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DESCRIPCION
Polipéptidos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un polipéptido y a una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia
de nucledtidos que codifica los polipéptidos. La invencion también se refiere a un coctel de polipéptidos y a un coctel
de moléculas de acido nucleico. La invencién se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende
dicho polipéptido, molécula de acido nucleico o coctel de los mismos. Ademas, la presente invencion se refiere al
polipéptido, molécula de acido nucleico, coctel o composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento o profilaxis
de cancer.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una enfermedad caracterizada por un crecimiento nuevo y anormal de células dentro de un individuo. El
cancer se desarrolla a través de un proceso de varias etapas que implica varios eventos mutacionales que permiten
que se desarrollen células cancerosas, es decir, células que muestran las propiedades de invasion y metastasis. En
términos generales, existen dos clases de genes en los que se puede producir mutaciones y provocar cancer: los
oncogenes y los genes supresores de tumores. La activacion de los oncogenes da lugar a nuevas propiedades de la
célula, tal como el crecimiento y la division hiperactivos, la proteccion contra la muerte celular programada, la
pérdida de respeto por los limites normales de los tejidos y la capacidad de establecerse en diversos entornos
tisulares. Los genes supresores de tumores se pueden inactivar, lo que permite la pérdida de funciones normales en
la célula, tales como la replicacion precisa del ADN, el control sobre el ciclo celular, la orientacion y la adhesion
dentro de los tejidos y la interaccion con las células protectoras del sistema inmunitario.

Se han propuesto numerosos enfoques para el tratamiento y la profilaxis del cancer. Un enfoque es el uso de
péptidos antigénicos que comprenden fragmentos de antigenos tumorales especificos. Dichos péptidos antigénicos,
cuando se administran a un individuo, provocan una respuesta de linfocitos T restringida por MHC de clase | o clase
Il contra células que expresan los antigenos tumorales especificos.

Debe tenerse en cuenta que para que se produzca dicha respuesta de linfocitos T, el polipéptido antigénico debe
presentarse en una molécula MHC. Existe una amplia gama de variabilidad en las moléculas MHC en poblaciones
humanas. En particular, diferentes individuos tienen diferentes alelos HLA que tienen una afinidad de unién variable
por los polipéptidos, dependiendo de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos. Por lo tanto, un individuo que
tiene un alelo HLA particular puede tener moléculas MHC que se uniran a un polipéptido de una secuencia concreta,
mientras que otros individuos que carecen del alelo HLA tendran moléculas MHC incapaces de unirse y presentar el
polipéptido (o, al menos, sus moléculas MHC tendran tienen una afinidad muy baja por el polipéptido y lo presentan
en un nivel relativamente bajo).

También se ha propuesto proporcionar una vacuna que comprende una molécula de acido nucleico que codifica
dicho péptido antigénico. Dicha vacuna funciona mediante un principio similar, excepto que después de la
administracion de la vacuna a un individuo que necesita tratamiento, la molécula de acido nucleico se transcribe (si
es una molécula de ADN) y se traduce para sintetizar el péptido que después se une a y se presenta por una
molécula de MHC como se describe anteriormente.

La telomerasa es una enzima que tiene la funcion de replicar el extremo 3' de las regiones de los telémeros de las
cadenas de ADN lineales en las células eucariotas, ya que estas regiones no se pueden extender por la enzima ADN
polimerasa de la manera normal. La enzima telomerasa comprende una subunidad telomerasa transcriptasa inversa
("TERT" 0 "hTERT" para seres humanos) y ARN de telomerasa. Al utilizar el ARN de la telomerasa como molde, la
subunidad telomerasa transcriptasa inversa agrega una secuencia repetitiva al extremo 3 'de los cromosomas en las
células eucariotas para extender el extremo 3' de la cadena de ADN.

Se ha observado que la enzima telomerasa se activa en la gran mayoria de todos los tumores humanos. Se cree
que esto ocurre porque, sin la expresion de la enzima telomerasa, los teldmeros de las células se pierden
gradualmente y la integridad de los cromosomas disminuye con cada ronda de division celular de una célula, lo que
finalmente da como resultado la apoptosis de las células. Por lo tanto, la expresion de la enzima telomerasa es
generalmente necesaria para que se desarrolle una célula cancerosa porque sin dicha expresion, con frecuencia, la
muerte celular programada ocurrira de manera predeterminada. En vista del papel de la activacion de la telomerasa
en el cancer, la telomerasa se ha considerado como un antigeno tumoral especifico y, por lo tanto, como una posible
diana para la terapia contra el cancer.

El documento WO03/038047 divulga un péptido designado como T672 que se informa que provoca una respuesta
proliferativa de linfocitos T a partir de células de donantes sanos. También se divulgan otros péptidos de hTERT,
pero no se sometieron a ninguna prueba experimental.
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El documento WOO00/02581 divulga polipéptidos de telomerasa que provocan una respuesta de linfocitos T
restringida por MHC de clase | y/o clase Il. Uno de los polipéptidos divulgados (que tiene la secuencia de
aminoacidos EARPALLTSRLRFIPK, que también se conoce como GV1001) se esta sometiendo a un ensayo clinico
de fase Ill (Telo Vac) en el Reino Unido en pacientes con cancer de pancreas como tratamiento de vacuna. R.
Schroers et al. (Cancer Research, 62, 2600-2605, 1 de mayo de 2002) divulga un epitopo de hTERT restringido por
HLA DRY.

El documento W0O02/094312 divulga determinados polipéptidos derivados de hTERT.

Liu JP et al (2009, Telomerase in cancer immunotherapy Biochim Biophys Acta. 12 de septiembre) revis6 26
péptidos hTERT que habian demostrado inducir respuestas inmunitarias eficaces en células tumorales positivas para
hTERT.

Las células dendriticas transfectadas con ARNm de hTERT también se han empleado anteriormente para tratar
pacientes con cancer de prostata metastasico (Su et al, 2005, Telomerase mRNA-transfected dendritic cells
stimulate antigen-specific CD8+ and CD4+ T cell responses in patients with metastatic prostate cancer. J Immunol.
174(6):3798-807). Su et al demostraron una generacion exitosa de respuestas de linfocitos T especificos de hTERT
medidas como linfocitos T CD8+ secretores de IFNy y destruccion mediada por LTC de dianas de hTERT. Cuatro
pacientes también experimentaron respuestas clinicas parciales. Sin embargo, no se caracterizaron epitopos de
hTERT en estos estudios.

Siempre existe la necesidad de mas polipéptidos antigénicos (y moléculas de acido nucleico que codifiquen dichos
polipéptidos) para el tratamiento del cancer, tal como los polipéptidos que pueden provocar una respuesta
inmunitaria mas eficaz en individuos y/o polipéptidos que se presentan por alelos HLA presentes en una mayor
proporcion de la poblacion.

La presente invencién busca satisfacer uno o mas de los problemas anteriores.
Sumario de la invencion
La presente invencion se define de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 1, en donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

Se aisla el polipéptido, es decir que no forma parte de la proteina (hnTERT) en la que se produce de forma natural.

El polipéptido es capaz de provocar una respuesta de linfocitos T en un paciente sano con un alelo HLA apropiado
para mostrar el polipéptido.

El polipéptido comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1 que incorpora las secuencias de las SEQID NO: 2y 3y
no es necesario que sea adicional a las secuencias de las SEQ ID NO: 2y 3.

Ventajosamente, el polipéptido tiene menos o igual a 80 o 50 o igual a 30 aminoacidos de longitud.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico que
consiste en una secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido de acuerdo con la invencion.

Se aisla la molécula de acido nucleico, es decir que no forma parte del gen (el gen de la telomerasa) en el que se
produce de forma natural.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién, se proporciona un céctel de polipéptidos que comprende
al menos dos polipéptidos diferentes que comprenden secuencias seleccionadas del grupo que consiste en:

i)SEQIDNO: 207,
en donde cada polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud. Se prefiere que dichos al menos dos
polipéptidos sean diferentes en el sentido de que la secuencia definida en i) es diferente para cada polipéptido.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona un coctel de polipéptidos que
comprende al menos dos polipéptidos diferentes, en donde los al menos dos polipéptidos diferentes comprenden un
coctel de polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en:

i) un coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 7; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9;

ii) un coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 8; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9; y
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i) un coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende
la secuencia de la SEQ ID NO: 8; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 10,
en donde cada polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencion, se proporciona un coctel de moléculas de acido nucleico
que comprende al menos dos moléculas de acido nucleico diferentes, en donde las al menos dos moléculas de acido
nucleico diferentes comprenden un cdctel de moléculas de acido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:

i) un céctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 7; y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9;

ii) un coctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 8;y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9; y

i) un coctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 8;y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 10, en donde cada polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de
longitud.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido de la invencién, una molécula de acido nucleico de la invencién, un coctel de polipéptidos
de la invencién o un céctel de moléculas de acido nucleico de la invencion y un adyuvante, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, otro ingrediente terapéutico.

Preferentemente, el polipéptido, molécula de acido nucleico, céctel de polipéptidos o coctel de moléculas de acido
nucleico esta presente en una cantidad de entre 1 y 500 pg.

De manera conveniente, el polipéptido, la molécula de acido nucleico, un polipéptido del céctel de polipéptidos o una
molécula de acido nucleico del céctel de moléculas de acido nucleico esta acoplado a un vehiculo inmunogénico.

Preferentemente, el polipéptido o un polipéptido del coctel de polipéptidos esta unido a una sustancia adicional.

De manera conveniente, la sustancia adicional se selecciona del grupo que consiste en: un lipido, un azucar, una
cadena de azucar, un grupo acetilo, un polimero natural y un polimero sintético.

Ventajosamente, el polipéptido o un polipéptido del coctel de polipéptidos tiene la forma de un conjugado de
lipopéptido.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencién, se proporciona un polipéptido de la invencién, una
molécula de acido nucleico de la invencién, un céctel de polipéptidos de la invencién, un coctel de moléculas de
acido nucleico de la invencion o una composiciéon farmacéutica de la invenciéon para su uso en medicina.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencion, se proporciona un polipéptido para su uso en medicina
que comprende una secuencia seleccionada de: las SEQ ID NO: 2, 7, u 8, en donde el polipéptido tiene menos de
100 aminoacidos de longitud.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico para su
uso en medicina en donde la molécula de acido nucleico consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 2 u 8, en
donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

Ventajosamente, el polipéptido, molécula de acido nucleico, coctel de polipéptidos, coctel de moléculas de acido
nucleico o composicién farmacéutica es para su uso en el tratamiento o profilaxis de cancer.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a los polimeros de aminoacidos en los que uno o
mas restos de aminoacidos son un resto modificado, o un resto de origen no natural, tal como un mimético quimico
artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a los polimeros de aminoacidos de origen
natural.
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El término "aminoacido" como se usa en el presente documento, se refiere a aminoacidos de origen natural y
sintético, asi como a analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que tienen una funcion que es similar a
los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos de origen natural son los codificados mediante el codigo
genético, asi como los modificados después de la traduccién en células (por ejemplo, hidroxiprolina, gamma-
carboxiglutamato y O-fosfoserina). La expresion "analogo de aminoacido" se refiere a compuestos que tienen la
misma estructura quimica basica (un carbono alfa unido a un hidrégeno, un grupo carboxi, un grupo amino y un
grupo R) como un aminoacido de origen natural pero tiene un grupo R modificado o cadenas principales modificadas
(por ejemplo, homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio). La expresién "mimético de
aminoacidos" se refiere a compuestos quimicos que tienen estructuras diferentes pero que tienen funciones
similares a los aminoacidos de origen natural.

