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DESCRIPCIÓN

Activación de células NK inducida por péptidos

Esta invención se refiere a la activación de células NK y a la inmunidad mediada por células NK, a péptidos 5
inmunogénicos, a composiciones y a complejos; y a métodos asociados de tratamiento o profilaxis. 

Las células citolíticas naturales (NK) son importantes en la respuesta inmunitaria al cáncer, trastornos inflamatorios e 
infecciones globalmente importantes, tales como VIH, hepatitis B (VHB), hepatitis C (VHC) y malaria. Los receptores 
similares a inmunoglobulinas de células citolíticas (KIR) se expresan en células NK y combinaciones específicas de 10
KIR y sus ligandos de HLA de clase I conducen a la protección o susceptibilidad a VHC, VIH, VPH y malaria; a cánceres 
relacionados con virus, incluyendo carcinoma hepatocelular (VHB y VHC) y cáncer de cuello uterino (VPH); a 
trastornos asociados al embarazo y el desenlace de tumores malignos hematológicos y trasplante de médula ósea1-9. 

Se han demostrado células NK de “memoria” longevas específicas de virus en ratones10-12. Consecuente con estas 15
poblaciones en seres humanos, se han observado expansiones de células NK que expresan KIR inhibidores o 
activadores específicos para el propio MHC de clase I en varias infecciones virales (VHC, VIH, CMV, hantavirus) y 
asociados a la protección en la infección tanto por VHC como por virus Chikungunya13-17. Los impulsores de estas 
expansiones específicas del propio MHC de clase I no están claros. Sin embargo, los KIR se acoplan a MHC de clase 
I y su péptido unido18 y se ha demostrado una sensibilidad inesperada de las células NK a los cambios en el contenido 20
de péptidos de MHC de clase I19, 20. 

La especificidad de los receptores inhibidores se ha definido bien. Debido a la alta homología de secuencia en los 
dominios de unión a ligando con receptores inhibidores relacionados, los ligandos para el KIR activador se han 
considerado similares a los del KIR inhibidor, pero generalmente de menor afinidad. Por tanto, en general se cree que 25
los KIR activadores se acoplan a moléculas de MHC de clase I y su péptido unido con los mismos motivos que sus 
homólogos inhibidores. 

Un objetivo de la presente invención es proporcionar una terapia o profilaxis mediada por células NK mejorada o 
alternativa. 30

Según un primer aspecto de la invención, se proporciona un complejo que comprende una molécula de HLA-C de 
MHC de clase I y un péptido capaz de activar la inmunidad mediada por células NK según la reivindicación 1 en el 
presente documento. Tal como se describe en el presente documento, se proporciona un péptido capaz de activar la 
inmunidad mediada por células NK, comprendiendo o consistiendo el péptido en la secuencia de aminoácidos 35
XnAX2X1,

en la que

Xn es una secuencia de aminoácidos de entre 5 y 12 residuos, y40

X1 es cualquier aminoácido; o leucina o isoleucina; y

X2 es alanina, treonina, triptófano o serina. 
45

En una realización X1 es leucina o isoleucina. En una realización X1 es leucina. Alternativamente, en una realización 
X1 es isoleucina. 

En una realización X2 es alanina o treonina. En otra realización X2 es triptófano o treonina. En otra realización X2 es 
alanina. En otra realización X2 es treonina. En otra realización X2 es triptófano. En una realización X1 es leucina y X250
es alanina o treonina. En otra realización X1 es leucina y X2 es triptófano o treonina. En otra realización X1 es leucina 
y X2 es triptófano. En otra realización X1 es leucina y X2 es treonina. En otra realización X1 es leucina y X2 es alanina. 

Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 5 residuos. Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 6 residuos. 
Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 7 residuos. Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 5 residuos 55
y X1 es leucina. Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 6 residuos y X1 es leucina. Xn puede ser una secuencia 
de aminoácidos de 7 residuos y X1 es leucina. Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 7 residuos y X2 es 
triptófano. Xn puede ser una secuencia de aminoácidos de 7 residuos y X2 es treonina. 

La secuencia peptídica de aminoácidos puede comprender cualquier secuencia seleccionada del grupo que 60
comprende:

LNPSVAATL; NPSVAATL; PSVAATL;

VAPWNAATL; APWNAATL; PWNAATL;65
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3

VAPWNSATL; APWNSATL; PWNSATL;

VAPWNSAAL; APWNSAAL; PWNSAAL;

VAPWNAAAL; APWNAAAL; GAVPDLAWL; GAVPDLATL y PWNAAAL. 5

En una realización alternativa, la secuencia peptídica de aminoácidos puede comprender cualquier secuencia 
seleccionada del grupo que comprende:

LNPSVAATI; NPSVAATI; PSVAATI;10

VAPWNAATI; APWNAATI; PWNAATI;

VAPWNSATI; APWNSATI; PWNSATI;
15

VAPWNSAAI; APWNSAAI; PWNSAAI;

VAPWNSAAI; APWNSAAI; y PWNSAAI. 

La secuencia peptídica de aminoácidos puede comprender cualquier secuencia seleccionada del grupo que 20
comprende:

LNPSVAATL; NPSVAATL; PSVAATL;

LNPSVAAAL; NPSVAAAL; PSVAAAL;25

LNPSVAASL; NPSVAASL; PSVAASL;

LNPSVAAWL; NPSVAAWL; y PSVAAWL. 
30

La secuencia peptídica de aminoácidos puede comprender cualquier secuencia seleccionada del grupo que 
comprende:

LNPSVAATI; NPSVAATI; PSVAATI;
35

LNPSVAAAI; NPSVAAAI; PSVAAAI;

LNPSVAASI; NPSVAASI; PSVAASI;

LNPSVAAWI; NPSVAAWI; y PSVAAWI. 40

La secuencia peptídica de aminoácidos puede comprender cualquier secuencia seleccionada del grupo que 
comprende LNPSVAATL; LNPSVAAAL; LNPSVAASL; y LNPSVAAWL. 

