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Bescheinigung

Die Boehringer Ingelheim International GmbH in Ingelheim/Deutschland hat

eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung

"Tumorassoziiertes Antigen"

am 28. April 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht.

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der urspriing-

lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung.

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol

A 61 K 39/00 der Internationalen Patentklassifikation erhalten.

Minchen, den 12. April 2000
Deutsches Patent- und Markenamt
Der Prasident

Auftrag

/

Aktenzeichen: 199 19 225.1

Agurks
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Dié Erfindung bezieht sich auf die Immuntherapie von
Tu&orerkrankungen.

|
Da$ Immunsystem hat die Aufgabe, den QOrganismus vor
ei%er Vielzahl verschiedener Mikroorganismen zu
schiitzen bzw. diese aktiv zu bekampfen. Die Bedeutung
ei%es intakten Immunsystems zeigt sich vor allem bei
ve%erbten oder erworbenen Immundefizienzen. Der Einsatz
vo$ prophylaktischen Vakzinprogrammen erwies sich in
vi%len Fallen als aduflerst zielfihrende und erfolgreiche
im&unologische Intervention im Kampf gegen virale oder
ba*terielle Infektionserkrankungen. Weiters hat sich’
ge%eigt, daBl das Immunsystem auch an der Eliminierung
voﬁ Tumorzellen maflgeblich beteiligt ist. Dabei spielt
di% Erkennung der tumorassoziierten Antigene (TAAs)
du%ch Komponenten des Immunsystems eine wesentliche
Roile. Im weitesten Sinn kann jede (peptidische oder
ni#ht peptidische) Komponente einer Tumorzelle, die von
eiﬁem Element des Immunsystems erkannt und zur
Stimulation einer immunologischen Antwort fihrt, als
im%unogenes Tumorantigen fungieren. Besondere Bedeutung
ko@mt dabei jenen Tumorantigenen zu, die nicht nur eine
imﬁunologische Reaktion hervorrufen, sondern auch eine
Abgtoﬂung des Tumors bewirken. Die Identifizierung
definierter Antigene, die solch eine immunologische

Reaktion bewirken koénnen, stellt einen wichtigen

Schritt flir die Entwicklung einer molekular definierten

Tumorvakzine dar. Obwohl noch nicht ganz geklart ist,

weﬂche Elemente des Immunsystems fiir eine AbstoBung des
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Tu%ors verantwortlich sind, besteht doch ein Konsens
daﬁuber,,daﬁ dabei CD8-exprimierende zytotoxische
T—ﬁymphozyten (CTLs) eine Hauptrolle spielen (Coulie,
1997). Besonders bei jenen Tumorarten (z.B. Melanom und
Niérenkarzinom), die eine -2lativ hohe
Spontanremissionsrate aufweisen, konnte eine
Koﬁrelation zwischen klinischem Verlauf und dem
vermehrten Auftreten von CD8'- und CD4*'-~T-Zellen
feétgestellt werden (Schendel et al., 1993; Mackensen
et al., 1993; Halliday et al., 1995; Kawakami et al.,
1995; Kawakami et al., 1996; Wang, 1997; Celluzzi und
Faﬂo, 1998). Dabeil wurden spezifische CTL-Klone
entweder aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)
oder peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) nach
Kogultivierung mit meist autologen Tumcrzellen und
Zytokinstimulierung in vitro erhalten. Sowchl in
Tiermodellen als auch in in vitro kultivierten humanen
Zellkultursystemen konnte die T-Zell-Antwort gegen
Tumorzellen durch Transfektion der Tumorzellen mit
Zyﬁokinen verstadrkt werden (van Elsas et al., 1997;
Gansbacher et al., 1990; Tepper et al., 1989; Fearon et
al., 1990; Dranoff et al., 1993).

Aufgrund der Korrelation zwischen Remission und
Beteiligung von CD8*-T-Zellen ist die Identifizierung
tumbrassoziierter Antigene (TAA), die durch
CDBLpositive CTLs erkannt werden, ein erklédrtes
Hauptziel auf dem Weg zur Entwicklung einer
Tum%rvakzine (Pardoll, 1998; Robbins und Kawakami,
199?). Ob auch andere Zelltypen des Immunsystems wie
z.B, CD4*-T-Helferzellen eine wesentliche Rolle spielen
ist%noch unklar; einige Studien mit MAGE-3/HLA-Al
Peptiden in Melanompatienten deuten darauf hin
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(Mérchand et al., 1995; Boon et al., 1998). In den
vergangenen Jahren ist eine Reihe von TAAs, die durch
CTLs erkannt werden, identifiziert worden (Boon et al.,

1994; van den Eynde und van der Bruggen, 1997).

T—iellen erkennen Antigene als Peptidfragmente, die an
Ze}loberfléchen von MHC-Molekiilen {,major
hiétocompatibility complex”, im Menschen ,HLA” = ,human
leﬁkocyte antigen”) pradsentiert werden. Es gibt zwei
Klassen von MHC-Molekilen: MHC-I Molekile kommen auf
den meisten Zellen mit Kern vor und prasentieren
Peétide (iUblicherweise 8-10-mere), die durch
proteolytischen Abbau endogener Proteine entstehen
(sqg. Antigen-Verarbeitung, ,antigen processing”).
Pebtid:MHC—I Komplexe werden von CD8-positiven CTLs
erkannt. MHC-II Molekille kommen nur auf sog.
~professionellen antigen-prasentierenden Zellen” (APC)
vor, und prédsentieren Peptide exogener Proteine, die im
Zuge der Endocytose von APC aufgenommen und verarbeitet
werden. Peptid:MHC-II Komplexe werden von CD4-Helfer-T-
Zellen erkannt. Durch eine Interaktion zwischen
T-Zéllrezeptor und Peptid:MHC Komplex konnen
verschiedene Effektormechanismen ausgeldst werden, die
im Eall von CTLs zur Apoptose der Zielzelle fihren. Das
geschieht, wenn entweder der MHC (z.B. im Fall der
Traﬁsplantatabstoﬁung), oder das Peptid (z.B. im Fall
intrazelluldrer Pathogene) als fremd erkannt wird.
Allérdings erfillen nicht alle pré&sentierten Peptide
die%strukturellen und funktionellen Anforderungen fir
einé effektive Interaktion mit T-Zellen (wie von
Ram&ensee et al., 1995 und weiter unten beschrieben).

i

|
¢
i

/08



o9

| > W

Ur den Einsatz von TAAs in einer Tumorvakzine sind

l"l‘j

grundsatzlich mehrere Applikationsformen méglich: Das
Antigen kann entweder als rekombinantes Protein mit
geeigneten Adjuvantien bzw. Tragersystemen, oder als
flir das Antigen kodierende cDNA in Plasmid- (DNA-
Vakzine; Tighe et al., 1998), bzw. viralen Vektoren
(Restifo, 1997) appliziert werden. Eine weitere
Méglichkeit besteht im Einsatz von rekombinanten
Bakterien (z.B. Listeria; Salmonella), die das humane
An%igen rekombinant exprimieren und durch ihre
zu§étzlichen Komponenten eine adjuvative Wirkung haben
(Paterson, 1996; Pardoll, 1998). In allen diesen Fidllen
ist eine Verarbeitung und Pr&sentation des Antigens
durch sog. ,professionelle antigen-prdsentierende
Zellen” (APC) notwendig. Eine weitere Moglichkeit ist
der Einsatz synthetischer Peptide (Melief et al.,
1996), die den korrespondierenden T-Zell-Epitopen des
Antigens entsprechen und die entweder von auflen auf die
APC geladen (Buschle et al., 1997; Schmidt et al.,
1997) oder von den APC aufgenommen und intrazelluldr
auf die MHC I Molekilile transferiert werden. Die
therapeutisch effizienteste Applikationsform fir ein
definiertes Antigen wird im allgemeinen in klinischen

Studien bestimmt.

Zuiden von den tumorspezifischen CTLs erkannten
Antigenen bzw. deren Epitopen zahlen Molekiile, die aus
séﬁtlichen Proteinklassen stammen koénnen

(z.B. Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, Enzyme; zur
Ubersicht siehe Rammensee et al., 1995; Robbins und
Ka%akami, 1996). Diese Proteine miissen nicht

nofwendigerweise an der Zelloberfldche lokalisiert

seih, wie dies beili der Erkennung durch Antikdrper
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er%orderlich ist. Um fir die Erkennung durch CTLs als
tu&orspezifisches Antigen zu fungieren bzw. um fir die
Th%rapie eingesetzt zu werden, miissen die Proteine
be%timmte Bedingungen erfiillen: erstens soll das
An%igen hauptsdchlich von Tu.iorzellen exprimiert werden
uné in sog. “kritischen” Normalgeweben nicht oder nur

|

in geringerer Konzentration als in Tumoren vorkommen.
Kr%tische Normalgewebe sind essentielle Gewebe; eine
ge@en sie gerichtete Immunreaktion koénnte unter
Um%ténden schwerwiegende, zum Teil lethale Folgen
haﬁen. Zwelitens soll das'Antigen nicht nur im
Primértumor, sondern auch in den Metastasen vorhanden
sein. Des weilteren ist es im Hinblick auf eine breite
klinische Anwendung des Antigens erstrebenswert, wenn
eszin mehreren Tumorarten in hoher Konzentration
vo%handen ist. Eine weitere Vorbedingung fir die
Eiénung eines TAA als wirksamer Bestandteil einer
Va%zine ist das Vorhandensein von T-Zell-Epitopen in
de& Aminosauresequenz des Antigens; vom TAA abgeleitete
Peétide sollen zu einer in vitro/in vivo T-Zell Antwort
fﬁﬁren (“immunogenes” Peptid). Ein weiteres
Seﬂek;ionskriterium fir ein klinisch breit anwendbares
im@unogenes Peptid ist die H&aufigkeit, mit der das
Anﬁigen in einer gegebenen Patientenpopulation

anﬂutreffen ist.

Di¢ immunogenen tumorassoziierten Antigene (TAAs), von

|
denen grofitenteils bereits gezeigt wurde, daf} sie
T—iell Epitope besitzen, lassen sich in mehrere
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Kategorien einteilen, u.a. virale Proteine, mutierte
{

i

Proteine, Uberexprimierte Proteine, durch chromosomale
i

Trahslokation gebildete Fusionsproteine,

Diﬂferenzierungsantigene, onkofdtale Antigene (Van den

/o



” s
Eynde und Brichard, 1995; van den Eynde und van der

Bﬁuggen, 1997).

Die Methoden zur Identifiziérung und Charakterisierung
von TAAs, die den Ausgangspunkt fir die Entwicklung
einer Tumorvakzine darstellen, beruhen einerseits auf
dem Einsatz von in Patiehten bereits induzierten CTLs
(zelluldre Immunantwort) oder Antikorpern (humorale
Immunantwort), oder basieren auf der Erstellung
differenzieller Transkriptionsprofile zwischen Tumoren
und Normalgeweben. Im ersten Fall, dem immunologischen
Ansatz, werden Patienten-CTLs fiir ein Screening
eukaryotischer Tumor-cDNA-Expressionsbibliotheken, die
Uber MHC-I Molekiile die CTL-Epitope prasentieren,
eihgesetzt (Boon et al., 1994), wahrend mittels
hochaffiner Patienten-Antiseren prokaryotische-cDNA-
Expressionsbibliotheken, direkt lber eine Immunoblot-
Analyse der einzelnen Plaques auf das Vorhandensein von
TAAs untersucht werden (Sahin et al., 1995). Eine
Kombination von CTL-Reaktivitdt und proteinchemischen
Verfahren stellt die Isolierung von aus MHC-I
isolierten geptiden von Tumorzellen dar, die lber
Reaktivitat mit Patienten-CTLs vorselektioniert wurden.
Die Peptide werden aus dem MHC-I Komplex ausgewaschen
uné mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert
(Félk et al., 1991; Woelfel et al., 1994; Cox et al.,
19@4). Die Ansdtze, welche CTLs zum Charakterisieren
von Antigenen verwenden, sind aufgrund der
erforderlichen Kultivierung und Aktivierung von CTLs
miﬁ einem erheblichen Aufwand verbunden bzw. nicht

immer erfolgreich.

|
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Methoden zur Identifizierung von TAAs, welche auf dem
Vergleich des Transkriptionsprofils von Normal- mit
Tumorgewebe beruhen, sind vielfaltig; dazu zahlen die
dﬁfferenzielle Hybridisierung, die Erstellung von
Suptraktions-cDNA-Banken (“representational difference
anélysis”; Hubank und Schatz, 1994; Diatchenko et al.,
1996) und der Einsatz der DNA-Chip Technologie oder der
SAGE-Methode (Velculescu et al., 1985). Im Gegensatz
zur oben erwdhnten immunologischen Methode mit Hilfe
von Patienten-CTLs mufl beim Einsatz von
moiekularbiologischen Methoden gezeigt werden, daB die
damit gefundenen potentiellen Antigenkandidaten
tumorspezifisch (tumorassoziiert) sind und tatsidchlich
T-Zell Epitope besitzen, die eine zytotoxische T-Zell
Antwort ausloésen koénnen. In zumindest einem Fall
(NY-ESO/LAGE-1) wurde ein Antigen sowohl durch die
Verwendung von Patientenseren als auch durch RDA
identifiziert (Chen et al., 1997; Lethe et al. 1998),
auferdem wurden CTL-Epitope dieses Antigens und eine
gleichzeitige spontane humorale und T-Zell Antwort in

einem Patienten beschrieben (Jager et al., 1998).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein neues
tumorassoziiertes Antigen (TAA) bereitzustellen.

Diése Aufgabe wurde geldst, indem zundchst mittels RDA
("ﬁepresentational difference analysis”) zwischen einer
Lurigen-Adenokarzinom-Zelllinie (A549) und
Noémallungengewebe eine cDNA-Substraktionsbibliothek
hquestellt wurde. Zur Selektion der im Tumor
ubérexprimierten Antigene wurden anschliefend die
erhaltenen cDNA-Klone sequenziert und mit in
Daﬁenbanken verfligbaren Sequenzen verglichen. Unter den

!
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dabei annotierten Genen befanden sich 321 unbekannte,
zu, denen grofltenteils ESTs (,expressed sequence tags”)-
Eintrage in der Datenbank existierten. Nach einer
weiteren qualitativen PCR-Analyse in cDNA-Bibliotheken
voﬁ kritischen Normalgeweben und immunprivilegierten
Geweben sowie detaillierteren Datenbankrecherchen
wurden die Anzahl der Kandidatenklone auf 56
eihgeschrankt, deren ESTs nicht aus kritischen
Normalgeweben stammen. Mittels RT-PCR wurde
feétgestellt, daft drei der 56 untersuchten Klone eine
Expression hauptsédchlich in verschiedenen Tumorgeweben
und keine oder geringe Expression in Normalgeweben
aufweisen. Der qualitative Vergleich (mittels PCR) der
Expression eines der Klone (B99) zwischen Tumor- und
Normalgewebe zeigte eine Uberexpression der B99-cDNA in
vefschiedenen Tumoren. Das mittels Northern Blot
anélysierte Expressionsprofil zeigte ergadanzend, dal B99
in den untersuchten Normalgeweben keine oder nur eine

schwache Transkription aufwies.

Die humane B99-cDNA wurde kloniert, die erhaltene
Seqpenz ist in SEQ ID NO:1 dargestellt. Die
Sequenzanalyse der klonierten humanen B99-cDNA ergab,
dab: von Position 427 bis Position 1743 ein
durchgehender offener Leserahmen vorliegt, der, auf
Nukieotid— und Proteinebene, eine hohe Identitit mit

dem‘offenen Leserahmen von beta-1,3-Galaktosyl-o-

Gly%osyl—Glykoprotein beta-1,6-n-

Aze&yglucosaminyltransferase besitzt. Aus den aus
Northern Blot Experimenten gewonnenen Daten ist zu
schiieﬁen, daB das B99-Transkript eine Lange von ca.
3,0£kb hat. Der klonierte Bereich der B99-cDNA betragt

2216 bp, wobei das Vorhandensein eines PolyA-Schwanzes
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am 3 -Ende der Sequenz fir die Vollstdandigkeit der cDNA
in diesem Bereich spricht. Der Unterschied in der Grofe
der klonierten B99-cDNA im Vergleich zu der aus der
Nogthern Blot Analyse ableitbaren Grofie 128t sich durch
das Vorhandensein eines PolyA-Schwanzes unbekannter
Lidnge sowie eine zusatzliche Sequenz im 5 -nicht
translatierten Bereich von B99 erkliren. Aufgrund der
Tatsache, dad im 5 -Bereich der klonierten cDNA von
Position 0 bis 427 kein durchgehender Leserahmen
vorhanden ist, kann gefolgert werden, daf es sich bei

dem ATG an Position 427 ﬁm das Startkodon wvon B99
handelt.

Zu$étzliche Information lUber die weiter stromaufwirts
liegende Sequenz von B99 kann durch
molekularbiologische Standardmethoden gewonnen werden,
z.B. mittels 5 -RACE (,rapid amplification of cDNA
ends” ). Bei dieser Methode wird RNA, vorzugsweise mRNA,
aus Zellen oder Geweben, in denen B99 transkribiert
wird (z.B. Kolonkarzinom-Gewebe oder von
Lungenadenokarzinom abgeleitete Zelllinien wie A549)
revers transkribiert und anschlieflend mit einem Adaptor
bekannter Sequenz ligiert. Eine PCR mit einem
Adabtorprimer (bindet spezifisch an den Adaptor am 5°-
Ende der cDNA) und einem B99-spezifischen Primer (z.B.
SEQ?ID NO:8, 10, 11) erlaubt die Amplifikation
entsprechender B99-Fragmente. Diese PCR-Produkte
kénnen, wie in Beispiel 1 beschrieben, nach
Standardmethoden kloniert und, insbesondere durch DNA

Sequenzierung, charakterisiert werden.

Eine alternative Methode zur Charakterisierug des

5'-Endes ist das Screenen von cDNA-Bibliotheken durch
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Hybridisierung mit fir B99 spezifischen DNA-Sonden oder

Antiseren.

Fdhrt das Screenen von cDNA-Bibliotheken aufgrund
me;hodisch bedingter Beschrankungen, z.B. ineffiziente
reverse Transkription bedingt durch ausgeprégte
Sekundarstrukturen der RNA, nicht zum gewinschten Ziel,
konnen genomische Bibliotheken untersucht werden, indem
z.B., wie beim Screenen von cDNA-Bibliotheken, durch
Hybridisierung mit fir B99 spezifischen DNA-Sonden
Klone isoliert werden kénnen, die die stromaufwdrts vom
erﬁaltenen 5’-Ende der cDNA liegende Sequenzinformation

z.B. die Promotorregion von B99 enthalten.

Dié isolierte cDNA kodiert fir das tumorassoziierte
Angigen (TAA) der Bezeichnung B99 mit der in SEQ ID
NO:2 angegebenen Aminosduresequenz (B99-1). Die Sequenz
von B99-1 wird definiert durch das Startcodon an

Position 427 der isolierten B99-cDNA.

In einem weiteren Versuch zur Klonierung des
kodierenden Bereichs von B99, bei dem ¢DNA aus der
Lungenadenokarzinom-Zellinie A549 verwendet wurde,
wurde eine Sequenz ermittelt, die im Vergleich zur in
SEQ'ID NO:1 dargestellten Sequenz eine Insertion eines
Nukleotids an Position 923 aufweist (SEQ ID NO:3 bzw.
SEQ‘ID NO:5). Diese Insertion fihrt zu einer
Ver%nderung des offenen Leserahmens von B99 mit einer
daraus resultierenden verdnderten Aminosduresequenz im
C-terminalen-Bereich des B99-Proteins; die von diesem
Leserahmen abgeleitete Sequenz dieses B99-Antigens
(B99-2) ist in SEQ ID NO:4 dargestellt. AuBer der

Insertion weist die aus A549-Zellen isolierte cDNA
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einen Nukleotidaustausch an Position 622 im Vergleich
24 Sequenz SEQ ID NO:1 auf. Dieser Nuklecotidaustausch
bedingt an Position Nr. 66 einen Ersatz von Arginin
(SEQ ID NO:2, B99-1) durch Tryptophan (SEQ ID NO:4,
B99-2) . Abgesehen von diesem Aminosdureaustausch ist
die Aminosduresequenz von B99-2 bis einschlieBlich

Position 166 identisch mit B99-1.

Die Insertion eines Nukleotids an Position 923 ergibt
einen zweiten potentiellen Leserahmen von Pos. 845 bis
1744 der in SEQ ID NO:3 (bzw. SEQ ID NO:5)
dargestellten Sequenz. Ein von einer cDNA mit diesem
Le%erahmen exprimiertes Protein weist die in

SEQ ID NO:6 dargestellte Aminos&duresequenz auf (B99-3).
Die Sequenz von B99-3 ist von Pos. 1 bis 27

unterschiedlich zu B98-1 und ab Pos 28 identisch mit
B99-1.

Die Erfindung betrifft somit in einem ersten Aspekt ein
tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung B99,
ausgewdhlt aus der Gruppe von Polypeptiden mit der in

SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:6 angegebenen

Aminoséduresequenz.

Die in SEQ ID NO:2 (BS9S-1), SEQ ID NO:4 (B99-2) und

SEQ ID NO:6 (B99-3) dargestellten Aminosduresequenzen
konnen Abweichungen aufweisen, z.B. solche, die durch
Austausch von Aminosduren bedingt sind, sofern das B99-
Derivat die fir die Anwendung in einer Tumorvakzine
erw%nschten immunogenen Eigenschaften aufweist. (Ein
Beiépiel fir einen B-99-Polymorphismus dieser Art ist
der;durch die Punktmutation bedingte Unterschied an

Position 66 zwischen B99-1 und B99-2).
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Im folgenden wird, wenn nicht anders angegeben, die
Bezeichnung ,B99" stellvertretend fur B99-1, B99-2 und
B99-3 verwendet.

Die natirliche Aminosduresequenz von B99 (bzw.
entsprechend die Sequenzen der B99-cDNA) kann
gegebenenfalls modifiziert sein, indem einzelne
Aminosduren in einem B99 CTL-Epitop ausgetauscht
werden, um, im Vergleich zum natlrlichen B99 CTL-
Epitop, eine Steigerung der Affinitat von B99-Peptiden
zu: MHC-I-Molekiilen und damit eine erhohte Immunogenitit
und letztlich eine verstiarkte Reaktivitadt gegeniiber
Tumoren zu bewirken. Modifikationen im Bereich der B99-
Epitope kénnen am B99-Gesamtprotein (dieses wird von
den APCs zu den entsprechenden Peptiden prozessiert)
sz. an groferen B99~Proteinfragmenten oder an B99-

Peptiden (vgl. unten) vorgenommen werden.

In 'einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende
Erfindung immunogene Fragmente und Peptide, die von B99
abgeleitet sind. Letztere werden im folgenden als
“B9©—Peptide“ bezeichnet. Eine erste Gruppe sind
B99-Peptide, die eine humorale Immunantwort (Induktion
von' Antikdrpern) ausldsen. Derartige Peptide sind
ausgewahlte Abschnitte von B99 (mindestens 12 bis

15 Aminoséuren), die mittels sogenannter Vorhersage-
Algorithmen ("prediction algorithms") wie z.B. dem
“surface probability blot” (Emini et al., 1985), dem
“hydrophobicity blot” (Kyte and Doolittle, 1982) und dem
“antigenic index” (Jameson and Wolf, 1988) ermittelt

werden kénnen.

i
i
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Bei der Auswahl von B99-Peptidkandidaten verdienen die
Regionen von B99-2 und B99-3, die sich von B99-1
unterscheiden, besonderes Interesse. Unter der
Voraussetzung, dal es sich bei der Insertion der B99-
DNA, die zu diesen Unterschieden in der
Aminos&duresequenz fihrt, um eine tumorspezifische
Mutation handelt, ist namlich zu erwarten, daf Peptide
aus diesem Bereich eine verstdrkte Immunogenitidt im
Vergleich zu Peptiden aus B99-1 aufweisen. Um zu
bestatigen, daf die Insertion tumorspezifisch ist,
kénﬁen Antikorper gegen diesen Bereich generiert und
Tumorzellen auf Expression von B99-2 und B99-3

unteérsucht werden.

B99-Peptide werden direkt oder in modifizierter Form
(z.B. an KLH = “keyhole limpet hemocyanine” gekoppelt)
verabreicht und die Bildung von AntikOrpern mittels

géngﬁger immunologischer Assays, z.B. mittels ELISA,

bestimmt.

Weitere, im Rahmen der vorliegenden Erfindung
bevorzugte, B995-Peptide sind diejenigen, die durch
MHC-Molekilile prédsentiert werden und eine zellulidre
Immunantwort bewirken. Es gibt zwei Klassen von
MHC—MolekUlen, namlich MHC-I-Molekiile, die von
CD8-positiven CTLs und MHC-II-Molekiile, die von

CDh4-positiven T-Helferzellen erkannt werden.

Damit ein Peptid eine zelluldre Immunantwort auslost,
mub e§ an ein MHC-Molekiil binden, wobei der zu
behanﬁelnde Patient das MHC-Molekiil in seinem Repertoir
aufweisen mull. Die Bestimmung des MHC-Subtyps des

Patienten stellt somit, im Hinblick auf die Auslésung

| 14 w
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einer zelluldren Immunantwort, eine der wesentlichen
Voraussetzungen fir die wirksame Anwendung eines

Peptids an diesem Patienten dar.

Die Sequenz eines therapeutisch einzusetzenden B99-
Pepﬁids wird durch das jeweilige MHC-Molekiil
hingichtlich Ankeraminosduren und Ldnge vorgegeben.
Definierte Ankerpositionen und Lange gewdhrleisten, daB
ein, Peptid in die Peptid-Bindungsfurche des jeweiligen
MHCLMolekuls des Patienten pafit. Dies hat zur Folge,
dafl das Immunsystem stimuliert wird und eine zellulire
Immpnreaktion erzeugt wird, die sich, im Falle der
Verwendung eines von einem Tumorantigen abgeleiteten

Peptids, gegen die Tumorzellen des Patienten richtet.