El término "fragmento" como se usa en el presente documento, en relaciéon con un polipéptido significa una serie
consecutiva de aminoacidos que forman parte del polipéptido. Un "fragmento inmunogénico" de un polipéptido es un
fragmento como se define previamente que es capaz de provocar una respuesta inmunitaria, tal como una respuesta
de linfocitos T, cuando se administra a un individuo.

Los términos "gen", "polinucledtidos"” y "moléculas de acido nucleico" se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a un polimero de multiples nucleétidos. Las moléculas de acido nucleico pueden
comprender acidos nucleicos de origen natural o pueden comprender acidos nucleicos artificiales tales como acidos
nucleicos peptidicos, morfolina y acido nucleico bloqueado, asi como acido nucleico de glicerol y acido nucleico de
treosa.

El término "nucledtido”, como se usa en el presente documento, se refiere a nucleotidos de origen natural y analogos
de nucledétidos sintéticos que son reconocidos por enzimas celulares.

El término "tratamiento"”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier tratamiento parcial o
completo e incluye: inhibir la enfermedad o sintoma, es decir, detener su desarrollo; y aliviar la enfermedad o
sintoma, es decir, causar regresion de la enfermedad o sintoma.

En la presente memoria descriptiva, el porcentaje de "identidad" entre dos secuencias se determina utilizando el
algoritmo BLASTP version 2.2.2 (Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang,
Zheng Zhang, Webb Miller y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402) utilizando parametros predeterminados. En
particular, se puede acceder al algoritmo BLAST en internet utilizando la URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico de barras que resume las respuestas de linfocitos T a hTERT detectadas en pacientes
con cancer de pancreas vacunados con CD transfectadas con ARNm de hTERT. En muestras de varios
momentos a lo largo de un programa de vacunacion, se detectaron respuestas de linfocitos T contra 24 péptidos
hTERT solapantes de 15 meros. Se midi6é la proliferacion en respuesta a las PBMC cargadas con péptido
mediante la incorporacion de 3H-timidina. Un indice de estimulacién de> 2 se considera una respuesta
inmunitaria.

La Figura 2 es una serie de diagramas que muestran la deteccion de linfocitos T CD8+ restringidos por HLA-A2
especificos de hTERT mediante citometria de flujo en pacientes con cancer vacunados. Las PBMC se tifieron
directamente después del aislamiento sin estimulacion previa con antigeno. La tincién con pentameros se
muestra en linfocitos seleccionados de linfocitos CD8+ CD3+. La tincion de fondo se muestra en la grafica con
pentamero irrelevante (péptido de VIH), las graficas de pentameros hTERT muestran la tincién para dos nuevos
péptidos hTERT en un paciente con cancer de pancreas (A) (el péptido denominado 720GLL corresponde a la
SEQ ID NO: 3; el péptido denominado728PLT corresponde a la SEQ ID NO: 6) y para un tercer péptido hTERT
detectado en un paciente con cancer de pulmon (B) (el péptido denominado 613RPA corresponde a SEQ ID
NO: 5), este ultimo en dos momentos diferentes, con cinco afios de diferencia. Se analizaron 45 000 linfocitos T
CD8+.

La Figura 3 es un grafico que muestra la proliferacion de linfocitos T en respuesta al péptido GV1001 (SEQ ID
NO: 10), 663-677 (15 meros) (SEQ ID NO: 2) y 660-689 (30 meros) ( SEQ ID NO: 1). El indice de estimulacion es
una medida de cuantas veces por encima del fondo es la proliferacion especifica de péptidos.

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados de los clones de linfocitos T CD4+ que demuestran la
proliferaciéon especifica de péptidos en respuesta a la disminucién de las concentraciones de péptidos. Un valor
superior a 2 se considera una respuesta positiva.

La Figura 5 es un grafico que muestra los resultados de la deteccién de linfocitos T CD8+ especificos para los
péptidos de 9 o 10 meros de las SEQ ID NO: 3, 4 y 6 directamente en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de muestras de sangre de pacientes. El péptido 615-624 (SEQ ID NO: 4) no se probd en los
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dos ultimos pacientes. Los pacientes son HLA-A2+. La tincién de fondo con pentamero irrelevante fue < 0,05%.

La Figura 6 es un grafico que muestra los resultados de la deteccion de linfocitos T CD8+ especificos para el
péptido de 9 meros 613-621(SEQ ID NO: 5) en un paciente con cancer de pulmén que ha estado en remision
completa durante varios afios después de la vacunacion con GV1001 (SEQ ID NO: 10). El paciente es HLA-B7+.
Posteriormente, el paciente ha sido vacunado cada 6 meses y todavia se puede detectar una poblacion estable
de linfocitos T CD8+ especificos para el péptido hTERT 613-621 seis afios después de que el paciente
experimentara la remision completa. Se detectd una segunda poblacion menor de LTC especificos para otro
epitopo de LTC, 672-681 (SEQ ID NO: 25), en algunos momentos.

La Figura 7 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un paciente con melanoma después de la vacunacion con GV1001 (SEQ ID NO: 10).

La Figura 8 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un paciente con cancer de pulmén después de la vacunacion con GV1001 (SEQ ID NO: 10).

La Figura 9 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un paciente con cancer de colon después de la vacunacion con GV1001 (SEQ ID NO: 10).

La Figura 10 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un segundo paciente con melanoma después de la vacunaciéon con GV1001 (SEQ ID NO: 10).

La Figura 11 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un paciente con cancer de pancreas después de la vacunacion con CD transfectadas con ARNm de
hTERT. Los resultados mostrados son para el mismo paciente que en la Figura 1.

La Figura 12 es un grafico que muestra la respuesta de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en un paciente con cancer de pulmén después de la vacunacion con CD transfectadas con ARNm de
hTERT.

La Figura 13 es un grafico que muestra la respuesta espontanea de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos
solapantes hTERT en un tercer paciente con melanoma que no ha sido vacunado.

La Figura 14 es un grafico que muestra un resumen de los resultados de las Figuras 7 a 13 para péptidos hTERT
seleccionados.

La Figura 15 es un grafico que muestra las respuestas de linfocitos T contra péptidos hTERT seleccionados en
cuatro pacientes con cancer de pulmén.

La Figura 16 es un grafico que muestra las respuestas de linfocitos T contra péptidos hTERT seleccionados en
seis pacientes con melanoma.

La Figura 17 es un diagrama de dispersion que muestra el nimero de meses de supervivencia de cada paciente
frente al nimero de péptidos que inducen una respuesta inmunitaria.

La Figura 18 es un grafico que muestra la supervivencia de los diferentes pacientes probados y divididos en dos
grupos dependiendo de sus respuestas inmunitarias contra las secuencias peptidicas contra péptidos hTERT
seleccionados. Los que respondieron contra 0-1 péptidos ademas de GV1001 se colocaron en un grupo y los
que respondieron contra 2 o mas péptidos se colocaron en el otro grupo. Se analizé la supervivencia de los dos
grupos usando una prueba t de grupo independiente. Una prueba preliminar para la igualdad de supervivencia
indica que la supervivencia de los dos grupos es significativamente diferente. Por lo tanto, se realizé una prueba t
de dos muestras que no supone una supervivencia igual. Usando la prueba t de varianzas desiguales, (6,1) = -
3,22, p = 0,018. Las estadisticas se realizaron con el software WINKS SDA (Texasoft, Cedar Hill, TX.) Las
decisiones estadisticas se tomaron en p = 0,05. Para estos datos, la supervivencia Media (DE) para el grupo de
0-1 péptidos es 10,7 (3,9455), N = 10, y la Media (DE) para el grupo de = 2 péptidos es 51,5714 (33,3909), N=7

Descripcion detallada de la invenciéon

En términos generales, la invencion se refiere a un polipéptido de la proteina telomerasa que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 1, en donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud. También se
divulgan en el presente documento polipéptidos de la proteina telomerasa que comprenden una secuencia
seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 4, 7, 8 y 9, en donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de
longitud y no comprende la secuencia del polipéptido GV1001 (es decir, la SEQ ID NO: 10), la SEQ ID NO: 56
(indicada por Schroers et al. 2002) cualquiera de las SEQ ID NO: 46, 57 o 59 a 61 (indicadas en el documento
WO03/038047) o la SEQ ID NO: 62 (indicada en el documento WO00/02581). El polipéptido tampoco consiste en la
secuencia de la SEQ ID NO: 58 (indicada en el documento WO03/038047).
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La SEQ ID NO: 1 incorpora las secuencias de las SEQ ID NO: 2 y 3. También se divulgan en el presente documento,
polipéptidos que comprenden la secuencia de la SEQ ID NO: 6 (que incorpora las secuencias de las SEQ ID NO: 8 y
9)yla SEQID NO: 7.

En algunas realizaciones, el polipéptido consiste en la secuencia de la SEQ ID NO: 1. También se divulgan en el
presente documento, polipéptidos que consisten en las secuencias expuestas en una de las SEQ ID NO: 2 a 9. De
acuerdo con la presente invencion, el polipéptido comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. También se divulgan
en el presente documento, polipéptidos que comprenden una de las secuencias expuestas en una de las SEQ ID
NO: 2 a 9. En algunas realizaciones, cualquier aminoacido adicional en los extremos N y/o C es diferente de los
presentes en la enzima telomerasa de origen natural.

Como se describe en el presente documento, se proporcionan fragmentos inmunogénicos del polipéptido
mencionado anteriormente, cuyos fragmentos comprenden al menos ocho aminoacidos y en donde los fragmentos
no son ninguno de los polipéptidos de las SEQ ID NO: 6 u 11 a 16 ni los fragmentos de polipéptidos tienen la
secuencia de la SEQ ID NO: 56. Los posibles fragmentos inmunogénicos incluyen los expuestos en las SEQ ID NO:
17 a 40, que se predice que tienen afinidad de unién por moléculas MHC de ciertos alelos HLA de clase |. Debe
apreciarse que los polipéptidos de las SEQ ID NO: 17 a 40 son todos fragmentos inmunogénicos del polipéptido de
la SEQ ID NO: 1.

La secuencia de la enzima telomerasa humana (hTERT) se expone en el nimero de registro de GenBank
AF015950. Debe observarse que cada una de las SEQ ID NO: 1 a 9 esta presente dentro de los aminoacidos en las
posiciones 660 a 705 de la enzima telomerasa. Esto corresponde al sitio activo de la subunidad telomerasa
transcriptasa inversa humana. Se cree que, una vez que se provoca una respuesta inmunitaria a los epitopos en
esta region de la subunidad transcriptasa inversa, cualquier célula en un tumor en el que la seccion del gen de la
telomerasa que codifica esta region haya mutado y que podria asi evitar la respuesta inmunitaria, también habria
comprometido la actividad enzimatica de la proteina telomerasa codificada. Por lo tanto, al dirigir esta region de la
enzima telomerasa, es menos probable que una colonia de células cancerosas pueda sobrevivir mediante la
mutacion del gen de la telomerasa.

En algunas realizaciones, una pluralidad de polipéptidos como se define anteriormente estan unidos covalentemente
entre si para formar un polipéptido grande o incluso un polipéptido ciclico.

En las realizaciones de la invencion descritas anteriormente, se proporciona un polipéptido de una Unica secuencia.
Sin embargo, en otras realizaciones, se proporciona un coctel (es decir, una mezcla) de polipéptidos donde el coctel
comprende al menos dos polipéptidos diferentes que comprenden las secuencias de las SEQ ID NO: 2 o 7. También
se describe en el presente documento un céctel que comprende al menos dos polipéptidos diferentes que
comprenden las secuencias de las SEQ ID NO: 2 a 7. En el presente documento también se describe un coctel que
comprende fragmentos inmunogénicos de dichos polipéptidos, en el que los fragmentos inmunogénicos comprenden
al menos ocho aminoacidos. Los polipéptidos tienen menos de 100 aminoacidos de longitud.

