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DESCRIPCION
Nuevo péptido antigénico de melanoma y usos del mismo
Sector de la técnica

La presente invencion describe un péptido antigénico de melanoma que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada en el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15 o una variante conservadora de la funcién del mismo. Ademas, la invencién también se
refiere a un péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la invencién para su uso en la prevencién o el
tratamiento del melanoma en un paciente.

Estado de la técnica

En las respuestas inmunitarias antineoplasicas, los linfocitos T citotéxicos (CTL, de sus siglas en inglés) CD8 se han
identificado como las células efectoras mas potentes (Vesely MD et al., 2011). Como consecuencia, la mayoria de
las vacunas contra el cancer anteriores usan péptidos restringidos por HLA de clase | procedentes de antigenos
tumorales para estimular las respuestas de CTL. Sin embargo, el impacto clinico de las vacunas contra el cancer
basadas en péptidos sigue siendo modesto, incluso cuando se demostré que una vacuna del péptido procedente de
gp100 reciente aumenta la supervivencia del paciente con melanoma (Rosenberg SA et al., 2004 y Schwartzentruber
DJ et al., 2011). Ademas de una variedad de mecanismos inmunosupresores que se originan a partir del tumor en si,
el disefio subdptimo de las vacunas utilizadas hasta ahora puede explicar esta falla. En particular, los péptidos
epitopicos cortos, podrian inducir respuestas de CTL que desaparecen o tolerancia hacia los antigenos diana (Bijker
MS et al., 2007 y Toes RE et al., 1996). Mientras tanto, los linfocitos T auxiliares CD4 han ganado interés en la
inmunidad antineoplasica y la inmunoterapia. De hecho, los linfocitos T CD4+ T auxiliares 1 (Th1) reactivos a
tumores producen varias citocinas (tales como IFN-y, TNF-a e IL-2) esenciales para la induccion de inmunidad
celular contra tumores. Un modelo ampliamente aceptado demuestra la capacidad de los linfocitos T CD4+ de
"autorizar" a células dendriticas (CD) para la sensibilizacién eficaz de linfocitos T CD8+ a través de la interaccion de
receptores coestimuladores (Bennett SR et al.,, 1998 y Smith CM et al., 2004). Las citocinas secretadas por los
linfocitos CD4+ Th1 también ejercen efectos antineoplasicos y antiangiogénicos directos. Ademas, se ha demostrado
en un modelo de ratéon que se ha encontrado que solo los linfocitos T CD4+ reactivos al tumor aseguran el
reclutamiento eficaz de CTL efectores en el sitio del tumor. Desde un punto de vista clinico, se ha demostrado
recientemente una alta densidad de linfocitos CD4+ Th1 infiltrantes de tumores como un buen marcador de
prondstico en pacientes con cancer colorrectal, haciendo hincapié en el papel de estas células en la inmunovigilancia
del cancer. En el melanoma, los linfocitos T CD4 reactivos a tumores también se han asociado con un buen
resultado clinico (Robbins PF et al., 2002), y, mas recientemente, el mismo grupo mostré que los linfocitos T CD4
especificos de tumor estaban presentes en al menos un 20 % de las metastasis de melanomas, y sugirié que la
infusion de poblaciones TIL que contienen linfocitos T CD4 especificos podria mejorar la eficacia de la terapia celular
adoptiva (Friedman KM et al., 2012). En la misma linea de pensamiento, se ha demostrado en un paciente con
melanoma que la transferencia celular adoptiva de linfocitos T CD4 especificos para el antigeno NYESO-1 induce
una remisioén clinica duradera y conduce a respuestas enddgenas contra antigenos tumorales no dirigidos, lo que
sugiere la estimulacion de respuestas inmunitarias por linfocitos T CD4 transferidos (Hunder NN et al., 2008).

En el campo de la vacunacion peptidica, se ha documentado hace veinte afios, en un modelo de ratén, que la
generacion de una respuesta CD8 fuerte contra un péptido procedente de LCMV dependia de la presencia de
linfocitos T auxiliares CD4 (Fayolle C et al., 1991). Estos resultados se han confirmado mas recientemente en un
entorno clinico mediante el uso de péptidos largos sintéticos (SLP, de sus siglas en inglés) en cancer colorrectal,
utilizando SLP procedentes de P53 (Speetjens FM et al., 2009), en neoplasia intraepitelial vulvar (Kenter GG et al.,
2009) y pacientes con cancer de cuello uterino (Welters MJ et al., 2008) utilizando SLP procedentes de HPV16. En el
caso de la neoplasia vulvar, las respuestas clinicas parecian estar correlacionadas con la induccion de fuertes
respuestas inmunitarias especificas de VPH16. Los péptidos largos sintéticos que contienen epitopos tumorales
inmunogénicos CD8 y CD4 son, por lo tanto, herramientas atractivas para implementar una vacuna terapéutica
contra el cancer.

Uno de los principales problemas en el campo de la vacunacién con péptidos largos en tumores soélidos es identificar
péptidos largos inmunogénicos procedentes de antigenos asociados a tumores relevantes. Los antigenos diana
deben expresarse ampliamente y ser capaces de inducir respuestas de linfocitos T CD8 y CD4 antineoplasicas
consistentes. En el melanoma, el antigeno Melan-A cumple con estos requisitos y los inventores informaron
recientemente sobre la eficacia de un SLP modificado de Melan-A, para cebar de forma cruzada linfocitos T
reactivos a tumores humanos (Chauvin JM et al., 2012). Otra diana atractiva para la vacunacién contra el melanoma
seria el antigeno MELOE-1 (46 aminoacidos), especificamente sobreexpresado en el melanoma. De hecho, los
inventores informaron previamente que la infusiéon de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL, de sus siglas en inglés)
especificos para el antigeno MELOE-1 se asocié con una supervivencia prolongada sin recaidas para pacientes con
melanoma HLA-A2 que recibieron terapia TIL (Godet Y et al., 2008). Ademas, se documenté la presencia de un gran
repertorio de linfocitos T CD8 reactivos a tumores en pacientes con melanoma HLA-A2 (Godet Y et al., 2010) y la
presencia de dos epitopos de clase Il en la proximidad del epitopo de clase |, ubicado en el extremo C terminal del
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polipéptido (Rogel A et al., 2011).

A pesar de estos resultados, la identificaciéon de antigenos de melanoma adicionales con un potencial inmunogénico
documentado sigue siendo un problema importante para abordar la inmunoterapia contra el melanoma.

Objeto de la invencidn
La presente invencion esta definida por las reivindicaciones.

En este estudio, los inventores encuentran nuevos epitopos ubicados a lo largo de la secuencia MELOE-1 y
caracterizados por su perfil de T auxiliares de la respuesta de linfocitos T CD4.

Ademas, la invencion también se refiere a un péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la invencién y, en
particular, como se define en las reivindicaciones para su uso en la prevencion o el tratamiento del melanoma en un
paciente.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones:

A lo largo de la memoria descriptiva, se emplean varios términos y se definen en los parrafos siguientes.

Tal como se usa en el presente documento, el término "péptido" se refiere a una secuencia de aminoacidos que
tiene menos de 50 aminoacidos. Tal como se usa en el presente documento, el término "péptido" abarca secuencias
de aminoacidos que tienen menos de 50 aminoacidos, menos de 40 aminoacidos, menos de 30 aminoacidos, menos

de 25 aminoacidos, menos de 20 aminoacidos, menos de 15 aminoacidos o menos de 10 aminoacidos.

Los péptidos antigénicos de melanoma de la invencién se describen en la tabla A.

SI’EQ ID Secuencias Nomenclaturas utilizadas en la
numero solicitud de patente
SEQ ID NO: 1 SCVGYPDEATSREQFLPSEC MELOE-12-21 0 2-21
del péptido

SEQIDNO:2 | VGYPDEATSREQFLPS MELOE-14.19 0 4-19
del péptido

SEQIDNO:3 | VGYPDEATSREQFL MELOE-14.17 0 4-17
del péptido

SEQIDNO:4 | GYPDEATSREQFLPS MELOE-15.19 0 5-19
del péptido

SEQIDNO:5 | PDEATSREQFLPS MELOE-17.19 0 7-19
del péptido

SEQIDNO:6 | pPWHPSERISSTLNDECWPASL MELOE-12646 0 26-46
del péptido

SEQ ID NO: 7 RISSTLNDECWPAS MELOE-13245 0 32-45
del péptido

SEQIDNO:8 | RISSTLNDECWPA MELOE-13244 0 32-44
del péptido

SEQIDNO:9 | ERISSTLNDECWPA MELOE-131.44 0 31-44
del péptido

SEQIDNO: 10 | TSREQFLPSEGAACPPWHPS MELOE-11130 0 11-30
del péptido

SEQIDNO: 11 | REQFLPSEGAACPPW MELOE-113-27 0 13-27
del péptido
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(continuacién)

SI’EQ ID Secuencias Nomenclaturas utilizadas en la
numero solicitud de patente
SEQIDNO: 12 | EQFLPSEGAACPPW MELOE-11427 0 14-27
del péptido

SEQIDNO: 13 | QFLPSEGAACPPW MELOE-11527 0 15-27
del péptido

SEQ ID NO: 14 | TSREQFLPSEGAA MELOE-11123 0 11-23
del péptido

SEQID NO: 15 | SREQFLPSEGAAC MELOE-112-24 0 12-24
del péptido

SEQIDNO: 16 | PSEGAACPPWHPSERISSTL MELOE-11g37 0 18-37
del péptido

SEQIDNO: 17 | AACPPWHPSERISSTLNDECWPASL MELOE-12246 0 22-46
del péptido

SEQIDNO: 18 | CPPWHPSERISSTL MELOE-124-37 0 24-37
del péptido

SEQIDNO: 19 | cCPPWHPSERISST MELOE-124-36 0 24-36
del péptido

SEQID NO: 20 |MSCVGYPDEATSREQFLPSEGAACPPW MELOE-1146 0 1-46
del péptido HPSERISSTLNDECWPASL

SEQIDNO: 21 | GHGHSYTTAEELAGIGILTVILGVL Melan-Ass-s0L

del péptido

Tabla A: péptidos antigénicos de melanoma de la invencion

Tal como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a una proteina capaz de unirse
especificamente a un antigeno, normalmente y preferentemente mediante la unién de un epitopo o determinante
antigénico o dicho antigeno. El término "anticuerpo” también incluye proteinas recombinantes que comprenden los
dominios de unién, asi como variantes y fragmentos de anticuerpos. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos
incluyen Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2, dsFv, scFv, sc(Fv)2, diacuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpos.