Immhnogene B99-Peptide kdnnen nach bekannten Methoden
identifiziert werden, eine der Grundlagen dafir ist die

Beziehung zwischen MHC-Bindung und CTL-Induktion.

Da also die Sequenz immunogener Peptide aufgrund ihres
Peptidbindungsmotivs vorherbestimmbar ist, kodnnen
B99+Peptide, die CTL-Epitope darstellen, aufgrund der
B99;Proteinsequenz identifiziert und synthetisiert
werden. Dazu sind verschiedene Methoden geeignet, die
zur. Identifizierung von CTL-Epitopen von bekannten
Protein-Antigenen verwendet wurden; z.B. die von Stauss
et al., 1992, fir die Identifizierung von T-Zell-
Epitopen in humanem Papillomavirus beschriebene

Methode.

Dieiallelspezifischen Anforderungen jedes MHC-I Allel-
Produkts an ein Peptid, das an das MHC-Molekil bindet
und 'von diesem prasentiert wird, wurden als Motiv

zusammengefaﬁt (z.B. Falk et al., 1991). Bisher ist
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eine groBe Anzahl sowohl von MHC-Peptid-Motiven als
aucb von MHC-Liganden bekannt. Eine im Rahmen der
vorliegenden Erfindung geeignete Methode zur Suche nach
Epitopen eines bekannten Proteins, das in ein
bestimmtes MHC-I-Molekiil paflt, wurde in einem
Ubersichtsartikel von Rammensee et al., 1995,
beschrieben. Sie umfaBt die folgenden Schritte:
zunBchst wird die Protein-Sequenz auf Abschnitte
untersucht, die dem Anker-Motiv entsprechen, wobeil
gewisse Variationen hinsichtlich Peptidlange und
Ankerbesetzung moéglich sind. Wenn z.B. ein Motiv ein
9-mer mit Ile oder Leu am Ende vorschreibt, koénnen auch
10-mere mit einem entsprechenden C-Terminus in Betracht
gezobgen werden, ebenso Peptide mit anderen
aliphatischen Resten, wie Val oder Met am C-Terminus.
Auf diese Weise wird eine Reihe von Peptid-Kandidaten
erhélten. Diese werden auf das Vorhandensein moéglichst
vieler Ankerreste, die sie gemeinsam mit bereits
bekannten Liganden haben, untersucht und/oder
daraufhin, ob sie fur verschiedene MHC-Molekiile
"bevorzugte" Reste haben (entsprechend der Tabelle von
Rammensee et al., 1985). Um schwach bindende Peptide
auszuschlieflen, werden zweckmaflig Bindungs-Assays
dur&hgefﬁhrt. Wenn die Anforderungen an die Peptid-
Bindung flir bestimmte MHC-Molkile bekannt sind, k&énnen
die Peptid-Kandidaten auch auf Nicht-Ankerreste
untersucht werden, die sich negativ oder positiv auf
die Bindung auswirken, oder die diese erst ermdglichen
(Ruppert et al., 1993). Bel dieser Vorgangsweise ist
jedoch in Betracht zu ziehen, dah das Peptid-Bindungs-
Motiv fir die Suche nach natirlichen Liganden nicht

alléin ausschlaggebend ist; auch andere Aspekte, z.B.



die Enzymspezifitat wdhrend der Antigenprozessierung,
tragen - zusdtzlich zur Spezifitdt der MHC-Bindung -
zur Identitat des Liganden bei. Eine Methode, die diese
Aspekte bericksichtigt, und die im Rahmen der
vorliegenden Erfindung zur Identifizierung von
imménogenen B99-Peptiden geeignet ist, wurde u.a. von
Kawakami et al., 1995, angewendet, um auf der Grundlage
bekannter HLA-A*0201 Motive gplO0 Epitope zu

identifizieren.

Die Peptide konnen auch im Hinblick auf ihre
Bindungsfdhigkeit an MHC-II-Molekiile ausgewdhlt werden.
Das2MHC~II—Bindungsmotiv, das sich liber neun
Aminosauren erstreckt, weist einen hdheren Grad an
Degeneration in den Ankerpositionen auf als das MHC-I-
Bindungsmotiv. Es wurden kiirzlich, ausgehend von der
Rontgenstrukturanalyse von MHC-II-Molekiilen, Methoden
entwickelt, die die genaue Analyse der MHC-II-
Bindungsmotive, und ausgehend davon, Variationen der
Peptidsequenz erlauben (Rammensee et al., 1995, und die
dort zitierte Originalliteratur). Peptide, die an
MHC-II-Moleklle binden, werden den CD4-T-Zellen
typischerweise von dendritischen Zellen, Makrophagen
oder B-Zellen prasentiert. Die CD4-T-Zellen wiederum
aktivieren dann in der Folge direkt CTLs durch z.B.
Cytokin-Ausschiittung und Verstirken die Effizienz der
Antigen-Pradsentation durch APC (dendritische Zellen,

Makrophagen und B-Zellen).

Seié kurzem sind Datenbanken und Vorhersage-Algorithmen
verfigbar, die mit groBer VerldBlichkeit die Vorhersage
voaneptid—Epitopen erlauben, die an ein bestimmtes

MHC-Molekiil binden.

i
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Im ?ahmen der vorliegenden Erfindung wurden, unter
Verwendung des von Parker et al., 1994 und Rammensee et
al., 1995 beschriebenen Algorithmus, fir die
wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fir HLA-Al,
—A*QZOI, -A3, -B7, -Bl4 und -B*4403, Kandidaten-Peptide
identifiziert, von denen zu erwarten ist, dal sie an
die. entsprechenden HLA-Molekiile binden und daher
immﬁnogene CTL~-Epitope darstellen; die ermittelten
Peptide sind in Tabelle 2 aufgelistet. Auf dhnliche
Weise konnen, gegebenenfalls unter Verwendung weiterer
Algorithmen, die den unterschiedlichen Charakteristika
der;Peptide (Hydrophobizitat, Ladung, GroéBe) bzw.
Anfbrderungen an die Peptide, z.B. die 3D-Struktur des
HLA-Molekils, Rechnung tragen, weitere potentielle
Peptid—Epitope ermittelt werden; dies gilt auch fir
Peptid-Epitope anderer HLA-Typen. ‘

Nach Auswahl von B99-Peptid-Kandidaten mit Hilfe der
angéefihrten Methoden wird deren MHC-Bindung mittels
Peptidbindungs-Assays getestet. Als nachstes wird die
Immunogenitdt der Peptide mit guten
Bindungseigenschaften bestimmt (Stabilitat der Peptid-
MHCiWechselwirkung korreliert in den meisten Fallen mit
Immunogenitdt; van der Burg et al., 1996). Um die
Immunogenitat des ausgewdhlten Peptids oder Peptid-
Aguivalents zu bestimmen, kdénnen Methoden, wie z.B. von
Sette et al., 1994, beschrieben, in Kombination mit
quaﬂtitativen MHC-Bindungs-Assays verwendet werden.
Altérnativ kann die Immunogenitdt des ausgewdhlten
Pepéids Uber in vitro CTL-Induktion mittels bekannter
Metﬁoden (wie weiter unten filir ex vivo CTL-Induktion
bes@hrieben) getestet werden. Das Prinzip der in

mehﬁeren Schritten durchgefihrten Methode fiur die

|
I
i
H
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Aus@ahl von Peptiden, die zur Ausldsung einer
zelﬁularen Immunantwort fahig sind, ist in der

WO 97/30721, auf deren Offenbarung hiermit ausdricklich
Bezdg genommen wird, beschrieben. Eine allgemeine
Str%tegie zum Erhalt effizienter immunogener Peptide,
die 'im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet ist,

wurde auflerdem von Schweighoffer, 1997, beschrieben.

Statt die Originalpeptide zu verwenden, die in die
Bindungsfurche von MHC-I -oder MHC-II-Molekiilen passen,
also Peptide, die unverdndert von B99 abgeleitet sind,
konnen anhand der auf der Grundlage der
Originalpeptidsequenz angegebenen Minimalanforderungen
beziiglich Ankerpositionen und Lange Variationen
vorgenommen werden, sofern durch diese Variationen die
effektive Immunogenitat des Peptids, die sich
zusammensetzt aus seiner Bindungsaffinitdt an das
MHC~Molekil und seiner Fahigkeit, T-Zell-Rezeptoren zu
stimulieren, nicht nur nicht beeintrdchtigt ist,
sondern vorzugswelse verstdrkt wird. In diesem Fall
werden also kunstliche Peptide oder Peptid-Aquivalente
verwendet, die entsprechend den Anforderungen der

Bindungsfdhigkeit an ein MHC-Molekil entworfen sind.

Solchermafen verdnderte Peptide werden als
~heteroclitische Peptide” bezeichnet. Sie koénnen nach

folgenden Methoden erhalten werden:

Zunadchst werden die Epitope von MHC-I- bzw. MHC-II-
Liganden bzw. deren Variation z.B. nach dem von
Rammensee et al., 1995, beschriebenen Prinzip
vorgenommen. Die Lange des Peptids entspricht im Falle

seinér Abstimmung auf MHC-I Molekiile vorzugsweise einer
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Minimalsegquenz von 8 bis 10 Aminosduren mit den

erforderlichen Ankeraminosaduren.

Gegebenenfalls kann das Peptid auch am C- und/oder am
N—Términus verldngert sein, sofern diese Verlangerung
die Bindungsfahigkeit an das MHC-Molekiil nicht
beefntréchtigt bzw. das verldangerte Peptid auf die

Minimalsequenz zelluldr prozessiert werden kann.

Diegmodifizierten Peptide werden daraufhin auf ihre
Erkennung durch TILs (,tumor-infiltrating
lymphocytes™), auf CTL-Induktion sowie auf verstidrkte
MHC-Bindung und Immunogenitat geprift, wie von
Parkpurst et al., 1996, und Becker et al., 1997,

beschrieben.

Eine weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung
geeignete Methode zur Auffindung von Peptiden mit
stdrkerer Immunogenitat als die der natirlichen
B99—§eptide besteht im Screenen von Peptid-Bibliotheken
mit CTLs, die die natirlich auf Tumoren vorkommenden
B99-Peptide erkennen, wie von Blake et al., 1996,
beschrieben; in diesem Zusammenhang wird die Verwendung
kombinatorischer Peptid-Bibliotheken vorgeschlagen, um
Molekiile zu entwerfen, welche von MHC-I-restringierten

CTLs erkannte Tumorepitope nachahmen.

Die B99-Polypeptide der vorliegenden Erfindung oder
davon abgeleitete immunogene Fragmente oder Peptide
konnen rekombinant oder mittels Peptid-Synthese
hergéstellt werden, wie in der WO 96/10413 beschrieben,
auf éeren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird. Fir
die rekombinante Herstellung wird das entsprechende

DNA-Molekiil nach Standardmethoden in einen
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Exp;essionsvektor eingefiligt, in eine geeignete
Wir%szelle transfiziert, der Wirt unter geeigneten
Exp&essionsbedingungen kultiviert und das Protein
geﬁeinigt. Fir die chemische Synthese von B99-Peptiden
kénpen herkémmliche Methoden verwendet werden, z.B. im

Hanﬁel erhdltliche automatische Peptid-Synthesizer.

Altlernativ zu natlrlichen B99-Peptiden oder

heteroclitischen Peptiden koénnen Substanzen, die solche
Pepﬁide vortduschen, z.B. "Peptidomimetica" oder "retro-
inv%rse-?eptide”, verwendet werden. Zur Testung dieser
Mol%kﬁle im Hinblick auf die therapeutische
Ver%endbarkeit in einer Tumorvakzine werden dieselben
Met%oden angewendet wie oben flir die natirlichen

B99}Peptide oder B99-Peptidaquivalente.

DasiTAA der Bezeichnung B99 gemal der vorliegenden
Erfﬁndung und die davon abgeleiteten Proteinfragmente,
Pepﬁlde bzw. Peptid-Aquivalente oder Peptidomimetika
kén%en in der Krebstherapie eingesetzt werden, z.B. um
ein% Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren, die
dieéentsprechenden Antigen-Determinanten exprimieren.
Vor?ugsweise werden sie fiir die Therapie von B99-
posﬁtiven Tumoren verwendet, insbesondere beim

Nierenzell-, Lungen-, Kolon-, Pankreas- und

Magenkarzinom.

(

iImmunantwort in Form einer Induktion von CTLs kann
!

in vivo oder ex vivo bewirkt werden.

i
H
!
i
i
H
}

Firidie in vivo Induktion von CTLs wird eine
pha&mazeutlsche Zusammensetzung, enthaltend als wirksame
Komponente das TAA B99 bzw. davon abgeleitete Fragmente

oder Peptid(e), einem Patienten verabreicht, der an
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eirfer mit dem TAA assoziierten Tumorerkrankung leidet,
wobeli die Menge an TAA(Peptid) ausreichen muB}, um eine

wirksame CTL-Antwort auf den Antigen-tragenden Tumor zu

erzielen.

5 Dié Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt
eine pharmazeutische Zusammensetzung fir die
pa:enﬁerale, topische, orale oder lokale Verabreichung.
Vorzugsweise dient die Zusammensetzung der parenteralen
Verabreichung, z.B. fiUr die subkutane, intradermale oder

10 intramuskuldre Anwendung. Die B99-TAAs/Peptide sind in
eipem pharmazeutisch annehmbaren, vorzugsweise
wadsserigen, Trdger geldst oder suspendiert. Die
Zu%ammensetzung kann auflerdem tlibliche Hilfsstoffe, wie
Puffer, etc. enthalten. Die TAAs/Peptide kénnen allein

15 odér in Kombination mit Adjuvantien, z.B. inkomplettem
Fréund’s Adjuvans, Saponinen, Aluminiumsalzen oder, in
eiher bevorzugten Ausfihrungsform, Polykationen wie
Polyarginin oder Polylysin, verwendet werden. Die
Peptide konnen auch an Komponenten, die die

20 CTL-Induktion oder CTL-Aktivierung unterstiitzen,
gebunden werden, z.B. an T-Helferpeptide, Lipide oder
Liposomen, oder sie werden gemeinsam mit diesen

Substanzen und/oder gemeinsam mit immunstimulierenden
|

Supstanzen, z.B. Zytokinen (IL-2, IFN-y) verabreicht.
25 Mekhoden und Formulierungen, die zur Herstellung und
Ve;abreichung der erfindungsgemidfien pharmazeutischen
Zusammensetzung geeignet sind, sind in der WO 95/04542
uné WO 97/30721, auf deren Offenbarung hiermit Bezug

genommen wird, beschrieben.

30 B99(Fragmente) bzw. B99-Peptide konnen auch verwendet

werden, um eine CTL-Antwort ex vivo auszuldsen. Eine ex
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viﬁo CTL-Antwort auf einen Tumor, der BSY9 exprimiert,
wi;d induziert, indem man die CTL-Vorlauferzellen
zugammen mit APCs und B99-Peptiden bzw B99-Protein
inkubiert. Dann 1laBt man die aktivierten CTLs
expandieren, worauf sie dem Patienten wieder verabreicht
werden. Alternativ konnen APCs mit B99-Peptiden beladen
weéden, was zu einer effizienten Aktivierung zellulédrer
Immunreaktionen gegen B99 positive Tumoren fihren kann
(Méyordomo et al., 1995; Zitvogel et al., 1996). Eine
geeignete Methode um Peptide auf Zellen, z.B.
deﬁdritische Zellen, zu laden, wird in der WO 97/19169
geqffenbart.

i

Inieiner Ausflihrungsform der Erfindung wird eine
Koﬁbination mehrerer verschiedener B99-Peptide oder
B9$—Peptidéquivalente angewendet. In einer weiteren
Auéfuhrungsform werden B99-Peptide mit von anderen TAAs
abgeleiteten Peptiden kombiniert. Die Auswahl wvon
Peétiden fur derartige Kombinationen wird im Hinblick
au? die Erfassung unterschiedlicher MHC-Typen getroffen,

umfeine moglichst breite Patientenpopulation abzudecken,

unb/oder sie wird auf ein moglichst breites

Inhikationsspektrum abgestellt, indem Peptide mehrerer
un%erschiedlicher Tumorantigene kombiniert werden. Die
An%ahl der Peptide in einer pharmazeutischen
Zu§ammensetzung kann Uber einen weiten Bereich
scbwanken, typischerweise enthdalt eine klinisch

!

anwendbare Vakzine 1 bis 15, vorzugsweise 3 bis

10 verschiedene Peptide.

!

|
Die erfindungsgemdfen Peptide konnen auch als
dﬂagnostische Reagentien eingesetzt werden.

Béispielsweise konnen die Peptide dazu benutzt werden,

?
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umsdas Ansprechen eines Patienten auf die durch das
immunogene Peptid hervorgerufene humorale oder zellulare
Immunantwort zu testen. Dadurch besteht die Moglichkeit,
eia Behandlungsprotokoll zu verbessern. Beispielsweise
kann in Abh&dngigkeit der Darreichungsform (Peptid,
Geéamtprotein oder DNA-Vakzine) des TAA die Zunahme von
Vorladufer T-Zellen in den PBLs, die eine Reaktivitat
gegen das definierte Peptidepitop aufweisen, untersucht
werden (Robbins und Kawakami, 1996 sowie darin zitierte
Referenzen). AulBerdem konnen die Peptide oder das
Geéamtprotein bzw. gegen das TAA gerichtete Antikorper
dazu verwendet werden, um das Risiko eines Patienten an
einem B99-assoziierten Tumor zu erkranken, vorherzusagen
bzw. den Krankheitsverlauf eines B99-positiven Tumors zu
charakterisieren (z.B. durch immunhistochemische
Analysen von Primdrtumor und Metastasen). Eine derartige
Strategie hat sich schon mehrfach als erfolgreich
efwiesen, z.B. der Nachweis des Ostrogenrezeptors als
Entscheidungsgrundlage zur Endokrintherapie bei
Brustkrebs; c-erbB-2 als relevanter Marker bei
Pﬁognostik und Therapieverlauf bei Brustkrebs (Ravaioli
et al., 1998; Revillion et al., 1998); PSMA (“prostate
specific membrane antigen”) als Marker fir
Eéithelialzellen des Prostatakarzinoms im Serum bzw.
dﬁrch Einsatz eines '"In-markierten monoklonalen
Aﬁtikérpers gegen PSMA bei der Immunoscintigraphie auf
Pfostatakarzinom (Murphy et al., 1998 und inkludierte
R%ferenzen); CEA (“carcinoembryonic antigen”) als
sérologischer Marker fir die Prognose und Verlauf bei
Pgtienten des kolorektalen Karzinoms (Jessup und Loda,
1598) .

i
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Dié vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren
Aséekt isolierte DNA-Molekiile, kodierend fir ein
Protein mit den immunogenen Eigenschaften von B99 oder

fir Fragmente davon.

In einem Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein
ispliertes DNA-Molekil, das ein Polynukleotid mit der
in‘SEQ ID NO:1 dargestellten Sequenz enthdlt oder das
ein Polynukleotid enthdlt, das mit einem Polynukleotid
der in SEQ ID NO:1 dargestellten Sequenz unter

stringenten Bedingungen hybridisiert.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende
Eﬁfindung ein isoliertes DNA-Molekil, das ein
Polynukleotid mit der in SEQ ID NO:3 (bzw. SEQ ID NO:5)
dargestellten Sequenz enthdlt oder das ein
Pélynukleotid enthdalt, das mit einem Polynukleotid der
i@ SEQ ID NO:3 (bzw. SEQ ID NO:5) dargestellten Sequenz
unter stringenten Bedingungen hybridisiert.

i

Die erfindungsgemdfien DNA-Molekile bzw. Fragmente davon
k?dieren fir (Poly)peptide der Bezeichung B99 (B99-1,
B99-2 oder B99-3) mit der in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4
oder SEQ ID NO:6 dargestellten Aminosduresequenz bzw.
fiir davon abgeleitete Proteinfragmente oder Peptide;
damit sind DNA Molekile mitumfaBt, die durch die
D%generation des genetischen Codes Abweichungen von der

in SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:3 bzw. SEQ ID NO:5

dargestellten Sequenz aufweisen.

D?e Erfindung betrifft auch DNA-Molekiile, die durch
k;nservativen Austausch von Aminosduren bedingte
Abweichungen von der in SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:3
(Ezw. SEQ ID NO:5) dargestellten Sequenz aufweisen,
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sofern sie fir ein B99-Derivat bzw. Fragmente oder
l :
Peptide mit den fir die Anwendung als Tumorvakzine

erwinschten immunogenen Eigenschaften kodieren.

Im folgenden werden die oben definierten,
gegebenenfalls modifizierten, £fdr B9S9-1, B99-2 bzw.
B99-3 bzw. fir Fragmente davon kodierenden DNA-
Molékule, wenn nicht anderes angegeben, als ,B99-DNA-

Molekile“ bezeichnet.

i
Die B99-DNA-Molekiile der vorliegenden Erfindung oder

1

die' entsprechenden RNAs, die ebenfalls Gegenstand der
vorliegenden Erfindung sind, werden, wie die davon
kodierten (Poly)Peptide, fir die Immuntherapie von

Krebserkrankungen eingesetzt.

In einer Ausfihrungsform der Erfindung werden
DNA-Molekiile, kodierend fir natiirliche B99-Polypeptide
verwendet. Alternativ zur natirlichen B99-~cDNA bzw.
Fragmenten davon koénnen modifiziefte Derivate verwendet
weﬁden. Diese umfassen Sequenzen mit Modifikationen,
dié fir ein Protein(fragment) bzw. Peptide mit
st&rkerer Immunogenitdt kodieren, wobei fiir die
Modifikationen auf DNA-Ebene dieselben Uberlegungen
gelten wie flir die oben beschriebenen Peptide. Eine
weitere Art der Modifikation ist die Aneinanderreihung
zamlreicher Sequenzen, kodierend fiir immunologisch
rel%vante Peptide, nach Art einer Perlenschnur
(“%tring—of—beads”; Toes et al., 1997). Die Sequenzen
kénnen auch durch Anfigung von Hilfselementen
moiifiziert werden, z.B. Funktionen, die eine
efﬂizientere Abgabe und Prozessierung des Immunogens

geﬁéhrleisten (Wu et al., 1995). Beispielsweise kann

|
!
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kénnen diese tierischen Antikdrper gegebenenfalls auf

herkommliche Weise chimerisiert (Neuberger et al.,

1984,;Boulianne et al., 1984) oder humanisiert

(Riecdhmann et al., 1988, Graziano et al., 1985) werden.

Humane monoklonale anti-B99-Antikérper (fragmente)

kdnnén auch von sog. ,Phage Display Libraries” (Winter

et al., 1994, Griffiths et al., 1994, Kruif et al.,

1995, Mc Guiness et al., 1996) und mittels transgener

Tiere (Briiggemann et al., 1996, Jakobovits et al.,

1995) gewonnen werden.

'

Diq erfindungsgemafen anti-B99-Antikdrper kénnen in

immunhistochemischen Analysen fir diagnostische Zwecke

eingesetzt werden.

!

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung die

Verwendung von B99-spezifischen Antikdrpern, um

beliebige Substanzen selektiv zu bzw. in einen Tumor zu
bringen, der B99 exprimiert. Beispiele fiir solche
Substanzen sind zytotoxische Agentien oder radiocaktive
Nhklide, deren Wirkung darin besteht, den Tumor vorort
zu schddigen. Aufgrund der tumorspezifischen Expression
von B99 sind dabei keine oder nur geringe

Nebenwirkungen zu erwarten. In einem weiteren Aspekt

kénnen mit Hilfe von B99-Antikdrpern Substanzen zur
Sichtbarmachung von Tumoren, die B99 exprimieren,

herangezogen werden. Dies ist fiir die Diagnose und die

.Bewertung des Therapieverlaufs von Nutzen.
'Therapeutische und diagnostische Anwendungen von
Antikdrpern, die fir anti-B99-Antikdrper in Frage

):kommen, sind in der WO 95/33771 fiir beschrieben.

f
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Das TAA der Bezeichnung B99 gemdl der vorliegenden
Erfinaung und die davon abgeleiteten Proteinfragmente,
Peptide bzw. Peptid-Aquivalente oder Peptidomimetika
kénnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, z. B. um
eine.Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren, die
die entsprechenden Antigen-Determinanten exprimieren.
Vorzhgsweise werden sie fir die Therapie von B99-
positiven Tumoren verwendet, insbesondere beim

Nierenzell-, Lungen-, Kolon-, Pankreas- und

Magénkarzinom.

Figurenubersicht
Fig. 1: RT-PCR Analyse von cDNA-Pools verschiedener

humaner Tumor- und Normalgewebe mittels B99-
spezifischen Primern

Fig. 2: RT-PCR Analyse von individuellen cDNAs
verschiedener humaner Tumor- und Normalgewebe mittels

B©9‘spezifischen.Primern

Eig. 3: Transkription von B99 in Normalgeweben:

Northern Blot Analyse von mRNA aus 16 Normalgeweben

;Beispiel 1:
i

RDA (,Representational Difference Analysis“) von der
humanen Adenokarzinomzelllinie der Lunge (A549) und

normalem Lungengewebe
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Die von ATCC bezogene humane Lungenadenokarzinom-

Zellinie A549 (CCL 185) wurde in T150

Zellkulturflaschen hochgeziichtet. Als Ndhrmedium diente

MEM mit 10% hitze-inaktiviertem, fdtalem Kalberserum

undgz mM L-Glutamin. Alle 3 bis 4 Tage wurden die
Zel;en durch Trypsinisieren 1:5 bis 1:10 zur
Propagation gespalten. Nach Erreichen von etwa

80% Konfluenz wurden pro T150 Zellkulturflasche 4 ml
einer Trypsinldsung (Angaben pro Liter: 8g NaCl,
0,29 KC1, 1,13g NapHPO,-wasserfrei, 0,2g KH,PO,

100ml 2,5% Trypsinlésung, 1lg EDTA-Na-Salz; pH7,2-7,4)
zuﬁ Ernten der Zellen eingesetzt. Die 4 ml wurden in
eﬁn 15 ml Falconrdhrchen transferiert, mit 8 ml PBS

versetzt, bei 1200 rpm in einer Haereus Tischzentrifuge

(Megafuge 2.0R) 5 min bei 4°C zentrifugiert, das
(10mM TrisHC1 pHS,

Zellpellet mit 1 ml Lysis-Puffer
versetzt, kraftig

140mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,5% NP40)
geschittelt und in einem 2 ml Eppendorfgefal bei

12 000 rpm und 4°C 5 min in einer Sigma Tischzentrifuge
(Sigma 202 MK) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues EppendorfgefiB transferiert und nach Zusatz

fvon 55 pl 20% SDS-Losung zweimal mit dem doppelten

fVolumen an einer CHClj3/Phenol (1:1 v/v) Mischung und

einmal mit dem einfachen Volumen an CHClj; extrahiert.