Se prefiere particularmente que los polipéptidos del céctel comprendan las secuencias de las SEQ ID NO: 1,7, 80
9. Se prefiere especialmente que los polipéptidos del coctel comprendan las secuencias de las SEQ ID NO: 1,7y 9;
SEQID NO: 1,8y 9;0las SEQ ID NO: 1, 8 y 10. Por lo tanto, esta dentro del alcance de la invencidon que uno de los
polipéptidos del céctel comprenda la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (es decir, la secuencia del péptido denominado
GV1001). Como se describe en el presente documento, los fragmentos inmunogénicos pueden ser los de las SEQ
ID NO: 17 a 40.

Se prefiere que los al menos dos polipéptidos sean diferentes en el sentido de estar basados en diferentes
secuencias seleccionadas de las SEQ ID NO: 2 0 7.

Se prefiere particularmente que en el coctel de polipéptidos, los polipéptidos del céctel sean capaces de estar unidos
por moléculas MHC de mas de un alelo HLA. Por ejemplo, en una realizacion, el coctel comprende un primer
polipéptido que es capaz de estar unido por moléculas MHC de alelo HLA-A*0201 y un segundo polipéptido que es
capaz de estar unido por moléculas MHC de alelo HLA-A-A*03. También debe entenderse que en algunas
realizaciones el coctel comprende mas de dos polipéptidos que tienen diferentes secuencias (por ejemplo, 3,4 0 5
polipéptidos).

También se divulga en el presente documento que el o cada polipéptido proporcionado no tiene identidad de
secuencia exacta con uno de los polipéptidos mencionados anteriormente. En cambio, el polipéptido tiene al menos
un 80% de identidad de secuencia con el polipéptido expuesto anteriormente. Como se describe en el presente
documento, la secuencia variante puede tener al menos un 90 %, 95 % o 99 % de identidad de secuencia con la
expuesta anteriormente. Como se describe en el presente documento, cualquier adicion o sustitucion de la
secuencia de aminoacidos puede dar como resultado la conservaciéon de las propiedades de la cadena lateral de
aminoacidos original. Es decir, la sustitucion o modificacion es "conservativa".
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Las tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son bien
conocidas en la técnica. Ejemplos de propiedades de las cadenas laterales de aminoacidos son los aminoacidos
hidréfobos (A, I, L, M, F, P, W, Y, V), aminoacidos hidrdéfilos (R, D, N, C, E, Q, G, H, K, S, T) y cadenas laterales que
tienen los siguientes grupos funcionales o caracteristicas en comun: una cadena lateral alifatica (G, A, V, L, |, P); una
cadena lateral que contiene un grupo hidroxilo (S, T, Y); una cadena lateral que contiene un atomo de azufre (C,M);
una cadena lateral que contiene acido carboxilico y amida (D, N, E, Q); una cadena lateral que contiene una base
(R, K, H); y una cadena lateral que contiene un aromatico (H, F, Y, W). Ademas, los ocho grupos siguientes
contienen, cada uno, aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si (véase, por ejemplo, Creighton,
Proteins (1984):

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q)

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M).

También se divulga en el presente documento que la secuencia del o de cada polipéptido se altera para cambiar (por
ejemplo, aumentar) la afinidad de uniéon de un polipéptido a una molécula MHC de un alelo HLA particular. En
algunas realizaciones, el polipéptido tiene aminoacidos adicionales, ademas de los expuestos anteriormente, en el
extremo N y/o C del mismo. Dichos aminoacidos adicionales también pueden usarse para alterar (por ejemplo,
aumentar) la afinidad de unién de un polipéptido a una molécula MHC.

En algunas realizaciones, el o cada polipéptido es capaz de inducir una respuesta de linfocitos T citotdxicos ("LTC").
También se divulga en el presente documento un polipéptido cuya secuencia se ha alterado como se expone
anteriormente y que es capaz de inducir una respuesta de LTC. Es decir, el polipéptido deberia ser capaz de inducir
LTC cuando el polipéptido es presentado por células presentadoras de antigeno (por ejemplo, células dendriticas).

La confirmacion de la inducibilidad de LTC se puede lograr induciendo células presentadoras de antigeno que portan
antigenos MHC humanos (por ejemplo, linfocitos B, macrofagos o células dendriticas) o mas especificamente
células dendriticas derivadas de leucocitos mononucleares de sangre periférica humana, y después de la
estimulacion con los polipéptidos, mezclando con linfocitos CD8+, y después midiendo el IFN-gamma producido y
liberado por LTC contra las células diana. Como sistema de reaccion, se pueden usar los animales transgénicos que
se han producido para expresar un antigeno HLA humano (por ejemplo, los descritos en Ben-Mohamed L, Krishnan
R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus J, Diamond DJ, Hum Immunol 61(8): 764-79, Agosto de 2000, Articulos
relacionados, Libros, Linkout Induction of CTL response by a minimal epitope vaccine in HLA A*0201/DR1 transgenic
mice: dependence on HLA class Il restricted T(H) response). Por ejemplo, las células diana pueden radiomarcarse
con %'Cr y se puede calcular la actividad citotoxica a partir de la radioactividad liberada por las células diana. De
manera alternativa, la inducibilidad de LTC se puede examinar midiendo IFN-gamma producido y liberado por LTC
en presencia de células presentadoras de antigeno que portan péptidos inmovilizados, y visualizando la zona de
inhibicion en los medios usando anticuerpos monoclonales anti-IFN-gamma.

En algunas realizaciones adicionales de la presente invencion, el o cada polipéptido esta unido a otras sustancias, al
tiempo que conserva su capacidad de inducir una respuesta de LTC. Dichas ofras sustancias incluyen lipidos,
azucares y cadenas de azucares, grupos acetilo, polimeros naturales y sintéticos y similares. El polipéptido, en
determinadas realizaciones, contiene modificaciones tales como glucosilacion, oxidacion o fosforilacion de la cadena
lateral.

En algunas realizaciones, el o cada polipéptido se produce mediante procesos convencionales conocidos en la
técnica. De manera alternativa, el polipéptido es un fragmento de una proteina telomerasa producida por escision,
por ejemplo, usando bromuro de ciandgeno y posterior purificacion. También se puede utilizar la escision enzimatica.
En realizaciones adicionales, el polipéptido esta en forma de un polipéptido recombinante expresado. Por ejemplo,
se prepara un vector adecuado que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido en una forma expresable
(por ejemplo, cadena abajo de una secuencia reguladora correspondiente a una secuencia promotora) y se
transforma en una célula hospedadora adecuada. La célula hospedadora se cultiva después para producir el
polipéptido de interés. En otras realizaciones, el polipéptido se produce in vitro utilizando sistemas de traduccién in
vitro.

En una realizacion alternativa de la presente invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico que consiste
en una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido como se expone anteriormente.

En el presente documento se divulga un coctel (es decir, una mezcla) de moléculas de acido nucleico en el que el
céctel comprende al menos dos moléculas de acido nucleico diferentes que comprenden una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de la secuencia de las SEQ ID NO: 2 a 7. El polipéptido puede ser un
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fragmento de una de las SEQ ID NO: 2 a 7 que comprende al menos ocho aminoacidos. Como se describe de
manera alternativa en el presente documento, la secuencia del polipéptido no es idéntica a la mencionada
anteriormente, sino que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la misma. En cualquier caso, el
polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud. También se divulga en el presente documento en que el
polipéptido codificado comprende la secuencia de las SEQ ID NO: 1, 7, 8 o 9. Los polipéptidos codificados en el
coctel comprenden las secuencias de las SEQ ID NO: 1, 7y 9; SEQ ID NO: 1,8y 9 0 SEQ ID NO: 1, 8 y 10. En
algunas realizaciones, un polipéptido codificado comprende, por lo tanto, la secuencia de la SEQ ID NO: 10 (es
decir, la secuencia del péptido GV1001). Como se describe en el presente documento, los fragmentos
inmunogénicos que pueden codificarse son de las secuencias de las SEQ ID NO: 17 a 40. También se divulga en el
presente documento que las al menos dos moléculas de acido nucleico son diferentes en el sentido de estar
basadas en diferentes secuencias seleccionadas de las SEQ ID NO: 1 a 10.

Debe apreciarse que, debido a la degeneracion del codigo genético, las moléculas de acido nucleico que codifican
un polipéptido concreto pueden tener varias secuencias de polinucleétidos. Por ejemplo, los codones GCA, GCC,
GCG y GCT codifican, todos ellos, el aminoacido alanina.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser ADN o ARN o derivados de los mismos.

En realizaciones adicionales de la presente invencidén, hay una composicion farmacéutica que comprende un
polipéptido, una molécula de acido nucleico o un coctel de polipéptidos o moléculas de acido nucleico como se
describe anteriormente. Ademas, la composicion farmacéutica comprende un adyuvante, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una mezcla
de un polipéptido de la invencién y una molécula de acido nucleico de la invencion.

Adyuvantes a modo de ejemplo incluyen el adyuvante completo o incompleto de Freund, fosfato de aluminio,
hidroxido de aluminio, alumbre, toxina del célera y toxina de la salmonela. Un adyuvante particularmente preferido es
GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos). Los diluyentes y excipientes a modo de
ejemplo incluyen agua esterilizada, solucion salina fisiologica, liquido de cultivo y tampén fosfato.

El polipéptido o molécula de acido nucleico se encuentra, en determinadas realizaciones, acoplado a un vehiculo
inmunogénico. Vehiculos inmunogénicos a modo de ejemplo incluyen hemocianina de lapa californiana,
seroalbumina bovina, ovoalbumina e inmunoglobulina de ave.

La composicion farmacéutica, en algunas realizaciones, también comprende un ingrediente terapéutico adicional.
Ingredientes terapéuticos a modo de ejemplo adicionales incluyen interleucina-2 (IL2), interleucina-12 (IL12), un
polipéptido de telomerasa adicional (es decir, un polipéptido de la enzima telomerasa aparte de los analizados
anteriormente) agentes quimioterapéuticos, analgésicos, agentes antiinflamatorios y otros agentes anticancerigenos.
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica que comprende un polipéptido se proporciona en forma de un
conjugado de lipopéptido que se sabe que induce una respuesta de linfocitos T citotdxicos de alta afinidad (Deres,
1989, Nature 342).

Se pueden encontrar mas detalles de componentes adicionales de la composicion farmacéutica en Remington’s
Pharmaceutical Sciences and US Pharmacopoeia, 1984, Mack Publishing Company, Easton, PA, EE. UU.

Cuando esta en uso, el polipéptido, molécula de acido nucleico, el céctel de péptidos, el céctel de moléculas de
acido nucleico o la composicion farmacéutica, como se explica anteriormente (en lo sucesivo, el "medicamento”) se
administra a un paciente que necesita tratamiento. De manera alternativa, el producto se administra a un individuo
antes de cualquier sintoma de cancer para proporcionar inmunidad protectora contra el cancer.