Las "variantes conservadoras de la funcién", como se usan en el presente documento, se refieren a aquellas en las
que un resto de aminoacido dado en una proteina o enzima se ha cambiado (insertado, eliminado o sustituido) sin
alterar la conformacion y funcién general del polipéptido. Dichas variantes incluyen proteinas que tienen alteraciones
de aminoacidos tales como eliminaciones, inserciones y/o sustituciones. Una "eliminacion" se refiere a la ausencia
de uno 0 mas aminoacidos en la proteina. Una "insercion" se refiere a la adicion de uno o mas aminoacidos en la
proteina. Una "sustitucion" se refiere al reemplazo de uno o mas aminoacidos por otro resto de aminoacido en la
proteina. Normalmente, un aminoacido dado se reemplaza por un aminoacido con uno que tiene propiedades
similares (como, por ejemplo, polaridad, potencial de enlace de hidrégeno, acido, basico, hidréfobo, aromatico y
similares). Los aminoacidos distintos de los indicados como conservados pueden diferir en una proteina, de tal forma
que puede variar el porcentaje de similitud de secuencia de proteina o aminoacido entre dos proteinas cualquiera
con una funcién similar y puede ser, por ejemplo, del 70 % al 99 % segun lo determinado de acuerdo con un
esquema de alineacién tal como por el Método de Cluster, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN.
Una "variante conservadora de la funcion" también incluye un polipéptido que tiene al menos un 60 % de identidad
de aminoacidos como se determina por los algoritmos BLAST o FASTA, preferentemente al menos un 75 %, mas
preferentemente al menos un 85 %, mas preferentemente aun al menos un 90 %, y todavia mas preferentemente al
menos un 95 %, y que tiene las mismas o sustancialmente similares propiedades o funciones que la proteina natural
o precursora con la que se compara. Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homélogas" o
"sustancialmente similares" cuando mas del 80 %, preferentemente mas del 85 %, preferentemente mas del 90 % de
los aminoacidos son idénticos, o mas de aproximadamente el 90 %, preferentemente mas del 95 %, son similares
(funcionalmente idénticos) en toda la longitud de la secuencia mas corta. Preferentemente, las secuencias similares
u homodlogas se identifican por alineacién utilizando, por ejemplo, el programa de acumulacion GCG (Genetics
Computer Group, Manual de programa para el paquete GCG, Version 7, Madison, Wisconsin), o cualquiera de los
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algoritmos de comparacion de secuencias como BLAST, FASTA, etc.

El término "Complejo principal de histocompatibilidad" (MHC, de sus siglas en inglés) es una designacion genérica
destinada a abarcar los sistemas de antigenos de histocompatibilidad descritos en diferentes especies, incluidos los
antigenos leucocitarios humanos (HLA, de sus siglas en inglés).

El término "melanoma" como se usa en el presente documento incluye, pero no se limita a, todos los tipos de
canceres de melanocitos en todas las etapas de progresion, como el cancer de melanocitos metastasico.

El término "tratar" un trastorno o una afeccion se refiere a revertir, aliviar o inhibir el proceso de uno o mas sintomas
de dicho trastorno o afecciéon. El término "prevenir" un trastorno o afeccion se refiere a prevenir uno o mas sintomas
de dicho trastorno o afeccion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "paciente" significa un mamifero, tal como un roedor, un
felino, un canino y un primate. Preferentemente un paciente de acuerdo con la invencién es un ser humano.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, esta destinada a una cantidad
minima de agente activo que es necesaria para impartir beneficios terapéuticos a un paciente. Por ejemplo, una
"cantidad terapéuticamente eficaz del agente activo" para un paciente es una cantidad del agente activo que induce,
mejora o causa una mejora en los sintomas patologicos, la progresion de la enfermedad o las condiciones fisicas
asociadas con la enfermedad que afecta al paciente.

El término "adyuvante", como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto o una mezcla que puede
ser no inmunogénica cuando se administra solo en el hospedador, pero que aumenta la respuesta inmunitaria del
hospedador a un antigeno cuando se administra conjuntamente con ese antigeno.

Péptido, proteina de fusién y usos de los mismos

Un primer objeto de la invencion se refiere a un péptido antigénico de melanoma como se define en las
reivindicaciones.

Los péptidos antigénicos de melanoma de la invencién, se generan a partir del péptido MELOE-1 (SEQ ID NO: 20)
como se describe en la solicitud de patente WO 2010 026165 y en la tabla A.

En una realizacion, el péptido antigénico de melanoma de la invencion no es el péptido MELOE-1 (SEQ ID NO: 20).

En una realizacién de la invencion, por "péptido antigénico" se entiende un péptido capaz de unirse a la molécula
HLA y causar una respuesta celular o humoral en un paciente.

En una realizacion preferida de la invencion, dicho péptido antigénico puede comprender un motivo especifico tal
que el polipéptido se una a una molécula HLA e induzca una respuesta de CTL.

En otra realizacion preferida de la invencién, dicho péptido antigénico puede comprender un motivo especifico tal
que el polipéptido se una a una molécula HLA e induzca una respuesta de linfocitos T auxiliares.

En una realizacion de la invencion, dichos péptidos antigénicos de melanoma como se describié anteriormente en el
presente documento estan restringidos a HLA-DRB1*1101.

En una realizacion de la invencién, dichos péptidos antigénicos de melanoma como se describié anteriormente en el
presente documento estan restringidos a HLA-DRB1*0101.

La presente solicitud desvela un péptido antigénico que

- es una secuencia de aminoacidos de menos de 50 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15 como se define anteriormente en el presente documento.

- es una secuencia de aminoacidos de menos de 45 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15 como se define anteriormente en el presente documento.

- es una secuencia de aminoacidos de menos de 40 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15 como se define anteriormente en el presente documento.

- es una secuencia de aminoacidos de menos de 30 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 0 15 como se define anteriormente en el presente documento.

- es una secuencia de aminoacidos de menos de 25 aminoacidos de longitud que comprende el motivo de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15 como se define anteriormente en el presente documento.

La presente invencion también describe, un péptido antigénico que comprende al menos un 60 % de identidad sobre
dicha SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15, incluso, mas preferentemente, al menos un 700 %, al menos un 80 %, al
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menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 % y todavia es capaz de unirse a la molécula
HLA y provocar una respuesta celular o humoral en un paciente.

Como también se describe, el péptido antigénico consiste en la secuencia de aminoacidos como se establece en la
SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 0 15 o una variante del mismo que comprende al menos un 60 %, preferentemente al
menos un 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad con la SEQ ID NO:
1y aun es capaz de unirse a la molécula HLA y provocar una respuesta celular o humoral en un paciente.

También se describen péptidos que son variantes conservadoras de la funcién de péptidos antigénicos que
comprenden la SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 0 15 como se describe anteriormente en el presente documento.

También se describen péptidos sustancialmente idénticos a los péptidos antigénicos que comprenden la SEQ ID NO:
10, 11, 12, 13, 14 o 15 en la que uno o mas restos han sido sustituidos de forma conservadora con un resto
funcionalmente similar y que muestra los aspectos funcionales de los péptidos antigénicos que comprenden la SEQ
ID NO: 10, 11, 12, 13, 14 o 15 como se describe anteriormente en el presente documento, es decir, todavia son
capaces de unirse a una molécula HLA de la misma manera sustancial que un péptido que consiste en la secuencia
de aminoacidos dada.

Los ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen la sustitucion de un resto no polar (hidréfobo) tal como
isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, la sustitucién de un resto polar (hidréfilo) por otro, tal como entre
arginina y lisina, entre glutamina y asparagina, entre glicina y serina, la sustituciéon de un resto basico tal como lisina,
arginina o histidina por otro, o la sustitucion de un resto &cido, tal como acido aspartico o acido glutamico u otro.

La expresion "sustitucion conservadora" también incluye el uso de un resto derivatizado quimicamente en lugar de
un resto no derivatizado. "Derivado quimico" se refiere a un péptido del paciente que tiene uno o mas restos
derivatizados quimicamente por reaccién de un grupo lateral funcional. Los ejemplos de dichas moléculas
derivatizadas incluyen, por ejemplo, aquellas moléculas en las que se han derivatizado grupos amino libres para
formar hidrocloruros de amina, grupos p-tolueno-sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos
cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilo libres pueden derivatizarse para formar sales, ésteres metilicos y
etilicos u otros tipos de ésteres o hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres pueden derivatizarse para formar derivados
de O-acilo o de O-alquilo. El nitrégeno de imidazol de la histidina puede derivatizarse para formar N-im-
bencilhistidina. Los derivados quimicos también incluyen péptidos que contienen uno o mas derivados de
aminoacidos de origen natural de los veinte aminoacidos estandar. Por ejemplo: la 4-hidroxiprolina puede ser
sustituida con prolina; la 5-hidroxilisina puede ser sustituida con lisina; la 3-metilhistidina puede ser sustituida con
histidina; la homoserina puede ser sustituida con serina; y la ornitina puede ser sustituida con lisina.

De acuerdo con la invencion, los péptidos antigénicos de la invencion pueden obtenerse mediante la sintesis de los
péptidos de acuerdo con el método para la sintesis de péptidos conocido en la materia.

En otra realizacion, los péptidos antigénicos de la invencion pueden incorporarse en politopos o proteinas de fusion.
Dos o mas péptidos de la invencion se pueden unir directamente, o mediante el uso de secuencias flanqueantes.
Thompson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (13): 5845- 5849 (1995), ensefa el enlace directo de secuencias
epitopicas relevantes. El uso de politopos o proteinas de fusidén como vacunas es bien conocido. Véase, por ejemplo,
Gilbert et al., Nat. Biotechnol. 15 (12): 1280-1284 (1997); Thomson et al., citado anteriormente; Thomson et al., J.
Immunol. 157 (2): 822- 826 (1996); Tam et al., J. Exp. Med. 171 (1): 299-306 (1990). La referencia de Tam et al., en
particular, muestra que los politopos o proteinas de fusion, cuando se usan en un modelo de ratén, son Utiles para
generar tanto inmunidad protectora como anticuerpos.

Por lo tanto, la invencién también se refiere a una proteina de fusion que comprende un péptido antigénico de
melanoma de acuerdo con la invencion y un péptido antigénico de melanoma que comprende el motivo de
aminoacidos:

- TX2NDECWPX9 (SEQ ID NO: 22)

en el que X2 es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y X9 es alanina, valina o leucina.

En una realizaciéon de la invencion, dicho segundo péptido antigénico de melanoma se selecciona en el grupo que
consiste en péptidos que tienen la secuencia SEQ ID NO: 23 a SEQ ID NO: 37 como se describe a continuacion.
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SEQ ID NO: 23 del péptido | X2=L |Xe=A |TLNDECWPA
SEQ ID NO: 24 del péptido | X2=M | X9=A | TMNDECWPA
SEQ ID NO: 25 del péptido [ X2=V |Xe=A | TVNDECWPA
SEQ ID NO: 26 del péptido | X2 = | Xo=A | TINDECWPA

SEQID NO: 27 del péptido [ X2=Q |Xe=A | TQNDECWPA
SEQ ID NO: 28 del péptido | Xa=L |Xe=V |TLNDECWPV
SEQ ID NO: 29 del péptido | X2=M | Xe=V | TMNDECWPV
SEQ ID NO: 30 del péptido [ X2=V |Xe=V | TVNDECWPV
SEQ ID NO: 31 del péptido | X2 = | Xo=V | TINDECWPV

SEQID NO: 32 del péptido [ X2=Q |Xe=V | TQNDECWPV
SEQID NO: 33 del péptido | X2=L |Xe=L |TLNDECWPL
SEQ ID NO: 34 del péptido | X2=M |Xe=L |TMNDECWPL
SEQ ID NO: 35 del péptido | X2=V |Xe=L |TVNDECWPL
SEQ ID NO: 36 del péptido | Xz =1 Xo=L |TINDECWPL

SEQID NO: 37 del péptido | X2=Q |Xe=L |TQNDECWPL

En otra realizacion, el péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la invencién o la proteina de fusién de
acuerdo con la invencidn se pueden usar en la prevencion o el tratamiento del melanoma en un paciente.