Die wdssrige RNA-enthaltende Phase wurde mit

1/10 Volumen an 3M NaAc (pH5) und dem zweifachen

Volumen an 96% EtOH versetzt und lber Nacht bei -20°C
die RNA prédzipitiert. Ausgehend von 1 mg total-RNA

wurde fir die Isolierung von poly-A(+)RNA mittels des

PolyATtract Kit (Promega) entsprechend dem Hersteller-

Protokoll vergegangen. Die Lagerung der A549 poly-
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A(+)RNA mit einer Konzentration von 1 mg/ml in DEPC-

behandeltem H,0 erfolgte in Aliquots bei -80°C.

Zur éurchfuhrung der reprdsentativen Differenzanalyse
(RDA; Hubank and Schatz, 1994; Diatchenko et al., 1996)
wurde die poly-A({+)RNA der Lungenadenokarzinom-Zellinie
A54§ als ,tester™, die von normalem Lungengewebe
(1 mg/ml; Clontech, Palo Alto; #6524-1) als ,driver"
eingesetzt. Die RDA wurde unter Verwendung des PCR-
select™ kit (Clontech, Palo Alto) entsprechend dem
Hersteller-Protokoll durchgefiihrt mit der Ausnahme, dab
ein modifiziertes Primer/Adaptor-2-Oligonukleotidsystem
mit folgender Sequenz zum Einsatz kam:
5" +TGTAGCGTGAAGACGACAGRAAAGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG-3 "
(Adaptor-2-alt-1; SEQ ID NO:19),
5f—AGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG~3'(nested—PCR—primer—Z—alt;
SEQ ID NO:20) und 5°-GGCTCGAGCTC-3° (Adaptor-2-alt-2;
SEQ ID NO:21). Die neu generierten Primer/Adaptor-
Séquenzen ermdglichen durch die Anwesenheit von drei

neuen Restriktionsenzymschnittstellen (Kpn I, Sac I und

Xho I) in der Sequenz des nested-PCR-primer-2-alt nach
Klonierung der subtrahierten cDNA-Fragmente in den
éPCRII—Vektor ein nachtrdgliches Herausschneiden der
5eweiligen cDNA-Fragmente. Das Designen einer
Primer/Adaptorsequenz mit mehreren verfiigbharen
‘Restriktionsenzymschnittstellen war deshalb notwendig,
.welil besonders in den Primersequenzen - bedingt durch

-die PCR-Amplifikationsschritte~ oft Punktmutationen zu

~ beobachten waren.

* Nach der Synthese von doppelstrangiger cDNA mittels

oligo-dT wurde die erhaltene cDNA von ~tester" und

»driver™ mit Rsal verdaut (Rsal ist ein 4-Basen
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erkennendes Restriktionsenzym und liefert im
statistischen Mittel 256 bp lange cDNA-Fragmente).
Gleiche Teile von ,tester-cDNA” wurden entweder mit den
Adaptoren 1 oder 2 ligiert und anschliefliend getrennt
mit einem UberschuB an ,driver-cDNA” bei 65°C
hybridsiert. Danach wurden die beiden Ansdtze vereinigt
und einer zweiten Hybridisierung mit frischer
denaturierter ,driver-cDNA” unterworfen. Die
angereicherten ,tester”-spezifischen cDNAs wurden
anschlieBend durch PCR mit fiir die Adaptoren 1 bzw. 2
spezifischen Primern exponentiell amplifiziert. Fir
eine weitere Anreicherung wurde ein Aliquot dieser
Reaktion einer zweiten PCR mit spezifischen nach innen
versetzten (,nested”) Primern unterworfen. Die aus
dieser Reaktion resultierenden, exponentiell
amplifizierten cDNA-Fragmente wurden direkt in den
pCRII-Vektor (Invitrogen; ,TA-cloning vector“) ligiert
und anschliefend ein Drittel des Ligationsansatzes in

kompetente E. coli (OneShot™, Invitrogen) transfiziert.

712 positive Transformanten (Blau-WeiB-Selektion)

wurden erhalten und in 96-Napf Bloécken in LB-Amp Medium
(1,3 ml pro Napf) fiur 48 h bei 37°C kultiviert. Pro Napf
wurden 750 pl der E. coli Suspensionen fir die
Praparation der Plasmid-DNA eingesetzt (96-Napf-
Miniprédparationsmethode von QIAgen nach Vorschrift des
Herstellers). Die verbleibenden Bakterienkulturen

wurden als Gycerinstammkulturen bei -80°C gelagert.

Es wurde eine aus 712 Einzelklonen bestehende cDNA-
Subtraktionsbibliothek erhalten, die sowohl in Form von
E. coli Glycerin-Stammkulturen als auch in Form

gereinigter Plasmide vorlag.
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Beispiel 2:
DNA-Sequenzierung und Annotation von TAA-Kandidaten

Die isolierte Plasmid-DNA samtlicher 712 Klone (siehe
Beispiel 1) wurde nach der Sanger-Methode auf einem
ABI-Prism Gerdt sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mittels der BioScout-Software (LION, Heidelberg)
annotiert und Datenbankvergleichen (Genbank)
unterzogen. Von 712 Klonen konnten 678 sequenziert und
annotiert werden. Der Rest (34) wies als Insert
entweder nur poly(A) Sequenzen auf oder entsprach einem
religierten Vektor oder war nicht sequenzierbar. Von
den 678 annotierbaren Sequenzen erwiesen sich 357 als
Gene mit bekannter Funktion. Die restlichen 321
reprasentierten Klone, kodierend fir Gene mit
unbekannter Funktion; 59 davon wiesen nicht einmal
Eintrdge in der humanen EST-Datenbank auf. Bekannte
Gene wurden nicht weiter behandelt. Fiir jene
unbekannten Gene, fir die ein EST-Eintrag verfiigbar
war, wurde eine Abschdtzung des Expressionsprofils
vorgenommen: dabei wurden all jene ESTs mit > 95%
Identitédt (BLAST), die zur entsprechend experimentell
ermittelten Sequenz der Subtraktionsbibliotheken
geh6rten, Uberpriift. Bei der Annotation wurde eine
Unterteilung in i) kritische Normalgewebe, ii) foetale,
~verzichtbare” und immunprivilegierte Gewebe und
iii) Tumore und Tumor-Zellinien vorgenommen. Auf der
Basis dieses ,virtuellen mRNA-Profils” wurden
200 Klone, fiir die keine ESTs in der Gruppe i) gefunden

wurden, flir weitere experimentelle Analysen ausgewahlt
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(inklusive der 59 Klone, fiir die keine EST-Eintragung
vorlag). Zur weiteren Einengung der Kandidatenklone
wurden aus den von den 200 ausgewahlten Klonen
ermittelten Sequenzen Oligonukleotidprimerpaare
entworfen und synthetisiert. Es wurden zundchst

8 verschiedene, von humanem Gewebe abgeleitete cDNA-

Bibliotheken (GibcoBRL ,,SUPERSCRIPT™"), welche
direktional in pCMV-SPORT kloniert sind, mittels
qualitativer PCR auf das Vorhandensein der jeweiligen
Kandidaten getestet. Die dabei eingesetzten cDNA-
Bibliotheken stammten aus Gewebe von Herz (#10419-018),
Leber (#10422-012), Leukozyten (#10421-022), Niere
(#10420-016), Lunge (#10424-018), Testis (#10426-013),
Gehirn (#10418-010) und fotalem Gehirn (#10662-013).

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 20 pul
Gesamtvolumen pro PCR-Ansatz enthielten 1x TagPol-
Puffer (50mM KC1l, 10 mM TrisHC1l pH9, 0,1% Triton X-100),
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs (Promega), 0,025 U/ul Tag-
DNA-Polymerase (Promega), jeweils 5 pM an spezifischen
Oligonukleotidprimer SEQ ID NO:7 und SEQ ID NO:8 und
100 ng der jeweils zu untersuchenden Plasmid-DNA. Zur
Kontrolle wurden spezifische Primer fiir GAPDH
(SEQ ID NO:14 und 15) eingesetzt. Zur Uberprifung des
selektiven Nachweises wurden die Primerpaare parallel
auch auf das isolierte Plasmid hin ausgetestet. Die
Nachweisbarkeit von Fragmenten der zu erwartenden Ladnge
in einem der kritischen Normalgewebe (Herz, Leber,
Lunge, Niere und Leukozyten), nicht jedoch in den cDNA-
Bibliotheken aus immunprivilegierten Geweben (Gehirn,
fotales Gehirn und Testis) unter diesen PCR-Bedingungen
(1 zZyklus: 37 94°C; 35 Zyklen: 1° 94°% - 1° 55%C - 1°
72°C; 1 Zyklus: 7° 72°C) wurde als
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Ausscheidungskriterium definiert. Mittels dieser
qualitativen PCR-Analyse konnte die Zahl der Kandidaten

auf 56 eingeengt werden.

Beispiel 3:

Transkriptionelle Analyse der Kandidaten-Klone in

verschiedenen Tumor- und Normalgeweben

Flir die RT-PCR Analyse wurden cDNA-Pools verwendet die
aus je 3 pg total-RNA von 3 verschiedenen Geweben des
gleichen Typs hergestellt wurden. Die 9 pg total-RNA
pro Gewebepool aus Tumor- oder Normalgeweben wurden
mittels AMV-RT (Promega) entsprechend der
Herstellerempfehlung revers transkribiert. Zur
Vermeidung von Kontaminationen mit genomischer DNA
wurde die RNA vorher mit DNAse I (Boehringer Manheim)
inkubiert. Qualitdt und Menge der cDNAs wurde durch PCR
mit GAPDH spezifischen Primern (SEQ ID NO:14 und 15)
nach 20 Zyklen (30°° 95°C, 90"  60°C) Uberpriift.
B99-cDNA wurde durch 25, 30 und 35 Zyklen des Programms
17 95°C, 17 55°C, 1° 72°C mit den B99-spezifischen
Primern gem&B SEQ ID NO:7 und 8 amplifiziert. Analog
wurden die anderen 55 Kandidaten-Klone mit jeweils
spezifischen Primern untersucht. Die PCR Produkte
wurden mittels Agarose-Gel-Elektrophorese und
Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen. Fir 3 der 56
untersuchten Klone konnte mittels RT-PCR eine vermehrte
Expression in verschiedenen Tumorgeweben im Vergleich

zu Normalgeweben gezeigt werden. Ein Beispiel fir
Kandidat BS99 ist in Fig. 1 gezeigt: Die RT-PCR Analyse

von cDNA-Pools verschiedener humaner Tumor- und
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Normalgewebe mittels B99-spezifischen Primern érgab ein
starkes Signal im Kolonkarzinom und in der Lungenadeno-
Karzinomlinie AS549 sowie ein schwaches Signal im
Brustkarzinom und im Nierenzellkarzinom. Von allen
untersuchten Normalgeweben war ein schwaches Signal nur
in Kolongewebe feststellbar. Im weiteren Verlauf wurde

der Kandidat BS99 genauer evaluiert.

Beispiel 4:
Expressionsprofil von B99 in Tumor- und Normalgeweben

Einer der 56 Kandidaten (Bezeichnung: B99) zeigte
mittels RT-PCR Transkription in 3 von 5 getesteten
Tumorgewebe-Pools ein Signal. In den meisten getesteten
Normalgeweben konnte hingegen keine Transkription

festgestellt werden.

Fir eine detaillierte Untersuchung der B99-Expression
wurden im folgenden cDNAs individueller Tumor- und
Normalgewebeproben mittels PCR analysiert. Dabei zeigte
sich, dafl die Mehrzahl aller untersuchten
Kolonkarzinome (17/ 23), alle Pankreaskarzinome (3/ 3)
und alle Magenkarzinome (4/4) B99 exprimieren. In
entsprechenden Normalgeweben wurde eine Expression in
1/ 4, 0/ 3 bzw. 2/ 4 Fadllen nachgewiesen. Alle
Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefalt, Fig. 2
zeigt exemplarische Ergebnisse fir Pankreas- und
Kolongewebe: Mittels RT-PCR Analyse von individuellen
cDNAs verschiedener humaner Tumor- und Normalgewebe
mittels B99-spezifischen Primern konnte in 6 von 7

Tumorproben B99-cDNA nachgewiesen werden, wahrend nur
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eines der untersuchten Normalgewebe (1/ 6) eine

schwache Expression von B99 zeigte.

Tabelle 1:
Tumorgewebe Normalgewebe
Typ o Typ o
; Positive Positive
! Falle/ Falle/
! getesgtete getestete
Falle Falle
Kolonkarzinom 17/ 23 Kolon 1/4
)
: Leberkarzinom 0/3 Leber 0/4
f Lungenkarzinom 2/9 Lunge 0/4
g Mammakarzinom 0/10 n.d.
Pankreas- 3/3 Pankreas 0/4
karzinom
Nierenzell- 1/10 Niere 0/4
karzinom
Magenkarzinom 4/4 Magen 2/4
E Lymphozyten 0/1
i . % Dinndarm 1/1
Ovar 0/1
Testis 0/4
Prostata 0/1
; Thymus 0/1
; Milz 0/4
Muskel 0/1
Gehirn 0/1
Herz 0/4
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Fir die Northern Blot Analyse wurden Human Multiple
Tissue Northern blots (Clontech, Palo Alto) mit dem
[a-¥P]dCTP (NEN, Boston) markierten 271 bp B99 PCR
Produkt bei 65° fir 16 h hybridisiert. Die
Visualisierung erfolgte durch Standard-Autoradiografie
(Xomat AR film, Kodak) und Exposition auf einen
Phosphoimager (Molecular Dynamics). Fig. 3 zeigt das
Ergebnis dieser Analyse von 16 Normalgeweben. Dabei
zeigte sich lediglich in Kolon und deutlich schwdcher
in Duodenum ein Transkript von ~3,0 kb GroBe. Die
geringe Intensitdt des Signals laft jedoch eine
immunologisch relevante Expression als unwahrscheinlich

erscheinen.

Das Ergebnis aller Versuche beziiglich des mRNA-Profils
von B99 (kompiliert aus RT-PCR und Northern Blot
Analyse) ist in Tab. 1 zusammengefalt. Beispiel 4
zeigt, daB BY99 in einem hohen Prozentsatz von Tumoren
verschiedener Indikationen deutlich transkribiert wird,
wahrend in allen untersuchten Normalgeweben keine oder

nur vereinzelte Transkription gefunden wurde.

Beispiel 5:
Klonierung von BS99

Klon B99 besitzt zwischen den durch die RDA
eingefithrten Adaptoren ein 271 bp langes Insert eines
unbekannten humanen Gens. Zur vollstandigen Klonierung
der humanen Sequenz wurde wie folgt vorgegangen: eine

UniGene Analyse (National Center for Biotechnology
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Information) ergab folgende zu B9Y99 homologe ESTs:
AA315469, AA345780, AA295520. Mit Hilfe dieser ESTs
konnte die B99 Sequenz auf 439 Nukleotide verlangert
werden. Neue Primer innerhalb dieser Sequenz wurden
synthetisiert (SEQ ID NO:9 bis 12). Durch PCR mit
verschiedenen Kombinationen dieser Primer konnten die
jeweiligen theoretischen Fragmentldngen aus A549 cDNA

amplifiziert werden.

Klonierung des 3 -Endes: 10 pg total-RNA aus der
Nierenzellkarzinom-Zelllinie 786-0 wurden mittels
Oligo-dT Primer revers transkribiert, und ein Aliquot
dieser cDNA wurde einer PCR unterzogen, deren Programm
mit hohen Annealingtemperaturen beginnt, sodall nur der
genspezifische Primer an die cDNA bindet (Primer

SEQ ID NO:7 bzw. 9), wahrend der zweite Primer (To,~53°C,
SEQ ID NO:13) erst bei niedrigerer Temperatur an die
neu synthetisierte DNA-Vorlage bindet. Diese sog.
“touch-down PCR” (Mastercycler Gradient, Eppendorf)
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

20 Zyklen {15°° 95°C, 30°° 75°C (reduziert um 0,7°C je
Zyklus)}, 1 Zyklus7” 72°C,sowie 20 Zyklen (15°° 95°C,
307" 50°C), 1 Zyklus7” 72°C}.

Ein Aliquot des obigen Ansatzes wurde mittels einer
zweiten Primerkombination (SEQ ID NO:7 und 13 bzw.

SEQ ID NO:12 und 13)unter den gleichen Bedingungen wie
vorher erneut PCR amplifiziert. Aliquots der PCR-
Ansdtze wurden direkt in den pGEM-T easy-Vektor
(Promega) ligiert und anschlieflend in kompetente E.
coli J109 (Promega) transformiert. Positive Klone
wurden nach PCR-Selektion sequenziert. Die

Sequenzierung ergab eine Ubereinstimmung mit der
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bisherigen Sequenz ab dem fir die PCR-Amplifikation
verwendeten Primer und dariberhinaus 1777 zusdtzliche
Nukleotide bis zum Beginn einer PolyA-Sequenz im
3'-Bereich der Sequenz. PCR Amplifikation von cDNA aus
Tumorzelllinien (786-0, A549) sowie Gewebeproben von
Kolonkarzinomen mit den Primern gemaf SEQ ID NO: 16 bis
18 ergaben mit den urspriinglichen Primern die nach der
Klonierung erwarteten Fragmente. In dem nunmehr aus
2216 bp bestehenden cDNA-Fragment konnte ein
durchgehender Leserahmen von Pos. 427 bis 1743
identifiziert werden. Weiter im 5°-Bereich der Sequenz
konnten keine zusdtzlichen Leserahmen identifiziert
werden, woraus zu schliefen ist, daffi der Bereich von

0 bis 427 bereits zum 5°-nicht translatierten Bereich

der B99 mRNA gehort.

Mit Hilfe der Primer SEQ ID NO:12 und SEQ ID NO:17
wurde der gesamte kodierende Bereich wvon B99 aus
A549-cDNA amplifiziert, kloniert und sequenziert. Bei
der Sequenzierung wurden mehrere Klone mit einer
Insertion von einem Nukleotid an Pos. 923 im Vergleich
zu SEQ ID NO:1 (kodiert fir B99-1) erhalten

(SEQ ID NO:3 bzw. SEQ ID NO:5).

Diese Insertion fihrt zu einer Verdnderung des offenen
Leserahmens von B99 mit einer daraus resultierenden
verdnderten Aminosauresequenz im C-terminalen-Bereich
des B99-Proteins; die von diesem Leserahmen abgeleitete
Sequenz des B99-Antigens (B99-2) ist in SEQ ID NO:4
dargestellt.

Einer der aus A549-Zellen isolierten Klone zeigte neben

der genannten Insertion einen Nukleotidaustausch an

i
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Position 622 im Vergleich zu Sequenz SEQ ID NO:1 auf.
Dieser Nukleotidaustausch bedingt an Position Nr. 66
der Aminosduresequenz einen Ersatz von Arginin

(SEQ ID NO:2, B99-1) durch Tryptophan (SEQ ID NO:4,
B99-2). Abgesehen von diesem Aminosdureaustausch ist
die Aminosduresequenz von B99-2 bis zu Position 166

identisch mit B99-1.

Dariberhinaus bedingt die genannte Insertion einen
zweiten potentiellen Leserahmen von Pos. 845 bis 1744
der in SEQ ID NO:3 (bzw. SEQ ID NO:5) dargestellten
Sequenz. Ein von einer cDNA mit diesem Leserahmen
exprimiertes Protein weist die in SEQ ID NO:6
dargestellte Aminosduresequenz auf (B99-3). Die Sequenz
von BY99-3 ist von Pos. 1 bis 27 unterschiedlich zu

B99-1 und ab Pos. 28 identisch mit B9%-1.

Beispiel 6:

Potentielle MHC-Bindungspeptide in der kodierenden

Region von BS99

Potentielle Peptid-Epitope innerhalb der kodierenden
Region von B99-1 gemah SEQ ID NO: 2
(Aminosaureposition: 1-438; Tab. 2A), von B99-2 gemiB
SEQ ID NO:4 (Aminos&ureposition 150-190; Tab. 2B) und
von B99-3 gemdB SEQ ID NO:6 (Aminosdureposition 1-40;
Tab. 2C) wurden mittels den von Parker et. al., 1994
beschriebenen Algorithmen unter Zugrundelegung
bekannter Motive (Rammensee et al. 1995) durchgefihrt.

Fir die wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fir HLA-Al,
-A*0201, -A3, -B7, -Bl4 und -B*4403, wurden 9-mer

N
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Kandidaten-Peptide identifiziert, von denen zu erwarten

ist, daB sie an die entsprechenden HLA-Molekiile binden

i und daher immunogene CTL-Epitope darstellen; die
% ; ermittelten Peptide sind in Tabelle 2 aufgelistet.
E 'S5 Durch analoges Vorgehen kénnen weitere potentielle

Peptid-Epitope fiir andere HLA-Typen bzw. 8- und 10-mer

Peptide ermittelt werden.
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Tabelle 2A
Immunogene B99-Peptid-Kandidaten (B99-1)
Start- Sequenz HLA
position
in SEQ
ID NO:2
5 Lys Arg Leu Cys Gln Leu |Bl4
His Tyr Leu
12 Tyr Leu Trp Ala Leu Gly |A*0201
Cys Tyr Met
85 Ile Leu Asn Asn Leu Glu | A3
Val Lys Lys
90 Glu Val Lys Lys Lys Arg |[A3
Glu Pro Phe
95 Arg Glu Pro Phe Thr Asp |B*4403
Thr His Tyr
96 Glu Pro Phe Thr Asp Thr |B7
His Tyr Leu
123 Pro Leu Ser Lys Glu Glu |A3
Val Glu Phe
127 Glu Glu Val Glu Phe Pro | B*4403
Ile Ala Tyr
147 Glu Arg Leu Leu Arg Ala |Bl4
Val Tyr Ala
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187 Phe Ile Ala Ser Lys Leu |A*0201
Val Arg Val

206 ‘Asp Leu Asn Cys Met Glu | A*0201
Asp Leu Leu

251 Ser Met Glu Ser Glu Val |Al, A3
Pro Pro Lys

275 Thr Leu His Leu Thr Asn | A3
Lys Lys Lys

305 Phe Val Gln His Val Leu [A3
Lys Asn Pro Lys

318 Leu Ile Glu Trp Val Lys |Al
Asp Thr Tyr

400 Trp Met Leu Gln Asn His |A*0201
His Leu Leu

407 Leu Leu Ala Asn Lys Phe |A3
Asp Pro Lys

413 Asp Pro Lys Val Asp Asp |B7
Asn Ala Leu

422 Gln Cys Leu Glu Glu Tyr |Al
Leu Arg Tyr

423 Cys Leu Glu Glu Tyr Leu |Al, A3
Arg Tyr Lys

Yq.
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Immunogene BY99-Peptid-Kandidaten (BS99-2)

Start-
position
in SEQ
ID NO:4
152 Ala Val Tyr Ala Pro Gln | Al, A3
Asn Ile Tyr
154 Tyr Ala Pro Gln Asn Ile |A*0201
Tyr Cys Val
160 Tyr Cys Val His Val Asp |A*0201
Glu Glu Vval
163 His Val Asp Glu Glu Val |Al
Pro Arg Asn
164 Val Asp Glu Glu Val Pro |Al, B*4403
Arg Asn Phe
172 Phe Gln Arg Gly Gly Gln |[Al
Ser Asn Tyr
177 Gln Ser Asn Tyr Phe Leu |Al
Leu Pro Lys
182 Leu Leu Pro Lys Cys Leu |A*0201
His Ser Gln

A
/50
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Immunogene B99-Peptid-Kandidaten (B99-3)

Start-
position
in SEQ
ID NO:6
2 Arg Arg Leu Lys Thr Leu |Al, Bl4
Lys Gly Tyr
5 Lys Thr Leu Lys Gly Tyr |A*0201
Cys Glu Leu
10 Tyr Cys Glu Leu Cys Met |Al
Prc Leu Arg
12 Glu Leu Cys Met Pro Leu |Al, A3
Arg Thr Tyr
14 Cys Met Pro Leu Arg Thr |A*0201
Tyr Thr Val
16 Pro Leu Arg Thr Tyr Thr |A*0201
Val Ser Met
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SEQUENZPROTOKCLL

{1) ALLCEMEINE ANGRBEN:

(1) ANMELDER:
(R} MAME: Boehringer Ingelheim International GrbH
(B} STRASSE: Binger Strasse 173
{C) ORT: Ingelheim am Rhein
(E) LAND: Deutschland
(F) POSTLEITZRHL: D-55216
(G) TELEFON: ++49-6132-77-2282

(H) TEIEFRX: +49-6132-77-4377
(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Tumor-assoziiertes Antigen
{iii) ANZAHI, DER SEQUENZEN: 55

(iv) OOMPUTER-LESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER: IEM PC compatible
{C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA)
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{xi) SEQUENZBESCHREIBRGG: SBQ ID NO: 1:

GTCRACGGGRA CTGCCCTIGC TRCTTGICGAL CIGCCCTTTA CrCAGCRGIT TTIGITCIGG

GAR(OCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CIGTRGGIGC TGRANGGGARA CAGATGRAGA

BCATGROCTC PAGGRAGCTTC CTGTCRATGA GRAAGROCAAG CTGACGCCTG GCAARGATAT

TARRGRGGAG CCTGAARCTG TTCCITGGAC ATCTTATGAR TGTCAGAAAA TACCTTTIGG

TTCACTTCGG AACAGAATCA OGCCTTGIGA AGAGATCATC CCTAAGCAGG AGAGARGCTA

CTARAGGATT GIGTACTCCT CCACCTTCCC TGTGCTORGT CICCACCIGT CTCCCATICT

GTGRLG ATG GIT CAA TGG ARG AGA CTC TGC CAG CIG (AT TAC TG TGG
Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln leu His Tyr Leu Trp