En realizaciones en las que el medicamento comprende un polipéptido, el polipéptido es endocitado por células
presentadoras de antigeno, puede estar sujeto a procesamiento de antigeno y después se presenta en complejo con
una molécula MHC de clase | o clase Il sobre la superficie celular. A través de la interaccién con los receptores de
linfocitos T sobre la superficie de los linfocitos T, se provoca una respuesta de linfocitos T CD4+ o CD8+. En
realizaciones en las que el medicamento comprende una molécula de acido nucleico, la molécula de acido nucleico
también se endocita y después se transcribe (si la molécula de acido nucleico es ADN) y el polipéptido codificado se
sintetiza a través de vias celulares enddgenas. Posteriormente, el polipéptido codificado se procesa y se presenta
sobre una molécula MHC para provocar la respuesta de los linfocitos T, como se describe anteriormente. Por lo
tanto, el medicamento se puede usar como una vacuna para provocar inmunidad por linfocitos T CD4+ o CD8+.

En principio, se puede usar cualquier modo de administracién del medicamento, pero se prefiere particularmente la
inyeccion. Por ejemplo, el medicamento puede inyectarse directamente en un tumor en un paciente. Sin embargo, si
el cancer a tratar se encuentra en la nariz o la boca de un paciente, entonces, en algunas realizaciones, el
medicamento se administra por pulverizacién e inhalacion.

Una dosis adecuada para el medicamento es de 50-200 pg, aunque ocasionalmente se pueden requerir dosis fuera
de este intervalo (por ejemplo, de 1-500 ug). Se prefiere particularmente una dosis de entre 100 y 150 pg. El
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medicamento es, en algunas realizaciones, administrado al paciente semanalmente o mensualmente. En
determinadas realizaciones, se busca un régimen de tratamiento "agresivo" que comprende tres administraciones
del medicamento en la primera semana de tratamiento, después administraciones semanales durante un mes,
después administraciones mensuales durante seis meses seguidos de una Unica administracion cada seis meses.

En principio, el medicamento puede estar admitido para un paciente que padezca cualquier tipo de cancer en el que
se active el gen de la telomerasa. Tales canceres incluyen, pero sin limitacion, cancer de mama, cancer de prostata,
cancer de pancreas, cancer colorrectal, cancer de pulmén, melanoma maligno, leucemias, linfomas, cancer de
ovario, cancer de cuello de Utero y carcinomas del tracto biliar. Como se indica anteriormente, la enzima telomerasa
se expresa en la gran mayoria de los canceres, por lo que la eficacia del medicamento de la presente invencion no
se limita a ningun tipo particular de cancer.

Debe apreciarse que, dependiendo de la clase de respuesta de linfocitos T que se provoque, se prefieren diferentes
longitudes de polipéptidos. Mas especificamente, para provocar una respuesta de linfocitos T CD8+, el polipéptido
debe presentarse sobre moléculas de MHC de clase | que generalmente solamente se uniran a polipéptidos que
tienen entre 8 y 10 restos de aminoacidos de longitud. Por otro lado, para provocar una respuesta de linfocitos T
CD4+, es necesario que el polipéptido se presente en una molécula MHC de clase Il para lo cual los polipéptidos
pueden ser generalmente mas largos, generalmente entre 15 y 24 restos de aminoacidos de longitud. Cabe sefalar
que algunos de los polipéptidos divulgados en el presente documento (por ejemplo, el polipéptido de la SEQ ID
NO: 1) son mas largos de los que normalmente se alojarian en una molécula MHC de clase | o clase Il. Se ha
demostrado que los péptidos de esta longitud inducen respuestas inmunitarias mas fuertes, por ejemplo, por grupos
que trabajan en la vacunacion contra el VPH y el cancer de cuello uterino (Welters et al, 2008). Sin pretender quedar
ligados a teoria alguna, se cree que tales polipéptidos, después de su administracién a un paciente, son endocitados
por las células, sometidos a degradacion proteolitica en el proteasoma y después presentados sobre una molécula
MHC de clase | o clase II. Por lo tanto, tales polipéptidos pueden dar lugar a una respuesta de linfocitos T restringida
por MHC de clase | y/o MHC de clase Il. También debe apreciarse que los polipéptidos mas largos permanecen
conservados en un paciente durante un periodo de tiempo mayor que los polipéptidos mas cortos y, por lo tanto, hay
un periodo de tiempo mas largo durante el cual pueden provocar una respuesta inmunitaria. Esto es particularmente
significativo con respecto a aquellos polipéptidos que tienen una afinidad de unién a MHC relativamente baja.

También debe apreciarse que la enzima telomerasa es una "autoproteina”, es decir, la enzima es una proteina de
origen natural en el cuerpo humano. En consecuencia, los individuos generalmente habran desarrollado cierto grado
de tolerancia inmunitaria a los polipéptidos de la enzima telomerasa a través de un proceso mediante el cual los
linfocitos T reactivos con dichos polipéptidos se destruyen en el timo del individuo durante el desarrollo de los
linfocitos T. Por lo tanto, en algunas realizaciones de la presente invencién, se desean los polipéptidos de la
presente invencion con una afinidad de union a MHC relativamente baja. Esto se debe a que los polipéptidos con
menor afinidad de unién a MHC se habran expuesto a los linfocitos T en maduraciéon a una tasa menor y, por lo
tanto, es menos probable que se hayan eliminado todos los linfocitos T del individuo reactivos con el polipéptido del
repertorio de linfocitos T del individuo. Asi, los polipéptidos que tienen una afinidad de unién a MHC relativamente
baja son, en algunas realizaciones, capaces de superar la tolerancia inmunitaria mas facilmente.

En algunas realizaciones de la invencion, la administracion de uno de los polipéptidos de la invencién da como
resultado la "propagacion del epitopo" por lo que se provoca una respuesta inmunitaria contra otros polipéptidos de
la proteina de la telomerasa que son adyacentes al polipéptido administrado en la proteina telomerasa.

Ejemplos

Ejemplo 1

Se caracterizaron los epitopos de hTERT que fueron reconocidos por los linfocitos T de un paciente después de la
vacunacioén con CD transfectadas con hTERT. La vacunacion dio como resultado una respuesta inmunitaria diversa
y amplia que implica tanto a linfocitos Th CD4+ como a linfocitos T CD8+. Se cree que esta respuesta es
responsable de la regresion tumoral y la supervivencia a largo plazo observada en el paciente.

Material y métodos

Paciente

Se vacuné a una mujer de 62 afios con adenocarcinoma ductal recurrente del pancreas con células dendriticas
cargadas con ARNm de hTERT sobre una base de uso compasivo. El tratamiento fue aprobado por la Agencia de
Medicamentos de Noruega y el Comité Regional de Etica en la Investigacién Médica. Se realizé de conformidad con
la Declaracion de la Asociacion Médica Mundial de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito del
paciente.

Produccién de CD transfectadas con ARNm
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Las CD se generaron como se describe anteriormente (Kyte et al, 2006 y Mu LJ et al 2003). Brevemente, los
monocitos obtenidos del producto de leucoféresis se cultivaron durante 5 dias con factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF) e interleucina-4 (IL-4). Las CD inmaduras resultantes se transfectaron con
ARNm de hTERT mediante electroporacion de onda cuadrada (Kyte et al, 2006, Seebge-Larssen S et al 2002) y
después se cultivaron durante 2 dias con citocinas que facilitan la maduracion (interleucina-1 8 (IL-1B), interleucina-6
(IL-6), factor de necrosis tumoral a (TNFa) y prostaglandina E, (PGEZ2)). Para obtener las CD de control adecuadas,
se transfectd de forma simulada una fraccion de las CD, es decir, se electroporé sin ARNm. El fenotipo de las CD se
evalu6 mediante citometria de flujo, como se describe previamente (Kyte et al, 2006). Las CD tenian un fenotipo DC
maduro, que expresaba HLA de clase Il, CD86 y CD83, pero no CD14. La viabilidad de las CD fue> 85 %, segun lo
evaluado por tincién con azul de tripano.

El segundo y tercer lote de vacunas fueron CD rapidas (Alldawi et al 2005, Tanaka et al 2006, Ho et al 2006). Los
monocitos se cultivaron durante 2 dias con GM-CSF e IL-4, después se maduraron durante 1 dia de la misma
manera que para CD convencionales antes de la electroporacion. Los CD se dejaron toda la noche antes de
congelarlas.

Vacuna

La vacuna consistia en 5 x 108 células dendriticas autdlogas derivadas de monocitos cargadas con ARNm de
hTERT. La paciente recibid 4 inyecciones semanales seguidas de inyecciones de refuerzo mensuales.

Control clinico

Los eventos adversos se registraron y clasificaron de acuerdo con los criterios de toxicidad comunes del NCI, tal
como se indica anteriormente (Kyte et al, 2006 Gene therapy). Solo se observaron efectos secundarios menores, sin
toxicidad de grado IlI-IV relacionada con el tratamiento. La respuesta objetiva del tumor se evalué mediante examen
clinico y tomografias computarizadas antes del inicio de la vacunacion y cada 3 meses durante la vacunacion. La
respuesta tumoral se clasific6 de acuerdo con los Criterios de Evaluacién de Respuesta en Tumores Sodlidos
(RECIST) (Therasse P et al, 2000).

DTH
Inmunomonitorizacion

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) antes de las cuatro vacunas convencionales,
después de 5 semanas y después de 12 semanas. También se obtuvieron PBMC antes de cada vacuna de refuerzo
mensual. Las PBMC se aislaron y congelaron como se describe anteriormente (Kyte et al, 2005). Las PBMC
descongeladas se estimularon una vez in vitro con CDt (no con CDsim) y se cultivaron y después se probaron en
ensayos de proliferacion de linfocitos T (timidina 3H) como se describe previamente (Kyte et al 2006). Los linfocitos T
se probaron por triplicado. Se usaron CDt irradiadas y controles de CD transfectadas de forma simulada (CDsim) o
PBMC con o sin péptido hTERT como CPA. Se incluyeron controles negativos solamente con linfocitos T.

Las PBMC de varios momentos se estimularon con una biblioteca de péptidos hTERT de 15 meros solapantes o un
péptido hTERT de 30 meros, todos de Prolmmune y después se probaron en ensayos de proliferacion como
anteriormente usando PBMC irradiadas como CPA como se describe en (Bernhardt et al 2006).

Citometria de flujo

La tincién con pentameros se realizé en PBMC de la paciente frescas o congeladas. Los pentameros conjugados
con ficoeritrina se fabricaron por Prolmmune y se probaron para la tincion inespecifica sobre lineas de linfocitos T
HLA-A2 positivos especificos para el péptido NLVPMTATV del Virus de la Coriomeningitis (CMV). Se utilizé la
concentracion de trabajo recomendada por el fabricante. Se utiliz6 como control negativo pentamero con el péptido
SLYNTVATL-A*0201 de VIH. Las células se tifieron con pentameros durante 10 minutos a temperatura ambiente
(RT), se lavaron en tampdn de tincion que consistia en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia
albumina sérica humana al 0,1 % (HSA) y azida de sodio al 0,1 %. Después, las células se tifieron con isotiocianato
de fluoresceina anti-CD4 (FITC), anti-CD19-FITC (eBioscience), anti-CD8-PerCP y anti-CD3-Azul Pacifico (PB)
(eBioscience) durante 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron una vez en tampoén de tincion y se
resuspendieron en el mismo buffer antes de la obtencién. Para la tincién intracelular, los linfocitos T estimulados con
péptidos de 12 dias se estimularon durante la noche en presencia de Brefeldin A (BD Bioscience) a 10 ug/ml y BD
Golgistop (BD Biosciences) a una dilucién 1/1000 con una linea celular linfoblastoide B transformada con el virus
Epstein Barr autélogo (EBV-LCL) cargado con péptido en una proporcion de linfocitos T a diana de 5:1. Las células
diana no cargadas con péptidos y los linfocitos T solos se usaron como controles negativos. Después, las células se
tifieron para CD3 (eBioscience), CD4, CD8, IFN-(eBioscience), IL-2 y TNF-a usando el kit BD Cytofix/Cytoperm de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Finalmente, las células se resuspendieron en tampoén de tinciéon que
contenia paraformaldehido al 1%. Todos los anticuerpos y todos los reactivos para la tincion intracelular de citocinas
se adquirieron de BD Pharmingen, excepto donde se indique. Se adquirieron 250.000 linfocitos por muestra usando
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un citometro de flujo BD LSR Il y los datos se analizaron usando el software FlowJo (Treestar Inc., Ashland, OR,
EE. UU.).