El péptido puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos LNPSVAATL. En otra realización el péptido 45
puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos VAPWNAATL. En otra realización el péptido puede 
comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos VAPWNSATL. En otra realización el péptido puede 
comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos VAPWNAAAL. 

El péptido puede comprender o consistir en la secuencia de aminoácidos GAVPDLAWL. El péptido puede comprender 50
o consistir en la secuencia de aminoácidos GAVPDLATL. 

El péptido puede tener entre aproximadamente 8 y aproximadamente 12 residuos de aminoácidos de longitud. El 
péptido puede tener entre aproximadamente 8 y aproximadamente 15 residuos de aminoácidos de longitud. El péptido 
puede tener al menos 8 residuos de aminoácidos de longitud. El péptido puede tener 9 residuos de aminoácidos de 55
longitud. 

El péptido puede ser un péptido aislado. El péptido puede ser inmunogénico. El péptido puede comprender un péptido 
derivado de virus, por ejemplo un péptido que comprende o que consiste en una secuencia de aminoácidos de un 
péptido o proteína de virus. El péptido puede incluir un péptido oncogénico. El péptido oncogénico puede ser un 60
péptido que se presenta de manera anómala en una célula, de manera que identifica la célula como cancerosa. El 
péptido puede ser un péptido propio, es decir, un péptido que comprende una secuencia que está codificada por el 
genoma de un paciente. Por ejemplo, un péptido propio puede estar codificado por un gen que se regula por 
incremento durante la infección. 

65
La divulgación proporciona ventajosamente que puedan utilizarse péptidos específicos de MHC de clase I para dirigir 
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la activación y expansión de células NK que expresan KIR inhibidores o activadores específicos y que esta propiedad 
pueda aprovecharse para generar protocolos específicos de péptidos para la terapia con células NK. Esto es atractivo 
para células NK porque los KIR tienen amplias especificidades de péptido:HLA de manera que el inmunógeno y el 
antígeno no es necesario que sean los mismos. Hasta la fecha, la terapia con células NK se centra en la generación 
de grandes cantidades de células NK no específicas. Sin embargo, la comprensión de los conceptos de la presente 5
divulgación conduciría a la activación específica de péptidos de células NK que orientaría a estrategias de vacunación 
basadas en NK y a los protocolos basados en péptidos para generar subpoblaciones específicas de células NK que 
pueden usarse terapéuticamente. En particular, los KIR activadores están asociados con tumores malignos 
hematológicos. Tienen especificidades de MHC de clase I:péptido similares al KIR inhibidor, pero se unen a una 
afinidad mucho menor22-24. Por tanto, la inhibición domina sobre la activación. En una realización, la divulgación 10
identifica un péptido derivado de VHC que se une específicamente a KIR2DS2, pero no a KIR2DL2. Esto significa que 
podrían activarse células NK positivas para KIR2DS2 mediante péptidos específicos. 

Tal como se describe en el presente documento, se proporciona un complejo que comprende una molécula de MHC 
de clase I y el péptido según la divulgación. La molécula de MHC de clase I puede comprender una MHC de clase I 15

truncada en la región de tallo del dominio 3. La molécula de MHC de clase I puede comprender HLA-C, o parte de 
la misma. La HLA-C puede ser una HLA-C del grupo 1 (por ejemplo, HLA-C con lisina en el residuo 80 de la hélice 
alfa de la cadena pesada de MHC de clase I). La molécula de MHC de clase I puede comprender HLA-Cw*0102. La 
molécula de MHC de clase I puede comprender HLA-C*0304. El complejo puede comprender una proteína de fusión 
de la molécula de MHC de clase I y el péptido según la divulgación. El complejo puede comprender una proteína de 20
fusión de la molécula de MHC de clase I HLA-Cw*0102 y el péptido según la divulgación. El complejo puede 
comprender una proteína de fusión de la molécula de MHC de clase I HLA-C*0304 y el péptido según la divulgación. 
El complejo puede ser un complejo aislado. 

Según otro aspecto de la invención, se proporciona una vesícula según la reivindicación 6 en el presente documento. 25

También tal como se describe, se proporciona una vesícula que comprende el complejo de la divulgación. 

La vesícula puede ser un exosoma. La vesícula puede estar aislada. El exosoma puede aislarse de una célula 
dispuesta para expresar una molécula de MHC de clase I, o parte de la misma, y el péptido según la divulgación. El 30
exosoma puede aislarse de una célula dispuesta para expresar una molécula de MHC de clase I HLA-C, o parte de la 
misma, y el péptido según la divulgación. El exosoma puede aislarse de una célula dispuesta para expresar una 
molécula de MHC de clase I HLA-Cw*0102 y el péptido según la divulgación. El exosoma puede aislarse de una célula 
dispuesta para expresar una molécula de MHC de clase I HLA-C*0304 y el péptido según la divulgación. 

35
También tal como se describe, se proporciona una célula NK activada, en la que la célula NK expresa el receptor 
KIR2DS2, y en la que la célula NK se activa por exposición al péptido según la divulgación. 

La célula NK puede ser de mamífero. La célula NK puede ser humana. La exposición de la célula NK al péptido para 
activar la célula NK puede ser in vitro, por ejemplo en un cultivo celular. La exposición de la célula NK al péptido para 40
activar la célula NK puede provocar la expansión de la célula NK en múltiples células NK que tienen especificidad por 
péptidos específicos, tales como el péptido según la divulgación, o péptidos relacionados. Una o más citocinas pueden 
añadirse adicionalmente a las células NK para ayudar a la activación y/o expansión. 

Según otro aspecto de la invención, se proporciona un ácido nucleico según la reivindicación 7 dada a conocer en el 45
presente documento. 

También tal como se describe, se proporciona un ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un péptido 
según la divulgación. 

