la reivindicacion 7.

9. La célula hospedadora acorde con la reivindicacion 8, en que dicha célula hospedadora es una célula
presentadora de antigeno o una célula dendritica.

10. Péptido acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, un linfocito T citotéxico activado acorde con la
reivindicacion 4, un anticuerpo acorde con la reivindicacion 5, un receptor de linfocito T acorde con la reivindicacion
6, el acido nucleico o el vector de expresion acordes con la reivindicaciéon 7, o la célula acorde con la reivindicacion 8
0 9, para el uso en el tratamiento de una enfermedad.

11. El péptido, el linfocito T citotdxico activado, el anticuerpo, el receptor de linfocito T, el acido nucleico o el vector
de expresion, o la célula para el uso acorde con la reivindicacién 10, en que dicha enfermedad es un cancer,
preferentemente en forma de una composicion farmacéutica, por ejemplo, una vacuna.

12. La composiciéon farmacéutica para el uso acorde con la reivindicacién 11, en que dicho cancer es seleccionado
del grupo consistente en astrocitoma, astrocitoma pilocitico, tumor neuroepitelial disembrioplastico,
oligodendrogliomas, ependimoma, glioblastoma multiforme, gliomas mixtos, oligoastrocitomas, meduloblastoma,
retinoblastoma, neuroblastoma, germinoma, teratoma, gangliogliomas, gangliocitoma, gangliocitoma central, tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET, p. ej. meduloblastoma, meduloepitelioma, neuroblastoma, retinoblastoma,
ependimoblastoma), tumores del parénquima pineal (p. ej. pineocitoma, pineoblastoma), tumores de células
ependimarias, tumores del plexo coroideo, tumores neuroepiteliales de origen incierto (p. e€j. gliomatosis cerebral,
astroblastoma), glioblastoma, tumor de préstata, cancer de mama, cancer de eséfago, cancer colorrectal, carcinoma
de células renales claras, cancer de pulmon, del SNC, de ovario, melanoma, cancer de pancreas, carcinoma
escamocelular, leucemia y meduloblastoma, colon, recto, estomago, rifidn, pulmén, pancreas y piel.

13. Un equipo que comprende:

(a) un envase que comprende una composicion farmacéutica que contiene un péptido acorde con cualquiera de
las reivindicaciones 1 o 2, un linfocito T citotéxico activado acorde con la reivindicacion 4, un anticuerpo acorde
con la reivindicacién 5, un receptor de linfocito T acorde con la reivindicacion 6, el acido nucleico o el vector de
expresion acordes con la reivindicacion 7, o la célula acorde con la reivindicaciéon 8 o 9, en solucién o en forma
liofilizada;

(b) un segundo envase que contiene un diluyente o solucion de reconstitucion para la formulacion liofilizada; y

(c) opcionalmente, instrucciones de (l) uso de la solucién o (Il) de la reconstitucién y/o uso de la formulacion
liofilizada.

14. El equipo acorde con la reivindicacion 13, que ademas comprende:
(d) al menos uno o mas péptidos seleccionados del grupo consistente en las SEQ ID N.° 1 a la SEQ ID N.° 27, y de
la SEQIDN.°29 ala SEQ ID N.° 131.
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Figura 2a)
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Expresion relativa de CSRP2
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Figura 2b)
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Figura 3a)
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Figura 3b)
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Figura 3c)
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Figura 3d)
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Figura 4
HLA-A*02/MTSS1L -001 HLA-A*02/control negativo
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