En una realizacion, dicho paciente se genotipa con HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.
Acidos nucleicos, vectores, células hospedadoras recombinantes y usos de los mismos

Otro objeto de la invencién se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido antigénico de
melanoma de acuerdo con la invencién o una proteina de fusion de acuerdo con la invencién.

Otro objeto de la invencion se refiere a un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la invencién o una proteina de fusién de acuerdo con la
invencion.

Como se describe en el presente documento, dicho vector de expresién comprende la secuencia de acido nucleico
correspondiente a un péptido antigénico de melanoma que tiene la secuencia SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO: 15. En
una realizacion de la invencién, dicho vector de expresion comprende la secuencia de acido nucleico
correspondiente a un péptido antigénico de melanoma como se define en las reivindicaciones.

De acuerdo con la invencion, los vectores de expresion adecuados para su uso en la invencion pueden comprender
al menos un elemento de control de la expresion unido operativamente a la secuencia de acido nucleico. Los
elementos de control de expresion se insertan en el vector para controlar y regular la expresion de la secuencia de
acido nucleico. Los ejemplos de elementos de control de expresion incluyen, pero no se limitan a, sistema lac,
regiones de operador y promotor de fago lambda, promotores de levadura y promotores procedentes de polioma,
adenovirus, retrovirus, lentivirus o SV40. Los elementos operativos preferidos o requeridos adicionales incluyen, pero
no se limitan a, secuencia lider, codones de terminacion, sefiales de poliadenilacion y cualquier otra secuencia
necesaria o preferida para la transcripcion apropiada y la traduccion posterior de la secuencia de acido nucleico en el
sistema hospedador. Un experto en la materia entendera que la combinacién correcta de elementos de control de
expresion requeridos o preferentes dependera del sistema hospedador elegido. Se entendera ademas que el vector
de expresion debe contener elementos adicionales necesarios para la transferencia y posterior replicacion del vector
de expresion que contiene la secuencia de acido nucleico en el sistema hospedador. Los ejemplos de dichos
elementos incluyen, pero no se limitan a, origenes de replicacion y marcadores seleccionables. Ademas, un experto
en la materia entenderd que dichos vectores se construyen facilmente usando métodos convencionales o
disponibles comercialmente.

Otro objeto de la invencion es una célula hospedadora que comprende un vector de expresion como se describe
anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con la invencion, ejemplos de células hospedadoras que pueden usarse son células eucariotas, tales
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como células de animales, plantas, insectos y levaduras y células procariotas, tal como E. coli. Los medios por los
cuales el vector que lleva el gen puede introducirse en las células incluyen, pero no se limitan a, microinyeccion,
electroporacion, transduccidon o transfeccion usando DEAE-dextrano, lipofeccién, fosfato de calcio u otros
procedimientos conocidos por un experto en la materia.

En una realizacion preferida, se usan vectores de expresion eucariotas que funcionan en células eucariotas. Los
ejemplos de tales vectores incluyen, pero no se limitan a, vectores viricos tales como retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes, virus vaccinia, poxvirus, poliovirus; lentivirus, vectores de expresion bacterianos,
plasmidos, tales como pcDNA3 o los vectores de transferencia de baculovirus. Las lineas celulares eucariotas
preferidas incluyen, pero no se limitan a, células COS, células CHO, células Hela, células NIH/3T3, células 293
(ATCC n.° CRL1573), linfocitos T2, células dendriticas o0 monocitos.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencion o el vector de expresién de acuerdo
con la invencién o la célula hospedadora de acuerdo con la invencion puede usarse en la prevencioén o el tratamiento
del melanoma en un paciente.

Anticuerpos y usos de los mismos

Otro objeto de la invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo que se une al péptido antigénico de
melanoma de acuerdo con la invencion.

Como se describe en el presente documento, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se une al péptido antigénico
de melanoma que tiene la secuencia SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO: 15. En una realizacion de la invencion, dicho
anticuerpo o fragmento del mismo se une al péptido antigénico de melanoma como se define en las reivindicaciones.

En una realizacion de la invencion, dicho anticuerpo es monoclonal. En otra realizacion de la invencion, dicho
anticuerpo es policlonal.

Dichos anticuerpos pueden prepararse facilmente, por ejemplo, de acuerdo con el método descrito en "Antibodies: A
laboratory manual”, Lane H. D. et al. eds, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1989 o Antibody
Engineering: Methods and Protocols, 2003, Benny K. Lo.

Multimero de MHC/péptido

Otro objeto de la invencion se refiere a un multimero de MHC/péptido que comprende un péptido antigénico de
melanoma como se describe anteriormente en el presente documento. De acuerdo con la invencion, dicho multimero
de MHC/péptido incluye, pero no se limitan a, un dimero, trimero, tetramero o pentamero de MHC/péptido.

En una realizacién de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido es un multimero de HLA-clase Il/péptido.

En otra realizacion de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido es un multimero de HLA-DRB1*1101/péptido
antigénico de melanoma o un multimero de HLA-DRB1*0101/péptido antigénico de melanoma.

Los métodos para obtener tetrameros de MHC/péptido se describen en los documentos WO096/26962 y
WO01/18053.

En una realizacion de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido se puede usar para visualizar poblaciones de
linfocitos T que son especificas para el multimero complejo de HLA-DRB1*1101/péptido antigénico de melanoma o
HLA-DRB1*0101/péptido antigénico de melanoma como se describe anteriormente en el presente documento.

En ofra realizacién de la invencion, dicho multimero de MHC/péptido puede usarse para la deteccion y/o aislamiento
mediante seleccién (en citometria de flujo o mediante seleccién inmunomagnética) de una poblacion de linfocitos T
que son especificos para un complejo HLA/péptido antigénico de melanoma como se describe anteriormente en el
presente documento.

En otra realizacion de la invencion, dicho multimero de HLA-DRB1*1101/péptido antigénico de melanoma o HLA-
DRB1*0101/péptido antigénico de melanoma se puede usar para la deteccion y/o aislamiento mediante seleccién (en
citometria de flujo o mediante seleccion inmunomagnética) de una poblacién de linfocitos T que son especificos para
un multimero complejo de HLA-DRB1*1101/péptido antigénico de melanoma o HLA-DRB1*0101/péptido antigénico
de melanoma como se describe anteriormente en el presente documento.

Otro objeto de la invencion son las perlas recubiertas con multimeros de MHC/péptido como se describe
anteriormente en el presente documento.

Composicién inmunizante y usos de la misma
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Otro objeto de la invencidn se refiere a una composicion inmunizante que comprende:

(a) al menos un péptido antigénico de melanoma como se describe anteriormente en el presente documento o
(b) al menos una proteina de fusidon como se describe anteriormente en el presente documento, o

(c) al menos una secuencia de acido nucleico como se describe anteriormente en el presente documento, o
(d) al menos un vector de expresion como se describe anteriormente en el presente documento, o

(e) al menos una célula hospedadora como se describe anteriormente en el presente documento, o

(f) al menos un anticuerpo como se describe anteriormente en el presente documento.

Como se describe en el presente documento, dicha composicién inmunizante comprende un péptido antigénico de
melanoma que tiene una secuencia SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO: 15. En una realizacion, dicha composicion
inmunizante comprende un péptido antigénico de melanoma como se define en las reivindicaciones.

La administracion profilactica de la composicion inmunizante de la invencidn deberia servir para prevenir o atenuar el
melanoma en un mamifero. En una realizacién preferida, los mamiferos, preferentemente seres humanos, con alto
riesgo de melanoma se tratan profilacticamente con la composicion inmunizante de la invencion. Los ejemplos de
dichos mamiferos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos con antecedentes familiares de melanoma.

Cuando se proporcionan de manera terapéutica, la composiciéon inmunizante de la invencién se proporciona para
mejorar la propia respuesta inmunitaria del paciente al antigeno de melanoma presente en el melanoma o melanoma
metastasico.

En una realizacién de la invencion, los péptidos de la invencion pueden conjugarse con lipoproteina o administrarse
en forma liposémica o con adyuvante.

En una realizacion, dicha composicién inmunizante es una composicion farmacéutica.

En dicha realizacién, dicha composicién inmunizante, para uso humano, comprende al menos un péptido antigénico
como se describe anteriormente en el presente documento o al menos un anticuerpo como se describe
anteriormente en el presente documento, junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables vy,
opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos. Los vehiculos deben ser "aceptables" en el sentido de ser
compatibles con los otros ingredientes de la composicidon y no perjudiciales para el receptor de los mismos. Las
composiciones inmunizantes pueden presentarse, de manera conveniente, en forma de dosificacién unitaria y
pueden prepararse mediante cualquier método bien conocido en la técnica farmacéutica.

Las composiciones inmunizantes adecuadas para administracion intravenosa, intradérmica, intramuscular,
subcutanea o intraperitoneal comprenden, de manera conveniente, soluciones acuosas estériles del agente activo
con soluciones que son, preferentemente, isotonicas con la sangre del receptor. Dichas composiciones pueden
prepararse, de manera conveniente, mediante la disoluciéon del principio activo solido en agua que contiene
sustancias fisiol6gicamente compatibles, tales como cloruro de sodio (por ejemplo, 0,1-2,0 M), glicina y similares, y
que tienen un pH tamponado compatible con condiciones fisioldégicas para producir una soluciéon acuosa y que hace
a dicha solucion estéril. Estas pueden estar presentes en recipientes unitarios o de mudiltiples dosis, por ejemplo,
viales o ampollas selladas.

Las composiciones inmunizantes de la invencion pueden incorporar un estabilizador. Los estabilizadores ilustrativos
son polietilenglicol, proteinas, sacéridos, aminoacidos, acidos inorganicos y &cidos organicos que pueden usarse
solos o como mezclas. Estos estabilizadores se incorporan preferentemente en una cantidad de 0,11-10.000 partes
en peso por parte en peso de agente activo. Si se van a usar dos o mas estabilizadores, su cantidad total esta
preferentemente dentro del intervalo especificado anteriormente. Estos estabilizadores se usan en soluciones
acuosas a la concentracion y pH apropiados. La presion osmoética especifica de dichas soluciones acuosas
generalmente esta en el intervalo de 0,1-3,0 osmoles, preferentemente, en el intervalo de 0,8-1,2. El pH de la
solucion acuosa se ajusta para estar dentro del intervalo de 5,0-9,0, preferentemente, dentro del intervalo de 6-8.

Pueden emplearse métodos farmacéuticos adicionales para controlar la duracién de la accion. Pueden conseguirse
preparaciones de liberacion controlada mediante el uso de un polimero para formar complejo con o absorber los
péptidos de la invencién. La administracion controlada puede ejercerse mediante la seleccion de macromoléculas
apropiadas (por ejemplo, poliéster, poliaminoacidos, polivinilo, pirrolidona, etilenvinilacetato, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa o sulfato de protamina) y la concentracién de macromoléculas, asi como los de métodos de
incorporacion con el fin de controlar la liberacion. Otro posible método para controlar la duracién de la accién
mediante preparaciones de liberacién controlada es incorporar los péptidos antigénicos de la invencion en particulas
de un material polimérico tal como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogeles, poli(acido lactico) o copolimeros de
etileno y acetato de vinilo. Alternativamente, en lugar de incorporar estos agentes en particulas poliméricas, es
posible atrapar estos materiales en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o
mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli(metilmetacrilato), respectivamente, o en sistemas de administracién de farmacos coloidales, por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas o en macroemulsiones.
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Cuando se desean preparaciones orales, las composiciones se pueden combinar con vehiculos tipicos, tales como
lactosa, sacarosa, almidon, talco estearato de magnesio, celulosa cristalina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
glicerina, alginato de sodio o goma arabiga entre otros.