Resultados

La paciente experimento la estabilizacion de la enfermedad con el tratamiento con gemcitabina, pero después de 5
meses el tratamiento se suspendié debido a los efectos adversos. Después le ofrecieron la vacuna con CD como
tratamiento alternativo. Después de 18 meses de vacunacion, experimentd una remisidon completa que se mantiene
después de 30 meses de vacunacion (44 meses después del diagnoéstico). La paciente se volvié a diagnosticar y
examinar por un patélogo independiente que confirmd el diagnéstico de adenocarcinoma ductal.

La mediana de supervivencia de los pacientes con cancer de pancreas inoperable es de 8-10 meses, que en este
caso se supera con creces. El primer lote de vacunas consistio en 5 x 108 CD convencionales (Kyte et al 2006) y a la
paciente se le administraron 15 vacunas. Debido a la demostracion de una respuesta inmunitaria contra la vacuna y
la enfermedad estable, se hicieron nuevos lotes de vacunas y los lotes 2 y 3 fueron vacunas de CD rapidas y las
vacunas 10 y 17, respectivamente, de 5 x 108 CD cargadas con ARNm de hTERT.

Una respuesta proliferativa de linfocitos T a la vacuna de CD podria medirse in vitro 3 meses después de la
vacunacion y estabilizarse a partir del mes 6. Habiendo documentado la presencia de una respuesta inmunitaria a
las CD transfectadas con hTERT, se deseaba investigar qué epitopos de hTERT eran responsables de inducir la
respuesta inmunitaria. Esto se probé midiendo la proliferacién de linfocitos T en una biblioteca de péptidos hTERT
(Figura 1) y tifiendo ex vivo pentameros de PBMC.

Se detectaron respuestas proliferativas de linfocitos T en seis de los péptidos hTERT de 15 meros de la biblioteca de
péptidos solapantes y un péptido hTERT de 30 meros. La presencia de linfocitos T CD8+ positivos para pentameros
de hTERT se detecté tanto antes como después de la vacunacién con porcentajes que varian de 0,15 % a 1,25 % en
PBMC no estimuladas. Se demostré que una poblaciéon del 1,25 % de los linfocitos T CD8+ era positiva para
pentameros en PBMC recientes 24 meses después de la vacunacion (Figura 2A) y aumentoé a aproximadamente el 3
% después de la estimulacion con péptidos in vitro (datos no mostrados).

Después de una ronda de estimulacion in vitro con el péptido hTERT de 30 meros que contenia al menos dos
epitopos de T auxiliares, asi como los epitopos de LCT en el pentamero 720GLL, se pudo detectar una pequena
poblacion de linfocitos T CD4+ multifuncionales, que secretaban IFN-y, IL-4 y TNF-a en respuesta a linfocitos B
autdlogos transformados con EBV cargados con el mismo péptido. No hubo diferencia en la poblacién de linfocitos T
CD8+ después de la estimulacion con las células diana cargadas con péptido en comparacion con las estimuladas
con dianas no cargadas con péptido (datos no mostrados). Los altos niveles de fondo de IL-2 observados pueden
deberse a cierta estimulacion dada por la linea de linfocitos B transformados que podria expresar hTERT.
Desafortunadamente, debido a la cantidad limitada de linfocitos T en cada experimento, no se pudieron realizar
ensayos funcionales adicionales.

Analisis

En este ejemplo, se indicd un paciente con cancer de pancreas con un curso extraordinario de la enfermedad
después del tratamiento con quimioterapia y la vacunacion con CD autdlogas transfectadas con ARNm de hTERT.

El paciente descrito en este caso ha sobrevivido durante mas de 4 afos con un adenocarcinoma pancreatico
recurrente después de una cirugia radical. Para confirmar que el diagnéstico original era correcto, un patdlogo
independiente diagnosticé de nuevo el tumor primario.

Después de una cirugia radical en enero de 2006, la paciente recayd en diciembre de 2006 con ganglios linfaticos
agrandados localizados en hilio hepatico, tronco iliaco y en el retroperitoneo, segun lo evaluado por TC.

La paciente respondi6 bien a la quimioterapia y las tomografias computarizadas revelaron contraccion del tumor. Sin
embargo, después de 5 meses con quimioterapia, la paciente desarrollo efectos adversos graves y se detuvo el
tratamiento.

En este contexto clinico, se le ofrecio al paciente tratamiento con CD autélogas cargadas con vacuna con ARNm de
hTERT sobre una base de uso compasivo para consolidar el efecto beneficioso de la quimioterapia.

Curiosamente, en lugar de desarrollar una enfermedad progresiva después de que finalizara la quimioterapia, se
obtuvo una estabilizacion de la enfermedad a largo plazo y una remisién potencialmente completa. Dos
exploraciones PET consecutivas con 6 meses de diferencia, revelaron un tejido tumoral metabdlicamente silencioso
en el sitio de las lesiones pancreaticas y metastasicas. Estos hallazgos interesantes indican que la estrategia
inmunoterapéutica utilizada ha inducido una respuesta inmunitaria clinicamente relevante en esta paciente. Por lo
tanto, era importante documentar y estudiar en profundidad la respuesta inmunitaria contra la hTERT en la paciente.
Asimismo, como existe una falta completa de informacién sobre la respuesta inmunitaria detallada a hTERT de los
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estudios que utilizan ARNm de hTERT de longitud completa para la vacunacion, es importante identificar epitopos de
hTERT clinicamente relevantes para el desarrollo de la préxima generacion de vacunas de hTERT.

Se encontrd una alta frecuencia de pentameros de union a linfocitos T CD8+ con nuevos epitopos de LTC. Estos dos
epitopos estaban restringidos a HLA-A*0201 y no se han descrito previamente. Curiosamente, el epitopo de 9 meros
(720GLL, SEQ ID NO: 3) esta incluido en un péptido de 15 meros (720, PGLLGASVLGLDDIH - SEQ ID NO: 55) que
tiene la misma longitud que el péptido R672 (SEQ ID NO: 56) descrito previamente por Schroers et al 2002, pero
desplazé un amino acido hacia el extremo C de hTERT. Es posible, por lo tanto, que los mismos restos de
aminoacidos dentro de ambos péptidos de 15 meros sean responsables de la respuesta de los linfocitos T. Es
importante destacar que, el mismo péptido de 15 meros (720) también fue reconocido por los linfocitos T de la
paciente indicada en este caso en los ensayos de proliferacion, lo que indica que este fragmento de péptido de
hTERT puede haber provocado una respuesta de linfocitos T tanto CD4+ como CD8+ en esta paciente. Ademas, los
linfocitos T de esta paciente reconocieron otros cinco péptidos de 15 meros. Tres de estos péptidos no se han
indicado previamente. Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que esta vacuna ha inducido respuestas
de linfocitos T a al menos 10 epitopos de hTERT diferentes en esta paciente. El nUmero de epitopos puede ser
considerablemente mayor ya que solo se usd un numero limitado de péptidos de una biblioteca de péptidos
solapantes que no cubre la secuencia completa y solo unos pocos pentameros limitados a HLA-A*0201 presentaron
péptidos.

Esto indica que no existe una tolerancia generalizada contra los péptidos hTERT y que la estrategia de vacunacion
que usa CD transfectadas con ARNm de hTERT es muy potente.

Los resultados anteriores también demuestran que los linfocitos T de esta paciente, capaces de reconocer un
péptido hTERT de 30 meros que abarca dos de los péptidos de 15 meros y uno de 9 meros, producen tres citocinas
asociadas a Th1 simultdneamente. Este tipo de multifuncionalidad ha demostrado previamente que brinda una mejor
proteccion contra la infeccion. Darrah et al, 2007 demostraron que el grado de proteccion contra la infeccion por
Leishmania major en ratones vacunados se predice por la frecuencia de las linfocitos T CD4+ que producen
simultaneamente interferon-y (IFN-, interleucina-2 y TNF-a).

El curso clinico muy inusual de esta paciente indica que la vacunacion y la respuesta inmunitaria resultante pueden
haber tenido un impacto sobre el tumor y las metastasis. Esto es altamente concebible ya que se ha demostrado que
la vacuna de CD con ARNm de hTERT provocé una respuesta inmunitaria amplia y compuesta contra hTERT. Como
resultado, un ataque inmunitario sobre las células tumorales restantes puede haber implicado la muerte directa de
las células tumorales por LTC especificos de hTERT, efectos de la produccion de citocinas de linfocitos T auxiliares
(IFN-y, TNF-a) sobre las células cancerosas y el estroma asociado al tumor y la neovasculatura tumoral y
amplificacion de una respuesta inmunitaria espontanea en curso contra otros antigenos tumorales presentes en el
adenocarcinoma. Esto puede ocurrir cuando los linfocitos Th especificos para hTERT se encuentran con células
presentadoras de antigeno positivas para MHC de clase Il que han captado antigenos tumorales in situ o en los
ganglios linfaticos que drenan el tumor.

Ejemplo 2

Se vacun6é a un paciente con cancer de pulmén en estadio IV con CD autdlogas derivadas de monocitos
transfectadas con ARNm que codifica hTERT para investigar la seguridad, la tolerabilidad y la respuesta inmunitaria
antes del inicio de un nuevo ensayo clinico de fase l/ll. El paciente recibié primero cuatro vacunas semanales
seguidas de vacunas mensuales de refuerzo de 5 x 10® CD inyectadas por via intradérmica. Se obtuvieron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) antes de las cuatro vacunas convencionales, después de 5 semanas,
12 semanas y mensualmente a partir de entonces. Las PBMC descongeladas se estimularon in vitro con CD
transfectadas. Los ensayos de proliferacion de linfocitos T se realizaron con CD transfectadas irradiadas y
transfectadas de forma simulada como CD control. Ademas, Los linfocitos T CD8+ especificos de hTERT se
monitorizaron mediante tincion con pentameros. El tratamiento fue bien tolerado con efectos secundarios menores y
el paciente experimentd una supervivencia prolongada (72 semanas) en comparacion con lo que se esperaria (12
semanas). El paciente mostré una proliferacion especifica de linfocitos T en respuesta a las CD cargadas con ARNm
in vitro después de la vacunacién. Se detectaron poblaciones estables de linfocitos T CD8+ especificos de hTERT
mediante tinciéon con pentameros en muestras posteriores a la vacunacién. Las muestras de diferentes momentos
después de la vacunacion se analizaron adicionalmente contra un grupo de 24 péptidos hTERT solapantes y se
detectaron respuestas de linfocitos T contra multiples péptidos (Figura 12). Las respuestas de los linfocitos T a estos
epitopos también se han identificado tanto en pacientes con cancer no vacunados como en pacientes con cancer
previamente vacunados con el péptido de telomerasa GV1001 (SEQ ID NO: 10), lo que indica un alto grado de
inmunogenicidad y promiscuidad de HLA. Estas experiencias clinicas en los Ejemplos 1 y 2 muestran que la
vacunacion con CD transfectadas con ARNm de hTERT es segura y capaz de inducir respuestas inmunitarias
fuertes a varios epitopos de telomerasa de linfocitos T tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+.