1 5 10

GCT CIG GGC TGC TAT ATG CTG CIG GCC ACT GIG GCT CIG AAA CIT TCT
Ala Ieu Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser

15 20 25 30

TIC AGG TTG AAG TGT GAC TCT GAC CAC TTG GGT CIG GAG TCC AGG GRA
Phe Arg Ieu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu

35 40 45

120

180

240

300

360

420

468

516

564
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TCT CBA AGC CAG TAC TGT RGG AAT ATC TIG TAT RAT TTC CTG ARA CIT
Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe leu Lys leu

50 55 60

CCA GCA ARG RLG TCT ATC AAC TGT TCA GGG GIC AOC CGA GGG GAC CRA
Pro Ala Lys Arg Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gin

65 70 75

GAG GCA GIG CIT CAG GCT ATT CTG RAT AAC CIG GAG GTC ARG ARG ARG
Glu Ala Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys

80 85 o0

OGA GAG CCT TTC ACA GAC RCC CAC TAC CTC TCC CTIC ACC 2GA GAC TGT
Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys

95 100 105 110

GAG CAC TIC ARG GCT GRA AGG AAG TIC ATA CAG TTC CCA CIG AGC ARA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys

115 120 125

GAA GAG GTIG GAG TTC CCT ATT GCA TRC TCT ATG GIG ATT CAT GAG ARG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys

130 135 140

ATT GAA BAC TIT GRA AGG CTA CTIG CGA GCT GIG TAT GCC CCT CAG ARC
Ile Glu Asn Phe Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr BAla Pro Gln Asn

145 150 155

612

660

708

756

804

852

900
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ATA TAC TGT GIC CAT GIG GAT GAG AAG TCC CCA GAA ACT TTC RAA GG

Ile Tyr Cys Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu

160 165 170

GOG GIC AAA GCA ATT ATT TCT TGC TTC CCA AAT GIC TTIC ATA GCC AGT
Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe Ile Ala Ser

175 180 185 190

ANG CTG GTIT OGG GIG GIT TAT GCC TCC TGG TCC AGG GIG CAA GCT GAC
Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp

195 200 205

CIC AAC TGC ATG GAA GAC TIG CTC CAG AGC TCA GIG OCG TGG AAA TAC
Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro Trp Lys Tyr

210 215 220

TTC CIG AAT ACA TGT GGG ACG GAC TTIT CCT ATA AMG RAGC AAT GCA GAG

Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu

225 230 235

ATG GTC CAG GCT CIC AAG ATG TTG AAT GGG AGG AAT AGC ATG GAG TCA
Met Val Gln Ala Leu Lys Met Leu Bsn Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser

240 245 250

GAG GTA CCT OCT RAG CAC ARA GRA ACC OGC TGG ARA TAT CAC TIT GAG

Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu

255 260 265 270

948

996

1044

1092

1140

1188

1236
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GTA GTG AGA GRC RCA TTA CAC CTA RCC RAC AMG BRG RAG GAT OCT OCC
Val Val Arg Bsp Thr leu His leu Thr BRsn Lys Lys Lys Asp Pro Pro

275 280 285

CCT TAT AAT TTA ACT ATG TIT ACA GGG ART GCG TAC ATT GIG GCT TCC
Pro Tyr Bsn leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser

290 295 300

CGA GAT TTC GTC CAA CAT GIT TIG ARG ARC CCT RAA TOC CAA CPA CTIG
Arg Asp Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser Gln Gln leu

305 310 315

ATT GAA TGG GTA RRA GAC RCT TAT AGC CCA GAT GAA CAC CTC TCG GCC

Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His Leu Trp Ala

320 325 330

ACC CTT CAG COGT GCA CGG TGG ATG CCT GGC TCT GIT CCC ARC CAC CCC
Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro

335 340 345 350

BAG TRC GRC ATC TCA GAC ATG ACT TCT ATT GCC AGG CIG GIC BAG TGG
Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu Val Lys Trp

355 360 365

CAG GGT CAT GAG GGA GAC ATC GAT ARG GGT GCT CCT TAT GCT COCC TGC

Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys

370 375 380

1284

1332

1380

1428

1476

1524

1572
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TCT GGA ATC CAC CAG CGG GCT ATC TGC GIT TAT GGG GCT G3G GAC TIG

Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp Leu

385 390 395

ART TGG ATG CIT CRA ARC CAT CRC CIG TTG GCC BAC ARG TIT GRC CCA
Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro

400 405 410

ARG GTA GAT GAT AAT GCT CTT CAG TGC TTIA GAA GAA TAC CTA OGT TAT

Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr

415 420 425 430

AAG GCC ATC TAT GGG ACT GAA CTT TGA GACACACTAT GRAGAGOGTIG

Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *

435

CTAOCTGTGG GGCAAGRGCA TGTACAARCA TGCTCAGARC TTGCTGGGRC AGTGTGGGIG

GGAGRCCAGG GCTTTCCAAT TCGTGGCATC CTTTAGGATA RAGAGGGCTGC TATTAGATIG

TGGGTRAAGTA GATCTTTTGC CTTGCARATT GCTGCCTGGG TGAATGCTGC TTGTTCTCCC

RCCCCTRACC CTAGTAGTTC CTCCACTARC TTTCTCACTA AGTGAGRATG AGARCTCCTG

TCGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGTGG TAGAGCACIT GATTTCAGTT GRATGCCIGC

TGGTAGCTTT TOCATTCIGT GGAGCTGCCG TTCCTAATAA TTCCAGGTTT GGTAGCGIGG

1620

1668

1716

1763

1823

1883

1943

2003

2063

2123
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RGGAGARCTT TGATGGAARG PAGARCCTTCC CTTCIGTACT GITARCTTRA RARTARATASG

CTCCIGATTC AAAGTRAARA DBARDARMARMA ARA

(2) RANGRBEN ZU SEQ ID NO: 2:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(3) IANGE: 439 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Val Gln Trp Lys Arg leu Cys GIn lLeu His Tyr Leu Trp Ala Leu

1 5 10 15

Gly Cys Tyr Met leu Leu Ala Thr Val Ala leu Lys Leu Ser Phe Arg

20 25 30

leu Lys Cys Asp Ser Asp His Ieu Gly Leu Glu Ser Arg Glu Ser Gin

35 40 45

Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys Leu Pro Ala

50 35 60

2183
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Lys Arg Ser Ile Bsn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gin Glu Ala

65 70 75 80

Val leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu

85 30 95

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys Glu His

100 105 110

Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys Glu Glu

115 120 125

Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys Ile Glu

130 135 140

Asn Phe Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

145 150 155 160

Cys Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu Ala Val

165 170 175

Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe Ile Ala Ser Lys Leu

180 185 190

Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp Leu Asn

195 200 205
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Cys Met Glu Asp leu Leu Gln Ser Ser Val Pro Trp Lys Tyr Phe Leu

210 215 220

Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu Met Val

225 230 235 240

Gln Ala Leu Lys Met leu Asn GlLy Arg Asn Ser Met Glu Ser Glu Val

245 250 255

Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu Val Val

260 265 270

Arg Asp Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys Asp Pro Pro Pro Tyr

275 280 285

Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser Arg Asp

290 235 300

Phe Val GIn His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser Gln Gln Leu Ile Glu

305 310 315 320

Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His Leu Trp Ala Thr Leu

325 330 335

Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro Lys Tyr

340 345 350
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Bsp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg lLeu Val Lys Trp Gln Gly

355 360 365

His Glu Gly BAsp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys Ser Gly

376 375 380

Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp Leu Asn Trp

385 330 385 400

Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys Val

405 410 415

Asp Asp Asn Ala leu Gln Cys leu Glu Glu Tyr leu Arg Tyr Lys Ala

420 425 430

Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *

435

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(1} SEQUENZKENNZEICHEN:
() LANGE: 2217 Basenpaare
{B) RART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

(i1) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRMNA

-
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{vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:

(R) ORGANISMIS: Homo sapiens

(F) GEWEBETYP: Lungenkarzinom

{ix) MERKMAL:
{A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR

(B} LAGE:1..426

(ix} MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B} LAGE:427..999

(ix) MERKMAL:
{A) NAME/SCHLUSSEL: 3'UTR

(B) LAGE:1000..2217

{ix) MERKMAL:
() NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR

(B) LAGE:1..844

{ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B} LACE:845..1744

{ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: 3'UTR

(B) LAGE:1745..2217
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:
GTCAOGGGAA CTGCCCTTEC TACTTGTGAC CIGCCCTTTA CTCRGCAGTT TTTGTTCICG
GARGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTRGGTCC TGARGGGRAA CAGATGRAGR
ACATGRCOCTC AAGGAOCTTC CIGTCAATGA GRAGRCCAAG CTGROGCCTG GCAARGATAT
TARRCAGGRG CCTGRARCTIG TTCCTTGGAC ATCTTATGAR TGTCAGARAAA TACCTITIGG
RGGGTTAGPA GATCAGGGGA CATGGTTGTT CACATTTGCT GOCACGGARC AOCGOCAGTC
TTCACTTGGG ARCAGAATCA CGCCTTGIGA AGAGATCATC CCTARGCAGG AGAGAAGCTA
CTAARGGATT GIGTACTCCT CCACCTTCCC TGIGCTCGGT CTCCACCTGT CTCCCATTCT
GTGACG ATG GIT CAA TGG AAG AGA CTC TGC CAG CIG CAT TAC TIG TGG
t Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Ieu His Tyr Leu Trp
1 5 10
GCT CTG GGC TGC TAT ATG CIG CIG GCC ACT GIG (CT CIG AAA CTT TCT
Ala ILeu Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser
15 20 25 30
TTC AGG TTG RAG TGT GAC TCT GAC CAC TIG GGT CIG GAG TCC AGG GRA

Phe Arg Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu

35 40 45

€0

120

180

240

300

360

420

468

516

564
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TCT CBA AGC CAG TAC TGT RGG BRAT ATC TIG TAT RAT TIC CIG ARAA CIT
Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Bsn Ile Ieu Tyr Asn Phe leu Lys leu

50 55 &0

CCA GCA AAG TGG TCT ATC ARC TGT TCA GGG GIC ACC CGA GGG GRC CRA
Pro Ala Lys Trp Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln

65 70 75

GAG GCA GIG CTT CAG GCT ATT CTG AAT ARC CIG GAG GTC ARG PAG ARG
Glu Ala Val Ieu Gln Ala Ile Ieu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys

80 85 80

CGA GAG CCT TTC ACA GAC ACC CAC TAC CIC TCC CIC ACC AGA GAC TGT
Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys

95 100 105 110

GAG CAC TTC AAG GCT GRA ARG AAG TTIC ATA CAG TTC CCA CIG AGC RAA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys

115 120 125

GRA GAG GTG GAG TTC CCT ATT GCA TAC TCT ATG GIG ATT CAT GAG ARG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile BAla Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys

130 135 140

ATT GAA ARC TIT GRA AGG CTA CIG CGA GCT GIG TAT GOC CCT CAG AAC
Ile Glu Asn Phe Glu Arg ILeu leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn

145 150 155

612

660

708

756

804

852

800
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ATA TRC TGT GIC CAT GIG GAT GRA GRA GIC OOC AGA ARC TTT CAA DGR 948
Ile Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe Gln Arg

160 165 176

5 GGC GGT CAA RGC AAT TAT TTC TIG CTT CCC ARA TGT CIT CAT RGC (ARG 996

Gly Gly Gln Ser Asn Tyr Phe Ieu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln

175 180 185 190
TAA GCTGGTTCEG GIGGTTTATG CCTCCTIGGIC CAGOGTGCAM CCTGRLCTCA 1048
10 *

ACTGCATGGA AGACTTGCTC CAGACCTCAG TGOCGIGGAA ATACITOCTG RATACATGIG 1108

15 GGACGGACTT TCCTATARAG AGCAATGCAG AGATGGTCCA GGCICTCAAG ATGTTGRATG 1169

GGAGGAATAG CATGGAGTCA GAGGTROCTC CTAAGCACAA AGAAACOCGC TGGABRATATC 1229

ACTTTGAGGT AGTGAGAGRC ACATTACACC TAACCAACAA GARGARLGAT CCTCCCCCIT 1289

20
| ATAATTTAAC TATGTTTACA GGGAATGOGT ACATTGTGGC TTCOCGAGAT TTCGICCAAC 1349
. ATGTTTIGAA GAACCCTAMA TCCCAACRAC TGATTGARTG CGTAAAAGAC ACTTATAGCC 1409
1 25 ., CAGATGAACA CCTCTGGGCC ACCCTTCAGC GTGCACGGTG GATGOCIGGC TCTGTICOCA 1469

i ACCACCCCAA GTACGACATC TCAGACATGA CTTCTATTGC CAGGCTGGIC ARGTGGCAGG 1529




10

15

25
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GTCATGAGGG AGRCATCGAT ARGGGTGCTC CTTATGCTCC CTGCICTGGA ATOCACCREC

GGGCIAICEG OGTTTATCGG GCTCGGGRCT TGAATTGGAT GCTTCAARAC CATCACCIGT

TGGOCAALCAA GTTTGAOCCA ARGGTRAGATG ATAATGCTCT TCAGTGCTTA GRAGARTALC

TAOGTTATAA GGCCATCTAT GGGRCTGARC TTTGAGRCAC ACTATGRGAG CGITCCTALC

TGTGGGCAA GAGCATGTAC ARACATGCTC AGARCTTGCT CGGRCAGTGT GGGTGGGRGA

CCAGGGCTTT GCAATTCGTG GCATCCTTTA GGATAAGAGG GCTGCTATTA GATTGTGGGT

BAGTAGATCT TTTGCCTTGC AAATTGCTGC CTGGGIGRAT GCTGCTTGTT CICTCACCOCC

TAACOCTAGT AGTTCCTCCA CTAACTTTCT CACTAAGTGA GARTGRGARC TGCTGTGATA

GGGRAGAGTGA AGGAGGGATA TGTGGTAGAG CACTTGATTT CAGTTGRATG CCIGCIGGTA

GCTTTTOCAT TCTGIGGAGC TGOCGTTCCT AATAATTCCA GGTTTGGTAG CGTGGAGGAG

PAACTTTGATG GARAGAGRAC CITCCCTTCT GIACTGTITAA CTTAAAAATA AATAGCTOCT

GATTCAAAGT AAADAARADA ANARAADAA

(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:

1589

1649

1709

1769

1829

1889

1949

2009

2069

2129

2189

22117
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{A) LENGE: 191 Aminosduren
{(B) ART: Aminosdure

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu Trp Ala leu

1 5 : 10 15

Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser Phe Arg

20 25 30

Leu Lys Cys Asp Ser Asp His leu Gly lLeu Glu Ser Arg Glu Ser Gln

35 ' 40 45

Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile lLeu Tyr Asn Phe Leu Lys leu Pro Ala

50 55 60

Lys Trp Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gin Glu Ala

65 70 75 80

Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu

85 80 95

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys Glu His

100 105 110
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Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys Glu Glu

115 120 125

val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys Ile Glu

130 135 140

Asn Phe Glu Arg lLeu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

145 150 155 160

Cys Val His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Fhe Gln Arg Gly Gly

165 170 175

Gln Ser Asn Tyr Phe Leu leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln *

180 185 130

(2) ANGABEN Z2U SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 2217 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA

{vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:

(A} ORGANISMUS: Homo sapiens
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15

20

25

75

(F) GEWEBETYP: Lungenkarzinom

{ix) MERKMAL:

(A} NOME/SCHLASSEL: S5'UTR

(B) IAGE:1..844

{ix} MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE:845..1744

(ix) MERKMAL:

{(A) NAME/SCHI{SSEL: 3'UTR

(B) LAGE:1745..2217

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

GTCACGGGRA CTGOCCTTGC TACTTGIGAC CTGCCCTTTA CTCRGCAGTT TTIGTTCIGG

GAAGCCCTGG GATTCTGCTA ATACCTATCA CTGTAGGTGC TGAAGGGARA CAGATGARGA

ACATGACCTC AAGGAGCTTC CTGTCAATGA GRAGRCCARG CTGACGCCTG GCAAAGATAT

TRARGAGGRAG CCTGRARCTG TTCCITGGAC ATCTTATGAA TGTCAGRAAR TACCTTTICG

AGGGTTAGRA GATCAGGGGA CATGGTTGTIT CACATTTGCT GCCACGGAAC ACCGCCAGIC

TTCACTTGGG AACAGAATCA OGCCTTGTGA AGAGATCATC CCTAAGCAGG AGAGARGCTA

120

180

240

300

360

179
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TIC ATA GCC AGT ARG CTG GTT CGG GIG GIT TAT GCC TCC TGG TCC AGG
Phe Ile Rla Ser Lys leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg

50 55 60

GIG CAA GCT GRC CTC ARC TGC ATG GAA GAC TTIG CIC CAG AGC TCA GIG

Val Gln Ala Asp leu Asn Cys Met Glu Asp leu leu Gln Ser Ser Val

65 70 75

CCG TGG AAA TAC TTC CTG AAT ACA TGT GGG AOG GAC TTT CCT ATA ARG
Pro Trp Lys Tyr Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys

80 85 80 95

AGC AAT GCA GAG ATG GIC CAG GCT CIC ARG ATG TTG AAT GGG AGG AAT
Ser Asn Ala Glu Met Val Gln Ala Leu Lys Met Ieu Asn Gly Arg Asn

100 105 110

AGC ATG GAG TCA GAG GTA CCT CCT AAG CAC ARA GAA ACC OGC TGG ARA
Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys

115 120 125

TAT CAC TTT GAG GTA GIG AGA GAC RCA TTA CAC CTA ACC RAC ARG ARG
Tyr His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr Leu His leu Thr Asn Lys Lys

130 135 140

AAG GAT CCT CCC CCT TAT AAT TTA ACT ATG TTT ACA GGG AAT GCG TAC
Lys Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr

145 150 155

1033

1081

1129

111

1225

1273

1321

gl
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ATT GIG GCT TCC CGA GAT TIC GIC CPA CAT GIT TIG ARG ARC CCT ARA
Ile Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val lLeu Lys Asn Pro Lys

160 165 170 175

TCC CAA CARA CTG ATT GRA TGG GTA AARR GAC RCT TAT AGC CCA GAT GRA
Ser Gln Gln Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu

18C 185 190

C2C CTC TGG GCC ACC CTT CAG COGT GCA CGG TGG ATG CCT GGC TCT GIT
His Leu Trp Ala Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val

195 200 205

CCC ARC CAC COCC BRAG TAC GRC ATC TCA GAC ATG ALT TCT ATT GCC AGG
Pro Asn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg

210 215 220

CTG GIC ARG TGG CAG GGT CAT GAG GGA GAC ATC GAT BAAG GGT GCT CCT
Leu Val Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro

225 230 235

TAT GCT CCC TGC TCT GGA ATC CAC CAG CGG GCT ATC TGC GIT TAT GGG
Tyr Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly

240 245 250 255

GCT GGG GAC TIG RAT TGG ATG CTT CAA AAC CAT CAC CIG TTG GCC ARC
Ala Gly Asp Leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu leu Ala Asn

260 265 270

1369

1417

1465

1513

1561

1609

1657
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AAG TTT GRC CCA ARG GTA GAT GAT ART GCT CIT CAG TCC TTA GRA GRA

Lys Pre Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu

275 280 285

TAC CTA OGT TAT BAG GCC ATC TAT GGG ACT GRA CIT TGA GRCACACTAT

Tyr leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Ieu *

290 295 300
GAGAGCGTTG CTACCTGTGG GGCARGAGCA TGTRACAARCA TGCTCRAGARC TTGCTGGGRC

- AGTGTGGGTG GGAGAOCAGG GCTTTGCAAT TOGTGGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC

TATTAGATTG TGGGTAAGTA GATCTTTTIGC CTTCCARATT GCTGCCTGGG TGRATGCICC

TTGTTCICTC ACCCCTAROC CTAGTAGTTC CTCCACTAAC TTTCTCACTA AGTGAGAARTG

AGAACTCCTG TGATAGGGAG AGTGAAGGAG GGATATGTGG TAGAGCACTT GATTTCAGTIT

GRATGCCTGC TGGTAGCTTT TCCATTCTGT GGRGCTGCCG TTCCTAATAA TTCCAGGITT

GGTAGCGTGG AGGAGRACTT TGATGGARAG AGAACCTTCC CTTCIGTACT GTTAACTTAA

AAATARATAG CTCCTGATTC ARAGTAAAAA ARDAAAAARAA AAR

1705

1754

1814

1874

1934

1994

2054

2114

2174

2217
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{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{a) LENGE: 300 BRminosiuren
(B} ART: Bminosiure

(D) TOPCLOGIE: linear

(1i) ART DES MOLEKULS: Protein

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

Met Arg Arg leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro

1 5 10 15

Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met Trp Met Lys Lys Ser Pro Glu Thr

15 20 25 30

Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe

35 40 45

20 Ile Ala Ser Lys leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val
50

55 60

Gln Ala BAsp Leu Asn Cys Met Glu Asp leu lLeu Gin Ser Ser Val Pro
65| 70

75 80
25 i

Trp Lys Tyr Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser

85 S0 95
;

P

3
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Asn Ala Glu Met Val Gln Ala Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser

100 105 110

Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr

115 120 125
. His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr leu His leu Thr Asn Lys Lys Lys
130 135 140

’ 10 . Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile

1145 150 155 160
Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val leu Lys Asn Pro Lys Ser
; 165 170 ' 175

15

Gln Gln leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His

180 185 190

Leu Trp Ala Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro

20 195

200 205

Asn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg leu
. 210

215 220

25  Val'Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr
\ 230

235 240
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30

35

15
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Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Bla

245 250 255

Gly Asp Leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Bsn Lys

260 265 270

Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys leu Glu Glu Tyxr
275

280 285

10 ~ Leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *

290 295 300

.(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 bp

(B) ART: Nukleinsiure

(D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:7:

TCAATGAGAA GACCAAGCTG ACGCC

: 23
i

i

(2X ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8:

{ {i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 22 bp

(B) ART: Nukleinsaure

(D) TOPOLOGIE: linear

——,
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(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:
GGGAGACAGG TGGAGACCGA GC

23

10 = (2) ANGABEN zU SEQ ID NO: O:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 26 bp
(B) ART: Nukleinsdure
(D) TOPOLOGIE: linear

15

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

I(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:
20 -

TCACGGGARC TGCCCTTGCT ACTTGT

23
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LENGE: 27 bp

(B} ART: Nukleinsidure

(D} TOPOLOGIE: linear

(ii} ART DES MOLEKULS:

10 (xi)

GCTCCTTGAG GTCATGITCT TCATCTG

15

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 21 bp
20 (B) ART: Nukleinsiure

(D} TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS:
25 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11

GGAGACCGAG CACAGGGAAG G

30

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 12:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
| (A) LANGE: 21 bp

(B)Y ART: Nukleinsdure
% (D) TOPOLOGIE: linear

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

synthetisches Desoxyribonukleotid

271

synthetisches Desoxyribonukleotid

21

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

12:

CCTTCCCTGT GCTCGGTICTC C 21

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 20 bp

(B} ART: Nukleinsdure

{D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

. (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:

 TCGAGTCGAC TATATGTACC 20

-{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 22 bp
{B) ART: Nukleinsidure
(D) TOPOLOGIE: linear

| (ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14

AAGGTGBAGG TCGGAGTCAA CG 22

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
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(A) LANGE: 24 bp
{B) ART: Nukleinsiure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:
GGCAGAGATG ATGACCCTTT TGGC

24

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16:
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 27 bp
(B} ART: Nukleinsdure

(D) TOPOLOGIE: linear

{(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16:

GACCAGGAGG CATAAACCAC CCGAACC 27

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17:

1 (1) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 28 bp

(B) ART: Nukleinsiure
{D) TOPOLOGIE: linear

\

‘ (ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17

i

TT¢CATCAAA GTTCTCCTCC ACGCTACC 28




(xi)

{

(x1i)

(i)

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

87

18:

(i} SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LENGE: 28 bp
(B} ART: Nukleinsdure
(D} TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

18:

CATCCAATTC AAGTCCCCAG CCCCATAA

28

- (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19:

i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 43 bp
(B) ART: Nukleinsaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid

19:

TGTAGCGTGA AGACGACAGA AAGGGCGTGG TACCGAGCTC GAG

43

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20:

SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 22 bp
(B} ART: Nukleinsdure

(D) TOPOLOGIE: linear

(i1} ART DES MOLEKULS: synthetisches Desoxyribonukleotid



AGGGCGTGGT ACCGAGCTCG ARG

{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 11 bp
(B} ART: Nukleinsiure
(D} TOPOLOGIE: linear

- GGCTCGAGCT C

12)

ANGABEN ZU SEQ ID NO:22:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE:
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS:

(xi)

Peptid

1 5

(ii) ART DES MOLEKULS:

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

9 Amincsiduren

iys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu

)

88

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20:

22

synthetisches Desoxyribonukleotid

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:22:

21:

11

™~
e
N
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:23:

(1) SEQUENZKENMNZEICHEN:

(A} LANGE: 9 Aminosduren

5 {B} ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:23:
10i Tyr Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met
1 5 9
- 2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:24:
15 -
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 Aminosiuren
(B} ART: Aminosédure
(D} TOPOLOGIE: linear
20

(ii) ART DES MOLEKULS:
{x1i)

Peptid
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:24:

Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys
1 5 9
25

12) ANGABEN ZU SEQ ID NO:25:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

30 (A) LANGE: 9 Aminosiuren

(B} ART: Aminos&ure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS:

(x1)

Peptid
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:25:

35

|

¥
élu Val Lys Lys Lys Arg Glu Pro Phe

§

|

1
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2} ANGABEN ZU SEQ ID NO:26:

{1} SEQUENZKENNZEICHEN:

ANGRBEN ZU SEQ ID NO:27:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 9 Aminosiuren

(B} ART: Aminosdure

20

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:27:

- Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu
25 . 1 5 9

.2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:28:

30

; (i) SEQUENZKENNZEICHEN:
|

(A) LANGE: 9 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:28:

5 (A} LANGE: 9 Aminosiduren
(B) ART: Aminos&ure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:26:
10
Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr
1 5 9
15 2)
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Pro Leu Ser Lys Glu Glu Val Glu Phe

5  2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO:29:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 9 Aminosiduren

(B} ART: Aminosdure
10. (D} TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(x1)

Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr
15 1 5 9

2) ANGABEN zU SEQ ID NO:30:

i
20 {i) SEQUENZKENNZEICHEN:
\ (A) LANGE: 9 Aminosiuren
(B) ART: Aminosidure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

25 (x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:30:

;Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala
bl 5 9

30

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:31:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:
; (A) LANGE: 9 Aminosiduren
‘ (B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:29:
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(ii) ART DES MOLEK(LS:
(x1i)

Peptid

Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:32:
10 (1) SEQUENZKENNZEICHEN:

. (A} LANGE: 9 Aminos3uren
(B) ART: Aminosdure

{D} TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
15 l (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:32:

i
|

t

Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu

20

- 2) ANGABEN zU SEQ ID NO:33:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: % Aminosiuren
25 (B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:33:

30

1Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys

1 5 S

SEQUENZBESCHEREIBUNG: SEQ ID NO:31:
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2} ANGABEN ZU SEQ ID NO:34:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
; (A) LANGE: 9 Aminosduren
\ (B} ART: Aminosédure
{D}) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{xi)

10 Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:35:

15 .