La inmunizacién de un paciente con la composicion inmunizante de la invencién puede realizarse mediante métodos
convencionales, por ejemplo, en presencia de adyuvantes convencionales. Los ejemplos de adyuvante convencional
incluyen, pero no se limitan a, sales de metales, emulsiones de aceite en agua, receptores agonistas tipo Toll,
saponinas, lipido A, fosfato de alquil glucosaminida, adyuvante de Freund, hemocianina de lapa californiana (KLH,
de sus siglas en inglés), manano, BCG, alumbre, citocinas, tales como IL-1, IL-2, factor estimulante de colonias de
macrofagos y factor de necrosis tumoral; y otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes, tales
como péptidos de muramilo o componentes de la pared celular bacteriana, toxinas, toxoides y ligandos TLR.

La composicién inmunizante puede administrarse mediante cualquier via apropiada para la produccion de
anticuerpos y/o activacién de linfocitos T, tal como intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea y
similares. La composicidon inmunizante se puede administrar una vez o a intervalos periédicos hasta que se produzca
un titulo significativo de células inmunitarias anti-Nectin4 o anticuerpo anti-Nectin4. La presencia de células
inmunitarias anti-Nectin4 se puede evaluar mediante la medicién de la frecuencia de los CTL (linfocitos T citotoxicos)
precursores contra los péptidos antigénicos de la invencion antes y después de la inmunizaciéon mediante marcado
especifico de tetramero o mediante un ensayo de analisis de precursores CTL. El anticuerpo puede detectarse en el
suero usando un inmunoensayo.

Los anticuerpos dirigidos a los antigenos de la invencion también se pueden usar directamente como agentes
antimelanoma. Para preparar anticuerpos, un animal hospedador puede inmunizarse usando el péptido antigénico
de melanoma como se describe anteriormente en el presente documento. El suero o plasma hospedador se recoge
después de un tiempo apropiado para proporcionar una composicion que comprende anticuerpos reactivos a dichos
péptidos antigénicos. La fraccion de gammaglobulina o los anticuerpos IgG se pueden obtener, por ejemplo,
mediante el uso de sulfato de amonio saturado o DEAE Sephadex, u otras técnicas conocidas por los expertos en la
materia. Los anticuerpos estan sustancialmente libres de muchos de los efectos secundarios adversos que pueden
estar asociados con otros agentes antineoplasicos, tales como la quimioterapia.

La composicion inmunizante de la invencidon que comprende anticuerpos como se describe anteriormente en el
presente documento, puede hacerse aun mas compatible con el sistema hospedador minimizando las posibles
respuestas adversas del sistema inmunitario. Esto se logra mediante la eliminacién de todo o una porcion de la
porcién Fc de un anticuerpo de una especie extrafia o usando un anticuerpo de la misma especie que el paciente
hospedador, por ejemplo, el uso de anticuerpos de seres humanos/hibridomas humanos. Los anticuerpos
humanizados (es decir, no inmunogénicos en un ser humano) pueden producirse, por ejemplo, mediante el
reemplazo de una porcidon inmunogénica de un anticuerpo con una porcién correspondiente, pero no inmunogénica
(es decir, anticuerpos quiméricos). Dichos anticuerpos quiméricos pueden contener la porcién reactiva o de unién a
antigeno de un anticuerpo de una especie y la porcion Fc de un anticuerpo (no inmunogénico) de una especie
diferente. Los ejemplos de anticuerpos quiméricos, incluyen, pero sin limitacién, quimeras de mamiferos no humano-
humano, quimeras de roedor-humano, quimeras de murino-humano y rata-humano.

Los métodos para obtener dichos anticuerpos, anticuerpos quiméricos y anticuerpos quiméricos humanizados son
bien conocidos en la materia.

La composiciéon inmunizante que comprende los anticuerpos de la invencién también se puede usar como un medio
para potenciar la respuesta inmunitaria. Los anticuerpos pueden administrarse en cantidades similares a las
utilizadas para otras administraciones terapéuticas de anticuerpos. Por ejemplo, la gammaglobulina agrupada se
administra en un intervalo de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100 mg por paciente. Por lo tanto, los
anticuerpos reactivos con los péptidos antigénicos de la invencion pueden administrarse pasivamente solos o en
combinacién con otras terapias antineoplasicas a un mamifero afectado por cancer. Los ejemplos de terapias contra
el cancer incluyen, pero no se limitan a, quimioterapia, radioterapia, terapia de inmunoterapia adoptiva con TIL.

Los anticuerpos o anticuerpos quiméricos descritos en el presente documento también pueden acoplarse a
moléculas de toxina, radioisétopos y farmacos mediante métodos convencionales. Los ejemplos de toxinas a las que
se pueden acoplar los anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, ricina o toxina diftérica. Los ejemplos de farmacos
0 agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a, ciclofosfamida o doxorrubicina. Los ejemplos de
radioisétopos, incluyen, pero no se limitan a, 1311. Los anticuerpos conjugados covalentemente con los agentes
mencionados anteriormente pueden usarse en inmunoterapia contra el cancer para tratar el melanoma.

Si el paciente que se va a inmunizar ya esta afectado por cancer o cancer metastasico, la composiciéon inmunizante
de la invencion se puede administrar junto con otros tratamientos terapéuticos. Los ejemplos de otros tratamientos
terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, inmunoterapia adoptiva de linfocitos T, coadministracion de citocinas u
otros farmacos terapéuticos para el cancer.
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La dosis de péptido antigénico de la invencion a administrar a un paciente puede ajustarse segun sea apropiado
dependiendo de, por ejemplo, la enfermedad que se vaya a tratar, la edad y el peso corporal de dicho paciente. Los
intervalos de péptidos antigénicos de la invencion que pueden administrarse son de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 100 mg por paciente, las dosis preferentes son de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10
mg por paciente.

La composiciéon inmunizante de la invencion puede evaluarse primero en modelos animales, inicialmente roedores, y
en primates no humanos y finalmente en seres humanos. La seguridad de los procedimientos de inmunizacion se
determina mediante la busqueda del efecto de la inmunizacion en la salud general del animal inmunizado (cambio de
peso, fiebre, comportamiento del apetito, etc.) y la busqueda de cambios patoldgicos en las autopsias. Después de
la prueba inicial en animales, los pacientes con cancer pueden ser probados. Se usarian métodos convencionales
para evaluar la respuesta inmunitaria del paciente para determinar la eficacia de la composicién inmunizante.

Otro objeto de la invencion se refiere a una composicion inmunizante como se describe anteriormente para su uso
en la prevencion o el tratamiento del melanoma en un paciente que lo necesita.

En otra realizacion, dicho paciente se genotipa con alelos HLA-DRB1*1001 o HLA-DRB1*0101.
Célula presentadora de antigenos

Otro objeto de la invencion es una célula presentadora de antigeno que comprende un antigeno HLA complejo y un
péptido antigénico de melanoma de la invencion.

En una realizacién de la invencién, dicho antigeno HLA complejo es un antigeno HLA-DRB1*1101 o HLA-
DRB1*0101.

En una realizacién de la invencion, dicha célula presentadora de antigeno procede del paciente a tratar.

La expresion "célula presentadora de antigeno" (APC, de sus siglas en inglés) se refiere a cualquier célula que
expresa un antigeno HLA capaz de presentar el péptido antigénico de la invencion en su superficie. Se prefieren las
células dendriticas, que segun se informa tienen una capacidad de presentacion de antigeno especialmente alta. En
otra realizacion, también se pueden usar APC artificiales, tales como células de mamifero (fibroblastos, células
endoteliales, queratinocitos) o lineas celulares.

Para preparar dichas APC de la invencion, las células que tienen una capacidad de presentacion de antigeno se
aislan del paciente a tratar y se pulsan ex vivo con al menos un péptido antigénico de la invencién para formar un
complejo con el antigeno HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.

En caso de que se usen células dendriticas, la APC de la invencion se puede preparar como sigue. Los linfocitos se
aislan de la sangre periférica del paciente para tratarse mediante el método Ficoll; las células adherentes se separan
de las células no adherentes; las células adherentes se cultivan luego en presencia de GM-CSF e IL-4 para inducir
células dendriticas; y las células dendriticas se pulsan mediante el cultivo con al menos un péptido antigénico de la
invencion para obtener las APC de la invenciéon. Las células dendriticas deben exponerse al péptido antigénico
durante un tiempo suficiente para permitir que los antigenos se internalicen y se presenten en la superficie de las
células dendriticas. Las células dendriticas resultantes se pueden volver a administrar al paciente a tratar. Dichos
métodos se describen en los documentos W093/208185 y EP0563485.

Otro objeto de la invencién es una composicion para inmunoterapia activa que comprende células presentadoras de
antigeno que comprenden un antigeno HLA complejo y un péptido antigénico de melanoma de la invencion.

En una realizacién de la invencioén, dichas células presentadoras de antigeno comprenden un antigeno complejo
HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB*0101 y un péptido antigénico de melanoma de la invencion.

Dichas APC pueden estar contenidas preferentemente en solucion salina fisioldgica, solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), medio de cultivo o similar. La administracién se puede lograr, por ejemplo, por via intravenosa,
hipodérmica o intradérmica.

Linfocitos T y usos de los mismos

Otro objeto de la invencion se refiere a un linfocito T que reconoce especificamente el péptido antigénico de
melanoma de la invencién o el péptido antigénico de melanoma de la invencién comprendido en una proteina de
fusion de la invencion.

En una realizacién de la invencién, dicho linfocito T es un linfocito T auxiliar.

En otra realizacion de la invencion, dicho linfocito T esta restringido por a HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.
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En otra realizacién de la invencion, dicho linfocito T es un clon de linfocitos T.

En otra realizacién, dicho linfocito T es un linfocito T genéticamente modificado que expresa un TCR que reconoce
especificamente el péptido antigénico de melanoma de la invencion.

Otro objeto de la invencién es una composicion para terapia adoptiva que comprende dichos linfocitos T como se
describe anteriormente en el presente documento, que reconoce especificamente el péptido antigénico de
melanoma de la invencion o el péptido antigénico de melanoma de la invencion comprendido en una proteina de
fusion de la invencion.

En el caso del melanoma, se ha observado que una inmunoterapia adoptiva, en la que el infiltrado intratumoral de
linfocitos T tomado del paciente a tratar se cultiva ex vivo en grandes cantidades y luego se devuelve al paciente,
logra una ganancia terapéutica.