50
El ácido nucleico puede ser un vector de plásmido para vacunación. El ácido nucleico puede comprender ADN o ARN. 
El ácido nucleico puede comprender ácido nucleico viral. El ácido nucleico puede comprender un vector viral. El ácido 
nucleico puede ser un vector. El ácido nucleico puede comprender ADN de plásmido de virus adenoasociado. El ácido 
nucleico puede comprender además una secuencia que codifica una molécula de MHC de clase I. La molécula de 
MHC de clase I puede comprender HLA-C, o parte de la misma. La molécula de MHC de clase I puede comprender 55
HLA-Cw*0102. La molécula de MHC de clase I puede comprender HLA-C*0304. El ácido nucleico puede comprender 
un promotor viral, tal como el promotor de SV40, el promotor del virus del sarcoma de Rous (VSR) o el promotor 
temprano inmediato de citomegalovirus (CMV). El ácido nucleico puede comprender una secuencia que codifica el 
CTE del virus del mono de Mason-Pfizer (MPV) con o sin rev. El ácido nucleico puede comprender una secuencia 
potenciadora. El ácido nucleico puede comprender un intrón sintético. El ácido nucleico puede comprender una 60
secuencia líder tripartita (TPL) de adenovirus. El ácido nucleico puede comprender una señal de ubiquitina N-terminal
para seleccionar como diana la ruta de MHC de clase I. El ácido nucleico puede codificar para la glicoproteína E3/19K 
de adenovirus. El ácido nucleico puede codificar para una secuencia 2A para el control del corte y empalme, por 
ejemplo T2A (virus Thosea asigna 2A: T2A), F2A (virus de la fiebre aftosa 2A), virus de la rinitis equina A (E2A) o 
tescovirus porcino-1 (P2A). El ácido nucleico puede codificar para E19/3K, el péptido de la divulgación, T2A, y una 65

E15722574
07-07-2020ES 2 805 047 T3

 



5

HLA-C, o parte de la misma. El ácido nucleico puede codificar para E19/3K:péptido:T2A:HLA-C en la orientación 
proporcionada. 

Según otro aspecto de la invención se proporciona un virus según la reivindicación 9 dada a conocer en el presente 
documento. 5

Tal como se describe en el presente documento, se proporciona un virus que comprende el ácido nucleico según la 
divulgación. El virus puede seleccionarse de cualquiera del grupo que comprende adenovirus; virus adenoasociados; 
virus de la viruela, por ejemplo, vaccinia tal como MVA; virus alfa, por ejemplo, virus del bosque Semliki; lentivirus; 
retrovirus; virus oncolítico, por ejemplo, reovirus. El virus puede estar atenuado. 10

Según otro aspecto de la invención, se proporciona una célula dendrítica que expresa, o capaz de expresar el 
complejo, según la reivindicación 10 dada a conocer en el presente documento. 

Tal como se describe en el presente documento, se proporciona una célula dendrítica que expresa, o capaz de 15
expresar el complejo según la divulgación. La célula dendrítica puede comprender ácido nucleico que codifica el 
complejo según la divulgación. La célula dendrítica puede ser autóloga para el paciente. Por ejemplo, la célula 
dendrítica puede recogerse de un paciente y transformarse con ácido nucleico que codifica el complejo según la 
divulgación. Los transformantes, o generaciones de los mismos, pueden devolverse entonces al paciente para su 
tratamiento o profilaxis (por ejemplo, inmunización). 20

Según otro aspecto de la invención, se proporciona una composición inmunogénica, según la reivindicación 11 dada 
a conocer en el presente documento. 

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende uno o más de:25

- el péptido según la divulgación;

- el complejo según la divulgación;
30

- la vesícula según la divulgación; 

- la célula dendrítica según la divulgación;

- el ácido nucleico según la divulgación; y35

- el virus según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende el péptido según la 
divulgación. 40

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende el complejo según la 
divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende la vesícula según la 45
divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende la célula dendrítica 
según la divulgación. 

50
También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende el ácido nucleico según 
la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona una composición inmunogénica que comprende el virus según la 
divulgación. 55

La composición inmunogénica puede incluir un portador, tal como un portador farmacéutico aceptable. El portador 
puede comprender un tampón. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 60
células NK que comprende la administración de:

- el péptido según la divulgación;

- la composición inmunogénica según la divulgación;65
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- el complejo según la divulgación;

- la vesícula según la divulgación;

- la célula dendrítica según la divulgación;5

- la célula NK activada según la divulgación; 

- el ácido nucleico según la divulgación; o
10

- el virus según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración del péptido según la divulgación. 

15
También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración de la composición inmunogénica según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración del complejo según la divulgación. 20

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración de la vesícula según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 25
células NK que comprende la administración de la célula dendrítica según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración de la célula NK activada según la divulgación. 

30
También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración del ácido nucleico según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de una enfermedad regulada por 
células NK que comprende la administración del virus según la divulgación. 35

Las células NK activadas pueden proporcionarse en la cantidad de al menos 1x107 células por kg de peso corporal. 
Las células NK activadas pueden proporcionarse en la cantidad de entre aproximadamente 1x107 y 5x109 células por 
kg de peso corporal. Las células NK activadas pueden proporcionarse en la cantidad de entre aproximadamente 1x107

y 1x109 células por kg de peso corporal. 40

El tratamiento o profilaxis puede comprender adicionalmente la administración de una o más citocinas. La(s) citocina(s) 
puede(n) administrarse en la misma composición que el péptido de la divulgación. La administración puede ser por 
vía intravenosa. En una realización donde va a tratarse el cáncer, la administración puede ser directamente en la 
arteria que suministra al cáncer. 45

Según otro aspecto de la invención, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad o infección, según la reivindicación 12 dada a conocer en el presente documento. 

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 50
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en:

- el péptido según la divulgación;

- la composición inmunogénica según la divulgación;55

- el complejo según la divulgación;

- la vesícula según la divulgación;
60

- la célula dendrítica según la divulgación;

- la célula NK activada según la divulgación;

- el ácido nucleico según la divulgación; o65
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- el virus según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en el péptido según la divulgación. 