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 10 Aminosduren

(B} ART: Aminosé&ure

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(x1)

Phe Val Gln His val Leu Lys Asn Pro Lys

1 5 10

25

:2) BNGABEN ZU SEQ ID NO:36:

\ (1) SEQUENZKENNZEICHEN:
; (A) LANGE:
(B)

30 9 Aminosiduren

ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
: (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

35 ‘

Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr

1 5 9

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:34:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:35:

K (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:36:
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:37:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

DANGABEN ZU SEQ ID NO:38:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 9 Aminosduren

‘ {B) ART: Aminosidure
20 (D) TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:38:

Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys
1 5

25

9

2} ANGABEN ZU SEQ ID NO:39:
30

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:

: (A) LANGE: 9 Aminosduren

{B} ART: Aminosiure

(D) TOPOLOGIE: linear

35 .  (ii) ART DES MOLEKULS:

Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:39:

(A) LANGE: 9 Aminos&uren
{B} ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:37:
10
' Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu
‘ 1 5 9
15, 2)

/78
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Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu
1 5 9

2} RANGABEN ZU SEQ ID NO:4C:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 9 Aminos&uren
(B} ART: Aminosiure
(D) TOPCLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

{xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:40:

Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr
1 5 9

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:41:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(B) LANGE: 9 Aminosiuren

(B) ART: Aminosdure

{D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:41:

Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys
1 5 8

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:42:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 9 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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{ Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:43:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
10 (A) LANGE: 9 Aminosduren
| {B} ART: Aminosidure

(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:43:
15

Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr Cys Val

! 1 5 9

20 ;. 2) ANGABEN 20U SEQ ID NO:44:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 9 Aminosiduren

(B) ART: Aminosiure

25 . (D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:44:

1 Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val
30 1 5 9

'2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:45:

35 = (1) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 9 Aminosduren

{x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:42:



97

(B} ART: Aminosdure
{D} TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

5
His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn
1 5 9
10 2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:46:
' (i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 9 Aminosiduren
(B) ART: Aminosdure
15 {D) TOPOLOGIE: linear
{(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:46:
Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe
20. 1 5 9
2} ANGABEN ZU SEQ ID NO:47:
25 ‘ (i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 Aminosiuren
(B} ART: Aminosdure
t (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
30 i (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:47:

' Phe Gln Arg Gly Gly Gln Ser Asn Tyr
L
o1 5 9

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:45:
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2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO:48:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A} LANGE: 9 Aminocsiuren
5 (B) ART: Aminosaure
‘ (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

1Q Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys
1 5 9
2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:49:
15
: (1) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 9 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
20 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:49:
Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln
1 5 9
25
2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:50:
|
!
: (i) SEQUENZKENNZEICHEN:
30 i (2) LANGE: 9 Aminosduren
t (B) ART: Aminosdure
5 (D) TOPOLOGIE: linear
i (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
i (21) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:50:
35

, Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr
1 5 9

{x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:48:
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2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO:51:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
5 (A} LANGE: 9 Aminosduren
{B} ART: Aminosé&ure
(D) TOPOLOGIE: linear

{ii) BRT DES MOLEKULS: Peptid

10
Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu
1 5 9

15 2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:52:

{i) SEQUENZKENNZEICHEN:
{A) LANGE: 9 Aminosduren
(B} ART: Aminosdure
20'I (D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:52:

Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg
25 1 5 9

2) ANGABEN 2U SEQ ID NO:53:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
: (3) LANGE: 9 Aminosduren
; {B} ART: Aminosdure
1 (D) TOPOLOGIE: linear
| {ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
{ (x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:53:
35
. Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr

1 5 9

(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:51:
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2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO:54:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(B) LANGE: 9 Aminosduren
{B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

{xi)} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:54:

Cys Met Pro Leu ARrg Thr Tyr Thr Val
1 5 : 9

2) ANGABEN 20 SEQ ID NO:55:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 Bminosauren
(B}Y ART: Aminosdure
{D) TOPOLOGIE: linear
{ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(xi)} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:55:

Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met
1 5 9
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Patentanspriiche

Tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung B99,
ausgewahlt aus der Gruppe von Polypeptiden mit der

in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:6

angegebenen Aminosdauresequenz.

Immunogenes Proteinfragment oder Peptid, dadurch
gekennzeichnet, daB es von einem in Anspruch 1

definierten tumorassoziierten Antigen abgeleitet
ist.

Immunogenes {(Poly)peptid nach Anspruch 1 oder 2,

das eine humorale Immunantwort auslost.

Immunogenes (Poly)peptid nach Anspruch 1 oder 2,
das bzw. dessen Abbauprodukte durch MHC-Molekiile

prdasentiert werden und eine zelluldre Immunantwort

auslosen.

Immunogenes Peptid nach Anspruch 4, ausgewdhlt aus

der Gruppe von Peptiden gemdffi SEQ ID NO:22 bis 55.

Immunogenes (Poly)peptid nach einem der Anspriiche

1 bis 5 fir die Immuntherapie von
Krebserkrankungen in vivo oder ex vivo, wobei das
(Poly)peptid eine Immunantwort gegen Tumorzellen

des Patienten induziert, die B99 exprimieren.

Pharmazeutische Zusammensetzung fiir die

parenterale, topische, orale oder lokale

Verabreichung, dadurch gekennzeichnet, daB sie als

wirksame Komponente ein oder mehrere immunogene
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13.
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(Poly)peptide nach einem der Anspriliche 1 bis 5

enthalt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet, daf sie verschiedene von

B99 abgeleitete immunogene Peptide enthdlt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet, daBl sie ein oder mehrere
von B99 abgleitete Peptide in Mischung mit von

anderen tumorassoziierten Antigenen abgeleiteten

Peptiden enthdlt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8
oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide an

mindestens zwel verschiedene HLA-Typen binden.

Isoliertes DNA-Molekiil, kodierend fir ein Protein

mit den immunogenen Eigenschaften eines in

Anspruch 1 definierten tumorassoziierten Antigens

oder fir Fragmente davon.

DNA-Molekiil nach Anspruch 12, kodierend fir ein

immunogenes Polypeptid der Bezeichung B99 mit der

in SEQ ID NO:2, 4 oder 6 dargestellten

Aminosduresequenz bzw. fir davon abgeleitete

Proteinfragmente oder Peptide.

DNA-Molekiil nach Anspruch 12, dadurch

gekennzeichnet, daB es ein Polynukleotid mit der

in SEQ ID NO:1, 3 oder 5 dargestellten Sequenz ist

oder mit einem Polynukleotid der in SEQ ID NO:1,

oder 5 dargestellten Sequenz unter stringenten

Bedingungen hybridisiert.
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Rekombinantes DNA-Molekil, enthaltend ein DNA-

Molekil gemaB einem der Anspriiche 11 bis 13.

DNA-Molekil nach einem der Anspriche 11 bis 14,
fir die Immuntherapie von Krebserkrankungen, wobei
das von dem DNA-Molekil exprimierte B99-
(Poly)peptid eine Immunantwort gegen Tumorzellen

des Patienten induziert, die B99 exprimieren.

Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend als
wirksamen Bestandteil ein oder mehrere der in

einem der Anspriche 11 bis 15 definierten DNA-

Molekile.

Verwendung von Zellen, die das in Anspruch 1
definierte tumorassozierte Antigen exprimieren,

fur die Herstellung einer Krebsvakzine.

Antikorper gegen ein in einem der Anspriiche 1 bis

5 definiertes (Poly)peptid.

Antikorper nach Anspruch 18, dadurch

gekennzeichnet, dal er monoklonal ist.

Antikorper nach Anspruch 18 oder 19 fiir die

Therapie und Diagnose von Krebserkrankungen, die

mit der Expression von B99 assoziiert sind.
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Zusammenfassung

Tumorassoziiertes Antigen, davon abgleitete immunogene
Peptide und dafir kodierende DNA-Molekiile sowie deren

Verwendung in der Immuntherapie von Krebserkrankungen
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El invento se refiere a la inmunoterapia de enfermeda-
des de tumores.

El sistema inmunitario tiene la misidén de proteger al
organismo con respecto de un gran nimero de diferentes
microorganismos © la de combatir activamente a éstos. La
importancia de un sistema inmunitario intacto se muestra
sobre todo en el caso de inmunodeficiencias heredadas o
adquiridas. El empleo de programas profildcticos de vacuna-
cidén se manifestd en muchos casos como una intervencidn
inmunoldégica extremadamente conducente a su finalidad y con
éxito en la lucha contra enfermedades infecciosas viricas o
bacterianas. Ademds, se ha mostrado que el sistema inmunita-
rio participa decisivamente también en la eliminacidn de
células de tumores. En tal caso, desempefla un papel esencial
el reconocimiento de los antigenos asociados con tumores

(TAAs, de TumorAssozierten Antigene) por componentes del

sistema inmunitario. En el sentido mds amplio, cada componen-

te (peptidico o no peptidico) de una célula tumoral, que se ,

reconoce por un elemento del sistema inmunitario y conduce .

a la estimulacidn de una respuesta inmunoldgica, puede

funcionar como antigeno tumoral inmundgeno. Les corresponde

importancia especial en tal caso a los antigenos de tumores

que no solamente provocan una reaccidén inmunoldégica sino gque.
producen también un rechazo del tumor. La identificacidn de
antigenos definidos, que pueden producir tal reaccidn
inmunoldégica, constituye una etapa importante para el
desarrollo de una vacuna molecularmente definida contra.
tumores. AlGn cuando todavia no se ha puesto en claro.
totalmente qué elementos del sistema inmunitario son

responsables de un rechazo del tumor, existe sin embargo un

consenso acerca de que en este contexto desempefian un papel

especial los linfocitos T citotdxicos (CTLs, de Cytotoxic
T Lymphocytes), que expresan CD8 (Coulie, 1997). Especialmen{

te en el caso de las especies de tumores (p.ej. melanoma :
|

i
i
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y carcinoma renal), que tienen una tasa de remisidn esponté-

nea relativamente alta, se pudo comprobar una correlacidn

entre la evolucidén clinica y la aparicién aumentada de
células T CD8' y CD4% (Schendel y colaboradores, 1993;

Mackensen y colaboradores, 1993; Halliday y colaboradores,

1995; Kawakami y colaboradores, 1995; Kawakami y colaborado-

res, 1996; Wang, 1997; Celluzzi y Falo, 1998). En tal caso

se obtuvieron clones de CTL especificos o bien a partir de

linfocitos que se infiltran en tumores (TIL, de Tumor

Infiltrating Lymphocytes) o células sanguineas mononucleares

periféricas (PBMC, de Peripheral Blood Mononuclear Cells)

después de cultivacidn conjunta con células de tumores, gque

la mayor parte de las veces son autdlogas, y de estimulacién

in vitro de las citoquinas. Tanto en modelos de animales :

como también en sistemas de cultivos celulares humanos

cultivados in vitro se pudo reforzar la respuesta de las

células T frente a células de tumores por transfeccidén de

las células de tumores con citoquinas (van Elsas y colabora-

dores, 1997; Gansbacher y colaboradores, 1990; Tepper Yy
colaboradores, 1989; Fearon y colaboradores, 1990; Dranoff

y colaboradores, 1993).

Por causa de la correlacidn entre la remisidén y la
participacién de células T CD8%, 1la identificacidén de

antigenos asociados con tumores (TAA), que son reconocidos

por CTLs positivos para CD8, constituye una meta principal

declarada en el camino para el desarrollo de una vacuna
contra tumores (Pardoll, 1998; Robbins y Kawakami, 1996).

Todavia no estd claro si también desempeflan un papel
esencial otros tipos de células del sistema inmunitario,

tales como p.ej. células T cooperantes CD4%t; algunos

estudios con péptidos MAGE-3/HLA-Al en pacientes de melanoma |

indican que esto es asi (Marchand y colaboradores, 1995;

Boon y colaboradores, 1998). En los Gltimos afios transcurri-

dos, se ha identificado una serie de TAAs, que son reconoci-

dos por los CTLs (Boon y colaboradores, 1994; van den Eynde;

y van der Bruggen, 1997).

Las células T reconocen a antigenos como fragmentos .

JS—— cee - . A e
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peptidicos, que son presentados junto a superficiss celula-
res de moléculas del MHC ("major histocompatibility complex™
= complejo de histocompatibilidad principal) en seres
humanos, "HLA" = "human leukocite antigen" = antigeno de

leucocitos humanos). Hay dos clases de moléculas de MHC: las

moléculas del MHC-I aparecen en la mayor parte de las

células con nicleo y presentan péptidos (usualmente 8 - 10-

meros), que se forman mediante descomposicidén proteolitica
de proteinas enddégenas (el denominado tratamiento de

antigenos, "antigen processing"). Los complejos de péptidos

y del MHC-I son reconocidos por CTLs positivos para CD8. Las

moléculas del MHC-II aparecen sd6lo en las denominadas

"células presentadoras de antigenos profesionales" (APC =
"antigen presenting cells") y presentan péptidos de protei-

nas exdgenas, que en el transcurso de la endocitosis son

recogidas y tratadas por las APC. Los complejos de péptidos

y del MHC-II son reconocidos por células T cooperantes de

CD4. Mediante una interaccién entre un receptor de células

T y el complejo de un péptido y del MHC se pueden provocar
diferentes mecanismos efectores, que en el caso de los CTLs
conducen a la apoptosis de la célula diana. Esto sucede

cuando se reconoce como ajeno o bien el MHC (p.ej. en el

caso del rechazo de un trasplante), o del péptido (p.ej. en

el caso de patdgenos intracelulares). No obstante, no todos

los péptidos presentados cumplen los requisitos estructura-
les y funcionales para una interaccidén efectiva con células
T (tal como ha sido descrito por Rammensee y colaboradores,
1995 y mas adelante en esta memoria) .

Para el empleo de TAAs en una vacuna contra tumores,
son posibles fundamentalmente varias formas de aplicacidn:

El antigeno puede ser aplicado o bien como proteina recombi-

nante con apropiados adyuvantes o sistemas de soporte, o

como ADNc que codifica el antigeno en vectores de plésmidos

(vacunas de ADN; Tighe y colaboradores, 1998) o viricos
(Restifo, 1997). Otra posibilidad consiste en el empleo de
bacterias recombinantes (p.ej. Listeria, Salmonella), que

expresan recombinantemente el antigeno humano y mediante sus
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componentes adicionales tienen un efecto adyuvante (Pater-

son, 1996; Pardoll, 1998). En todos estos casos, se necesi-

tan un tratamiento y una presentacidén del antigeno por las

denominadas "células presentadoras de antigenos profesiona-

les" (APC). Otra posibilidad es el empleo de péptidos

sintéticos (Melief y colaboradores, 1996), que corresponden

a los epitopos para células T correspondientes al antigeno -

y gue o bien se cargan desde el exterior en las APC (Buschle :

y colaboradores, 1997; Schmidt y colaboradores, 1997) o sev

recogen por las APC y se transfieren intracelularmente a las

moléculas del MHC-I. La forma de aplicacién més eficiente

terapéuticamente para un antigeno definido es determinada
por lo general en estudios clinicos.

Entre los antigenos o sus epitopos, reconocidos por
los CTLs especificos para tumores, se cuentan moléculas que

pueden proceder de todas las clases de proteinas (p.ej.

factores de transcripcidn, receptores, enzimas; para una

visién de conjunto, véase Rammensee y colaboradores, 1995;
Robbins y Kawakami, 1996). Estas proteinas no deben estar
necesariamente localizadas junto a la superficie de las
células, tal como se necesita esto en el caso del reconoci-
miento por anticuerpos. Con el fin de funcionar para el
reconocimiento por los CTLs como antigeno especifico para

tumores y con el fin de poderse emplear para la terapia, las

proteinas deben cumplir determinadas condiciones; en primer

lugar, el antigeno debe de ser expresado principalmente por

células de tumores y en los denominados tejidos normales

"criticos" no debe aparecer o sdlo debe aparecer en una

concentracidén menor gque en tumores. Los tejidos normales !

criticos son tejidos esenciales; una reaccidén inmunitaria
dirigida contra ellos podria tener en ciertas circunstancias

secuelas graves, en parte letales. En segundo lugar, el

antigeno no solamente debe estar presente en el tumor :

primario, sino también en las metdstasis. Adem&s, en lo gue

respecta a una aplicacidén clinica amplia del antigeno, ha de

pretenderse que éste se encuentre presente en alta concen-

tracién en varias especies de tumores. Otra condicidn previa
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para la idoneidad de un TAA como constituyente eficaz de una
vacuna es la presencia de epitopos para células T en la
secuencia de aminoé&cidos del antigeno; los péptidos deriva-
dos de un TAA deben conducir a una respuesta de células T in

5 vitro/in vivo (péptido "inmundégeno"). Otro criterio de
seleccidén adicional para un péptido inmundgeno ampliamente
aplicable a escala clinica es la frecuencia con la que el
antigeno ha de encontrarse en una poblacién dada de pacien—f
tes.

10 Los antigenos asociados con tumores (TAAs) inmundge-
nos, de los cuales ya se mostrd en su mayor parte que poseen
epitopos para células T, se pueden clasificar en varias’
categorias, entre otras, proteinas viricas, proteinas
mutadas, proteinas sobreexpresadas, proteinas de fusién:

) 15 formadas por translocacidén cromosomal, antigenos de diferen-
ciacidn, antigenos oncofetales (Van den Eynde y Brichard, :
1995; van den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Los métodos para la identificacidén y la caracteriza-:

cidén de TAAs, gue constituyen el punto de partida para el
20 desarrollo de una vacuna contra tumores se basan por un lado.
en el empleo de CTLs (respuesta inmunitaria celular) o de
anticuerpos (respuesta inmunitaria humoral) ya inducidos en
los pacientes, o0 se basan en la elaboracidén de perfiles
diferenciales de transcripcidén entre tumores y tejidos:
25 normales. En el primero de los casos, es decir el punto de
partida inmunoldégico, se emplean CTLs de pacientes para un.
escrutinio de bibliotecas de expresién de ADNc de tumores
eucaridticos, que presentah los epitopos para CTL a travésl
de moléculas del MHC-I (Boon Yy colaboradores, 1994),

| - 30 mientras que por medio de antisueros muy afines de pacientes

] : se investigan bibliotecas de expresién de ADNc procariéti—‘
d cos, directamente a través de un andlisis por inmunotransfe-

3 rencia de las calvas individuales en cuanto a la presencia:
‘ de los TAAs (Sahin vy colaboradores, 1995). Una combinacién‘

35 entre la reactividad de los CTL y un procedimiento quimico

proteinico la constituye el aislamiento de péptidos aislados

a partir del MHC-I de células de tumores, que se habian!

. e— - = -
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seleccionado previamente a través de la reactividad con CTLs'
de pacientes. Los péptidos son separados por lavado con
respecto del complejo de MHC-I e identificados con ayuda def
la espectrometria de masas (Falk y colaboradores, l99l;f

5 Woelfel y colaboradores, 1994; Cox y colaboradores, 1994).
Los puntos de partida, que utilizan CTLs para la caracteri-.
zacidén de antigenos, estdn vinculados con un considerable:
gasto o0 no siempre tienen éxito, por causa de la cultivacidn,
y la activacidén necesarias de los CTLs.

10 Los métodos para la identificacién de TAAs, que se.
basan en la comparacidén del perfil de transcripcidn de un.
tejido normal con el de un tejido tumoral, son miltiples yi
muy variados; entre ellos se cuentan la hibridacidén diferen-
cial, el establecimiento de bancos de ADNc por substraccidn’

15 ("representational difference analysis" (andlisis de la,
diferencia representativa); Hubank y Schatz, 1994; Diatchen-
ko y colaboradores, 1996) y el empleo de la tecnologia de.
los chip de ADN o del método de SAGE (Velculescu y colabora—;
dores, 1995). Al contrario que en el método inmunoldgico:

20 antes mencionado con ayuda de los CTLs de pacientes, en el
caso de emplearse métodos de biologia molecular debe de;
mostrarse que los candidatos a antigenos potenciales,.
encontrados de esta manera, son especificos para tumores’
(estéan asociados a tumores) y poseen realmente epitopos para

25 células T, gue pueden provocar una respuesta citotdxica de’
células T. En por lo menos uno de los casos (NY-ESO/LAGE-1)
se identificé un antigeno tanto mediante la utilizacién de
sueros de pacientes como también mediante un andlisis RDA
(Chen y colaboradores, 1997; Lethe y colaboradores, 1998),5

30 ademds se describieron epitopos para CTL de este antigeno y
unas simultdneas respuestas humoral espontanea y de células

T en un paciente (Jager y colaboradores, 1998).

i

Fue misién del presente invento poner a disposicidn un

nuevo antigeno asociado con tumores (TAA).
35 El problema planteado por esta misidén se resolvid
produciendo primeramente una biblioteca por substraccidn de;

ADNc mediante un RDA ("representational difference analysis"
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= andlisis diferencial representativo) entre una linea’
celular de adenocarcinoma de pulmén (A549) y un tejido de:
pulmén normal. Para la seleccidén de los antigenos sobreex—;
presados en el tumor, se secuenciaron a continuacidén los.
5 clones obtenidos de ADNc y se compararon con las secuencias’
disponibles en bancos de datos. Entre los genes anotados en'
tal caso se encontraban 321 desconocidos, entre las cuales

existian en el banco de datos en su mayor parte incorpora-

ciones de ESTs ("expressed sequence tags" = marcas de;

10 secuencilas expresadas). De acuerdo con otro analisis:
cualitativo adicional por PCR en bibliotecas de ADNc de,

! tejidos normales criticos y tejidos inmunitariamente:
1 privilegiados asi como en investigaciones mé&s detalladas de!
% ' bancos de datos, el nimero de los clones candidatos se
] 15 1imitd a 56, cuyas ESTs no proceden de tejidos normales
criticos. Mediante wuna RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction = reaccidén en cadena de polimerasav

con transcriptasa inversa) se comprobd que tres de los 56,
clones investigados manifiestan una expresidén principalmente

20 en diferentes tejidos de tumores y ninguna o sdlo una escasa
expresidén en tejidos normales. La comparacién cualitativa
(mediante PCR) de la expresidén de unc de los clones (B99)

entre un tejido normal vy un tejido de tumor mostrd und

i b e U RS i

sobreexpresidén del ADNc de B99 en diferentes tumores. EIL

25 'perfil de expresidn analizado mediante una transferencia

Northern (Northern Blot) mostrd complementariamente que el

; BS99 no presentaba en los tejidos normales investigados

ninguna transcripcidén o presentaba solamente una débil
é transcripcidn.

1 ' 30 El ADNc de B99 humano fue clonado, la secuencid

obtenida se representa en SEQ ID NO:1. El analisis de l&

secuencia del ADNc de B99 humano clonado puso de manifiesto
que desde la posicién 427 hasta la posicidn 1.743 se

presenta un cuadro de lectura abierto continuo, que, en el

35 plano de los nucledtidos y las proteinas, posee una alta
identidad con el cuadro de lectura abierto de la beta-1,3+

;; ‘ galactosil-o-glicosil-glicoproteina beta-1,6-n-acetil-

1
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72

glucosaminil-transferasa. A partir de los datos obtenidos a

partir de experimentos por transferencias Northern ha de

1

|

sacarse la conclusidén de que el transcrito de B99 tiene una :

longitud de aproximadamente 3,0 kb. La regidén clonada del:

ADNc de B99 tiene un tamafio de 2.216 pb (pares de bases),

respondiendo la presencia de una cola de poli A en el:
extremo 3’ de la secuencia de la complecidédn del ADNc en esta:
regidén. La diferencia en cuanto al tamafio del ADNc clonados -
de B99, en comparacidn con el tamafic deducible del andlisis:
por transferencia Northern, se puede explicar por Ila,
presencia de una cola de poli A con longitud desconocida asi-
como de una secuencia adicional en la regidén no traducida en
5’ de B99. Por causa del hecho de que en la regidén de 5’ del

ADNc clonado no se presenta ningin cuadro de lecturad

continuo desde la posicidén 0 a 427, se puede sacar la
conclusién de que en el caso del ATG en posicidén 427 se
trata del coddén de iniciacidén de B99.

Una informacidén adicional acerca de la secuencid
situada ma&s corriente arriba de B99 se puede obtener por
métodos clé&sicos de bioclogia molecular, p.ej. mediante 5':
RACE ("rapid amplification of cDNA ends" = amplificacidén
rapida de extremos de ADNc). En el caso de este método, seé
transcribe inversamente un ARN, preferiblemente un .ARN@
(mensajero), procedente de células o tejidos en los que e$
transcrito el B99 (p.ej. tejido de carcinoma de colon ©
lineas celulares derivadas de adenocarcinoma pulmonar, taleé
como AS49) y a continuacidn se liga con un adaptador coﬁ
secuencia conocida. Una PCR con un cebador de adaptador (que
se fija especificamente al adaptador situado en el extremo
5’ del ADNc) y un cebador especifico para B99 (p.ej. SEQ ID
NO:8, 10, 11) permite la amplificacidén de correspondientés
fragmentos de B99. Estos fragmentos de PCR, tal como se
describe en el Ejemplo 1, pueden ser clonados segin métodos
clasicos y caracterizados, especialmente por secuenciacién
de ADN.