Se prefiere que los linfocitos T estén contenidos en solucion salina fisioldgica, solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS), medio de cultivo o similares para su mantenimiento estable. La administracion se puede lograr, por ejemplo,
por via intravenosa o intratumoral. Devolviendo los linfocitos T que reconocen especificamente el péptido antigénico
de la invencion al cuerpo del paciente, la toxicidad de dichos linfocitos T o la estimulaciéon de los linfocitos T
citotoxicos CD8 por dichas células hacia las células tumorales aumenta en el paciente que es positivo para el
péptido antigénico de melanoma de la invencion. Las células tumorales se destruyen y, por lo tanto, se logra el
tratamiento del tumor.

Los ejemplos de donde pueden aislarse los linfocitos T, incluyen, pero sin limitacion, linfocitos de células sanguineas
periféricas (PBL, de sus siglas en inglés), ganglios linfaticos o linfocitos infiltrantes de tumores (TIL).

Dichos linfocitos pueden aislarse del tumor o de la sangre periférica del individuo a tratar mediante métodos
conocidos en la materia y cultivarse in vitro. Los linfocitos se cultivan en medios tales como RPMI o RPMI 1640
durante 2-5 semanas, preferentemente durante 2-3 semanas. La viabilidad se evalia mediante el ensayo de
exclusién con colorante azul de tripano. Los linfocitos se exponen al péptido antigénico de la invencién durante toda
la duracién del cultivo.

En una realizacién preferida, los linfocitos se exponen al péptido antigénico de melanoma de la invencion a una
concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 microgramos (ug)/ml durante toda la duracion del
cultivo de linfocitos. Se pueden afiadir citocinas al cultivo de linfocitos, tal como IL-2.

El péptido antigénico de melanoma de la invencion se puede afadir al cultivo en presencia de células presentadoras
de antigeno tales como células dendriticas o células de linea celular de cancer alogénicas irradiadas.

Después de sensibilizarse al péptido, los linfocitos T se administran al paciente que necesita dicho tratamiento.

Los ejemplos de como se pueden administrar estos linfocitos T sensibilizados al mamifero incluyen, pero no se
limitan a, por via intravenosa, intraperitoneal o intralesional. Los parametros que pueden evaluarse para determinar
la eficacia de estos linfocitos T sensibilizados incluyen, pero no se limitan a, la produccién de células inmunitarias en
el paciente que se esta tratando o la regresion tumoral. Se utilizan métodos convencionales para evaluar estos
parametros. Dicho tratamiento puede administrarse junto con citocinas o células modificadas genéticamente
(Rosenberg, S.A. et al. (1992) Human Gene Therapy, 3: 75-90; Rosenberg, S.A. et al. (1992) Human Gene Therapy,
3: 57-73).

Otro objeto de la invencion es un método para producir linfocitos T que reconocen especificamente un péptido
antigénico de melanoma de la invencion, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) estimular células mononucleares de sangre periférica (PBMC, de sus siglas en inglés) o linfocitos infiltrantes
de tumores (TIL) obtenidos de un paciente con al menos un péptido antigénico de melanoma de la invencion o
una proteina de fusién de la invencion,

(b) enriquecer la poblacion de linfocitos T especificos para el péptido(s) antigeno de melanoma utilizado en (a),
(c) opcionalmente, clonar dicha poblacién de linfocitos T especificos para el péptido(s) antigeno de melanoma
utilizado en (a).

El enriquecimiento y/o la clonacién se pueden llevar a cabo utilizando un multimero de MHC/péptido como se
describe anteriormente en el presente documento. La clonacidon también puede llevarse a cabo mediante métodos
convencionales.

En una realizaciéon de la invencion, los linfocitos T que reconocen especificamente un péptido antigénico de

melanoma de la invencion estan restringidos a HLA-DRB1*1001 o HLA-DRB1*0101. En dicha realizacion, el
enriquecimiento y/o la clonaciéon pueden llevarse a cabo utilizando un multimero de HLA-DRB1*1101 o HLA-
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DRB1*0101/péptido como se describe anteriormente en el presente documento.

La estimulacién de PBMC puede llevarse a cabo con al menos un péptido antigénico de melanoma de la invencion
solo, o presentarse mediante una célula presentadora de antigeno tal como células dendriticas o células de linea
celular de cancer alogénicas irradiadas. Normalmente, las citocinas, como la IL-2, también se pueden anadir al
cultivo.

Otro objeto de la invencidon es una composicion para terapia adoptiva que comprende linfocitos que reconocen
especificamente el péptido antigénico de melanoma de la invencién para prevenir o tratar el melanoma en un
paciente que lo necesite, en la que dichos linfocitos T deben volver a administrarse al paciente.

En una realizacién, dichos linfocitos que reconocen especificamente el péptido antigénico de la invencién estan
restringidos a HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.

La invencién también se refiere a un método para prevenir o tratar el melanoma en un paciente que lo necesita, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de

(a) al menos un péptido antigénico de melanoma como se describe anteriormente en el presente documento o

(b) al menos una proteina de fusién como se describe anteriormente en el presente documento, o

(c) al menos una secuencia de acido nucleico como se describe anteriormente en el presente documento, o

(d) al menos un vector de expresién como se describe anteriormente en el presente documento, o

(e) al menos una célula hospedadora como se describe anteriormente en el presente documento, o

(f) al menos un anticuerpo como se describe anteriormente en el presente documento.

La invencién también se refiere a un método para prevenir o tratar el melanoma en un paciente que lo necesita, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de linfocitos T que reconoce especificamente el
péptido antigénico de melanoma de la invencion. En una realizacién, dichos linfocitos T estan restringidos a HLA-
DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.

La invencién también se refiere a un método para prevenir o tratar el melanoma en un paciente que lo necesita, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de células presentadoras de antigeno que comprenden
un antigeno HLA complejo y un péptido antigénico de melanoma de la invencion. En una realizacion, dicho HLA
complejo/péptido es un HLA complejo-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101/péptido antigénico de la invencién.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: (A) Porcentajes de linfocitos T CD4 productores de TNF-a entre microcultivos positivos. Catorce dias
después de la estimulacion de PBMC con el polipéptido completo MELOE-1 (2-46), los microcultivos se
reestimularon con cada péptido indicado durante 5 horas. La produccién de TNF-a se evalu6 luego mediante un
doble marcaje TNF-a-CD4. Los resultados se analizaron con una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida
de una prueba posterior de Dunns. (B) Frecuencia de microcultivos que contienen linfocitos T CD4 especificos
para péptidos MELOE-1 (evaluado mediante tincion intracelular de TNF-a después de la reestimulacion con los 4
péptidos indicados). Se analizaron 624 microcultivos (de 7 donantes sanos) mediante una tabla de contingencia
seguida de una prueba exacta de Fisher.

Figura 2: (A) Porcentajes de linfocitos T CD4 productores de citocina entre microcultivos positivos. Catorce dias
después de la estimulacion de PBMC con el polipéptido completo MELOE-1 (2-46), los microcultivos se
reestimularon con cada péptido indicado durante 5 horas. La produccién de IFN-y (panel izquierdo) e IL4 (panel
derecho) se evalu6 luego mediante un triple marcaje de IFN-y-IL4-CD4. Los resultados se analizaron con una
prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida de una prueba posterior de Dunns. (B) Frecuencia de
microcultivos que contienen linfocitos T CD4 especificos para péptidos MELOE-1 (evaluado mediante tincion
intracelular de IFN-y o IL4 después de la reestimulacién con los 3 péptidos indicados). Se analizaron 576
microcultivos (de 10 pacientes con melanoma) mediante una tabla de contingencia seguida de una prueba
exacta de Fisher. Las leyendas A y B se invirtieron en la version que te envié.

Figura 3: Elemento restrictivo de HLA de clones de linfocitos T especificos de MELOE-1 y reactividad contra
lineas celulares de melanoma emparejado con HLA. La restriccion de HLA de los clones de linfocitos T
especificos de MELOE-1 se evalué primero usando anticuerpos de bloqueo anti-HLA (panel superior). Los clones
de linfocitos T se estimularon durante 5 horas en presencia de brefeldina A (10 pyg/ml) o con péptido solo (10 M)
en un ensayo de presentacion automética y en presencia o no de anticuerpos bloqueantes a una concentracion
de 12,5 pg/ml. La restriccion de HLA se confirmé con lineas celulares B-EBV emparejadas con HLA pulsadas 2
horas con el péptido afin, en una relaciéon 1:2 (panel central). La reactividad de cada clon de linfocitos T contra
células de melanoma que expresan HLA-clase Il se evalud en presencia o no de péptido exdgeno (panel inferior).
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Después de 5 horas de estimulacion, las células se tifieron luego con AcM anti-CD4 conjugado con APC, se
fijaron con paraformaldehido al 4 %, se marcaron con AcM anti-TNF-a conjugado con PE y se analizaron
mediante citometria de flujo.

Figura 4: Los epitopos de clase Il se procesan de manera natural a partir del antigeno completo MELOE-1. Las
CD autélogas se cargaron (antes o después de la fijacion) con MELOE-1246 (1 uM) o, como control negativo, con
el péptido Melan-A1e-40L (1 UM) y se dejaron madurar. Los clones de linfocitos T se estimularon con CD en una
proporcion 1:1, durante 5 horas en presencia de Brefeldina A, luego se tifieron con AcM anti-CD3 conjugado con
APC, se fijaron con paraformaldehido al 4 %, se marcaron con AcM anti-TNF-a conjugado con PE y se
analizaron mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran el % de células productoras de TNF-a entre
los linfocitos T CD3 positivos.

Figura 5: Péptidos minimos reconocidos por clones de linfocitos T CD4 especificos de MELOE-1. Los clones de
linfocitos T CD4 especificos de MELOE-1 se incubaron con diversas concentraciones de los péptidos indicados
durante 5 horas en presencia de Brefeldina A. La producciéon de TNF-a se evalu6 mediante marcaje intracelular
con un anticuerpo anti-TNF-a especifico. La secuencia del péptido central se indica en negrita en cada panel de
la figura, y los circulos negros ilustran el péptido que mejor se ajusta.

Tabla I: MELOE-1 y secuencias de péptidos procedentes de MELOE-1.

Secuencias SEQID NO

MSCVGYPDEATSREQFLPSEGAACPPWHPSERISSTLNDECWPASL 20
SCVGYPDEATSREQFLPSEG 1
TSREQFLPSEGAACPPWHPS 10
PSEGAACPPWHPSERISSTL 16
PWHPSERISSTLNDECWPASL 6
AACPPWHPSERISSTLNDECWPASL 17

Péptido
MELOE-1
MELOE-12.21
MELOE-111-30
MELOE-11s.37
MELOE-126.46
MELOE-122.46

Todos los péptidos fueron adquiridos de la compafia Millegen (Francia), con una pureza > 85 %. En negrita se
indican los epitopos superpuestos DR-11 (SEQ ID NO: 18) y DQ-6 (SEQ ID NO: 8) ya descritos, y en cursiva se
indica el epitopo de clase | restringido HLA-A2 (TLNDECWPA, SEQ ID NO: 23)).

Tabla ll: Evaluacién de las respuestas de linfocitos T CD4+ MELOE-1 en PBMC de donantes sanos.