5
También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en la composición inmunogénica según 
la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 10
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en el complejo según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en la vesícula según la divulgación. 

15
También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en la célula dendrítica según la 
divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 20
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en la célula NK activada según la 
divulgación; 

también tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad 
regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en el ácido nucleico según la divulgación. 25

También tal como se describe, se proporciona un agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una 
enfermedad regulada por células NK, comprendiendo o consistiendo el agente en el virus según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 30
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2;

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar:
35

- el péptido según la divulgación;

- la composición inmunogénica según la divulgación;

- el complejo según la divulgación;40

- la vesícula según la divulgación;

- la célula dendrítica según la divulgación;
45

- el ácido nucleico según la divulgación; o

- el virus según la divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 50
células NK activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 55

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar el péptido según la divulgación; y 
opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 
células NK activadas según la divulgación.

60
También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar la composición inmunogénica según 65
la divulgación; y opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al 
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paciente las células NK activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 5

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar el complejo según la divulgación; y 
opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 
células NK activadas según la divulgación. 

10
También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar la vesícula según la divulgación; y 15
opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 
células NK activadas según la divulgación.

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 20
KIR2DS2; 

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar la célula dendrítica según la 
divulgación; y opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al 
paciente las células NK activadas según la divulgación. 25

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 

30
en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar el ácido nucleico según la divulgación; 
y opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 
células NK activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 35
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce células NK que expresan 
KIR2DS2; 

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar el virus según la divulgación; y 
opcionalmente en el que si el paciente no produce células NK que expresan KIR2DS2, administrar al paciente las 40
células NK activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

45
en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar:

- el péptido según la divulgación;

- la composición inmunogénica según la divulgación;50

- el complejo según la divulgación;

- la vesícula según la divulgación;
55

- la célula dendrítica según la divulgación;

- el ácido nucleico según la divulgación; o

- el virus según la divulgación; y60

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 65
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;
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en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar el péptido según la divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 5

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar la composición inmunogénica según la 10
divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 

15
También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar el complejo según la divulgación; y
20

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;25

en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar la vesícula según la divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación.30

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar la célula dendrítica según la divulgación; y35

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 40
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar el ácido nucleico según la divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 45
activadas según la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método de tratamiento o profilaxis de un paciente para una 
enfermedad regulada por células NK que comprende determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2;

50
en el que si el paciente produce un ligando para KIR2DS2, administrar el virus según la divulgación; y

opcionalmente en el que si el paciente no produce un ligando para KIR2DS2, administrar al paciente las células NK 
activadas según la divulgación. 

55
También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
se selecciona de:

- el péptido según la divulgación;60

- la composición inmunogénica según la divulgación;

- el complejo según la divulgación;
65

- la vesícula según la divulgación;
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- el ácido nucleico según la divulgación; o

- el virus según la divulgación;
5

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, 

en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 10

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el péptido según la divulgación;

15
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, 

en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 20

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es la composición inmunogénica según la divulgación;

25
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, 

en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 30

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el complejo según la divulgación;

35
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2,

en el que se selecciona a un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 40

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es la vesícula según la divulgación;

45
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 50

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el ácido nucleico según la divulgación;

55
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 60

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el virus según la divulgación; 

65
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2, 
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en el que se selecciona un paciente que produce células NK que expresan KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis 
con el agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce células NK que expresan KIR2DS2 no se 
selecciona para el tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 

5
También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
se selecciona de:

- el péptido según la divulgación;10

- la composición inmunogénica según la divulgación;

- el complejo según la divulgación;
15

- la vesícula según la divulgación;

- el ácido nucleico según la divulgación; o

- el virus según la divulgación; 20

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente, en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 25
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el péptido según la divulgación;30

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 35
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es la composición inmunogénica según la divulgación;40

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente, en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 45
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el complejo según la divulgación;50

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 55
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es la vesícula según la divulgación;60

comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 65
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 
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También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el ácido nucleico según la divulgación;

5
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo.10

También tal como se describe, se proporciona un método de selección de un paciente para el tratamiento o la profilaxis 
con un agente dispuesto para activar la protección mediada por células NK de una enfermedad, en el que el agente 
es el virus según la divulgación;

15
comprendiendo el método la etapa de determinar si el paciente produce un ligando para KIR2DS2,

en el que se selecciona un paciente que produce un ligando para KIR2DS2 para el tratamiento o la profilaxis con el 
agente; y opcionalmente, en el que un paciente que no produce un ligando para KIR2DS2 no se selecciona para el 
tratamiento o la profilaxis con el agente, y/o se selecciona para un tratamiento alternativo. 20

El ligando para KIR2DS2 puede comprender un ligando codificado por el alelo HLA-C del grupo I. El ligando para 
KIR2DS2 puede comprender HLA-A11. 

El método para seleccionar un paciente puede comprender además administrar el agente al paciente seleccionado. 25

El tratamiento alternativo puede incluir administrar al paciente la célula NK activada según la divulgación. 

Determinar si un paciente produce células NK que expresan KIR2DS2 puede comprender proporcionar una muestra 
de sangre o plasma sanguíneo del paciente y detectar células NK que expresan KIR2DS2 en la sangre o plasma 30
sanguíneo. Determinar si un paciente produce células NK que expresan KIR2DS2 puede comprender proporcionar 
una muestra de sangre o plasma sanguíneo del paciente y detectar ácido nucleico que codifica KIR2DS2. La detección 
puede comprender PCR, por ejemplo, usando cebadores específicos de secuencia (PCR-SSP). La detección puede 
comprender secuenciación de ácido nucleico, tal como secuenciación de ARN. La detección puede comprender 
detección mediada por anticuerpos. La detección puede comprender detección mediada por unión de receptor-ligando 35
de KIR2DS2. 