Ejemplo 3

Los péptidos de la enzima telomerasa adecuados para provocar respuestas de linfocitos T se identificaron y
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clasificaron mediante el examen de datos de varios pacientes vacunados (vacunados con el péptido GV1001 o con
células dendriticas transfectadas con ARNm que codifica hTERT) y un paciente con cancer no vacunado, para
identificar péptidos que podrian inducir respuestas inmunitarias antitumorales Utiles. En la Tabla 9 se proporciona un
resumen de los pacientes seleccionados, su estado de vacunacion y su respuesta clinica. En un paciente vacunado
con GV1001 (SEQ ID NO: 10), la respuesta de los linfocitos T al péptido 660-689 (30-meros) (SEQ ID NO: 1) es
incluso mas fuerte que al propio péptido de la vacuna en ciertos momentos (ver Figura 3), pero también los otros
pacientes muestran respuestas inmunitarias fuertes a este péptido. Los péptidos identificados se exponen en la
Tabla 1. Las respuestas de los linfocitos T contra estos péptidos no se encontraron en ninguno de los seis donantes
de sangre normales que se analizaron para determinar su reactividad.

Tabla 1
SEQ ID | Nombre | Secuencia Peptidica Nombre del Numero de
NO: del Péptido Anterior | aminoacidos en el
Péptido péptido
1 660-689 | ALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRA |719-20 30
2 663-677 | SVLNYERARRPGLLG 719 15
3 674-683 | GLLGASVLGL 720GLL 10
4 615-624 | ALLTSRLRFI 615ALL 10
5 613-621 | RPALLTSRL 613RPA 9
6 653-661 | RLTSRVKAL 728RLT 9
7 691-705 | RTFVLRVRAQDPPPE 725 15
8 653-667 | RLTSRVKALFSVLNY 718 15
9 651-665 | AERLTSRVKALFSVL 728 15

Los clones de linfocitos T especificos para todos los péptidos de 15 o 30 aminoacidos que se muestran en la Tabla 1
también se han obtenido de pacientes. Se ha demostrado que estos clones reconocen péptidos procesados de
manera natural (datos no mostrados) y responden a concentraciones muy bajas de péptidos de hasta 10 ng/ml
(véase la Figura 4), lo que significa que tienen una alta afinidad por su diana. Esto es importante para poder inducir
una fuerte respuesta inmunitaria in vivo donde las concentraciones de péptidos son mas bajas.

El polipéptido de 30 meros de la SEQ ID NO: 1 ha mostrado reactividad en casi todos los pacientes con cancer
probados y, por lo tanto, parece muy inmunogénico. Este péptido contiene ambos motivos que pueden ser
reconocidos por los linfocitos T CD4+ auxiliares como la vacuna GV1001 (SEQ ID NO: 10) y también motivos
reconocibles por los linfocitos T CD8+ citotdxicos (LTC). Ambos tipos de respuestas se han detectado in vitro en
linfocitos T de pacientes estimulados con el péptido.

Utilizando reactivos marcados con fluorocromo (pentameros) capaces de unir linfocitos T CD8+ especificos para los
péptidos de 9 o 10 meros mencionados anteriormente, se ha detectado la presencia de estas células en numerosos
pacientes con cancer, principalmente vacunados con GV1001 (SEQ ID NO: 10). Estos péptidos de 9 o 10 meros se
reconocen cuando se presentan sobre moléculas HLA-A2 (Figura 5) que estan presentes en aproximadamente el 50
% de la poblacion caucasica y sobre moléculas HLA-B7 (Figura 6) presentes en el 20 % de la misma poblacion, lo
que significa que juntos cubren a la mayoria de la poblacion caucasica.

Ademas, los péptidos de 15 y 30 meros enumerados en la Tabla 1 muestran reactividad en casi todos los pacientes
evaluados, lo que significa que son promiscuos con respecto a los alelos HLA de clase Il sobre en los que se
presentan y que son aplicables a casi toda la poblacion sin ningun tipo de necesidad de seleccion de HLA (véase la
Tabla 2).

Tabla 2

Alelo HLA de | Frecuenciaen |Clones Especificidad de | Pacientes | Cancer

clase Il Caucasicos especificos péptidos

DR*01 22,6 % lineas de 663-677 2 Melanoma maligno

linfocitos T

DR*04 33,9 % 3 653-667, 663-677 | 3 Melanoma maligno

DR*07 30,1 % 3 Parte de 660-689 |1 Cancer de colon, Schroers
et al, 2003

DR*08 4,3 % >85 663-677 2 Melanoma Maligno y
Cancer de pulmoén

DR*14 2,9 % 6 clones 660-689 2 Cancer de colon, Cancer de
pulmoén
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Ademas de inducir reactividad en pacientes vacunados con GV1001 (SEQ ID NO: 10), estos péptidos también han
inducido respuestas de linfocitos T en células de un paciente con cancer de pulmén y un paciente con cancer de
pancreas vacunados con células dendriticas transfectadas con ARNm de hTERT. EI ARNm utilizado no
proporcionara la traduccion de la proteina hTERT de longitud completa, pero cubre la mayor parte, y los péptidos
enumerados en la Tabla 1 inducen algunas de las respuestas mas fuertes en estos pacientes.

Ejemplo 4

Se determinaron las respuestas de linfocitos T a una biblioteca de péptidos hTERT (incluidos los polipéptidos de la
Tabla 1) para linfocitos T de 5 pacientes ademas de los pacientes indicados en los Ejemplos 1 y 2. Los métodos
fueron los mismos que se describieron previamente en el Ejemplo 1 o en Bernhardt et al 2006. En resumen, Las
PBMC de varios momentos durante la vacunacién se estimularon con la biblioteca de péptidos hTERT solapantes
antes de probar respuestas de linfocitos T especificos en ensayos de proliferacion. Los resultados se muestran en
las Figuras 7 a 13. En la Tabla 3 se muestra un listado completo de péptidos.

SEQID |Posicionen Secuencia peptl'dic.;ll—abla 2 Nombre Numero de

NO: hTERT Secuencia del aminoacidos en la
de Aminoacidos Péptido secuencia del

Anterior péptido

42 563-577 VTETTFQKNRLFFYR 710 15

43 573-587 LFFYRKSVWSKLQSI 711 15

44 583-597 KLQSIGIRQHLKRVQ 712 15

45 603-617 EAEVRQHREARPALL 713 15

46 613-627 RPALLTSRLRFIPKP 714 15

47 623-637 FIPKPDGLRPIVNMD 715 15

48 643-657 RTFRREKRAERLTSR 717 15

49 653-667 RLTSRVKALFSVLNY 718 15

2 663-677 SVLNYERARRPGLLG 719 15

50 683-697 LDDIHRAWRTFVLRV 721 15

51 693-707 FVLRVRAQDPPPELY 722 15

52 721-735 PQDRLTEVIASIIKP 723 15

53 578-592 KSVWSKLQSIGIRQH 724 15

7 691-705 RTFVLRVRAQDPPPE 725 15

9 651-665 AERLTSRVKALFSVL 728 15

54 593-608 LKRVQLRELSEAEVRQ 731 16

1 660-689 ALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRA | 719-20 30

3 674-683 GLLGASVLGL 720GLL 10

6 653-661 RLTSRVKAL 728RLT 9

4 615-624 ALL TSRLRFI 615ALL 10

5 613-621 RPALLTSRL 613RPA 9

Los histogramas en las Figuras 7 a 13 muestran respuestas contra la biblioteca de péptidos solapantes hTERT en 7
pacientes (la paciente con cancer de pancreas fue la indicada en el Ejemplo 1).

El péptido 613-627 tiene una secuencia muy similar a GV1001 (SEQ ID NO: 10) y se supone que es reconocido por
las mismas células que reconocen GV1001, pero el péptido 613-627 no es idéntico al péptido de la vacuna.

Los ultimos dos pacientes no se han probado para determinar las respuestas contra el 660-689 de 30 meros (SEQ

ID NO: 1) ya que este péptido se sintetizd después de las pruebas. El péptido de la SEQ ID NO: 1 dio respuestas
muy fuertes en el paciente con cancer de pulmoén vacunado con GV1001. El 75 % de los clones de linfocitos T
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derivados del cultivo con este péptido fueron especificos, lo que indica que este clon esta presente en el paciente
con una elevada frecuencia. Este es el mismo paciente con cancer de pulmoén cuyos linfocitos T CD8+ especificos
para hTERT se muestran en el histograma de la Figura 6.

Como los pacientes probados (excepto el paciente no vacunado que se muestra) han sido seleccionados debido a
sus evoluciones clinicas extraordinarias, las fuertes respuestas detectadas contra los péptidos enumerados en la
Tabla 1 indican que estos péptidos son epitopos clinicamente relevantes.

Ejemplo 5

La secuencia del polipéptido de la SEQ ID NO: 1 (el 660-689 de 30 meros) se analizé en busca de fragmentos
inmunogénicos predichos para unirse a diferentes alelos HLA de clase | (la prediccion se realiza utilizando la base de
datos SYFPEITHI para ligandos de MHC y motivos peptidicos). Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
SEQ ID | Secuencia Posicion del | Numero de Unioén prevista a alelos HLA de clase |
NO: Peptidica Péptido aminoacidos
3 GLLGASVLGL 674-683 10 HLA-A*0201, HLA-A*03
17 VLGLDDIHRA 680-689 10 HLA-A*0201,
18 GASVLGLDDI 677-686 10 HLA-A*0201,
19 ALFSVLNYER 663-672 10 HLA-A*0201, HLA-A*03, HLA-A*1101
20 SVLNYERARR 663-672 10 HLA-A*03, HLA-A*1101, HLA-A*6801
21 SVLGLDDIHR 679-688 10 HLA-A*03, HLA-A*1101, HLA-A*6801
22 FSVLNYERAR 662-671 10 HLA-A*1101
23 NYERARRPGL 677-675 10 HLA-A*2402
24 YERARRPGLL 667-676 10 HLA-B*4402, HLA-B*18
25 RPGLLGASVL 672-681 10 HLA-B*0702, HLA-B*5101
26 ERARRPGLL 668-676 9 HLA-A*26, HLA-B*1402, HLA-B*2705, HLA-
B*2709, HLA-B*08
27 VLGLDDIHR 680-688 9 HLA-A*6801
28 SVLNYERAR 663-671 9 HLA-A*6801, HLA-A*0
29 VLNYERARR 664-672 9 HLA-A*6801, HLA-A*03
30 ARRPGLLGA 670-678 9 HLA-B*1402, HLA B*4501
31 PGLLGASVL 673-681 9 HLA-B*1402, HLA-B*5101, HLA-B*2705
12 LLGASVLGL 675-683 9 HLA-B*1402
11 YERARRPGL 667-675 9 HLA-B*18, HLA-B*37, HLA-B*4001, HLA _
B*4402, HLA-B*4901, HLA-B*08
32 RRPGLLGAS 671-679 9 HLA-B*2705
33 ALFSVLNYE 660-668 9 HLA-A*0201,
34 GLLGASVLG 674-682 9 HLA-A*0201, HLA-A*03
35 SVLGLDDIH 679-687 9 HLA-A*03
36 ERARRPGL 668-675 8 HLA-B*1402, HLA-B*08
37 ARRPGLLG 670-677 8 HLA-B*1402
38 GLLGASVL 674-681 8 HLA-B*1402, HLA-B*08
39 RARRPGLL 669-676 8 HLA-B*5101, HLA-B*08
40 LGASVLGL 676-683 8 HLA-B*5101
Ejemplo 6