Microcultivos que contienen linfocitos T CD4+ especificos de MELOE-1
(produccion de TNF-a)

Donante

MELOE-12-21 MELOE-111-30 MELOE-118.37 MELOE-126.46 HLA de clase Il

13/96 DPB1* 0902/1501

HD9

9/96 (1,4 % + 0,6)

(24 % £1,5)

6/96 (1,4 % + 0,6)

5/96 (1,5 % + 0,5)

DQB1*0301
DRB1#1104/1201

HD17

6/96 (3,2 % + 1,9)

26/96
(8,2 % +6,5)

7/96 (3 % + 0,7)

10/96 (5,2 % + 4,1)

DPB1* 0401/0301
DQB1*0301/0603
DRB1*1101/1301

HD22

1/96 (1 %)

2/96
(3,9 % + 3,3)

0/96

2/96 (1% £ 0,1)

DPB1* 0401/1101
DQB1*0202
DRB1*0701

HD24

3/96 (1,3 % + 0,8)

46/96 (2 % + 1,4)

0/96

0/96

DPB1* 0401/0101
DQB1*0501/0602
DRB1*0101/1501
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(continuacién)

Microcultivos que contienen linfocitos T CD4+ especificos de MELOE-1
(produccion de TNF-a)
Donante MELOE-12.21 MELOE-111-30 MELOE-11s8.37 MELOE-126-46 HLA de clase |l
3/96 DPB1* 0401/0402
HD25 3/96 (0,6 % £ 0,1) o 0/96 15/96 (1,1 % £ 0,9) | DQR1*0201 DRB1
(1,2% £ 0,7) .
0301
5/96 DPB1 NA DQB1
HD27 0/96 o 0/96 0/96 "501/0201 DRB1
(5%+34) "0101/0301
14/48 DPB1 NA DQNA
o,
HD28 30/48 (2,7 % £ 1,2) (2.4 % £0,9) 0/48 0/96 DR@1 ‘0301

Las PBMC de donantes sanos se estimularon con 10 yM de MELOE-1. Después de 14 dias, se evalu6 la presencia
de linfocitos T CD4 especificos para las diferentes regiones de MELOE-1 mediante la reestimulacién de células con
péptidos MELOE-1221, MELOE- 11130, MELOE-118-37 y MELOE-126.46, seguido por doble tincion de CD4/TNF-a y
analisis de citometria de flujo. Entre paréntesis se indica el % medio de linfocitos T CD4 productores de TNF-a, en
microcultivos positivos. ND: no disponible.

Tabla lll: Evaluacién de las respuestas de linfocitos T CD4+ MELOE-1 en PBMC de pacientes con melanoma.

Microcultivos que contienen linfocitos T CD4 especificos de MELOE-1

Respuestas Th1 (microcultivos positivos para

Respuestas Th2 (microcultivos positivos para

IFN- y) IL4)
MELOE-12-21 MELOE-111-30 MELOE-12246 | MELOE-1221 | MELOE-111.30 | MELOE-122.46
10/48 11/48 1/48 4/48
0,
Pt#1 V4807 %) | (14%+07) | (48%+72) 0/48 (1 %) (0.8 % * 0,3)
4/96 16/96 2/96
Pt£2 | 08%+02) | (16%+12) | (06%+0,02) 0/%6 0/%6 0/%6
Pt#3
DPB1 020
1/2001
) 10/96 5/96 4/96
D e’ | (7% £29) | (162%£33,2) (19%%13) 0/96 0/96 0/96
DRB1%010
1/0701
MELOE- | vELOE-1ras | MELOE- MELOE- MELOE- MELOE-
1221 122-46 2-21 111-30 122-46
9/48 1148
Pt#4 0/48 0% 505) 0/48 07%) 0/48 0/48
1/48 6/48 2/48 1/48
Pt#5 (0.6 %) (1,5 %+ 1,1) 0/48 (0,7 %+ 0,1) 0/48 (0,8 %)
5/48
Pt#6 0/48 5% 51.0) 0/48 0/48 0/48 0/48
28/48 7/48
Pt#7 0/48 0/48 259 555) 0/48 0/48 (15 % 0.7)
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(continuacién)

Microcultivos que contienen linfocitos T CD4 especificos de MELOE-1

Respuestas Th1 (microcultivos positivos para Respuestas Th2 (microcultivos positivos para
IFN-vy) IL4)
MELOE-12.21 | MELOE-11130 | MELOE-12246 | MELOE-1221 | MELOE-11130 | MELOE-12246
2/48 1/48 1/48
Pt#8 0/48 (2.9 % + 0,04) (0,5 %) 0/48 0/48 (0,6 %)
1/48 9/48 3/48
Pt#9 0/48 0/48 0/48 0.6%) | (0,6%+0,09) | (0,7 % +0,15)

Las PBMC de pacientes con melanoma se estimularon con 10 yM de MELOE-1. Después de 14 dias, se evalud la
presencia de linfocitos T CD4 especificos para las diferentes regiones de MELOE-1 mediante la reestimulacion de
células con péptidos MELOE-12-21, Los péptidos MELOE-11130 y MELOE-122-46, seguido de doble tincion CD4/IFN-y
para la deteccién de respuestas Th1, y doble tincion CD4/IL4 para respuestas Th2. Entre paréntesis se indica el %

medio de linfocitos T CD4 productores de citocina, en microcultivos positivos.

Tabla IV: Caracterizacion de TCR y perfil de citocinas de clones de linfocitos T CD4 especificos de MELOE-1
Clon de linfocitos T CD4 especifico de MELOE-12-21 (9C12-DQ1*0202)

Cadena beta CDR3

Perfil de citocinas

Cadena beta V

VB2.1

TN Falto

CDR3 beta

CSA SPDTHWGTDTQ YFG

”:Nalto

cadena beta J

JB 2.3

||_2alto

GM-CSFat

|L4alto

||_5bajo

IL13 ato

IL10"e9

Clon de linfocitos

T CD4 especifico de MELOE-141

-30 (1A5-DRB1*1101)

Cadena beta V

ND

TNFalto

CDR3 beta

ND

IFN alto

cadena beta J

ND

L2 alto

GM-CSFat

IL4beio

IL5 ne9

IL13 neg

IL10"e9

Clon de linfocitos

T CD4 especifico de MELOE-111

30 (5F9-DRB1*0101)

Cadena beta V ND TNFalto
CDR3 beta ND |FN alto
cadena beta J ND |L2 bajo
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(continuacion)

Clon de linfocitos T CD4 especifico de MELOE-1221 (9C12-DQB1*0202)
GM-CSFaite
L4 alto

IL5 ned

IL13 alto

IL10"e9

Clon de linfocitos T CD4 especifico de MELOE-126-46 (4E2-DQB1*0201)

Cadena beta V VB2.1 TNFalto

CDR3 beta CSA SGRRKFYEQ YFG IFN alto

cadena beta J JB2.7 |L2 alto

GM-CSFalte

IL4 atto

|L5bal
IL13 alto
IL10ne9

Los clones de linfocitos T CD4 se estimularon durante 5 horas en presencia de brefeldina A (10 pug/ml) con el péptido
afin (10 uM) en un ensayo de presentacion automatica. Después de 5 horas de estimulacion, las células se tifieron
con AcM anti-CD4 conjugado con APC, se fijaron con paraformaldehido al 4 %, se marcaron con AcM anticitocina
conjugado con PE y se analizaron mediante citometria de flujo.

Ejemplo:

Materiales y métodos

Células

Se obtuvieron muestras de sangre de sujetos sanos y pacientes con melanoma, respectivamente, del Etablissement
Frangais du Sang, Nantes, Francia y del departamento de oncodermatologia, Hospital de Nantes, Francia. Las lineas
celulares de melanoma y B-EBV se mantuvieron en RPMI 1640 (GIBCO) que contenia suero de ternera fetal (FCS,
de sus siglas en inglés) al 10 %. Los linfocitos se cultivaron en suero humano (SH) RPMI 1640 al 8 % con 50 o 75
Ul/ml de interleucina-2 recombinante (IL-2, Chiron, Francia) y 2 nM de L-Glutamina. Para experimentos con células
dendriticas (CD), se us6 RPMI complementado con 20 mg/ml de albumina humana (LFB BIOMEDICAMENTS,
Francia) para evitar la degradacion de péptidos por las proteasas séricas.

Reactivos

Los anticuerpos se adquirieron de BD Biosciences-Francia o de Miltenyi Biotec, Francia. Las citocinas purificadas se
compraron en CellGenix, Alemania. Los diferentes péptidos (Millegen, Francia, pureza > 85 %) utilizados en este
estudio se describen en la Tabla I. Los monémeros HLA-A*0201/MELOE-136-44 fueron generados por la instalacion
de proteinas recombinantes de nuestro instituto (SFR 26).

Generacién y carga de células dendriticas

Los monocitos se purificaron a partir de PBMC de donantes sanos mediante un kit de enriquecimiento de CD14, de
acuerdo con las recomendaciones del proveedor (Stem Cell, Francia). Las células dendriticas inmaduras (CDi) se
generaron mediante el cultivo de monocitos en RPMI complementado con 20 mg/ml de albimina humana, 1000
Ul/ml de GM-CSF y 200 Ul/ml de IL-4 durante 5 dias. Luego, se pulsaron CDi con la proteina MELOE-1 (1 uM)
completa o el Melan-A1s-40 A27L modificado como control negativo (1 pM) y se dejaron madurar con 20 ng/ml de
TNF-a 'y 50 pg/ml de Polil:C durante 4 horas a 37 °C. Finalmente se fijaron durante 1 minuto con PBS/glutaraldehido
al 0,015 %. Alternativamente, las CDi se dejaron madurar primero, se fijaron y luego se pulsaron con antigenos a la
misma concentracion.
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Estimulacion de linfocitos T especificos de MELOE-1

Se cultivaron PBMC de donantes sanos o pacientes con melanoma (2.10° células/pocillo) durante 14 dias con 10 uM
de antigeno completo MELOE-1 (46 aminoacidos) en medio RPMI complementado con SH al 8 %, 50 Ul/ml de rIL-2
(Chiron, Francia) y L-Glutamina, en multiplacas de 96 pocillos. Los microcultivos se reestimularon luego
individualmente con cada péptido superpuesto (MELOE-12-21, MELOE-111-30, MELOE-118-37, MELOE-126-46 0 MELOE-
122-46 para pacientes con melanoma) en presencia de 10 pg/ml de brefeldina A durante 5 horas y el porcentaje de
linfocitos T especificos para CD4+ se evaludé mediante tincion intracelular de TNF-a, IFN-y o IL-4. Se incluy6 un
control negativo sin péptido en todos los experimentos.

Alternativamente, los clones de linfocitos T CD4+ especificos de MELOE-1 se estimularon por CD autélogas
cargadas y maduradas con MELOE-1 en una relacion 1:1.

Clonacion de linfocitos T y caracterizacion de TCR

Los cultivos policlonales que contienen linfocitos T CD4+ especificos se clonaron mediante dilucion limitante como
se describié previamente (Gervois N. et al., 2000). Después de 2 semanas, se comprobo la especificidad de péptido
de cada clon mediante un ensayo de produccion de TNF. Para la secuenciacion de TCR, se extrajo el ARN de 5.108
clones de linfocitos T con el reactivo RNable (Eurobio, Francia) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Las
transcripciones inversas, las amplificaciones por PCR y la secuenciacién se realizaron como se describe (Davodeau
F. et al, 2001). Se utilizé la nomenclatura TCR establecida por Arden et al. (Arden et al., 1995).