Un método alternativo para la caracterizacidén del
extremo 5’ es el escrutinio de bibliotecas de ADNc ppr

{

[
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hibridacién con sondas de ADN o antisueros, que son especi-
ficos para B99.

Si el escrutinio de bibliotecas de ADNc por causa de
limitaciones condicionadas por la metodologia, p.ej.
condicionado por una transcripcién inversa ineficiente,
debido a estructuras secundarias pronunciadas del ARN, no
conduce a la meta deseada, se pueden investigar bibliotecasA
gendmicas mediante el recurso de que p.ej., tal como en el;
caso del escrutinio de bibliotecas de ADNc, mediante-
hibridacién con sondas de ADN especificas para B99, se .
pueden aislar clones que contienen la informacidn obtenida.
de secuencia corriente arriba del extremo 5’ del ADNc, p.ej.‘
la regién de promotor de B99.

El ADNc aislado codifica el antigeno asociado con,
tumores (TAA) que tiene la denominacién B99 con la secuencia.
de amino&cidos indicada en SEQ ID NO:2 (B99-1). La secuencia
de B99-1 es definida por el coddén de iniciacién en 1la
posicidén 427 del ADNc de B99 aislado.

En un experimento adicional para la clonacidén de la
regidn codificadora de B99, en la que se utilizdé el ADNc
procedente de la linea celular AS549 de adenocarcinoma dé
pulmén, se determind una secuencia, gue en comparacidn coﬁ
lal secuencia representada en SEQ ID NO:1 presenta una
insercidén de un nucledtido en posicidn 923 (SEQ ID NO:3 ¢
SEQ ID NO:5). Esta insercidn conduce a una modificacién del
cuadro de lectura abierto de B99 con una secuencia de
aminoacidos modificada resultante de ello en la regidn
terminal de C de la protéina B99; la secuencia de este
antigeno de B99 (B99-2), que se deduce de este cuadro de
lectura, est&d representada en SEQ ID NO:4. Ademds de l%
insercidn, el ADNc aislado a partir de células A549 presenté
un intercambio de nucledtidos en la posicidn 622 en compara;
cién con la secuencia SEQ ID NO:1. Este intercambio de
nucledtidos da lugar en la posicidén N° 66 un reemplazo dé
arginina (SEQ ID NO:2, B99-1) por triptéfano (SEQ ID NO:4,
B99-2). Aparte de este intercambio de aminodcidos, 1la

secuencia de aminodcidos de B99-2 hasta la posicidén 166

l'
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inclusive es idéntica a la de B99-1.

La insercién de un nucleétido en la posicidn 923
proporciona un segundo cuadro de lectura potencial desde la
posicidén 845 hasta la 1.744 de la secuencia representada en
SEQ ID NO:3 (o en SEQ ID NO:5). Una proteina expresada por
un ADNc con este cuadro de lectura tiene la secuencia de
aminoacidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen-
clia de B99-3 es diferente desde la posicidén 1 a la 27 de la
de BS99-1 y a partir de la posicidn 28 es idéntica a la de
B9S9-1.

El invento concierne por consiguiente en un primer
aspecto a un antigeno asociado con tumores que tiene la

denominacidén B99, seleccionado entre el grupo de polipépti-

25

dos con las secuencias de aminodcidos que se indican en SEQ

ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:6.

Las secuencias de aminoadcidos representadas en SEQ ID

NO:2 (B99-1), SEQ ID NO:4 (B99-2) y SEQ ID NO:6 (B99-3)

pueden tener desviaciones, p.ej. las que estdn condicionadas

por el intercambio de aminodcidos, siempre y cuando que el

derivado de B99 tenga las propiedades inmundgenas deseadas-
para la utilizacidén en una vacuna contra tumores. (Un-
ejemplo acerca de un polimorfismo de B-99 de este tipo es la.

diferencia condicionada por mutacidn puntual en la posicidn

66 entre B99-1 y B99-2.

En lo sucesivo, cuando no se indique otra cosa
distinta, la denominacidén "B99" se utiliza representativa;
mente para B99-1, B99-2 y B99-3. '

La secuencia natural de aminodcidos de B99 (o corres-
pondientemente las secuencias del ADNc de B99) puede ser
eventualmente meodificada, intercambiando aminodcidos
individuales en un epitopo para CTL de B99, con el fin de
producir, en comparacidén con el epitopo natural para CTL de
B99, producir un aumento de la afinidad de los péptidos dé
B99 para moléculas del MHC-I y‘con ello una inmunogenicidad
y finalmente una reactividad auméntada frente a tumores. Lab
modificaciones en la regidén de los epitopos para B99 pueden

ser llevadas a cabo en la proteina total de B99 (ésta es
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tratada por las APCs para dar los correspondientes péptidos)

o en fragmentos proteinicos mayores de B99 o en péptidos dej

B99 (comparese mads adelante) .

En un aspecto adicional, el presente invento concierne
a fragmentos y péptidos inmunégenos, que se derivan de B99.

Estos Gltimos son denominados en lo sucesivo como "péptidos:

de B99". Un primer grupo lo constituyen los péptidos de B99,

que provocan una respuesta inmunitaria humoral (induccidn de

anticuerpos) . Tales péptidos son segmentos seleccionados de’
B99 (por lo menos de 12 a 15 aminoacidos), que se pueden,
determinar mediante los denominados algoritmos de prediccidn
("prediction algorithms") tal como p.ej. el ‘'surface
probability blot" (borrdén de probabilidad superficial)
(Emini y colaboradores, 1985), el "hydrophobicity blot"
(borrédn de hidrofobia) (Kyte vy Doolittle, 1982) y el
"antigenic index" (indice antigénico) (Jameson y Wolf,
1988) . '

Al efectuar la eleccidn de candidatos a péptidos de
B99 merecen interés especial las regiones de B99-2 y B99-3,
gue se diferencian de las de B99-1. Con la premisa de que en
el caso de la insercidn del ADN de B99, gque conduce a estaé
diferencias en la secuencia de aminocdcidos, se trata de ung
mutacidn especifica para tumores, hay que esperar en efecto
que los péptidos procedentes de esta regidn presenten una
inmunogenicidad aumentada en comparaciéﬁ con la de los
péptidos procedentes de B99-1. Con el fin de confirmar qué
la insercidn es especifica para tumores, se pueden generar
anticuerpos contra esta regidén e investigar células de
tumores en cuanto a la expresidn de B99-2 y B99-3.

Los péptidos de B99 son administrados directamente ¢
en una forma modificada (p.ej. acoplada a KLH = “keyholé
limpet hemocyanine" = hemocianina de lapa de bocallave) y sé
determina la formacidén de anticuerpos mediante anélisig
inmunoldégicos corrientes, p.ej. mediante un ELISA. :

Otros péptidos de B99, preferidos dentro del marco dei
presente invento, son aquellos gque son presentados po&

moléculas del MHC y producen una respuesta inmunitari?

t



22S

- 12 -

celular. Existen dos clases de moléculas del MHC, a saber .
moléculas del MHC-I, gue son reconocidas por CTLs positivosf
para CD8, y moléculas del MHC-II que son reconocidas por{
células T cooperantes positivas para CD4.

5 Para que un péptido provoque una respuesta inmunitaria.
celular, é&ste debe de fijarse a una molécula del MHC,:
debiendo el paciente que ha de ser tratado tener la molécula
del MHC en su repertorio. La determinacidén del subtipo del
MHC del paciente constituye por consiguiente, en lo referen-

10 te a la provocacidén de una respuesta inmunitaria celular$
una de las condiciones previas esenciales para la utiliza-
cidén eficaz de un péptido en este paciente. '

La secuencia de un péptido B99, que se ha de emplear
terapéuticamente, es preestablecida por 1la respectivg

15 molécula de MHC en lo referente a los aminodcidos de anclaje
y su longitud. Posiciones de anclaje y longitudes definidas
garantizan que un péptido se adapte dentro del surco de
fijacidén de péptidos de la respectiva molécula del MHC del
paciente. Esto tiene como consecuencia el hecho de que seé

20 estimulado el sistema inmunitario y se produzca una reaccidn
inmunitaria celular, que en el caso de la utilizacidn de un
péptido derivado de un antigeno tumoral se dirija contra la$
células de tumores del paciente. f

Los péptidos de B99 inmundgenos se pueden identificai

25 de acuerdo con métodos conocidos, uno de los fundamentos
para ello es la relacidén entre la fijacidén al MHC vy l@
induccién de los CTL. ‘

Puesto que por lo tanto la secuencia de péptidos
inmundgenos es determinable de antemano en virtud de §u

30 motivo de fijacidén peptidico, se pueden identificar y
sintetizar péptidos de B99, que constituyen epitopos para
CTL, en base a la secuencia proteinica de B99. Para ello s@n
apropiados diferentes métodos que se utilizaron para la
identificacién de epitopos para CTL de antigenos de protei-

35 nas que se conocen; p.ej. el método descrito por Stauss y

colaboradores, 1992, para la identificacidén de epitopos para

células T en el virus de papiloma humano.
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Los requisitos especificos para un alelo de cada
producto de alelo del MHC-I a un péptido, que se fija a la:

molécula del MHC y es presentado por ésta, fueron recopila- '

dos como motivo (p.ej. Falk y colaboradores, 1991). Hasta
] S ahora se conoce un gran nlimero tanto de motivos de péptidos;
. del MHC como también de ligandos del MHC. Un método apropia- .

do dentro del marco del presente invento para la bUsqueda de

g epitopos para una proteina conocida, que se adapta dentro de.
; una determinada molécula del MHC-I, fue descrito en un:
10 articulo recopilativo de Rammensee y colaboradores, 1995.
Este abarca las siguientes etapas: en primer lugar se
investiga la secuencia de proteinas en cuanto a segmentos;
que correspondan al motivo de anclaje, siendo posibles)

determinadas variaciones en lo referente a la longitud del

15 péptido y a la ocupacidén del anclaje. Cuando p.ej. un motivo
prescribe un 9-mero con Ile o Leu en el extremo, se puedeﬂ
tomar en consideracién también 10-meros con un extremg
terminal de C correspondiente, y asimismo péptidos con otros
restos alifaticos tales como Val o Met en el extremo

20 terminal de C. De este modo se obtienen una serie de
candidatos a péptidos. Estos son investigados en cuanto a la
presencia del mayor numero posible de restos de anclaje, que
ellos tengan en comin con ligandos ya conocidos y/o para
determinar si tienen restos "preferidos" para diferente$

25 moléculas del MHC (correspondientemente a la Tabla de
Rammensee y colaboradores, 1995). Con el fin de excluir a
los péptidos que se fijen débilmente, se llevan a cabb
convenientemente andlisis de fijacién. Cuando se conocen los
requisitos en cuanto a la fijacidn a péptidos para determi—

30 nadas moléculas del MHC, los candidatos a péptidos se puedgn
investigar también en cuanto a restos gue no sean de
anclaje, gue repercutan negativa o positivamente sobre la
fijacién, o que hagan posible ésta por primera vez (Ruppert
y colaboradores, 1993). En el caso de este modo de procedér

35 hay que tomar en consideracidn, sin embargo, gue el motivo
de fijacidén del péptido no solamente es decisivo para ia
bisgqueda en cuanto a ligandos naturales; también otros

f
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aspectos, p.ej. la especificidad para enzimas durante el;
tratamiento del antigeno, contribuyen a la identidad dell
ligando - adicionalmente a la especificidad de la fijacién
al MHC. Un método, que toma en consideracidn estos aspectos.
5 vy que es apropiado dentro del marco del presente invento
para la identificacidén de péptidos de B99 inmundgenos, fue
utilizado, entre otros autores, por Kawakami y colaborado-

res, 1995, a fin de identificar epitopos para gpl00 basando-

se en motivos conocidos de HLA-A*0201.
10 Los péptidos se pueden seleccionar también en 1lo
referente a su capacidad para fijarse a moléculas del MHC{
II. El motivo de fijacidén al MHC-II, que se extiende a lo
largo de nueve aminodcidos, presenta un grado de degeneraJ
cidén en las posiciones de anclaje mayor que el motivo de
15 fijacidén al MHC-I. Se desarrollaron hace poco tiempo:
partiendo del analisis estructural por rayos X de moléculas
del MHC-II, métodos que permiten el andlisis exacto de los
motivos de fijacidén al MHC-II y partiendo de ello permiten
variaciones de la secuencia de péptidos (Rammensee Y
20 colaboradores, 1995, vy la bibliografia original allj
citada). Los péptidos, que se fijan a moléculas del MHC—II;
son presentados a las células T de CD4 tipicamente pof
células dendriticas, macréfagos o células B. Las células T
de CD4 a su vez activan entonces a continuacidn de ello
25 directamente los CTLs, mediante p.ej. segregacidén y amplifi-
cacidén de citoguinas, la eficiencia de la presentacidn dé
] antigenos por las APC (células dendriticas, macrdéfagos y
células B).
Desde hace poco tiempo estdn a disposicidén bancos dé
30 datos y algoritmos de prediccién, que permiten con grah
seguridad la prediccidn de epitopos para péptidos, que sé
fijan a una determinada molécula del MHC.
Dentro del marco del presente invento se identifica-
ron, mediando utilizacidén del algoritmo descrito por Parker
35 vy colaboradores, 1994, y Rammensee y colaboradores, l995§
péptidos candidatos a los mAs importantes tipos de HLA,
especialmente a los HLA-Al, -A*0201, -A3, -B7, -Bl4 vy -
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B*4403, de los gque se puede esperar que se fijen a las‘’

correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan;

epitopos para CTL inmundgenos; los péptidos determinados se

enumeran en la Tabla 2. De manera similar, eventualmente

5 mediando wutilizacidén de otros algoritmos, que toman en:
consideracién las diversas caracteristicas de los péptidos:
(hidrofobia, carga, tamafio) o los requisitos en cuando a losi
péptidos, p.ej. la estructura tridimensional de la moléculaj
de HLA, se pueden determinar otros epitopos potenciales para.

10 péptidos;Aesto es valido también para los epitopos para’
péptidos de otros tipos de HLA. l
Después de la eleccidn de candidatos a péptidos de B99i

con ayuda de los métodos seflalados, se ensaya su fijacidén al,

MHC mediante anadlisis de fijacidén a péptidos. Como siguiente

15 etapa se determina la inmunogenicidad de los péptidos conj
buenas propiedades de fijacidén (la estabilidad de la:
interaccidén entre péptidos y el MHC se correlaciona en la
mayor parte de los casos con la inmunogenicidad; van der

Burg y colaboradores, 1996). Con el fin de determinar la

20 inmunogenicidad del péptido o equivalente a péptido que se
selecciona, se pueden utilizar métodos, tales como p.ej. el
descrito por Sette v colaboradores, 1994, en combinacidn conj
andlisis cuantitativos de fijacidén al MHC. Alternativamente,
la inmunogenicidad del péptido seleccionado se puede ensayar

25 a través de induccidén in vitro de CTL mediante métodos
conocidos (tal como se describen mé&s adelante en estd

j memoria para la induccidén ex vivo de CTL). El principio del
| método realizado en varias etapas para la eleccidén de
péptidos que son capaces de provocar una respuesta inmunita%

30 ria celular, esta descrito en el documento de solicitud de
patente PCT WO 97/30721, a cuya divulgacidn se hace referen-
cia expresamente por la presente. Una estrategia general
para la obtencidén de péptidos inmundgenos eficientes, que ed
apropiada dentro del marco del presente invento, fue

# 35 descrita ademés por Schweighoffer, 1997.
En lugar de utilizar los péptidos originales, que sé

adaptan dentro del surco de fijacién de moléculas del MHC-I
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O MHC-II, es decir péptidos, que se derivan inalteradamente

de B99, con ayuda de los requisitos minimos en lo referente

a las posiciones de anclaje y a la longitud, que se indicaﬂ
sobre la base de la secuencia original del péptido, sé
S pueden llevar a cabo variaciones, siempre y cuando que
medlante estas variaciones no sdlo no se perjudique, sino

que se refuerce preferiblemente, la inmunogenicidad efectiva

.

I
4
b

L : del péptido, que se compone de su afinidad para la fijacidn

.
4

a la molécula del MHC y su capacidad para estimular receptor
10 res de células T. En este caso se utilizan por lo tanto
péptidos artificiales o equivalentes a tales péptidos, que

se han desarrollado correspondientemente a los requisitos de

T RO TS R

la capacidad de fijacidén a una molécula de MHC. ‘
Los péptidos modificados de tal manera son designado$
15 como "péptidos heterocliticos". Estos se pueden obtener de
acuerdo con los siguientes métodos: :
En primer lugar se desarrollan los epitopos paﬁa
ligandos del MHC-I o MHC-II o la variacidén de éstos, p.ej.
de acuerdo con el principio descrito por Rammensee Yy
20 colaboradores, 1995. La longitud del péptido corresponde, en
el caso de su sintonizacién a moléculas del MHC-I, preferi-
blemente a una secuencia minima de 8 a 10 aminodcidos con
los necesarios aminoacidos de anclaje.
Eventualmente, el péptido puede también ser prolongado
25 en los extremos terminales de C y/o de N, siempre y cuan@o
gque esta prolongacidn no perjudique la capacidad de fijacidn
a la molécula del MHC o que el péptido prolongado pueda ser
tratado celularmente en cuanto a la secuencia minima.
Los péptidos modificados son comprobados después de
30 ello en cuanto a su reconocimiento por TILs ("tumor-infil-
trating lymphocytes" = linfocitos que se infiltran en
tumores), en cuanto a induccién de CTL asi como en cuanto a
fijacidén al MHC e inmunogenicidad aumentadas, tal como ﬁa
sido descrito por Parkhurst y colaboradores, 1996, y por
35 Becker y.colaboradores, 1997.
% Otro método apropiado dentro del marco del preseﬁte
: invento para el hallazgo de péptidos con inmunogenicidad @és

f

i
i
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fuerte que la de los péptidos de B99 naturales, consiste en:
el escrutinio de bibliotecas de péptidos con CTLs, que.
reconocen a los péptidos de B99, que se presentan porf
naturaleza en tumores, tal como ha sido descrito por Blake.
y colaboradores, 1996; en este contexto se propone la
utilizacidén de bibliotecas combinatorias de péptidos, con el
fin de desarrollar moléculas, que imiten a los epitopos para
tumores reconocidos por CTLs restringidos por el MHC-I. |
Los polipéptidos de B99 del presente invento o loé
fragmentos o péptidos inmundgenos derivados de ellos, se
pueden producir por via recombinante o mediante sintesis de
péptidos, tal como se ha descrito en el documento WO
96/10413, a cuya divulgacién se hace referencia por la
presente. Para la preparacién por via recombinante, la
correspondiente molécula de ADN se introduce de acuerdo con
métodos clésicos en un vector de expresidn, se transfecta en
una apropiada célula hospedante, la célula hospedante se
cultiva en condiciones apropiadas de expresidén y la proteina
se purifica. Para la sintesis quimica de péptidos de B99, se
pueden utilizar métodos habituales, p.ej. usando un sinteti}
zador automdtico de péptidos adquirible en el comercio.
Alternativamente a los péptidos de B99 naturales o a
los péptidos heterocliticos, se pueden utilizar sustancias
que simulen a tales péptidos, p.ej. "miméticos de péptidos™
o ‘"péptidos retro-inversos". Para el ensayo de estas
moléculas en lo referente a la utilizabilidad terapéutica en
una vacuna contra tumores, se aplican los mismos métodos q@e
anteriormente para los péptidos naturales B99 o los equiva-
lentes a tales péptidos de B99. :
El TAA con la denominacién B99 de acuerdo con &l
presente invento y los fragmentos de proteinas, péptidos . o
equivalentes a péptidos o bien miméticos de péptidos que se
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia de 1los
canceres, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmuni-
taria frente a células de tumores, gque expresan los corres-
pondientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, s@n

utilizados para la terapia de tumores positivos para BS99,

]

|

230
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pulmén, colon y estdémago.

La respuesta inmunitaria en forma de una induccién dé
CTLs puede ser producida in vivo o ex vivo.

5 Para la induccidén in vivo de CTLs se administra una
composicién farmacéutica, que como componente activo
contiene el B99 de TAA o fragmentos o péptidos derivados dé
ellos, a un paciente que sufre de una enfermedad de tumor
asociada con el TAA, debiendo la cantidad de TAA (péptido)

10 ser suficiente para conseguir una respuesta eficaz de CTL ai
tumor que es portador de los antigenos.

El invento concierne por consiguiente en otro aspecto
adicional a una composicién farmacéutica para la administra-
cidén por via parenteral, tdpica, oral o local. Preferible-

15 mente, la composicidén sirve para la administracidédn por via
parenteral, p.ej. para la aplicacién por via subcuténed,
intradérmica o intramuscular. Los TAAs/ péptidos de B99 son
disueltos o suspendidos en un soporte o vehiculo farmacéuti-
camente aceptable, preferiblemente acuoso. La composicidn

20 puede contener ademds de ello sustancias coadyuvantés
usuales, tales como tampones, etc. Los TAAs/ péptidos se
pueden utilizar a solas o en combinacidén con adyuvantes,
p.ej. el adyuvante incompleto de Freund, saponinas, sales de
aluminio o, en una forma preferida de ejecucidn, policatib-

25 nes, tales como poliarginina o polilisina. Los péptidos Se
pueden fijar también a componentes, que ayuden a la induc-

! cidén de CTL o a la activacidén de CTL, p.ej. a péptidos T
cooperantes, lipidos o liposomas, o se administran en confin
con estas sustancias y/o en comin con sustancias estimulado-

30 ras de la inmunidad, p.ej. citoquinas (IL-2, IFN-y). Métodos
y formulaciones, que se adecuan para la preparacién vy
administracién de la composicidén farmacéutica conforme  al
invento, se describen en los documentos WO 95/04542 y:WO
97/30721, a cuya divulgacién se hace referencia por ,la

35 presente. ‘

Los B99 (fragmentos) o péptidos de B99 se pueden

utilizar también para provocar ex vivo una respuesta de CTL.

(
i
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Una respuesta ex vivo de CTL a un tumor, que expresa BS99, es'
inducida incubando las células precursoras de CTL conjunta-

mente con APCs y péptidos de B99 o la proteina de B99. Luego

se deja que los CTLs activados se expandan, después de lo.

5 cual son administrados de nuevo al paciente. Alternativamen-,
, te, se pueden cargar las APCs con péptidos de BS99, lo cual
i . pude conducir a una activacidn eficiente de reacciones:
inmunitarias celulares contra tumores positivos para B99
(Mayordomo y colaboradores, 1995; Zitvogel y colaboradores,

10 1996). Un método apropiado para cargar péptidos en células
p.ej. células dendriticas, es divulgado en el documento WO

97/19169.

En una forma de ejecucidn del invento, se utiliza ung

combinacién de varios diferentes péptidos de B99 o equiva-

15 lentes a péptidos de B99. En una forma adicional de realiza-
cién se combinan péptidos de B99 con péptidos que se derivan

de otros TAAs. La eleccidén de péptidos para tales combina-+
ciones se efectla en atencidén a la clasificacidén de diferen-+

tes tipos de MHC, para cubrir una poblacidén lo més amplié

20 gue sea posible de pacientes y/o se adapta a un espectro de
indicaciones lo mi&s amplio que sea posible, combinandd
péptidos de varios diferentes antigenos de tumores. E1
ndmero de los péptidos en una composicién farmacéutica puede
fluctuar a lo largo de un amplio margen, tipicamente

25 contiene una vacuna aplicable quimicamente de 1 a 15,
preferiblemente de 3 a 10 diferentes péptidos. |

Los péptidos conformes al invento se pueden empleai

también como reactivos para el diagndstico. Por ejemplo, los
péptidos se pueden utilizar para ensayar la reaccidn de @n

30 paciente a la respuesta inmunitaria humoral o celular
provocada por el péptido inmundgeno. Con ello existe la
posibilidad de mejorar un protocolo de tratamiento. Par
ejemplo, dependiendo de la forma de presentacidn (péptidg,
proteina total o vacuna de ADN) del TAA se puede investigar

35 el aumento de células T precursoras en los PBLs, dque
presentan una reactividad contra el epitopo definido para
péptido (Robbins y Kawakami, 1996, asi como las referencias

!

i
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citadas alli). Ademds, los péptidos o la proteina total o
los anticuerpos dirigidos contra el TAA se pueden utilizar
para para predecir el riesgo de enfermar de un paciente de:
un tumor asociado a B99 o bien para caracterizar la evolu-,
cién de la enfermedad de un tumor positivo para B99 (p.ej.
mediante andlisis inmuno-histoquimicos de tumores primarios
y metdstasis). Una estrategia de este tipo ya se ha manifes-
tado como satisfactoria miltiples veces, p.ej. la deteccidn
de receptores de estrdgencs como fundamento de decisidn para
la endocrino-terapia en el caso de un cancer de mama; de c-
erbB-2 como marcador relevante en el caso del prondstico y
la evolucién de la terapia en el caso de un céncer de mama
(Ravaioli y colaboradores, 1998; Revillion y colaboradores,
1998); PSMA ("prostate specific membrane antigen" = antigenao
membranal especifico para prdstata) como marcador para
células epiteliales del carcinoma de préstata en el suero d
mediante empleo de un anticuerpo monoclonal contra PSMA
marcado con '"MIn en el caso de la inmuno-escintigrafia ed
cuanto a carcinoma de prdstata (Murphy y colaboradores, 1998
y referencias incluidas); de CEA ("carcinoembryonic antigen"
= antigeno carcino-embridénico) como marcador sercldgico para
el pronéstico y la evolucidén en el caso de un paciente del
carcinoma colorrectal (Jessup y Loda, 1998). ;

El presente invento concierne en otro aspecto 4
moléculas aisladas de ADN, que codifican una proteina con
las propiedades inmundgenas de B99 o fragmentos de ésta.