Se realizé una comparacion de los pacientes estudiados en el Ejemplo 4. En resumen, se identificaron siete
pacientes como respondedores clinicos después de un diagnéstico de cancer y la vacunacion con una vacuna de
hTERT. Se identificaron estos pacientes basandose en una combinaciéon de supervivencia prolongada y respuesta
clinica. La respuesta clinica podria ser enfermedad estable (EE), respuesta parcial (RP) o respuesta completa (RC).
Los pacientes con melanoma vacunados fueron diagnosticados con estadio IV al momento de la inclusiéon en el
ensayo clinico, pero no tenian metastasis cerebrales. El paciente con cancer de pulmén P5 fue diagnosticado con
estadio 1V, cancer de pulmodn inoperable y el paciente con cancer de colon P1 con cancer de colon inoperable en
etapa tardia. El paciente con cancer de pulmén P6 era un paciente con cancer de pulmén en estadio IV con una
esperanza de vida de 12 semanas. El paciente con cancer de pancreas P1 tenia cancer de pancreas recurrente e
inoperable y una esperanza de vida de 8-10 meses. Cuatro de los pacientes (designados P7-P8 con melanoma, P5
con cancer de pulmén y P1 con cancer de colon) habian sido vacunados con el péptido GV1001 (SEC ID NO: 10). El
quinto paciente (designado P6 con cancer de pulmon) y el sexto paciente (designado P1 con cancer de pancreas)
habian sido vacunados con células dendriticas transfectadas con ARNm que codifica hTERT. El séptimo paciente, el
paciente P9 con melanoma, no habia sido vacunado en el momento del estudio y en su lugar desarrolld6 una
respuesta espontanea después del desarrollo del cancer. (Un octavo y ultimo paciente también fue identificado como
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un respondedor clinico, pero las muestras de este paciente no estaban disponibles para su estudio).

Las respuestas proliferativas de linfocitos T de cada paciente a una serie de péptidos se determinaron después
como se explica en el Ejemplo 1. Los resultados se tabulan en la Tabla 5 y se muestran graficamente en la Figura 14
en la que las designaciones de péptidos se mencionan en la Tabla 6 (los resultados para los péptidos 726 y GV1001
se muestran solo para comparacion).

Tabla 5
Péptidos hTERT
Paciente 718 |725 |726 |728 |719-20 |GV1001
P7 con 48 |49 |58 |32 |445 765
Melanoma
P8 con 63 (28 (09 |1 5,7 13,2
Melanoma
P9 con 42 |57 |37 |59 |69 17
Melanoma
PSconcancerde |5 |14 (31 |12 |445  |20,1
pulmén
P6concancerde |, 1og (06 |07 |25 7.1
pulmén
P1concancerde |, 505 |4 13,9 |27.2 105,1
colon
Plconcancerde | 4 |55 (25 |1 17.1 22
pancreas
Tabla 6

Nombre del Péptido .

Anterior SEQID NO:

719-20 1

725 7

718 8

728 9

GV1001 10

Se observo que todos los pacientes respondieron a GV1001 (es decir, tenian SI> 2). Debido a los altos niveles de
fondo causados por auto-MLC en los pacientes vacunados con células dendriticas (P7 con cancer de pulmén y P1
con cancer de pancreas), los valores de Sl son bajos en comparacion con los encontrados en otros pacientes.

Ejemplo 7

Se estudiaron cuatro pacientes que eran no respondedores clinicos tras un diagndstico de cancer de pulmén y una
vacuna de péptidos GV1001 (SEQ ID NO: 10). Todos estos pacientes eran pacientes con cancer de pulmoén en
estadio IV vacunados con GV1001. Estos pacientes fueron seleccionados al azar entre aquellos pacientes que
tenian una respuesta inmunitaria contra GV1001 pero que aun experimentaban enfermedad progresiva y
supervivencia a corto plazo en comparacion con otros pacientes con una respuesta inmunitaria contra la vacuna. Las
respuestas proliferativas de linfocitos T de cada paciente a una serie de péptidos se determinaron de la misma
manera como en el Ejemplo 1, en un momento dado. También se muestra la respuesta maxima de cada paciente
durante el periodo de estudio al péptido GV1001, lo que confirma que cada paciente respondié inmunitariamente a la
vacuna GV1001.

Los resultados se tabulan en la Tabla 7 y se muestran graficamente en la Figura 15 y las designaciones de péptidos
se mencionan en la Tabla 6.
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Tabla 7
Péptidos hTERT
. Respuesta maxima a
Paciente 718 |725 |726 |[728 |719-20 |GV1001 GV1001
P1 con
cancer de 1,2 1,3 1,2 0,8 1 0,9 60,95
pulmoén
P2 con
cancer de 0,9 1 0,8 0,6 1,1 122,8 122,8
pulmoén
P3 con
cancer de 1,1 1,2 1,1 0,8 0,9 1,4 161,6
pulmoén
P4 con
cancer de 1,1 0,4 1,1 0,7 1,5 1,2 13,3
pulmoén

Los cuatro pacientes mostraron una respuesta muy baja o nula a los péptidos de las SEQ ID NO: 1,7,8 y 9.

Ejemplo 8

Se estudiaron seis pacientes que eran no respondedores clinicos tras un diagnostico de melanoma y una vacuna de
péptido GV1001 (SEQ ID NO: 10). Todos estos pacientes eran pacientes con melanoma en estadio IV e incluidos en
el mismo ensayo de vacunacion GV1001 que los pacientes con melanoma P7 y P8 que fueron supervivientes a largo
plazo (véase el Ejemplo 6). Estos pacientes fueron seleccionados al azar entre aquellos pacientes que mostraron
una respuesta inmunitaria contra la vacuna, pero aun asi experimentaron una supervivencia a corto plazo. Cinco de
los pacientes también experimentaron una enfermedad progresiva y un paciente, denominado P3 con Melanoma,
experimenté cierta estabilizacion de la enfermedad, pero aun asi tuvo una corta supervivencia. Las respuestas
proliferativas de linfocitos T de cada paciente a una serie de péptidos se determinaron de la misma manera como en
el Ejemplo 1, en un momento dado. También se muestra la respuesta maxima de cada paciente durante el periodo
de estudio al péptido GV1001, lo que confirma que cada paciente respondié inmunitariamente a la vacuna GV1001.

Los resultados se tabulan en la Tabla 8 y se muestran graficamente en la Figura 16 y las designaciones de péptidos
se mencionan en la Tabla 6.

Tabla 8
Péptidos hTERT
Respuesta maxima a

Paciente 718 |725 (726 |728 |719-20 |GV1001 |~eRRU
P1 con 09 |09 |09 |08 |16 14 26,0
Melanoma

P2 con 08 |1 1 06 |53 0,9 38,7
Melanoma

P3 con 06 |07 |05 |05 |03 1.8 37
Melanoma

P4 con 11 |1 12 |08 |1 1,2 10,7
Melanoma

P5 con 71 |12 |19 |09 [19 252 35,4
Melanoma

P6 con 08 |48 |nt |13 |18 214 122.,0
Melanoma

Los seis pacientes mostraron una respuesta muy baja o nula a los péptidos de las SEQ ID NO: 1,7,8y 9.

Conclusién de los Ejemplos 1a 8

En la tabla 9 se proporciona un resumen de los pacientes estudiados en los Ejemplos 1 a 8. Todos los pacientes
respondieron inmunolégicamente al péptido GV1001. Los pacientes se clasificaron como respondedores clinicos o
no respondedores clinicos basandose en su respuesta clinica, que incluia enfermedad estable (EE), regresion
tumoral (RP o RC) y un tiempo de supervivencia inesperadamente largo. Tanto los respondedores clinicos como los
no respondedores clinicos fueron seleccionados de los mismos o similares ensayos de vacunacion.
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Tabla 9
Paciente Cancer Vacuna Respuesta de Supervive | Respuesta | Respondedo
linfocitos T especifica ncia Clinica r Clinico
de la vacuna en el (Meses)
momento probado
P4 con | Cancer de|GV1001 Si 10 EP No
cancer de | pulmén
pulmoén
P3 con | Cancer de|GV1001 Si 20 EP No
cancer de | pulmén
pulmoén
P1 con | Cancer de|GV1001 Si 14 EP No
cancer de | pulmén
pulmoén
P2 con | Cancer de|GV1001 Si 6 EP No
cancer de | pulmén
pulmoén
P4 con | Melanoma | GV1001 Si 8 EP No
Melanoma
P6 con | Melanoma | GV1001 Si 8 EP No
Melanoma
P5 con | Melanoma | GV1001 Si 12 EP No
Melanoma
P1 con | Melanoma | GV1001 Si 10 EP No
Melanoma
P3 con | Melanoma | GV1001 Si 10 EE No
Melanoma
P2 con | Melanoma | GV1001 Si 9 EP No
Melanoma
P7 con | Melanoma | GV1001 Si 65+ vivo, RP Si
Melanoma
P8 con | Melanoma | GV1001 Si 21 TTP Si
Melanoma aumentado,
RP
P9 con | Melanoma Respuesta Si 30+ vivo, EE Si
Melanoma espontanea, no
vacunado
P5 con | Cancer de|GV1001 Si 106+ vivo, RC Si
cancer de | pulmén
pulmoén
P6 con|Céancer de|CD/ ARNm de Si 16 RP Si
cancer de | pulmén hTERT
pulmoén
P1 con | Cancer de|GV1001 Si 80+ vivo, RC Si
cancer de | colon
colon
P1 con|Cancer de|CD/ ARNmMm de Si 43+ vivo, RC Si
cancer de | pancreas hTERT
pancreas
+ significa que el paciente todavia esta vivo
EP= Enfermedad progresiva
EE= Enfermedad estable
RP= Respuesta parcial
RC= Respuesta completa
TTP= tiempo de progresion

Los datos presentados en este caso indican fuertemente que la administracién de cualquiera de los péptidos de las
SEQ ID NO: 1 a 9 inducira respuestas de linfocitos T al péptido administrado en al menos algunos individuos. La
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presencia de respuestas de linfocitos T a los péptidos de las SEQ ID NO: 1 a 9 en pacientes a los que se les han
administrado otras vacunas de péptidos hTERT o células dendriticas transfectadas demuestra que los péptidos de
las SEQ ID NO: 1 a 9 pueden unirse y presentarse por las moléculas MHC de los pacientes y que los pacientes
tienen linfocitos T dentro de sus repertorios capaces de unir los péptidos cuando se presentan. Por lo tanto, cuando
los péptidos de las SEQ ID NO: 1 a 9 se administran a individuos, cabe esperar respuestas de linfocitos T a los
péptidos.

Ademas, los datos proporcionados en los Ejemplos 6 a 8 demuestran que las respuestas de los linfocitos T contra
los péptidos hTERT de las SEQ ID NO: 1, 7, 8 y 9 descritos en el presente documento, estan asociadas con
respuestas clinicas favorables en pacientes con diferentes formas de cancer. En varios supervivientes a corto plazo
que habian sido tratados de la misma manera con una vacuna de hTERT y que habian respondido a esta vacuna,
las respuestas a los péptidos hTERT de las SEQ ID NO: 1, 7, 8 y 9 solo se observaron esporadicamente. También
cabe destacar que en algunos de estos supervivientes a corto plazo, la respuesta al péptido GV1001 fue fuerte. Se
interpreta que estos resultados significan que la respuesta a un solo péptido (es decir, GV1001) por si solo no es
suficiente para proporcionar respuesta clinica/supervivencia a largo plazo, ya que en la mayoria de los pacientes con
una respuesta inmunitaria a este péptido, la supervivencia fue corta.