Ensayo de produccién de TNF

Los clones de linfocitos T CD4+ se cultivaron durante 5 horas a 37 °C en presencia del péptido 20-mer reconocido.
Se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se midié el TNF en un ensayo biolégico usando citotoxicidad contra el
clon 13 de WEHI 164 (Espevik T. et al., 1986).

Tincién intracelular de citocinas

Los linfocitos se estimularon durante 5 horas en presencia de brefeldina A (10 pg/ml) con péptido solo (10 uM) en un
ensayo de presentacion automatica o con células de melanoma que expresan B-EBV o HLA-clase Il pulsadas 2
horas con el péptido afin, en una proporcion de 1:2. En algunos experimentos, el AcM de bloqueo contra HLA-DP
(clon B7.21 del Dr. Charron, UMR940, Paris), HLA-DQ (clon SPVL3, Beckman Coulter) o HLA-DR (clon L243, BD
Biosciences) se afiadid a una concentracion de 12,5 ug/ml. Las células se tifieron luego con AcM anti-CD4
conjugado con APC, se fijaron con paraformaldehido al 4 %, se marcaron con AcM anticitocina conjugado con PE y
se analizaron mediante citometria de flujo.

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico GraphPad Prism®. Se utilizaron graficos de
barras para comparar las frecuencias de linfocitos T especificos para péptidos procedentes de MELOE-1, en todos
los donantes y pacientes, y se analizaron mediante una tabla de contingencia seguida de una prueba exacta de
Fisher. Se hicieron graficos de puntos de dispersion para comparar el porcentaje de células positivas para TNFa
entre microcultivos positivos y se analizaron con una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis seguida de una prueba
posterior de Dunns).

RESULTADOS

Frecuencia y distribucién de respuestas CD4 especificas de MELOE-1 en PBMC de donantes sanos estimuladas
con antigeno MELOE-1

El propésito fue buscar la existencia de epitopos auxiliares de clase Il a lo largo de la secuencia MELOE-1 (SEQ ID
NO: 20), para documentar la inmunogenicidad de las diferentes regiones de este antigeno de melanoma. Se
estimularon 2.10” PBMC de siete donantes sanos con el antigeno completo MELOE-1 y se probaron, después de un
periodo de cultivo de 14 dias, la presencia de linfocitos T CD4 especificos para cada regién de la proteina. Los
microcultivos se seleccionaron para la produccion de TNFa mediante linfocitos T CD4+, después de la
reestimulacion con cuatro péptidos superpuestos procedentes de MELOE-1 (Tabla 1), en un ensayo de presentacion
automatica. Como se muestra en la tabla Il, todos los donantes exhibieron respuestas de CD4 contra al menos 1 de
4 péptidos superpuestos. Se detectaron respuestas contra la region N-terminal de MELOE-1 (2-21) en 6/7 donantes,
con frecuencias bastante bajas (del 1 al 9 % de los microcultivos positivos que contienen entre del 0,6 al 5,6 % de
los linfocitos T CD4 productores de TNFa), excepto en el donante sano HD28, que exhibié un 62 % de microcultivos
positivos. La regidon 11-30 parece especialmente inmunogénica, con respuestas especificas de CD4 detectadas en
cada donante analizado (del 2 al 48 % de los microcultivos positivos que contienen entre el 0,7 y el 24 % de las
linfocitos T CD4 productores de TNFa), y con frecuencias muy altas en tres donantes (HD17, HD24 y HD28). Por el
contrario, la regién central 18-37, que contiene un epitopo restringido por DR11 ya descrito (24-37) ubicado justo al
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final de este péptido de 20 meros (Rogel et al., 2011), indujo respuestas especificas en microcultivos procedentes de
solo 2/7 donantes (HD9 y HD17, ambos expresando el elemento DR11). En estos dos donantes, Se detecté un6y 7
% de microcultivos positivos, que contienen entre un 0,6 y 3,7 % de linfocitos T CD4 productores de TNFa.
Finalmente, la regién C-terminal (26-46), que contiene un epitopo restringido por DQ6 ya descrito (Rogel et al.,
2011), fue reconocida por microcultivos estimulados de 4 de 7 donantes (no todos expresan el elemento DQ6), con
frecuencias que varian del 2 al 16 % de los microcultivos que contienen entre un 0,5 y un 16 % de los linfocitos T
CD4 productores de TNFa. En general, la frecuencia de los microcultivos positivos para MELOE-11130 fue
significativamente mayor que la frecuencia de los microcultivos especificos para las otras tres regiones de MELOE-1
(Figura 1B) (p < 0,0001). Las dos regiones terminales (2-21 y 26-46) fueron equivalentes en términos de frecuencias
de microcultivos positivos, y estas dos regiones indujeron significativamente mas respuestas que la region central
18-37 (Figura 1A). Sin embargo, las fracciones medias de los linfocitos T reactivos CD4 inducidos en microcultivos
positivos no fueron significativamente diferentes de una regién a otra (Figura 1B).

Frecuencia, distribucion y perfil Th de respuestas CD4 especificas de MELOE-1 en PBMC de pacientes con
melanoma estimuladas con antigeno MELOE-1

Para confirmar la inmunogenicidad de cada regién MELOE-1 en pacientes con melanoma, se estimularon PBMC de
pacientes con melanoma con la proteina completa MELOE-1 y se probo la reactividad de los linfocitos estimulados
hacia las tres regiones mas inmunogénicas: 2-21, 11-30, y 22-46. Para este estudio, en lugar de exponer los
microcultivos con el péptido 18-37, que parecia pobremente inmunogénico, se extendié a la region C-terminal de 26-
46 a 22-46, para detectar también respuestas al epitopo restringido por HLA-DR11 previamente descrito (24-37). De
hecho, la ubicacion de este epitopo justo al final del péptido 18-37 podria ser perjudicial para la deteccion de
respuestas especificas en contextos DR adicionales, y previamente se demostré que los linfocitos T CD4 especificos
para el epitopo MELOE-124.35 fueron inducidas eficazmente por la estimulacién del péptido 22-46 (Rogel et al.,
2011). Se probo la induccién de respuestas especificas de CD4 a partir de PBMC estimuladas por MELOE-1 de 10
pacientes con melanoma. Se documentaron respuestas CD4 especificas para la regién central de MELOE-1 (11-30)
para 7/9 pacientes, mientras que las respuestas especificas para MELOE-1221 y MELOE-12246 se detectaron
respectivamente en 4/9 y 5/9 pacientes (Tabla Ill). Estas respuestas fueron principalmente respuestas Th1
(produccion de IFN-g), mientras que se detectaron respuestas Th2 menos frecuentes especificas para las tres
regiones de MELOE-1 en 3/9 pacientes para MELOE-12-21, 2/9 pacientes para MELOE-11130 y 5/9 pacientes para
MELOE-12246 (Tabla Ill). Considerando las diversas regiones de MELOE-1, las respuestas Th1 especificas para la
region N-terminal de MELOE-1 (2-21) fueron significativamente menos frecuentes que las especificas para la region
central (p < 0,0001) y la region C-terminal (p = 0,0001), con respectivamente un 3,3 %, 10,8 % y 9,6 % de 576
microcultivos probados (Figura 2A). Con respecto a las respuestas Th2, mucho menos frecuentes, la regiéon C-
terminal parecié inducir con mayor frecuencia el crecimiento de linfocitos T CD4 productores de IL-4 que las otras
dos regiones (Figura 2A). Como se observo para los donantes sanos, incluso si las frecuencias eran diferentes, la
fraccion media de linfocitos T reactivos (Th1 y Th2) inducidos en microcultivos positivos no fue significativamente
diferente de una regién a otra (Figura 2B). En resumen, la estimulacién de las PBMC del paciente con MELOE-1
indujo respuestas Th1 especificas para diversos epitopos ubicados a lo largo de la secuencia de proteinas, y entre
las diferentes regiones, la regién central (11-30) y la region C-terminal (22-46) parecian ser especialmente
inmunogeénicas en términos de frecuencia de respuestas.

Produccién y caracterizacion de clones de linfocitos T CD4 especificos para las diferentes regiones de MELOE-1

Para caracterizar formalmente los epitopos reconocidos, se obtuvieron clones de linfocitos T CD4 especificos para
cada region de MELOE-1 mediante la limitacion de la dilucién, a partir de microcultivos de donantes sanos o
pacientes con melanoma, que contenian al menos un 0,5 % de linfocitos T CD4 especificos. Se lograron obtener
clones de linfocitos T especificos de CD4 de microcultivos HD17, HD22, HD25 y Pt # 3, que fueron reactivos contra
MELOE-12-21 (HD22), MELOE-11130 (HD17 y Pt#3) y MELOE-12646 (HD25). De cada experimento de clonacion, se
obtuvieron entre uno y diez clones de linfocitos T CD4 reactivos, que resultaron ser el mismo clonotipo después de la
secuenciacion de CDR3B (Tabla IV). Se us6 un solo clon de linfocitos T CD4 para cada especificidad para
experimentos adicionales. La restriccion de HLA se determiné para cada clon de linfocitos T, primero mediante el
uso de anticuerpos monoclonales bloqueadores de HLA-clase Il (Figura 3, panel superior), y luego mediante la
prueba del reconocimiento de lineas celulares B-EBV coincidentes con HLA cargadas con cada péptido largo
reconocido (Figura 3, panel central). Los dos clones de linfocitos T llamados 9C12 y 4E2, procedentes de HD22 y
HD25 y especificos para MELOE-12.21 y MELOE-12646 fueron restringidos por las moléculas HLA-DQB1*0202 y
DQB1*0201 respectivamente. Como, estos dos donantes eran homocigotos para el locus HLA-DQ, se probé una
Unica linea de células B-EBV coincidentes con HLA-DQ para confirmar la restriccion de HLA de estos dos clones de
linfocitos T CD4. Como se muestra en la figura 3 (panel superior), los otros dos clones de linfocitos T 1A5 y 5F9
reconocieron la regiéon 11-30 de MELOE-1, en un contexto HLA-DR. El uso de lineas celulares B-EBV coincidentes
con HLA permitio precisar que el clon de linfocitos T 1A5 estaba restringido por la molécula HLA-DRB1*1101 y el
clon de linfocitos T 5F9 por la molécula HLA-DRB1*0101.

Ademas, se probd la reactividad de estos clones de linfocitos T CD4 contra lineas celulares de melanoma

coincidentes con HLA positivas para la expresion de meloe, mediante andlisis qPCR. Todas las lineas celulares de
melanoma probadas expresaron HLA-DQ y DR en la superficie celular. Todos los clones de linfocitos T fueron
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reactivos contra las lineas celulares de melanoma coincidente con HLA cuando se cargaron con el péptido afin
(Figura 3, panel inferior, barras negras). Los dos clones de linfocitos T restringidos a DQ2 fueron reactivos contra las
lineas celulares de melanoma DQB1*0201 y 0202 cargadas con péptido. En ausencia de péptido, solo el clon de
linfocitos T restringido por 4E2 DQ (1*0201 pudo reconocer la linea celular de melanoma M77 no cargada (también
DQB1*0201), pero no la linea celular de melanoma DQB1*0202, M88. De manera similar, el clon 5F9 de linfocitos T
restringido por DR1 también reconocié una de la linea celular de melanoma DRB1*0101, en ausencia de péptido
exogeno (M101).