Determinar si un paciente produce un ligando para KIR2DS2 puede comprender proporcionar una muestra de sangre 
o plasma sanguíneo del paciente y detectar un ligando para KIR2DS2 en la sangre o plasma sanguíneo. Determinar 
si un paciente produce un ligando para KIR2DS2 puede comprender proporcionar una muestra de sangre o plasma 40
sanguíneo del paciente y detectar ácido nucleico que codifica un ligando para KIR2DS2. La detección puede 
comprender PCR, por ejemplo, usando cebadores específicos de secuencia (PCR-SSP). La detección puede 
comprender secuenciación de ácido nucleico, tal como secuenciación de ARN. La detección puede comprender 
detección mediada por anticuerpos. La detección puede comprender detección mediada por unión de ligando-receptor. 

45
La enfermedad regulada por células NK puede ser una enfermedad capaz de inhibirse, suprimirse, curarse, aliviarse 
o prevenirse por la acción de destrucción mediada por células NK específicas. La enfermedad regulada por células 
NK puede ser una enfermedad capaz de modificarse por la acción de destrucción de células NK específicas. La 
enfermedad regulada por células NK puede comprender una infección viral. La infección viral puede comprender 
infección por VHC. La infección viral puede comprender infección por VIH. La infección viral puede comprender 50
infección viral crónica, tal como infección por VHC crónica. 

La enfermedad regulada por células NK puede comprender una enfermedad mediada por KIR2DS2. La enfermedad 
regulada por células NK puede incluir una enfermedad mediada por KIR activador. La enfermedad regulada por células 
NK puede ser cualquiera de las enfermedades de infecciones seleccionadas del grupo que comprende cáncer, VHC, 55
VHB, VPH, malaria, trastornos relacionados con el embarazo, VEB, sarcoma de Kaposi, ébola, VHS, lepra y TB. La 
enfermedad regulada por células NK puede comprender infección por VHC. La enfermedad regulada por células NK 
puede incluir infección por VEB. 

También tal como se describe, se proporciona un método de producción de células NK activadas que comprende 60
exponer una célula NK que expresa receptor de KIR2DS2 a un péptido según la divulgación. 

El método de producción de células NK activadas puede ser in vitro, por ejemplo en un cultivo celular. 

También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 65
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración de:
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- el péptido según la divulgación;

- el complejo según la divulgación;
5

- la vesícula según la divulgación;

- el ácido nucleico según la divulgación; o

- el virus según la divulgación. 10

También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración del péptido según la 
divulgación. 

15
También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración del complejo según la 
divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 20
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración de la vesícula según la 
divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración del ácido nucleico según 25
la divulgación. 

También tal como se describe, se proporciona un método para activar una respuesta inmunitaria mediada por células 
NK de un paciente para el reconocimiento de un antígeno que comprende la administración del virus según la 
divulgación. 30

El antígeno puede comprender un péptido derivado de VHC. El antígeno puede comprender un péptido derivado de 
VIH. El antígeno puede comprender un péptido derivado de una célula cancerosa. El antígeno puede comprender un 
péptido derivado de, o específico para, cualquiera de las enfermedades de infecciones seleccionadas del grupo que 
comprende cáncer, VHC, VHB, VPH, malaria, trastornos relacionados con el embarazo, VEB, sarcoma de Kaposi, 35
ébola, VHS, lepra y TB. La enfermedad regulada por células NK puede comprender infección por VHC. 

La respuesta inmunitaria puede ser protectora. 

También tal como se describe, se proporciona un péptido según la divulgación para su uso en, o como, una vacuna. 40

El término “inmunogénico”, cuando se aplica al péptido o a la composición de la presente divulgación, significa capaz 
de provocar una respuesta inmunitaria en un cuerpo humano o animal. 

El término “aislado”, cuando se aplica al péptido o complejo de la presente divulgación, significa un péptido o complejo: 45
(i) codificado por ácidos nucleicos usando métodos de ADN recombinante; o (ii); sintetizado, por ejemplo, por métodos 
de síntesis química; o (iii) separado de materiales biológicos que se producen de manera natural, y luego purificado 
usando procedimientos analíticos de proteínas; o (iv) asociado con restos químicos (por ejemplo, péptidos, hidratos 
de carbono, ácidos grasos y similares) distintos de los asociados con el péptido antigénico en su estado que se produce 
de manera natural; o (v) que no se producen en la naturaleza. Un péptido o complejo aislado de la divulgación incluye 50
un péptido o complejo expresado a partir de una secuencia de nucleótidos que codifica el péptido o complejo, o a partir 
de un vector recombinante que contiene una secuencia de nucleótidos que codifica el péptido o complejo. 

El término “protector” significa la prevención de una enfermedad, un riesgo reducido de infección, progresión y/o 
transmisión de la enfermedad, gravedad reducida de la enfermedad, una cura de un estado o enfermedad, un alivio 55
de los síntomas o una reducción de la gravedad de una enfermedad o de los síntomas de la enfermedad. 

El término “profilaxis” significa la prevención de o el tratamiento protector para una enfermedad. La profilaxis puede 
incluir un riesgo reducido de infección, progresión y/o de transmisión de la enfermedad, o reducción de la gravedad 
de la enfermedad. 60

El término “tratamiento” significa una cura de un estado o enfermedad, un alivio de los síntomas o una reducción de 
la gravedad de una enfermedad o de los síntomas de la enfermedad. 

El experto en la técnica entenderá que características opcionales de una realización o aspecto de la divulgación 65
pueden ser aplicables, cuando sea apropiado, a otras realizaciones o aspectos de la divulgación. 
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Las realizaciones de la divulgación se describirán ahora con más detalle, solo a modo de ejemplo, con referencia a 
los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra que el péptido LNPSVAATL se une a HLA-Cw*0102. La línea celular positiva para HLA-Cw*0102 5
L721.174 se incubó con concentraciones crecientes del péptido LNPSVAATL o un péptido de control VAPWNSLSL. 
Se tiñeron las células para superficie celular de MHC de clase I y se analizaron por citometría de flujo. Se representó 
gráficamente la intensidad de fluorescencia media de la superficie celular de MHC de clase I contra la concentración 
de péptido.