Esto se confirma mediante el analisis de diagrama de dispersion que se muestra en la Figura 17 que compara el
numero de péptidos hTERT a los que los pacientes demostraron una respuesta inmunitaria con la duracién de la
supervivencia de los pacientes. Tal como puede observarse en la Figura 17, existe una clara correlacion entre
tiempos de supervivencia mas largos y respuestas inmunitarias a un mayor numero de péptidos hTERT.

Ademas, el analisis que se muestra en la Figura 18 demuestra que aquellos pacientes que respondieron contra 2 o
mas péptidos hTERT ademas de GV1001 tuvieron una mayor duracion de supervivencia que fue estadisticamente
significativa en comparacion con aquellos pacientes que mostraron una respuesta inmunitaria a 0 o 1 péptido hTERT
ademas de GV1001.

Asimismo, los datos divulgados en el presente documento proporcionan una fuerte evidencia que apunta a un papel
crucial para los péptidos hTERT de las SEQ ID NO: 1, 7, 8 y 9 en las respuestas inmunitarias beneficiosas. Por lo
tanto, la inmunizacién activa con estos nuevos péptidos deberia inducir respuestas inmunitarias clinicamente
relevantes en un mayor numero de pacientes y, por lo tanto, dar como resultado una supervivencia prolongada en
una mayor proporcion de pacientes que la que se puede lograr mediante la vacunacion con el péptido GV1001 solo.

Se demostré que las respuestas contra los péptidos de las SEQ ID NO: 1, 7, 8 y 9 surgen de forma natural después
de la vacunacién con péptidos no relacionados en respondedores clinicos contrarios a los pacientes que no tienen
buenos resultados clinicos. Se cree que el mecanismo detras de esta inmunizacion natural es la presentacion de
estos péptidos por las células presentadoras de antigenos que han engullido las células tumorales muertas que
portan hTERT y han procesado la proteina hTERT mediante su maquinaria proteolitica para producir una serie de
péptidos hTERT procesados de forma natural que corresponden a los péptidos de las SEQ ID NO: 1, 7,8y 9
descritas en el presente documento. La demostracion de que muchos de los mismos péptidos son reconocidos por
las linfocitos T tomados de pacientes que han sido inmunizados por células presentadoras de antigeno transfectadas
con ARNm de hTERT (células dendriticas), y que estos pacientes lo han hecho excepcionalmente bien después de
la vacunacion, fortalecen aliin mas esta nocién. Al reforzar o inducir estas respuestas mediante la vacunaciéon con un
péptido de la presente invencion o un coctel de dichos péptidos que ya han sido clinicamente validados, sera posible
inducir respuestas clinicas y una supervivencia prolongada en una proporcién mucho mayor de pacientes.

Ejemplo 9

Los resultados de los Ejemplos 1 a 8 también se examinaron para determinar la combinacién mas eficaz de péptidos
que, por lo tanto, seria adecuada para combinar para producir un coctel de péptidos. Se observé que los péptidos de
las SEQ ID NO: 1, 7 y 9 tenian efectos complementarios por las siguientes razones.

Los motivos de union a MHC de cada una de las SEQ ID NO: 1, 7 y 9 y los fragmentos inmunogénicos de las
secuencias se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10

Péptido Secuencia Motivo de Unién a MHC

SEQ ID NO: 1 | ALFSVLNYERARRPGLLGASVLGLDDIHRA | Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
SVLNYERARRPGLLG Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
FSVLNYERARRPGLL Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
ARRPGLLGASVLGLD Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
RARRPGLLGASVLGL Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
VLNYERARRPGLLGA Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
RPGLLGASVLGLDDI Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
VLNYERARRPGLLGA Th (HLA-DR*01, 04, 07, 15)
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(continuacion)

Péptido Secuencia Motivo de Unién a MHC
GLLGASVLGL LTC (HLA-A2, -B7)
GLLGASVLG LTC (HLA-A2, -B7)
LLGASVLGL LTC (HLA-A2, -B7)
ALFSVLNYE LTC (HLA-A2, -B7)
RPGLLGASVL LTC (HLA-A2, -B7)
RPGLLGASV LTC (HLA-A2, -B7)

SEQ ID NO: 7 | RTFVLRVRAQDPPPE Th (HLA-DR*01, 11, 15)
RVRAQDPPPE LTC (HLA-A3)
FVLRVRAQD LTC (HLA-A3)

SEQ ID NO: 9 | AERLTSRVKALFSVL Th (HLA-DR*03, 11)
RLTSRVKAL LTC (HLA-A2, -A3, -B44)
RVKALFSVL LTC (HLA-A2, -A3, -B44)
AERLTSRVK LTC (HLA-A2, -A3, -B44)
ERLTSRVKAL LTC (HLA-A2, -A3, -B44)

Como puede observarse en la Tabla 10, los péptidos de las SEQ ID NO: 1, 7 y 9 y sus fragmentos inmunogénicos
son capaces de unirse a una amplia gama de moléculas HLA que presentan epitopos de Th o LTC. Por lo tanto,
estos péptidos son capaces de generar respuestas inmunitarias en una poblacion de pacientes muy amplia.

Ademas, los péptidos de las SEQ ID NO: 1, 7 y 9 tienen una inmunogenicidad comprobada en los pacientes
respondedores clinicos indicados en el Ejemplo 6 y una respuesta inmunitaria relativamente mayor en los
respondedores clinicos que en los no respondedores clinicos.

Mas especificamente, para el péptido de la SEQ ID NO: 1 hubo respuestas inmunitarias en 7/7 respondedores
clinicos en comparacién con las respuestas inmunitarias en 1/10 no respondedores clinicos. Varios de los
supervivientes a largo plazo que respondieron también mostraron respuestas de LTC por analisis con pentameros.

Para el péptido de la SEQ ID NO: 7 hubo respuestas inmunitarias en 5/7 respondedores clinicos en comparacion con
las respuestas inmunitarias en 1/10 no respondedores clinicos.

Para el péptido de la SEQ ID NO: 9 hubo respuestas inmunitarias en 3/7 respondedores clinicos en comparacion con
las respuestas inmunitarias en 0/10 no respondedores clinicos ademas de las respuestas de LTC mostradas por
analisis con pentameros en 3 de los pacientes, uno de ellos fue adicional a los 3 que muestran respuestas
proliferativas.

En consecuencia, este analisis de los resultados demuestra que se espera que un céctel de péptidos de las SEQ ID
NO: 1, 7 y 9 tenga un alto nivel de eficacia en un amplio abanico de la poblacion humana.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1, en donde el polipéptido tiene menos de 100
aminoacidos de longitud.

2. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el polipéptido tiene menos o igual a 80 o 50 o igual a
30 aminoacidos de longitud.

3. Una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de
acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2.

4. Un coctel de polipéptidos que comprende al menos dos polipéptidos diferentes, en donde los al menos dos
polipéptidos diferentes comprenden un céctel de polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en:

i) un coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 8; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 10,

ii) coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 7; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9y

iii) coctel de: un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; un polipéptido que comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 8; y un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9

en donde cada polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

5. Un coctel de moléculas de acido nucleico que comprende al menos dos moléculas de acido nucleico diferentes,
en donde las al menos dos moléculas de acido nucleico diferentes comprenden un céctel de moléculas de acido
nucleico seleccionadas del grupo que consiste en:

i) un coctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 8;y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 10,

ii) un coctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 7; y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9y

iii) un coctel de: una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1; una molécula de acido nucleico que consiste en
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 8;y
una molécula de acido nucleico que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9

en donde cada polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.
6. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en medicina.

7. Un polipéptido para su uso en medicina que comprende una secuencia seleccionada de: las SEQ ID NO: 2, 7 u 8,
en donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

8. Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 3 para su uso en medicina.

9. Una molécula de acido nucleico para su uso en medicina en donde la molécula de acido nucleico consiste en una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 2 u 8, en donde el polipéptido tiene menos de 100 aminoacidos de longitud.

10. Una composiciéon farmacéutica que comprende un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, una
molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 3, un coctel de polipéptidos de acuerdo con la
reivindicacion 4 o un coctel de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5 y un adyuvante, un
diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otro ingrediente terapéutico.

11. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde el polipéptido, la molécula de acido
nucleico, el coctel de polipéptidos o el coctel de moléculas de acido nucleico estan presentes en una cantidad de
entre 1y 500 pg.

12. Una composicién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en donde el polipéptido, la molécula
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de acido nucleico, un polipéptido del coctel de polipéptidos o una molécula de acido nucleico del céctel de moléculas
de acido nucleico estan acoplados a un vehiculo inmunogénico.

13. Una composicién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en donde el polipéptido o un
polipéptido del coctel de polipéptidos estan unidos a una sustancia adicional.

14. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en donde la sustancia adicional se
selecciona del grupo que consiste en: un lipido, un azucar, una cadena de azucar, un grupo acetilo, un polimero
natural y un polimero sintético.

15. Una composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en donde el polipéptido o un
polipéptido del coctel de polipéptidos tienen la forma de un conjugado de lipopéptido.

16. Un coctel de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 4, un coctel de moléculas de acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 5 o una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 15 para su uso en medicina.

17. Un polipéptido, una molécula de acido nucleico, un céctel de polipéptidos, un coctel de moléculas de acido
nucleico, una composicion farmacéutica o un polipéptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 9 o 16 para su uso en el tratamiento o profilaxis de cancer.

18. Un coctel de polipéptidos que comprende al menos dos polipéptidos diferentes, que comprende las secuencias

selecciona del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 2 o 7, en donde cada polipéptido tiene menos de 100
aminoacidos de longitud.
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Resumen de respuestas de pacientes seleccionados
que compara GV1001 con 633-677 y 660-689
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Deteccion de linfocitos T CD8+ especificos de péptidos
hTERT en muestras de sangre de pacientes (HLA-A2+)
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" Deteccion de LTC especificos de péptidos hTERT en el paciente
con cancer de pulmén 5 (vacunacién con GV1001)

(1]
g8 e
g-g 1,2
8= L
>5=un
E=i % N
N = 4
2gs 08
g8 o
SEC 04l i
esh '
= c . -
g 02
=8 ol Z %l— S i ~H— “7/%"*
2003 2004 2005 2006 2008 2009 2010
Momento de vacunacién
W 613-621 B 672-681 % Control de VIH
Figura 6

39



ES 2751092 T3

|
i
I
|

i
i
1
]
|
[
|

i

i 1 !

R /7o-c19

i | }

U  7:9-819

{ i {

N 59059

{

| | |

N /o-£99

| i
W /19-c09

| [
W zoens
W /89-€£9
W 0z2-502
W 61-50£
W /69-£89
W 502-169
W/ /99-€59
W/ 595-159
¥ 809-€65
Wive-cz9
¥ L65-€85
Y £8s-eLs
Vi z65-8L5
Y cy9-e€9
V ce9-€29
V22595
\ coz-g69
\ 1oL
Vsec-tee
\| 59-£v9

[=}
]

Respuestas de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en el paciente con melanoma 7 (vacunacién con GV1001)
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Figura 7

Respuestas de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes

hTERT en el paciente con cancer de pulmén 5 (vacunacién con GV1001) |
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Respuestas de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
hTERT en el paciente con melanoma 8 (vacunacion con GV1001)
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Respuestas de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes
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Figura 11

Respuestas de linfocitos T contra la biblioteca de péptidos solapantes hTERT
en el paciente con cancer de pulmén 6 (vacunacion con ARNm de CD/hTERT)
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Figura 12
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