En un aspecto, el presente invento concierne a una
molécula aislada de ADN gue contiene un polinucledtido coﬁ
la secuencia representada en SEQ ID NO:1 o gque contiene un
polinucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con
un polinucledtido con la secuencia representada en SEQ ID
NO:1. ‘

En un aspecto adicional, el presente invento concierné
a una molécula aislada de ADN, que contiene un polinucledtir
do con la secuencia representada en SEQ ID NO:3 (o bien SEQ
ID NO: 5) o que contiene un polinucledtido que se hibrida en

condiciones rigurosas con un polinucledtido que tiene la
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secuencia representada en SEQ ID NO:3 (o bien SEQ ID NO:S).'

Las moléculas de ADN conformes al invento o fragmentos:

4 ! de ellas codifican (poli)péptidos con la denominacidn B99T

: (B99-1, B99-2 & B99-3) con la secuencia de aminodcidos que’

5 se representa en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:6 o

fragmentos de proteinas o péptidos que se derivan de ella;:

con ello se abarcan al mismo tiempo moléculas de ADN gue por;

causa de la degeneracidén del cédigo genético presentan

desviaciones con respecto de la secuencia representada en,

10 SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 o bien SEQ ID NO:5. {

El invento se refiere también a moléculas de ADN, quef

presentan desviaciones condicionadas por un intercambio

conservativo de aminodcidos con respecto a la secuencia

representada en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 (o bien SEQ IDI

15 NO:5) siempre y cuando que éstas codifiquen un derivado de

_ | _ B99 o fragmentos o péptidos con las propiedades inmunégenaq

. que son deseadas para la aplicacién como vacuna contra

tumores. |

é ' En lo sucesivo, las moléculas de ADN que codifican

20 B99-1, BS9-2 o B99-3 o fragmentos de éstos, eventualmente'

modificadas, que antes se han definido, se designan como

"moléculas de ADN de B99", cuando no se indique otra cosa

distinta.

Las moléculas de ADN de B99 del presente invento o los

25 correspondientes ARNs, que también constituyen objeto del

presente invento, se emplean, al igual que los (poli)

< péptidos codificados por ellos, para la inmunoterapia de
i enfermedades de céancer.

’ En una forma de realizacidén del invento, se utilizan

% - 30 moléculas de ADN gue codifican polipéptidos de BS99 natura-

| les. Alternativamente al ADNc de B99 natural o fragmentos de

éste, se pueden utilizar derivados modificados. Estos

comprenden secuencias con modificaciones que codifican una

proteina (o fragmento) o péptidos con mds fuerte inmunogenij

35 cidad, siendo validas para las modificaciones en el plano

§ del ADN las mismas consideraciones que para los péptidos que

antes se han descrito. Otro modo de la modificacidén es la
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agrupacién yuxtapuesta de numerosas secuencias, que codifi-:

can péptidos inmunoldégicamente relevantes, a modo de una

sarta de perlas ("string-of-beads"; Toes y colaboradores,

1997) . Las secuencias pueden ser modificadas también por

adosamiento de elementos auxiliares, p.ej. funciones que

garantizan una entrega y un tratamiento méas eficientes del

inmundgeno (Wu y colaboradores, 1995). Por ejemplo, mediante

adicidén de una secuencia de localizacidn en el reticulo

endoplasmatico ("ER targetting sequence'") se pueden aumentar

el tratamiento y por consiguiente la presentacidén y a fin de

cuentas la inmunogenicidad del antigeno.

El presente invento concierne en otro aspecto a una .

molécula de ADN recombinante, que contiene el ADN de B99.
Las moléculas de ADN de B99 del presente invento, se
pueden administrar, preferiblemente en forma reccombinante

como pléasmidos, directamente o como constituyente de un

virus, o una bacteria, recombinante. En principioc, se puede

aplicar cualquier método terapéutico génico para la inmuno-

terapia de un cancer a base de un ADN ("vacuna de ADN") para
el ADN de B99, y concretamente tanto in vivo como también ex
vivo.

Ejemplos para 1la adwministracidén in vivo son la
inyeccidn directa de ADN "desnudo", o bien por via intramus-
cular o mediante una pistola de genes ("gene gun") de la que
se ha mostrado que conduce a la formacidén de CTLs contra
antigenos de tumores. Ejemplos de organismos recombinantes
son virus de Vaccinia, adenovirus o Listeria monocitogenes

(una vista de conjunto fue dada por Coulie en 1997). Ademas,

se pueden utilizar soportes sintéticos para &cidos nuclei-

cos, tales como lipidos catidnicos, microesferas, microboli-
tas o liposomas para la administracidén in vivo de moléculas

de acidos nucleicos, que codifican un péptido B99. Similar-

mente a como para los péptidos, se pueden administrar

conjuntamente diferentes sustancias coadyuvantes que -

refuercen la respuesta inmunitaria, p.ej. citoquinas, o bien

en forma de proteinas o de pldsmidos que las codifican. La

aplicacidén puede ser combinada eventualmente con métodos

P - . USSP
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fisicos, p.ej. eslectroporacidn.
Un ejemplo de la administracién ex vivo es la trans-
feccidn de células dendriticas, tal como ha sido descrito’
por Tuting, 1997, u otras APCs, que pasan a aplicarse como

vacuna celular contra el cancer.

ul

El presente invento concierne por consiguiente en otro
aspecto a la utilizacidn de células, que expresan B99, o
bien de por si mismas o en forma eventualmente modificada,
después de transfeccidn con la secuencia correspondientemen- ;

10 te codificadora, para la preparacidén de una vacuna contra el,
cancer.

El invento concierne en un aspecto adicional a
anticuerpos contra B99 o fragmentos de ellos. Los anticuer-
pos policlonales se pueden obtener de un modo habitual por

15 inmunizacidén de animales, especialmente conejos, mediante
inyeccién del antigeno o fragmentos de ellos, y posterior’
purificacidén de la inmunoglobulina. |

Los anticuerpos anti-B99 monoclonales se pueden:
obtener de acuerdo con protocolos clésicos, segin el

20 principio descrito por Kéhler y Milstein, 1975, inmunizando.
a animales, especialmente a ratones, a continuacidén inmorta-
lizando células productoras de anticuerpos de los animales

inmunizados, p.ej. por fusién con células de mieloma, y

escrutando el material sobrenadante de 1los hibridomas

25 obtenidos mediante andlisis clédsicos inmunoldgicos en cuanto

a anticuerpos anti-B99 monoclonales. Para el empleo terapéu-

; tico o diagndstico en seres humanos, estos anticuerpos
animales pueden ser quimerizados (Neuberger y colaboradores,:
1984, Boulianne vy colaboradores, 1984) © humanizadocs.

30 (Riechmann y colaboradores, 1988, Graziano y colaboradores,
1995) eventualmente de un modo habitual. ,

Los anticuerpos anti-B99 monoclonales humanos pueden

ser obtenidos también por las denominadas "bibliotecas de
presentacidén de fagos" = "Phage Display Libraries" (Wintef

35 y colaboradores, 1994, Griffiths y colaboradores, 1994,
Kruif y colaboradores 1995, Mc Guiness y colaboradores,:

1996) vy mediante animales transgénicos (Brilggemann vV

1
\
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colaboradores, 1996, Jakobovits y colaboradores, 1995).

Los anticuerpos anti-B99 conformes al invento se
pueden emplear en andlisis inmuno-histoquimicos para
finalidades de diagnédstico.

En un aspecto adicional, el invento concierne a la

utilizacién de anticuerpos especificos para B99, a fin de

237

llevar selectivamente a cualesquiera sustancias deseadas

junto a o dentro de un tumor, que expresa B99. Ejemplos de

tales sustancias son agentes citotédxicos o nitclidos radiac-

tivos, cuyo efecto consiste en daflar al tumor en sus

cercanias. Por causa de la expresidén de B99 especifica para

un tumor, no son de esperar en tales casos efectos colatera-

les de ningin tipo o sbélo escasos efectos colaterales. En un

aspecto adicional, con ayuda de anticuerpos para B99 se

pueden aprovechar para la visibilizacidén de tumores sustan-

clas que expresan B9S. Esto es Util para el diagnéstico y
para la valoracidén de la evolucidn de la terapia. Aplicacio-
nes terapéuticas y diagndsticas de anticuerpos, que entran
en cuestidn para anticuerpos anti-B99, estan descritas en el
documento WO 95/33771.

El TAA con la denominacién de BS9 de acuerdo con el

presente invento y los fragmentos de proteinas, péptidos o

equivalentes a péptidos o miméticos de péptidos que se
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia del

cancer, p.ej. con el fin de inducir una respuesta inmunita-

ria contra células de tumores, gue expresan los correspon-

dientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, son
utilizados para la terapia de tumores positivos para B99,
especialmente en los casos de carcinomas de células renales,

pulmén, colon, péncreas y estdédmago.

Recopilacidén de las Figuras:

Figura 1: Analisis por RT-PCR de conjuntos de ADNc de.

diferentes tejidos de tumores y normales humanos

mediante cebadores especificos para B9S9

Figura 2: Andlisis por RT-PCR de ADNc's individuales de .

diferentes tejidos de tumores y normales humanos
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mediante cebadores especificos para B99
Figura 3: Transcripcidén de B99 en tejidos normales: Andli--
sis por transferencia Northern de los ARNm

procedentes de 16 tejidos normales

Ejemplo 1 i
RDA (analisis diferencial representativo) de la 1linea:
celular humana de adenocarcinoma de pulmén (A549) y de,
tejido normal de pulmén

La linea celular A549 (CCL 185) de adenocarcinoma de,
pulmén humano, adquirida de la ATCC se cultivd en frascos
para cultivo celular T150. Como medio nutricio sirvid un MEM
(medio esencial minimo) con suero de ternero fetal, desacti-
vado por calor, al 10% y L-glutamina 2 mM. Cada 3 a 4 dias
las células fueron disociadas mediante tripsinacidn en 1:5‘
hasta 1:10 para propagacidén. Después de haberse alcanzado
una confluencia de aproximadamente 80% se emplearocon pard
cosechar las células por cada frasco de cultivo celular T150
4 ml de una solucidén de tripsina (datos por cada litro: 8 g
de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,13 g de Na,HPO4 anhidro, 0,2 g de
KH,PO,, 100 ml de una solucidn al 2,5% de tripsina, 1 g de
la sal de Na de EDTA; pH 7,2-7,4) para cosechar las células.
Los 4 ml se transfirieron a un tubito Falcon de 15 ml de
capacidad, se mezclaron con 8 ml de PBS, se centrifugaron &
1.200 rpm en una centrifuga de mesa sde Haereus (Megafuge
2,0R) durante 5 min a 4°C, el sedimento celular se mezcld
con 1 ml de tampdn para lisis (Tris-HCl 10 mM de pH 8, NaCl
140 mM, MgCl, 1,5 mM, NP40 al 0,5%), se agitd enérgicamente
y se separd por centrifugacidn en un recipiente de Eppendorf
de 2 ml de capacidad a 12.000 rpm y 4°C durante 5 min en una
centrifuga de mesa Sigma (Sigma 202 MK). El material
sobrenadante fue transferido a un nuevo recipiente de
Eppendorf y después de haber afiadido 55 pl de una solucidn
al 20% de SDS se extrajo dos veces con el volumen doble dé
una mezcla de CHCly y fenol (1:1 v/v) y una vez con el

volumen simple de CHCl,. La fase acuosa gue contenia ARN se
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mezcld con 1/10 volUmenes de NaAc 3 M (de pH 5) y el volumen’
doble de EtCH al 96% y se precipitd el ARN durante una noche
éi a -20°C. Partiendo de 1 mg de ARN total se procedié de un'
modo correspondiente al protocolo del fabricante para:
3 5 realizar el aislamiento de poli-A(+) ARN mediante el estuche;
! PolyATtract Kit (Promega). El almacenamiento del poli-A(+),
ARN de A549 con una concentracidén de 1 mg/ml en H,O tratada

con DEPC se efectud en partes alicuotas a -80°C. :
Para la realizacién del andlisis diferencial represen-

10 tativo (RDA; Hubank y Schatz, 1994; Diatchenko y colaborado-:
res, 1996) se empled el poli-A(+) ARN de la linea celular de,

adenocarcinoma de pulmén AS549 como "tester" (ensayador) y el

de un tejido normal de pulmdén (1 mg/ml; Clontech, Palo Alto;

i R

N° 6524-1) como "driver" (conductor). E1 RDA se llevd a cabo
15 correspondientemente al protocolo del fabricante mediandof
utilizacidén del estuche PCR-select® kit (Clontech, Palo
Alto), con la excepcidén de que pasd a emplearse un sistema!
modificado de cebador y adaptador de 2 oligonucledtidos con!
la siguiente secuencia:
20 5’ -TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG-3
(Adaptor-2-alt-1; SEQ ID NO:19),
5’ -AGGGCGTGGTACCGAGCTCGAG-3' (nested-PCR-primer-2-alt; SEQ!
ID NO:20) vy 5'-GGCTCGAGCTC-3’ (Adaptor-2-alt-2; SEQ ID§

NO:21) . Las secuencias de cebador y adaptador generadas de;

25 nuevas hacen posible mediante la presencia de tres nuevos
sitios de corte con enzimas de restriccidn (Kpn I, Sac I y

Xho I) en la secuencia del nested-PCR-primer-2-alt después

de clonacidén de los fragmentos de ADNc substraidos en el
vector de pPCRII, un posterior recorte de los respectivosi

30 fragmentos de ADNc. El disefio de una secuencia de cebador y
adaptador con varios sitios de corte con enzimas de restric-
cién disponibles era por lo tanto necesario, puesto que coﬁ
frecuencia se podian observar mutaciones puntuales en las
secuencias de cebadores - condicionado por las etapas de

35 amplificacién por PCR -. |
Después de la sintesis del ADNc bicatenario mediantq

oligo-dT, el ADNc obtenido de ensayador y conductor se




i+
3
%

10

15

20

25

30

35

20
- 27 -

digiridé con Rsal (el Rsal es una enzima de restriccidn.
reconocedora de 4 bases y proporciona fragmentos de ADNc quet
tienen en un promedio estadistico una longitud de 256 pb)..
Partes iguales de "ADNc de ensayador" fueron ligadas con los:
adaptadores 1 & 2 y a continuacidn separadas e hibridadas’

con un exceso de "ADNc de conductor" a 65°C. Después de

‘ello, ambas tandas fueron reunidas y sometidas a una segunda7

hibridacidén con "ADNc de conductor" desnaturalizado recien-
temente obtenido. Los ADNcs especificos para "ensayador" y:
enriquecidos fueron a continuacidn amplificados exponencial-,
mente mediante PCR con cebadores especificos para losi
adaptadores 1 &6 2 respectivamente. Para un enriguecimiento:
adicional, una parte alicuota de esta reaccidn se sometid a
una segunda PCR con cebadores especificos desplazados hacia’
el interior ("nested"). Los fragmentos de ADNc amplificados
exponencialmente, que resultan de esta reaccidn, fueron
ligados directamente en el vector pCRII (Invitrogen; ”TA{
cloning vector" = vector de clonacidén de TA) y a continua{
cidén un tercio de la tanda de ligacidén se transfectd en E.,
coli competentes (OneShot®, Invitrogen). ‘

Se obtuvieron 712 Transformantes positivos (seleccidn
entre azul y blanco) y se cultivaron en blogues de 96
pocillos en un medio LB-Amp (1,3 ml por cada pocilloﬁ
durante 48 h a 37°C. Por cada pocillo se emplearon 750 pl de
las suspensiones de E. coli para la preparacidén del ADN de
plasmido (método de minipreparacién de 96 pocillos de QIAgen
de acuerdo con la prescripcidén del fabricante). Los cultivoé
de bacterias remanentes se almacenaron como cultivos de
reserva en glicerol a -80°C. A

Se obtuvo una biblioteca por substraccidén de ADNc que
constaba de 712 clones individuales, que se presentaba tanto
en forma de cultivos de reserva de E. coli en glicerol como

también en forma de plasmidos purificados.

Ejemplo 2
Secuenciacidén y anotacidn de ADN candidatos a TAA

El ADN de plésmido aislado de todos los 712 clones

i
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(véase el Ejemplo 1) fue secuenciado de acuerdo con el
método de Sanger en un aparato ABI-Prism. Las secuencias
obtenidas fueron anotadas mediante el programa légico!
BioScout-Software (LION, Heidelberg) y se sometieron a

5 comparaciones en el banco de datos (Genbank). De 712 clones
pudieron ser secuenciados y anotados 678. El resto (34) o
bien tenia como inserto sd&lo secuencias de poli(A) o

correspondia a un vector renovadamente ligado o no era:

secuenciable. De las 678 secuencias anotables se manifesta-
10 ron 357 como genes con funcidén conocida. Los restantes 321

representan a clones que codifican genes con funcién

desconocida; 59 de ellos no tenian incorporaciones algunas
en el banco de datos EST humano. Los genes conocidos no
fueron tratados ulteriormente. Para cada uno de los genes
15 desconocidos, para los que estaba disponible una incorpora-
cién en EST, se llevd a cabo una estimacidn del perfil de .
expresidén; en tal caso se comprobaron todos agquellos ESTs'
que tenian una identidad >95% (BLAST) , que pertenecian a la‘
secuencia correspondientemente determinada por via experi-
20 mental de las bibliotecas por substraccidén. Al realizar la

anotacidén se llevd a cabo una clasificacidén en 1) tejido

normal critico, 1i) tejido fetal "prescindible" e inmunita-

riamente privilegiado y iii) tumores y lineas celulares de
tumores. Sobre la base de este "perfil virtual de ARNm" se
25 seleccionaron 200 clones, para los que no se encontraron'
ESTs algunos en el grupo i), para realizar otros analisis
experimentales adicionales (inclusive los 59 clones, para
los que no se presentaba ninguna incorporacidn en EST). Para
estrechar adicionalmente los clones candidatos, se desarro- .
30 llaron y sintetizaron pares de cebadores de oligonucledtidos
a partir de las secuencias determinadas por los 200 clones
seleccionados. En primer lugar se ensayaron 8 diferentes

bibliotecas de ADNc derivadas de tejido humano (GibcoBRL

"SUPER-SCRIPT®") que estadn clonadas direccionalmente en
35 pCMV-SPORT, mediante una PCR cualitativa en cuanto a la
presencia de los respectivos candidatos. Las bibliotecas de:

ADNc empleadas en tal caso procedian de tejidos de corazdn
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(N° 10419-018), higado (N° 10422-012), leucocitos (N° 10421-
022), rindn (N° 10420-016), pulmdn (N° 10424-018), testicu-
los (N° 10426-013), cerebro (N° 10418-010) y cerebro fetal
(N° 10662-013) .

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 20 ul
de volumen total por cada tanda de PCR contenian 1x de
tampén TagPol (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM, de pH 9, Triton X- ;
100 al 0,1%), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM (Promega), polime-
rasa de ADN-Tag 0,025 U/ml (Promega), en cada caso 5 pM dei
especificos cebadores de oligonucledtidos SEQ ID NO:7 y SEQ
ID NO:8, y 100 ng del ADN de plésmido que en cada caso se ha
de investigar. Para el testigo se emplearon cebadores
especificos para GAPDH (SEQ ID NO:14 y 15). Para la compro—i
bacién de la deteccidn selectiva, los pares de cebadores se:
ensayaron paralelamente también en cuanto al plasmido
alslado. La detectabilidad de fragmentos con la longitud que
es de esperar en uno de los tejidos normales criticos (de:
corazdén, higado, pulmén, rifidn y leucocitos), pero no en las,
bibliotecas de ADNc procedentes de tejidos inmunitariamente
privilegiados (de cerebro, cerebro fetal y testiculos) en?
estas condiciones de la PCR (1 ciclo: 3' a 94°C; 35 ciclos:i
1’ a 94°C - 1’ a 55°C - 1’ a 72°C; 1 ciclo: 7' a 72°C) se.
definidé como criterio de separacién. Mediante este andlisis:
cuantitativo por PCR se pudo estrechar a 56 el numero de los.

candidatos.

Ejemplo 3
Analisis por transcripcidn de 1los clones candidatos en:
diferentes tejidos de tumores y normales ‘
Para el analisis por RT-PCR se utilizaron conjuntos de;
ADNc gue se habian preparado en cada caso a partir de 3 ug;
de ARN total de 3 diferentes tejidos del mismo tipo. Los 9
ig de ARN total por cada conjunto de tejido procedente de
tejidos de tumor o normales se transcribieron inversamente
mediante AMV-RT (Promega) correspondiendo a las recomendaj
cliones del fabricante. Con el fin de evitar contaminacione%

con ADN gendémico, el ARN fue incubado previamente con DNAse

|



10

15

20

25

30

35

243

- 30 -

I (Boehringer Mannheim). La calidad y la cantidad de los
ADNc's se comprobd mediante una PCR con cebadores especificos
para GAPDH (SEQ ID NO:14 y 15) después de 20 ciclos (30" a-

95°C, 90" a 60°C). El ADNc de B99 fue amplificado mediante .

25, 30 y 35 ciclos del programa consistente en: 1’ a 95°C, -

1’ a 55°C, 1’ a 72°C con los cebadores especificos para B99
conforme a SEQ ID NO:7 y 8. Andlogamente, los otros 55
clones candidatos fueron investigados con los cebadores en

cada caso especificos. Los productos de la PCR fueron

comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa vy

coloracidn con bromuro de etidio. Para 3 de los 56 clones
investigados se pudo demostrar una expresidén aumentada en

diferentes tejidos de tumores en comparacidn con tejidos

normales. Un ejemplo de un candidato a B99 estid mostrado en

la Figura 1: El analisis por RT-PCR de conjuntos de ADNc de

diferentes tejidos de tumores y normales humanos mediante

cebadores especificos para B99, proporciond una fuerte sefal
en el carcinoma de colon y en la linea de adenocarcinoma de

pulmédn A549, asi como una débil sefial en el carcinoma de

mama y el carcinoma de células de rifién. De todos los

tejidos normales investigados se podia comprobar una débil’

sefial sdlo en un tejido de colon. En la evolucidn ulterior

el candidato a B99 fue evaluado con mayor exactitud.

Ejemplo 4

Perfil de expresidén de B99 en tejidos de tumores y normales

Uno de los 56 candidatos (denominacidén: B99) mostrd.
una seflal mediante transcripcidén por RT-PCR en 3 de 5

conjuntos ensayados de tejidos de tumores. En la mayor parte.

de los tejidos normales ensayados no se pudo comprobar por

el contrario ninguna transcripcidn.

Para una investigacidn detallada de B99 se analizaron:
mediante PCR en lo que sigue los ADNc's de muestras indivi-
duales de tejidos de tumores y normales. En tal caso se puso
de manifiesto que la mayor parte de todos los carcinomas de
colon (17 de 23), de todos los carcinomas de péncreas (3 de'

3) v de todos los carcinomas de estdmago (4 de 4) expresan
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B99. En correspondientes tejidos normales se comprobd una
expresién en 1 de 4, 0 de 3 y respectivamente 2 de 4 casos.
Todos los resultados estédn recopilados en la Tabla 1, 1la
Figura 2 muestra resultados ilustrativos para tejidos de
5 pancreas y de colon: mediante an&dlisis por RT-PCR de ADNc's
individuales de diferentes tejidos de tumores y normales
humanos wmediante cebadores especificos para B99 se pudoj
comprobar un ADNc de B99 en 6 de 7 muestras de tumores,
mientras gue solamente uno de los tejidos normales investi-

10 gados (1 de 6) mostraba una débil expresidén de B99.
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Tabla 1:
Tejido de tumor Tejido normal
Tipo Casos positivos/ Tipo Casos positivos/
casos ensayados casos ensayados
5 Carcinoma de colon 17/23 Colon 1/4
Carcinoma de higado 0/3 Higado /4
Carcinoma de pulmoén 2/9 .| Pulmoén 0/4
Carcinoma de mama 0/10 n.d.
Carcinoma de pancreas 3/3 Pancreas 0/4
10 Carcinoma de células 110 Rifidgn 0/4
renales
Carcinoma de estomago 4/4 Estémago 2/4
Linfocitos /1
Intestino delgado 1Al
15 QOvario 0/1
Testiculos 0/4
Préstata on
Timo 0/1
Bazo 0/4
20 Musculo 011
Cerebro on
Corazoén 0/4
25 Para el anélisis por transferencia Northern se

hibridaron durante 16 h a 65°C borrones de transferencia

/ Northern de tejidos miltiples humanos (Clontech, Palo Alto)
é con el producto de la PCR de B99 de 271 pb marcado con [o-
; 32p] d4CTP  (NEN, Boston). La visualizacién se efectud
30 mediante autorradiografia patrén (Xomat AR film, Kodak) vy
exposicién en un fosfovisualizador (Phosphoimager] (de

Molecular Dynamics). La Figura 3 muestra el resultado de

este andlisis de 16 tejidos normales. En tales casos se

manifestd solamente en el colon y de modo claramente més
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débil en el duodeno un transcrito con un tamafio de ~3,0 kb.
La pequeila 1intensidad de la seflal permite aparecer comd
improbable sin embargo una expresién inmunoldgicamente
relevante. . f
5 Los resultados de todos los experimentos en loi
referente al perfil de ARNm de B99 (compilados a partir de.
andlisis por RT-PCR y por transferencia Northern) estan
recopilados en la Tabla 1. El Ejemplo 4 muestra que el B99 '
es transcrito claramente en un alto porcentaje de tumores de;
10 diferentes indicaciones, mientras que en todos los tejidost
normales investigados no se encontrd ninguna transcripcidn

0 se encontrd solamente una transcripcidén aislada.