10
La figura 2 muestra que LNPSVAATL se reconoce por células NK positivas para KIR2DS2 y conduce a la activación 
de células NK (desgranulación de CD107a) y a la destrucción de células diana que expresan HLA-Cw*010. A. Se 
incubaron las células en presencia o ausencia de péptidos, y luego se cultivaron con células NK de un donante positivo 
para KIR2DS2 o negativo para KIR2DS2. Se midió el nivel de expresión de CD107a (LAMP) en células NK positivas 
para el anticuerpo CH-L. Este anticuerpo se une a KIR2DS2, KIR2DL2 y KIR2DL3. B. Datos de resumen de 5 donantes 15
positivos para KIR2DS2 y 6 donantes negativos para KIR2DS2 sometidos a prueba según el panel A de la figura 2. 
Para comparar los diferentes donantes, se normalizaron los datos al 100% para la condición sin péptidos.

La figura 3 muestra que clones de células NK positivas para KIR2DS2 destruyen células diana que expresan HLA-
Cw*0102 y el péptido LNPSVAATL. Se incubaron células L721.174 en presencia o ausencia de los péptidos 20
VAPWNSFAL y el LNPSVAATL. Entonces se marcaron las células con el colorante naranja rastreador celular, y luego 
se cultivaron con clones de células NK positivas para KIR2DS2 (clones 4, 6, 9) o un clon de células NK negativas para 
KIR2DS2 (clon 27). Entonces se determinó la citotoxicidad usando tinción de rojo lejano fijable Live/Dead®.

La figura 4 muestra que KIR2DS2 se une a HLA-C*0102 y al péptido LNPSVAATL. A. Se expresó la proteína KIR2DS2 25
con una etiqueta C-terminal de biotinilación. Tras la biotinilación con la enzima BirA, la proteína KIR2DS2 se incubó 
con estreptavidina-ficoeritrina para formar tetrámeros de KIR2DS2 fluorescentes (KIR2DS2-PE). Se incubaron 
entonces células L721.174 con los péptidos indicados. Entonces se tiñeron las células con KIR2DS2-PE y se 
analizaron por citometría de flujo. Se muestran gráficos de histograma. Los números en negrita representan la 
intensidad de tinción fluorescente media de la tinción de KIR2DS2-PE de las células en presencia de péptido y los 30
números sin negrita la tinción en ausencia de péptido. B. Representa las intensidades fluorescentes de error estándar 
y media del experimento en “A” después de experimentos replicados.

La figura 5 muestra que KIR2DS2 reconoce péptidos con motivos XXXXXXXAAL y XXXXXXXATL. A. Se incubaron 
las células L721.174 con los péptidos indicados. Entonces se tiñeron las células con KIR2DS2-PE (véase la figura 4) 35
y se analizaron por citometría de flujo. Se muestran gráficos de histograma. Los números en negrita representan la 
intensidad de tinción fluorescente media de la tinción de KIR2DS2-PE de las células en presencia de péptido y los 
números sin negrita la tinción en ausencia de péptido. B. Representa las intensidades fluorescentes de error estándar 
y media del experimento en “A” después de experimentos replicados.

40
Figura 6. LNPSVAATL activa células NK que expresan KIR2DS2. A. Se incubaron células L721.174 con los péptidos 
indicados. Entonces se incubaron las células con la línea celular NK transfectada con KIR2DS2. Se lisaron las células 
y entonces se inmunoprecipitó el KIR2DS2 a partir de la mezcla usando el anticuerpo GL183 acoplado a perlas de 
proteína G. Se analizó el inmunoprecipitado por inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo frente a 
fosfotirosina. Entonces se separó la membrana y volvió a estudiarse con sonda con un anticuerpo frente a DAP12, la 45
molécula que transduce una señal positiva a partir de KIR2DS2. Se muestran las regiones en las inmunotransferencias 
en el nivel de DAP12 (12-15 kDa). B. Se incubaron células L721.174 con los péptidos indicados. Entonces se incubaron 
las células con la línea celular NK transfectada con KIR2DS2 o transfectada con KIR2DL2. Se lisaron las células en 
NP-40 al 1% y luego se analizaron mediante inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos frente a pVav1 
y luego tras la separación de la membrana frente a Vav1. Se muestran inmunotransferencias de tipo Western alrededor 50
de la región de 98 kDa, y por debajo de las mismas las densitometrías correspondientes para 3 experimentos 
independientes.

Figura 7. Se incubaron 1x106 células L721.221-HLA-C*0304-ICP47 durante la noche a 26ºC con los péptidos indicados 
a una concentración de 20 M. Se incubaron entonces las células con la línea celular NKL transfectada con KIR2DS2 55
o transfectada con KIR2DL2 durante 5 minutos. Se lisaron las células en NP-40 al 1% y luego se analizaron mediante 
inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos frente a pVav1 y luego tras la separación de la membrana 
frente a Vav1. Se muestran inmunotransferencias de tipo Western alrededor de la región de 98 kDa, y por debajo de 
las mismas las densitometrías correspondientes para 2 experimentos independientes.

60
Figura 8. La línea celular 721.221 negativa para MHC de clase I se transfectó con un constructo que expresaba HLA-
C*0102:T2A:E19/3K:LNPSVAATL. Se lavaron las células y luego se eluyeron los péptidos que se unían a HLA-C 
usando ácido acético al 10%. Se analizó el eluato por HPLC usando una columna C18 y un gradiente de acetonitrilo 
del 4-60%. El perfil resultante se comparó con el perfil del péptido LNPSVAATL solo. El pico de elución del péptido 
está indicado con una flecha.65
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La figura 9 muestra la tinción de tetrámero de KIR2DS2 en 174 células con y sin los péptidos. Se muestra la 
comparación de tinción con las células no teñidas, MFI de las células teñidas (indicada por *).