También se documenté el perfil de T auxiliar de cada clon de linfocitos T, mediante la estimulacion de los clones de
linfocitos T CD4 con el péptido afin y el analisis de la produccién de citocinas. Todos los clones expresaron citocinas
Th1 (TNFa, IFNy, IL2 y GM-CSF). Por el contrario, estos clones difieren en su expresion de citocinas Th2. De hecho,
los dos clones de linfocitos T restringidos a DQ2 (9C12 y 4E2) y el restringido por DR1 (5F9) también expresan
fuertemente dos citocinas Th2 (IL4 e IL13), mientras que el clon de linfocitos T restringido por DR11 solo expresé
débilmente IL4 (Tabla IV). Ninguna de los linfocitos T CD4 expresa IL10 o IL5 a un nivel significativo.

Procesamiento de los epitopos reconocidos a partir de CD autdlogas cargadas con antigeno MELOE-1

La estimulacion inicial de PBMC se llevé a cabo con el antigeno completo MELOE-1 vy, por lo tanto, se supone que
las respuestas de los linfocitos T CD4 se generaron contra los péptidos procesados de manera natural por los
monocitos. Sin embargo, no se podia excluir formalmente que el periodo de cultivo de 14 dias generd artificialmente
epitopos de clase Il mas cortos que provocaron respuestas de linfocitos T CD4. Por lo tanto, seguia siendo crucial
evaluar que todos estos nuevos epitopos fueron procesados de manera natural por células dendriticas autdlogas
cargadas con proteina completa MELOE-1, en medio sin suero. Con este fin, se cargaron CDi autélogas con 1 uyM
de antigeno MELOE-1 en medio sin suero, en presencia de agentes de maduracién, y se fijaron estas CD antes de
la estimulacion de los clones de linfocitos T especificos de CD4. En estas condiciones, los cuatro clones de linfocitos
T fueron reactivos frente a CD autélogas cargadas con MELOE-1 (Figura 4, panel izquierdo), mientras que no se
pudo detectar ninguna reactividad de clones de linfocitos T CD4 a CD cargadas con un péptido largo irrelevante,
sintetizado en las mismas condiciones (Melan-A1s-40L).

Como control adicional, se cargaron CD autdlogas con MELOE-1 después de la fijacion de las CD, y se pudo
observar solo un reconocimiento débil por clones de linfocitos T CD4 especificos, lo que indica que solo una
pequefa fraccion de la proteina se habia degradado externamente en péptidos mas cortos (Figura 4, panel
derecho). Por lo tanto, los cuatro nuevos epitopos identificados mediante la estimulacion de PBMC, se procesan de
manera natural a partir del antigeno MELOE-1.

Caracterizacién de los epitopos minimos reconocidos

Los clones de linfocitos T fueron reactivos contra péptidos de 20 meros que probablemente no son los péptidos
exactos procesados de manera natural. Para identificar formalmente los epitopos minimos reconocidos, se probaron
péptidos mas cortos procedentes de cada una de las regiones reconocidas por MELOE-1, elegida en base a la
secuencia de péptidos centrales que supuestamente deben ser reconocidos por los clones de linfocitos T (indicado
en negrita en la Figura 5).

Tres péptidos mas cortos fueron mejor reconocidos por el clon de linfocitos T 9C12 restringido por DQ2, el mas corto
fue MELOE-17-19 (13-mer), reconocido con una CEso de 100 nM. La eliminacién de los dos aminoacidos en el
extremo C reduce en gran medida el reconocimiento de clones de linfocitos T. El otro clon de linfocitos T restringido
por DQ2 (4E2) reconocio mejor un péptido de 14 mer (31-44) también con una CEso de 100 nM, y también reconocio
en menor medida el epitopo 32-44 (Figura 5) descrito anteriormente en el contexto de HLA-DQB1*0603 (Rogel et al.,
2011). Con respecto a los clones de linfocitos T restringidos a DR, los péptidos mas cortos 6ptimos fueron péptidos
de 13 mer, MELOE-115.27 para el clon 1A5 de linfocitos T restringido por DRB1*1101 (CEso = 100 nM) y MELOE-111-23
0 MELOE-112-24 para el restringido por DRB1*0101 (Figura 5). No obstante, todos estos clones reconocieron una
serie de péptidos acortados, por lo que no se puede evaluar formalmente que los mas cortos seran los péptidos
exactos que se presentan de manera natural en las moléculas de clase Il.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSERM

<120> NUEVO PEPTIDO ANTIGENO DE MELANOMA Y USOS DEL MISMO
<130> BIO12148 LABARRIERE

<160> 37

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
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<400> 1

Ser Cys Val Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu
1 5 10 15

Pro Ser Glu Cys
20

<210>2
<211>16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 2

Val Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser
1 5 10 15

<210>3
<211>14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 3

Val Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu
1 5 10

<210> 4
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 4

Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser
1 5 10 15

<210>5
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 5

Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser
1 5 10
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<210>6
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 6

Pro Trp His Pro Ser Glu Arg Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys

1 5 10 15

Trp Pro Ala Ser Leu
20

<210>7
<211>14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 7

Arg Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala Ser
1 5 10

<210> 8
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 8

Arg Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5 10

<210>9
<211>14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 9

Glu Arg Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5 10

<210>10
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 10

Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro

1 5 10 15

Trp His Pro Ser
20

<210> 11
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 11

Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp
1 5 10 15

<210> 12
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 12

Glu Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp

<210> 13
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 13

Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp
1 5 10

<210> 14
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
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<223> péptido

<400> 14

Thr Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala
1 5 10

<210> 15
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 15

Ser Arg Glu Gln Phe Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys
1 5 10

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 16

Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg Ile
1 5 10 15

Ser Ser Thr Leu
20

<210> 17
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 17

Ala Ala Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg Ile Ser Ser Thr Leu
1 5 10 15

Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala Ser Leu
20 25

<210> 18
<211>14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

25
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<223> péptido

<400> 18

Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg Ile Ser Ser Thr Leu
1 5 10

<210>19
<211>13
<212> PRT

10 <213> Artificial

<220>
<223> péptido

15 <400> 19

Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg Ile Ser Ser Thr
1 5 10

<210> 20

20 <211> 46
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
25 <223> péptido

<400> 20

Met Ser Cys Val Gly Tyr Pro Asp Glu Ala Thr Ser Arg Glu Gln Phe
1 5 10 15

Leu Pro Ser Glu Gly Ala Ala Cys Pro Pro Trp His Pro Ser Glu Arg
20 25 30

30

Ile Ser Ser Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala Ser Leu
35 40 45

<210> 21
<211> 25

35 <212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

40
<400> 21

Gly His Gly His Ser Tyr Thr Thr Ala Glu Glu Leu Ala Gly Ile Gly
1 5 10 15

Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Val Leu
20 25

45 <210> 22
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<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(2)..(2)
<223>XeslL,M,V,l0Q

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(9) .. (9)
<223>XesA,VolL

<400> 22

<210> 23
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 23

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 24

<210> 25
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 25

ES 2750367 T3

Thr Xaa Asn Asp Glu Cys Trp Pro Xaa
1 5

Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5

Thr Met Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala
1 5
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<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 26

<210> 27
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 27

<210> 28
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 28

<210> 29
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 29

<210> 30

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala

1

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala

1

Thr Gln Asn Asp Glu Cys Trp Pro Ala

1

Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val

1

ES 2750367 T3

5

5

5

5

Thr Met Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1

5
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<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 30

<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 31

<210> 32
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 32

<210> 33
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 33

<210> 34
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

ES 2750367 T3

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

Thr Gln Asn Asp Glu Cys Trp Pro Val
1 5

Thr Leu Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5
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<400> 34

<210> 35
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 35

<210> 36
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 36

<210> 37
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 37

ES 2750367 T3

Thr Met Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

Thr Val Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

Thr Ile Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

Thr Gln Asn Asp Glu Cys Trp Pro Leu
1 5

30
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65
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido antigénico de melanoma que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, en donde
dicho péptido es una secuencia de aminoacidos de menos de 20 aminoacidos de longitud, para su uso en la
prevencién o en el tratamiento de melanoma en un paciente.
2. El péptido antigénico de melanoma para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho péptido es una
secuencia de aminoacidos de menos de 15 aminoacidos de longitud, o en donde dicho péptido antigénico de
melanoma consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 11.

3. Una proteina de fusién que comprende el péptido antigénico de melanoma como se define en la reivindicacion 1 o
2 y un péptido antigénico de melanoma que comprende el motivo de aminoécido:

- TXaNDECWPXg (SEQ ID NO: 23)

en donde X2 es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xe es alanina, valina o leucina, para su uso en la
prevencion o en el tratamiento de melanoma en un paciente.

4. El péptido antigénico de melanoma o la proteina de fusiéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde el paciente se genotipa con alelos HLA-DRB1*1101 o HLA-DRB1*0101.

5. Un linfocito T que reconoce especificamente el péptido antigénico de melanoma como se define en la
reivindicacion 1 o 2, o el péptido antigénico de melanoma como se define en la reivindicacion 1 o 2 comprendido en
la proteina de fusion como se define en la reivindicacion 3, para su uso en la prevencion o en el tratamiento de
melanoma en un paciente.

6. El linfocito T para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde dicho linfocito T se debe volver a
administrar al paciente.

7. Un método para producir linfocitos T como se define en la reivindicaciéon 5, comprendiendo dicho método las
etapas de:

(a) estimular PBMC, o linfocitos infiltrantes de tumores, obtenidos de un paciente, con al menos un péptido
antigénico de melanoma como se define en la reivindicacion 1 o 2 o la proteina de fusién como se define en la
reivindicacion 3,

(b) enriquecer la poblacién de linfocitos T especificos para el péptido(s) antigénico de melanoma utilizado en (a),

c) opcionalmente, clonar dicha poblacion de linfocitos T especificos para el péptido(s) antigénico de melanoma
utilizado en (a).

8. Un péptido antigénico de melanoma que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, en donde
dicho péptido tiene una secuencia de aminoacidos de menos de 15 aminoacidos de longitud, o consiste en la
secuencia de SEQ ID NO: 11.

9. El péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicho péptido consiste en la
secuencia de SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

10. Una proteina de fusién que comprende el péptido antigénico de melanoma como se define en la reivindicacion 8
0 9y un péptido antigénico de melanoma que comprende el motivo de aminoacido:

- TX2NDECWPXs (SEQ ID NO: 23)
en donde Xz es leucina, metionina, valina, isoleucina o glutamina y Xg es alanina, valina o leucina.

11. Una secuencia de &cido nucleico que codifica el péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la
reivindicacion 8 o0 9 o la proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Un vector de expresion que comprende la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 11.
13. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 12.

14. Un anticuerpo o fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo se une al péptido
antigénico de melanoma de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9.

15. Una composicion inmunizante que comprende:

31
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a) al menos un péptido antigénico de melanoma de acuerdo con la reivindicacién 8 0 9, o
b) al menos una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 10, o

c) al menos una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o

d) al menos un vector de expresion de acuerdo con la reivindicaciéon 12, o

e) al menos una célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 13, o

f) al menos un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 14.

(
(
(
(
(
(
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