Ejemplo 1 - KIR2DS1 y sus ligandos de HLA-C del grupo 1 proporcionan protección contra la infección crónica por 
virus de la hepatitis C (VHC). 5

La tabla 1 muestra un análisis de regresión logística del desenlace de la infección por VHC y su asociación con KIR y 
HLA en 272 individuos expuestos a VHC. 180 individuos tenían infección crónica y 92 eliminaron la infección. Una 
razón de probabilidades (OR) >1 indica protección contra la infección crónica por VHC. (HLA-C*0102 es uno de los 
alelos de HLA-C del grupo 1).10

Tabla 1: KIR2DS1 y sus ligandos de HLA-C del grupo 1 proporcionan protección contra la infección crónica por virus 
de la hepatitis C (VHC).

15

Ejemplo 2 - El péptido LNPSVAATL se une a HLA-Cw*0102 

Con referencia a la figura 1, la línea celular positiva para HLA-Cw*0102 L721.174 se incubó con concentraciones 
crecientes del péptido LNPSVAATL o un péptido de control VAPWNSLSL (que se sabe que se une a HLA-Cw*0102) 20
durante la noche a 26ºC. Se usaron 3x105 células por condición. Tras el lavado en PBS, se tiñeron las células para 
superficie celular de MHC de clase I y se analizaron por citometría de flujo. Se representó gráficamente la intensidad 
de fluorescencia media de la superficie celular de MHC de clase I contra la concentración de péptido.

Ejemplo 3 - LNPSVAATL se reconoce por células NK positivas para KIR2DS2 y conduce a activación de células NK 25
(desgranulación de CD107a) y a la destrucción de células diana que expresan HLA-Cw*0102. 

Con referencia a la figura 2A, se incubaron 3x105 células L721.174 a 26ºC durante la noche en presencia o ausencia 
de péptidos, y luego se cultivaron durante cuatro horas con células NK de un donante o bien positivo para KIR2DS2 o 
bien negativo para KIR2DS2. Se midió el nivel de expresión de CD107a (LAMP) en células NK positivas para el 30
anticuerpo CH-L. Este anticuerpo se une a KIR2DS2, KIR2DL2 y KIR2DL3. Las células NK de ambos donantes tienen 
niveles más bajos de desgranulación cuando se exponen al péptido VAP-FA (VAPWNSFAL) en comparación con 
ningún péptido. Las células NK de los donantes positivos para KIR2DS2 tienen niveles más altos de desgranulación 
cuando se exponen al péptido LNPSVAATL en comparación con ningún péptido. Las células NK de los donantes 
positivos para KIR2DS2 tienen niveles más altos de desgranulación cuando se exponen al péptido VAPWNSFAL y al 35
péptido LNPSVAATL en combinación en comparación con el péptido VAPWNSFAL solo. Con referencia a la figura 
2B, se sometieron a prueba datos de resumen de 5 donantes positivos para KIR2DS2 y 6 negativos para KIR2DS2 
según el panel A de la figura 2. Para comparar los diferentes donantes, se normalizan los datos al 100% para la 
condición sin péptidos.

40
Ejemplo 4 - Clones de células NK positivas para KIR2DS2 destruyen células diana que expresan HLA-Cw*0102 y el 
péptido LNPSVAATL 

Con referencia a la figura 3, se incubaron 3x105 células L721.174 a 26ºC durante la noche en presencia o ausencia 
de los péptidos VAPWNSFAL y el LNPSVAATL. Entonces se marcaron las células con el colorante naranja rastreador 45
celular, y luego se cultivaron durante cuatro horas con clones de células NK positivas para KIR2DS2 (clones 4, 6, 9) o 
un clon de células NK negativas para KIR2DS2 (clon 27). Entonces se determinó la citotoxicidad usando tinción de 
rojo lejano fijable Live/Dead®. Solo los clones 4, 6, 9 destruyeron la línea celular L721.174 en mayor medida en 
presencia del péptido LNPSVAATL en comparación con ningún péptido o el péptido VAPWNSFAL.

50
Ejemplo 5 - KIR2DS2 se une a HLA-C*0102 y al péptido LNPSVAATL 

Con referencia a la figura 4A, la proteína KIR2DS2 se expresó como una proteína recombinante con una etiqueta C-
terminal de biotinilación. Tras la biotinilación con la enzima BirA, la proteína KIR2DS2 se incubó con estreptavidina-
ficoeritrina para formar tetrámeros de KIR2DS2 fluorescentes (KIR2DS2-PE). Entonces se incubaron 3x105 células 55
L721.174 durante la noche a 26ºC con los péptidos indicados a una concentración de 200 M. Entonces se tiñeron las 
células con KIR2DS2-PE y se analizaron por citometría de flujo. Se muestran gráficos de histograma. Los números en 
negrita representan la intensidad de tinción fluorescente media de la tinción de KIR2DS2-PE de las células en 
presencia de péptido y los números sin negrita la tinción en ausencia de péptido. Con referencia a la figura 4B, el panel 
B representa las intensidades fluorescentes medias y de error estándar del experimento en “A” después de los 60
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experimentos replicados.

Ejemplo 6 - KIR2DS2 reconoce péptidos con motivos XXXXXXXAAL y XXXXXXXATL 

Con referencia a la figura 5A, se incubaron 3x105 células L721.174 durante la noche a 26ºC con los péptidos indicados 5
a una concentración de 200 M. Entonces se tiñeron las células con KIR2DS2-PE (véase la figura 4) y se analizaron 
por citometría de flujo. Se muestran gráficos de histograma. Los números en negrita representan la intensidad de 
tinción fluorescente media de la tinción de KIR2DS2-PE de las células en presencia de péptido y los números sin 
negrita la tinción en ausencia de péptido. Con referencia a la figura 5B, el panel B representa las intensidades 
fluorescentes medias y de error estándar del experimento en “A” después de los experimentos replicados.10

Ejemplo 7 - LNPSVAATL activa células NK que expresan KIR2DS2. 

Con referencia a la figura 6A, se incubaron 1x106 células L721.174 durante la noche a 26ºC con los péptidos indicados 
a una concentración de 20 M. Entonces se incubaron las células con la línea celular NK transfectada con KIR2DS2 15
durante 5 minutos. Se lisaron las células en tampón digitonina al 1% y el KIR2DS2 se inmunoprecipitó entonces a 
partir de la mezcla usando el anticuerpo GL183 acoplado a perlas de proteína G. Se analizó el inmunoprecipitado por 
inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo frente a fosfotirosina. Entonces se separó la membrana y 
volvió a estudiarse con sonda con un anticuerpo frente a DAP12, la molécula que transduce una señal positiva a partir 
de KIR2DS2. Se muestran regiones en las inmunotransferencias en el nivel de DAP12 (12-15 kDa). El péptido 20
LNPSVAATL induce la fosforilación de DAP12. Con referencia a la figura 6B, se incubaron 1x106 células L721.174 
durante la noche a 26ºC con los péptidos indicados a una concentración de 20 M. Entonces se incubaron las células 
con la línea celular NK transfectada con KIR2DS2 o transfectada con KIR2DL2 durante 5 minutos. Se lisaron las 
células en NP-40 al 1% y luego se analizaron mediante inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos 
frente a pVav1 y luego tras la separación de la membrana frente a Vav1. Se muestran inmunotransferencias de tipo 25
Western alrededor de la región de 98 kDa, y por debajo de las mismas las densitometrías correspondientes para 3 
experimentos independientes.

Ejemplo 8 - KIR2DS2 se activa mediante el péptido GAVPDLAWL y GAVPDLATL 
30

Con referencia a la figura 7, se incubaron 1x106 células HLA-C*0304:ICP47:721.221 durante la noche a 26ºC con los 
péptidos indicados a una concentración de 20 M. Entonces se incubaron las células con la línea celular NK 
transfectada con KIR2DS2 durante 5 minutos. Se lisaron las células en NP-40 al 1% y luego se analizaron mediante 
inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos frente a pVav1 y luego tras la separación de la membrana 
frente a Vav1. Se muestran inmunotransferencias de tipo Western alrededor de la región de 98 kDa, y debajo de las 35
mismas las densitometrías correspondientes para 3 experimentos independientes.

Ejemplo 9 

La figura 8 muestra el perfil de elución del péptido en un constructo de HLA-C:T2A:E19/3K:péptido (figura 8). La línea 40
celular 721.221 que expresa HLA-C*0102:T2A:E19/3K:LNPSVAATL. Tras la elución de los péptidos de unión a HLA-
C usando ácido acético al 10%, se analizaron los péptidos mediante HPLC usando una columna C18 y un gradiente 
de acetonitrilo. En comparación con el péptido LNPSVAATL de control, se observa un pico en el eluato de péptido que 
corresponde al tiempo de retención del péptido LNPSVAATL, lo que indica que se procesa y se presenta de manera 
endógena y que se trata de un constructo de vacuna adecuado.45
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REIVINDICACIONES

1. Complejo que comprende una molécula de HLA-C de MHC clase I y un péptido capaz de activar la inmunidad 
mediada por células NK, comprendiendo o consistiendo el péptido en la secuencia de aminoácidos XnAX2X1,

5
en la que

Xn es una secuencia de aminoácidos de entre 5 y 12 residuos, y

X1 es cualquier aminoácido; o leucina o isoleucina; y10

X2 es alanina, treonina, triptófano o serina.

2. Complejo según la reivindicación 1, en el que la HLA-C es una HLA-C del grupo 1.
15

3. Complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la molécula de HLA-C de MHC clase I es 
HLA-Cw*0102 o HLA-C*304.

4. Complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la molécula de HLA-C de MHC de clase I 
es una molécula de HLA-C de MHC de clase I que está truncada en la región de tallo del dominio 3.20

5. Complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el complejo comprende una proteína de 
fusión de la molécula de HLA-C de MHC de clase I y el péptido.

6. Vesícula que comprende el complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.25

7. Ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica un péptido capaz de activar la inmunidad mediada 
por células NK y una secuencia que codifica una molécula de HLA-C de MHC de clase I, en el que el péptido 
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos XnAX2X1,

30
en la que

Xn es una secuencia de aminoácidos de entre 5 y 12 residuos, y

X1 es cualquier aminoácido; o leucina o isoleucina; y35

X2 es alanina, treonina, triptófano o serina.

8. Ácido nucleico según la reivindicación 7, en el que el ácido nucleico es un vector de plásmido para 
vacunación.40

9. Virus que comprende el ácido nucleico según la reivindicación 7 o la reivindicación 8.

10. Célula dendrítica que expresa, o capaz de expresar, el complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 5.45

11. Composición inmunogénica que comprende uno o más de:

- el complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;
50

- la vesícula según la reivindicación 6;

- la célula dendrítica según la reivindicación 10;

- el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8; y55

- el virus según la reivindicación 9.

12. Agente para su uso en la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad o infección seleccionada del grupo 
que consiste en infección viral, cáncer, malaria, lepra y TB,60

en el que el agente comprende o consiste en;

- la composición inmunogénica según la reivindicación 11;
65

- el complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; o
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- la vesícula según la reivindicación 6; o

- la célula dendrítica según la reivindicación 10; o
5

- el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8; o

- el virus según la reivindicación 9.

13. Agente para el uso según la reivindicación 12, en el que el uso comprende determinar si un paciente produce 10
células NK que expresan KIR2DS2 o un ligando para KIR2DS2;

en el que si el paciente produce células NK que expresan KIR2DS2 o un ligando para KIR2DS2, administrar 
el agente.

15
14. Composición inmunogénica según la reivindicación 11; complejo según cualquiera de las reivindicaciones 1 

a 5; vesícula según la reivindicación 6; célula dendrítica según la reivindicación 10; ácido nucleico según 
cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8; o virus según la reivindicación 9; para su uso como vacuna.
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