Ejemplo 5
15 Clonacidén de B99
El clon B99 posee entre los adaptadores introducidos

mediante el RDA un inserto con una longitud de 271 pb de un

gen humano desconocido. Para la clonacidén completa de la
secuencia humana se procedidé de la siguiente manera: un
20 an&lisis de UniGene (Centro Nacional para Informacién de
Biotecnologia = National Center for Biotechnology Informa-
tion) proporciond los siguientes ESTs homdlogos para B99:
AA315469, AA345780, AA295520. Con ayuda de estos ESTs se
pudo prolongar la secuencia de B99 a 439 nucledtidos. Se
25 sintetizaron nuevos cebadores dentro de esta secuencia (SEQ
ID NO:¢ hasta 12). Mediante PCR con diferentes combinaciones
de estos cebadores, se pudieron amplificar las respectivas
longitudes tedricas de fragmentos a partir del ADNc de A549.
Clonacién del extremo de 3’: 10 pug del ARN total
i30 procedente de la linea celular 786-0 de carcinoma de células
i : renales se transcribieron inversamente mediante un cebador
] | de oligo-dT, vy una parte alicuota de este ADNc se sometid a
| una PCR, cuyo programa comienza con altas temperaturas de
reanillamiento (annealing) de modo que solamente el cebador
35 especifico para genes se fija al ADNc (cebador SEQ ID NO:7
; & 9 respectivamente), mientras que el segundo cebador |

(To~53°C, SEQ ID NO:13) se fija primeramente a una tempera-
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tura mids baja a la carga previa de ADN sintetizada de

nuevas. Esta denominada "touch-down PCR" = PCR de toque

(Mastercycler Gradient, Eppendorf) se llevd a cabo en las
siguientes condiciones: 20 ciclos {15” a 95°C, 30" a 75°C

(reducido en 0,7°C por cada ciclo)}, 1 ciclo durante 7' a

72°C asi como 20 ciclos (15" a 95°C, 30" a 50°C) 1 Ciclo_

durante 7’ a 72°C}.

Una parte alicuota de la tanda anterior se amplificd.

de nuevo por PCR mediante una segunda combinacién de-

cebadores (SEQ ID NO:7 y 13 o respectivamente SEQ ID NO:12

y 13) en las mismas condiciones que precedentemente. Partes:

alicuotas de las tandas para PCR se ligaron directamente en;

el vector pGEM-T easy (Promega) y & continuacidn se trans- -

formaron en E. coli J109 competentes (Promega). Los clones

positivos se secuenciaron después de seleccidn por PCR. La

secuenciacién proporciond una coincidencia con la secuencia
actual a partir del cebador utilizado para la amplificacidn
por PCR y ademé@s de ello 1.777 nucledtidos adicionales hasta
el comienzo de una secuencia de poliA en la regidén de 3’ de
la secuencia. La amplificacién por PCR de ADNc procedente de
lineas celulares de tumores (786-0, AS549) asi como muestras
de tejidos de carcinomas de colon con los cebadores segin
las SEQ ID NO:16 hasta 18 proporcionaron con los cebadores
originales los fragmentos que se esperaban después de la
clonacién. En el fragmento de ADNc que ahora constaba de
2.216 pb se pudo identificar un cuadro de lectura continuo
desde la posicidén 427 hasta la 1.743. Ademds, en la regidn
5’ de la secuencia no se pudieron identificar cuadros de
lectura adicionales de ningtin tipo, de lo cual se puede
sacar la conclusién de que la regidn de 0 a 427 pertenece ya
a la regidén no traducida en 3’ del ARNm de B99.

Con ayuda de los cebadores SEQ ID NO:12 y SEQ ID NO:
17 se amplificd, clond y secuencid la regidn codificadora
total de BS99 procedente de ADNc de AS49. Al realizar la
secuenciacidn se obtuvieron varios clones con una insercidn
de un nucledtido en la posicidén 923 en comparacidén con SEQ

ID NO:1 (que codifica B99-1) (véanse SEQ ID NO:3 y respecti-

e v e
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vamente SEQ ID NO:5) . ‘
Esta insercidn conduce a una modificacién del cuadro

de lectura abierto de BS99 con. una secuencia modificada de

aminodcidos resultante de ello en la regidn terminal de C de

(9)]

la proteina de B99; la secuencia del antigeno de B99 (B99-2)
derivada de este cuadro de lectura estd representada en SEQ.
ID NO:4.

Uno de los clones aislados a partir de células AS49
mostrd, junto con la insercidn mencionada, un intercambio de
10 nucledtidos en la posicién 622 en comparacién con la

secuencia de SEQ ID NO:1. Este intercambio de nucledtidos -

condiciona en la posicidn N° 66 de la secuencia de aminoaci-

dos un reemplazo de arginina (SEQ ID NO:2, B99-1) por .

triptéfano (SEQ ID NO:4, B99-2). Dejando aparte este
15 1intercambio de aminodcidos, la secuencia de aminoacidos de
B99-2 hasta la posicidn 166 es idéntica a la de B99-1.

Ademés de ello, la insercién mencionada condiciona un
segundo cuadro de lectura potencial desde la posicidn 845

hasta la 1.744 de la secuencia representada en SEQ ID NO:3

20 (o en SEQ ID NO:5). Una proteina expresada por un ADNc que
tiene este cuadro de lectura presenta la secuencia de
aminodcidos representada en SEQ ID NO:6 (B99-3). La secuen-
cia de B99-3 es diferente a la de B99-1 desde la posicidén 1

a la 27 e idéntica a B99-1 a partir de la posicidn 28.

" 25
Ejemplo 6
Péptidos potenciales de fijacién al MHC en 1la regién
codificadora de BS99

30 Epitopos potenciales para péptidos dentro de la regidn

codificadora de B99-1 seglin SEQ ID NO:2 (posiciones de
aminodcidos: 1-438; Tabla 2A), la de B99-2 seglin SEQ ID NO:4
(posiciones de aminodcidos 150-190; Tabla 2B) y la de B99-3
segin SEQ ID NO:6 (posiciones de aminodcidos 1-40; Tabla 2C)
35 se realizaron mediante los algoritmos descritos por Parker
y colaboradores, 1994, tomando como base motivos conocidos

% (Rammensee y colaboradores, 1995). Para los mds importantes
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tipos de HLA, especialmente para los HLA-Al, -A*0201, -A3,
-B7, -Bl4 y -B*4403, se identificaron péptidos candidatos 9-
meros, de los cuales es de esperar que se fijen a las
E correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan
] 5 epitopos para CTL inmundgenos; los péptidos determinados,

estan enumerados en la Tabla 2. Mediante un modo andlogo de

proceder se pueden determinar otros potenciales epitopos

para péptidos para otros tipos de HLA u otros péptidos 8- y
10-meros.

i e

s
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Tabla 2A
Candidatos a péptidos de BS99 inmundgenos (B99-1)
Posicidn Secuencia HLA
inicial
en SEQ
ID NO:2
5 Lys Arg Leu Cys Gln Leu B14
(His Tyr Leu
12 Tyr Leu Trp Ala Leu Gly A*0201
Cys Tyr Met
85 Ile Leu Asn Asn Leu Glu A3
Val Lys Lys
90 Glu val Lys Lys Lys Arg A3
Glu Pro Phe
95 Arg Glu Pro Phe Thr Asp B*4403
Thr His Tyr
96 Glu Pro Phe Thr Asp Thr B7
His Tyr Leu
123 Pro Leu Ser Lys Glu Glu A3
Val Glu Phe
127 Glu Glu Val Glu Phe Pro B*4403
Ile Ala Tyx
147 Glu Arg Leu Leu Arg Ala BR14
val Tyr Ala
187 Phe Ile Ala Ser Lys Leu A*0201
Val Arg Val
206 Asp Leu Asn Cys Met Glu A*0201
Asp Leu Leu
251 Ser Met Glu Ser Glu Val Al, A3
Pro Pro Lys
275 Thr Leu His Leu Thr Asn A3
Lys Lys Lys
305 Phe val Gln His Val Leu A3
Lys Asn Pro Lys
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318 Leu Ile Glu Trp Val Lys Al
Asp Thr Tyr

400 Trp Met Leu Gln Asn His A*(0201
His Leu Leu

407 Leu Leu Ala Asn Lys Phe A3
Asp Pro Lys

413 Asp Pro Lys Val Asp Asp B7
Asn Ala Leu

422 Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Al
Leu Arg Tyr

423 Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Al, A3
Arg Tyr Lys

e e



Tabla 2B

Candidatos a péptidos de B99 inmundégenos (B99-2)

Posicidn
5 inicial
en SEQ
ID NO:4
152 Ala Val Tyr Ala Pro Gln Al, A3
Asn Ile Tyr
154 | Tyr Ala Pro Gln Asn Ile A*0201
Tyr Cys Val
10 160 Tyr Cys Val His Val Asp A*0201
Glu Glu Vval
163 His Val Asp Glu Glu Vval Al
Pro Arg Asn _
164 Val Asp Glu Glu Val Pro Al, B*4403
Arg Asn Phe
172 Phe Gln Arg Gly Gly Gln Al
Ser Asn Tyr
177 Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Al
Leu Pro Lys
15 182 Leu Leu Pro Lys Cys Leu A*0201
His Ser Gln

g e
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Tabla 2C

Candidatos a péptidos de B99 inmundgenos (B99-3)

Posicidn
5 inicial
en SEQ
ID NO:&6
2 Arg Arg Leu Lys Thr Leu Al, Bl4
Lys Gly Tyr
5 Lys Thr Leu Lys Gly Tyr A*Q201
Cys Glu Leu
10 10 Tyr Cys Glu Leu Cys Met Al
Pro Leu Arg
12 Glu Leu Cys Met Pro Leu Al, A3
Arg Thr Tyr
14 Cys Met Pro Leu Arg Thr A*0201
Tyr Thr val
16 Pro Leu Arg Thr Tyr Thr A*0201
Val Ser Met

15
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PROTOCOLO DE SECUENCZAS

(1) DATOS GENERALES:

{1} SOLICITANTE:
(A} NOMBRE: Boehringer Ingelheim International GriH
(B) CALIE: Binger Strasse 173
(C) LOCALIDAD: Ingelheim am Rhein
10 (E) PAIS: Alemania
(F) CODIGO POSTAL: D-55216
(G) TELEFONO: ++49-6132-77-2282

(H) TELEFRX: +45-6132-77-4377
15 {i1) TITULO DEL INVENTO: Antigeno ascclado con tumores
{(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 55
(iv) FORMATO LEGIBIE POR ORDENEDOR:
20 | (A) SOPORﬁ DE DATOS: Disco blando

(B) ORCENADOR: IEM PC campatible

(C) SISTEMA CPERATIVO: BC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMA: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPR)

25

76¢

[



(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 1:

(1) CARRCTERISTICAS DE 1A SECUENCIA:
(R) LONGITUD: 2216 pares de bases
5 (B) TIPO: Nucledtido
(C) FORMA DE LA CADENA: cacena sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc a ARNm
10
(vi) PRCCEDENCIA CRIGINAL:

(A) ORGANISMD: Hamo sapiens

(F) TIFO DE TEJIDO: carcinama de pulmdn

15 (ix) CARACTERISTICA:
(A) NCMBRE/CLAVE: 3'UTR

(B) POSICICN:1..426

(ix) CARRCTERISTICA:
20 (A) NOVBRE/CLAVE: CDS

(B) POSICICN:427..1743

(ix) CARACTERISTICA:
{A) NOVBRE/CIAVE: 3'UTR

25 (B) POSICICN:1744..2216

7262

P -



(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:
GTCRCCGERA CTGCCCTTGC TACTTGIGRC CTGCCCITIA CTCAGCAGIT TTTGITCIGG
5 (RAAGCCCTGG GRTTCTGCTA ATRCCTATCA CTGTRGGIGC TCRAGGERAA CRAGATGARGA
ACATGRCCTC RAGGAGCTTC CTGTCARTGA GRAGRCCAARG CTGRACGCCTG GCARRGRTAT

@AA@G@\GCCT@PACIGTICCITG@CM@ATGT@@MAMCG

10

AGGGTTRGAA GRTCAGGGEA CATGGITGIT CACATTTGCT GCCACGGRRC ACCGCCRAGIC
TTCACTTGGG PACAGRATCA CCCCTTGTGA AGAGRTCATC CCTARGCAGG AGRGRAGCTA
15 CmerGEIT GIGIACTCCT CCACCTTCCC TGIGCTCGGT CTCCACCTGT CTCCCATTCT

GTGACG AIG GIT CRA TGG RAAG A(GA CTC TCC CAG CTG CAT TAC TTG TGG
Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr leu Trp
1 5 10
20
&CT CTG G TCC TRT ATG CTIG CTG GCC ACT GIG GCT CIG RPA CIT TCT
Ala lLeu Gly Cys Tyr Met leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys leu Ser

15 20 25 30

25 TIC AGG TTG ARG TGT G@C TCT GAC (AC TTG GGT CTG GAG TCC AGG GRA
Phe Arg Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu

35 40 45

30

60

120

180

240

300

360

420

468

516

564

269



10

15

20

25

30

TCT CAR RALC

Ser Gin Ser

CCR GCR ARG
Pro Ala Lvs

65

- GG GCA GIG

Glu Ala val

80

CRA GG T

'Arg Glu Pro

95

GAG CAC TTIC

Glu His Phe

Glu Glu val

RIT GPA RRC

Ile Glu Asn

)
W
w

CAG TAC TGT AGG RAT
Gln Tyr Cys Arg Asn

30

ATC TTG TAT RAT TiC CIG ARA CIT

Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys Leu

55

&0

AGG TCT ATC ARC TGT TCA GGG GIC ACC CEA GGG GRC (RA

Arg Ser Ile Asn Cvs

70

)

Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln

75

CIT CAG GCT AIT CIG AAT ARC CIG GRG GIC RAG PAG ARG

leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys

85

90

TTC ACA GRC ACC CAC TAC CIC TCC CTC ACC AGA GAC TGT

Phe Thr Asp Thr His Tyr ILeu Ser Leu Thr Arg Asp Cys

100

105

110

ARG GCT GPA AGG ARG TIC ATA (ARG TTC CCA CIG AGC RAA

Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln TPhe Pro leu Ser Lys

115

120

125

GG TIC CCT AIT GCA TRC TCT ATG GIG AIT CAT GAG ARG

Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys

130

135

140

TIT GPA RGG CTA CIG CGA CGCT GIG TAT GCC CCT (ARG RRC

Phe Glu Arg leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn

150

135

612

660

708

756

804

852

900

[ T
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30

ATA TRC TGT GIC CAT GIG GART &&

la
ie

[ad]

ARG

Lys

Leu

Tyr Cys Val His Val Asp Glu Lys

160 165

GIC 22A GCA ATT RIT TCT TGC TIC
val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe

180

CIG GIT CGG GIG GIT TRT GCC TCC
Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser

195

BRAC TGC ATG GAA GAC TTG CIC CAG

Bsn Cys Met Glu Asp leu Leu Gln

RAAG TCC CCA GRA ACT TIC APA GRG

Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu

170

CCA ART GIC TIC ATA GCC AGT
Pro Bsn Val Phe Ile Ala Ser

185 190

TGG TCC AGG GIG CRA GCT GAC
Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp

200 205

AGC TCA GIG CCG TGG PAA TRC

Ser Ser Val Pro Trp Lys Tyr

210 215 220

CIG ART ACA TGT GGG ACG GRC TTIT
leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe

225 230

GIC CAG GCT CIC AAG ATG TIG RARAT
Val Gln Ala Ieu Lys Met Leu Asn

240 245

GIA CCT CCT RAG CAC ARA GRA NCC
Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr

260

CCT ATA PAG AGC ART CCA GG
Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu

235

GGG AGG RAAT AGC AIG GRG TCA
Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser

230

CCC TGG ARA TAT CAC TTIT GAG
Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu

265 270

948

996

1044

1092

1140

1188

1238
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25

30

GIR GIG RGA GRC ACA TTA CAC CTA ACC AAC BARG ARG ARG GAT CCT CCC
Val val Arg Asp Thr Leu His Ieu Thr Asn Lys Lys Lys Asp Pro Pro

275 280 285

CCT TAT AAT TTA ACT ATG TTT ACA GGG AAT GCG TAC AIT GIG &CT TCC
ro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser

290 295 300

CEAR &I TIC GIC RA (AT GIT TICG ARG ARC CCT ARA TCC CAA (RA CTIG
Arg Asp Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser Gln Gln leu

305 310 315

ATT GRA TGG GTA AAA GAC ACT TAT AGC CCA GAT GRA CAC CIC TGG &C

Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His Leu Trp Ala

320 325 330

RACC CIT CAG CGT GCA GGG TGG AIG CCT GE&C TCT GrT CCC RAAC CAC CCC

o)

Thr Leu Gin Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro Asn His Pro

335 340 345 350

ARG TRC GARC ATC TCA GAC ATG ACT TCT AIT GCC AGG CIG GIC ARG TGG
Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu Val Lys Trp

335 360 365

CAG GGT (AT GRG GEA &L ATC GAT ARG GGT GCT CCT TAT GCT CCC TGC
Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys

370 375 380

1284

1332

1428

1476

1524

1572
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20

25

30

TCT GE ATC CRC AG CGG T ATC TCC GIT TAT GGG GCT GGG GAC TIG
Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp leu

385 3%0 395
ART TGG ATG CIT CPA AAC (AT CAC CIG TTG GCC ARC ARG TIT GAC CCA

Dsn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro

400 403 410
PAG GTA GAT GAT PAT GCT CTT CAG TGC TTA GPA @A TAC CTA CGT TAT

Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr
415 420 425 430
ARG GCC ATC TAT GGG ACT GAA CIT TR GRCACACTAT GRGACGCGITG

Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu leu *

433

CTACCTGIGG GGCARGAGCA TGTACARACA TGCTCAGARC TTGCTGGGERC AGIGIGGEIG

GERERCCRGG CCTTTCGCART TCGIGCGCATC CTTTAGGATA AGAGGGCTGC TRITRAGERTTG

TGGGTARGTA. GATCTTTICC CTTGCRARATT GCTGCCTGRG TERATGCIGE TIGTTCTCCC

ACCCCTRACC CIAGIAGTTC CTCCRCTRAC TTICICACTA AGTGAGRRATG RGRACTGCIG

TCRIAGCEAG AGTGRAGGRG GGATATGIGG TAGAGCACTT GATTTCAGIT GARIGCCTGC

TGGIAGCTTT TCCRITCIGT GERAGCTCOCG TTCCTRARIAA TTCCAGGTIT GGIRCGCGIGG

1620

1668

1716

1763

1823

1883

1943

2003

2063

2123
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AGERGEAACTT TCATGERRAAG AGARCCTTCC CTTCTGIACT GTTAACTTAA ARATRARTRG

CICCTGRITC RARGTAAARA DARDARDARAR DDA

(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 2:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 439 aminodcidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i1) TIPO DE MOLECUIA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Met Val Gln Trp Lys Arg lLeu Cys Gln Ieu His Tyr Leu Trp Ala leu

1 5 10 15

Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser Phe Arg

20 25 30

Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly leu Glu Ser Arg Glu Ser Gln

35 40 45

Ser Gln Tyr Cys Arg Asn Ile Leu Tyr Asn Phe leu Lys Leu Pro Ala

50 35 60

Lys Arg Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp Gln Glu Ala

65 70 75 80

2183

2216

267



10

15

20

25

Val

Phe

val

Lys

Val

Ieu Gln Ala Ile Ieu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu

85 50 55

Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys Glu His

100 105 110

Lys Ala Glu Prg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys Glu Glu

115 120 125

Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys Ile Glu

130 135 140

Phe Glu Arg leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

150 155 160

Val His Val Asp Glu Lys Ser Pro Glu Thr Phe Lys Glu Ala Val

165 170 175

Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe Ile Ala Ser Lys Leu

180 185 150

Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val Gln Ala Asp Leu Asn

195 200 205




27/

Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro Trp Lys Tyr Phe leu

210 215 220

Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser Asn Ala Glu Met Val

5 225 230 235 240 5

Gln Ala ILeu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser Met Glu Ser Glu Val ]

245 250 255

10 Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr His Phe Glu Val Val

260 265 270

Arg Asp Thr Leu His ILeu Thr Asn Lys Lys Lys Asp Pro Pro Pro Tyr

275 280 285 ‘
15
Asn Ieu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile Val Ala Ser Arg Asp '
290 295 300
!
Phe Val GIn His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser Gin Gln Leu Ile Glu }
20 305 310 315 320
Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His leu Trp Ala Thr ILeu
325 330 335 ’

25 Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser val Pro Asn His Pro Lys Tyr

340 345 350




gt ookt e

el b o

10

15

20

25

Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg Leu Val Lys Trp Gln Gly

335 380

365

His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr Ala Pro Cys Ser Gly

370 375 380

Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala Gly Asp Leu Asn Tip

385 3%0 395

400

Met Ieu Gln Asn His His Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys Val

405 410

415

Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys Ala

420 425

Ile Tyr Gly Thr Glu Leu *

435

{2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 3:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:

() LCONGITUD: 2217 pares de bases

(BY TIPO: Nucledtido

(C) FORMA DE IA CADENA: cadena sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

{11) TIPO DE MOLECULA: ADNc a ARNm

(vi) PROCEDENCIA ORIGINAL:

430




(A) ORGANISMO: Hemo sapiens

(F) TIFO DE TEJIDO: carcincma de pulmdn

(ix) CARACTERISTICA:

Ul

(A) NOMBRE/CLAVE: 5'UIR

(B) POSICICN:1..425
(ix) CARACTERISTICA:
(B) NQVBRE/CLAVE: CDS

10 {B) POSICION:427..999

{ix) CARACTERISTICA:

{A) NOMBRE/CLAVE: 3'UTR

15

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: 5'UTR

1. POSICION:1..844 ;

20 (ix) CARRCTERISTICA:
(A) NOMBRE/CIAVE: CDS

1. POSICION:845..1744

{iX) CARACTERISTICA:
25 (A) NCMBRE/CLAVE: 3'UIR

1. POSICICON:1745..2217



10

15

20

25

30

(x1) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

GTCACGGEA CTGCCCTICC TACTTGTERC CTGCCCTTTA CTCAGCAGIT TTTGITCIGG

GAGCCCTGG GATTCTGCTIA ATACCIRTCA CTGIAGGTCC TGRAGGEARA CAGATGRAGR

ACATGACCTC RAAGCGRAGCTTC CTGICAATCGA GRAGACCRAG CTGRCGCCIG GCARAGRTAT

TARAGRGERG CCTEARCTG TTCCTTGEC RICTTATGRA TGTCRAEAARPA TACCTITIGG

AGGGTTAGAA GATCAGGGEA CATGGTTGIT CACATTTGCT GCCACGGRAC ACCGCCRAGIC

CTRPARGGATT GIGIACTCCT CCRACCTTCCC TGIGCTCGGT CTCCRACCTGT CTCCCAITCT

GIGRCG RIG GIT CRA TGG ARG AGA CIC TC CAG CIG CAT TRC TTG TGG
Met Val Gln Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr lLeu Trp

1 5 10

GCT CIG GGC TGC TAT RAIG CTG CTG GCC ACT GIG T CTG RRA CIT TICT
Ala Ieu Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser

15 20 25 30

TTIC RGG TTG ARG TGT GAC TCT &C CAC TIG GGT CIG GAG TCC AGG GAA
Phe Arg Leu Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly leu Glu Ser Arg Glu

35 40 45

60

120

180

240

300

360

420

468

316

w
N
B
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20

25

30
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TCT CRA ACC G TAC TGT AGG ART AIC TIG TRT ART TIC CIG PAA CIT
Ser Gln Ser Gln Tyr Cys Arg Rsn Ile Leu Tyr Asn Phe Leu Lys leu

50 55 60

CCA GCA RAG TGG TCT ARIC ARC TGT TCA GGG GIC ACC CEA GGG GRC CAA

Pro Ala Lys Trp Ser Ile Asn Cys Ser Gly Val Thr Arg Gly Asp GIn

©5 70 75

GG CA GIG CTT CAG GCT ATT CIG AAT ARC CTG GAG GIC RRG PRAG DAG
Glu Ala Val Leu Gln Ala Ile Leu Asn Asn leu Glu Val Lys Lys Lys

80 85 90

CGE GG CCT TIC ACA GAC ACC CAC TAC CTC TCC CTC ACC ARGA GRC TGT
Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tvr Leu Ser Leu Thr Arg Asp Cys

85 100 105 110

GG AC TTC AAG GCT GRA AGG ARG TTC ATA (AG TTC CCA CIG AGC IARA
Glu His Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro leu Ser Lys

115 120 125

GAA GRG GIG GAG TIC CCT AIT GCA TAC TCT ATG GIG RIT CAT RG DAG
Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met Val Ile His Glu Lys

130 135 140

AIT GRA ARAC TTT GRA AGG CTA CIG CEA GCT GIG TAT GCC CCT CAG AARC
Ile Glu Asn Phe Glu Arg Leu leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn

145 150 155

612

660

708

756

804

852

300

[P ————————
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ATA TAC TGT GIC (AT GITG (AT GPA (PA GIC CCC AGA ARC TTT CRA AR
Ile Tyr Cys Val His val Rsp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe Gln Arg

160 165 170

GGC GGT CAA ACC AAT TAT TIC TIG CIT CCC ARA TGT CIT CAT ACC CAG

Gly Gly Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln

175 180 185 190

TAA GCTGGITCGG GIGGITIATG CCTCCTGGIC CAGGGTGCAR GCTGACCTCA

PCTCCATGEA AGRCTTGCTC CRAGRGCTCRAG TGCCGIGERA ATACTICCIG AATACRAIGIG

GECGERCTT TCCTATRARG AGCRATGCAG AGRTGGTCTA CGGCICTCAAG ATGTTGRATG

GGRAGGRATAG (CATGGERGTCA GRGGTACCTC CTRAAGCRACAN AEARACCCGC TGGRARTATC

ACTTTERGGT AGTGRAGRGRC RACATTACRCC TAACCRAACRAA GRAGPRRAGGEAT CCTCCCCCIT

ATARITTAAC TRAIGITTACA GGEPATGCGT ACATTGIGEC TTCCCERGEAT TTCGICCRAC

ATGITTTGRA GRACCCTARA TCCCAACRAC TGRITGARIG CGTARPAGRAC ACTTRATAGCC

CAGATGEARCA CCTCTGEECC ACCCTTCRAEC GTGCRLGETG GAIGCCTGEEC TCTGITCCCA

RCCACCCCRA. GTRACGRCRIC TCAGRCATCA CTTCTATTGC (AGGCTGGIC ARGTGGCAGGE

GICRTEAGEG AGRCATCEAT ARAGGGTGCTIC CITRTGCTCC CTGCTCTGEA ATCCRACCRGEC

GGGCTAICTIG CGTTTRIGGG GCTGGGGACT TGRATTGEAT GCTTCARARC (ATCACCIGT

948

996

1049

1108

1229

1289

1409

1468

1523

1589

1649

276
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TGGCCAACRA GITTGRACCCA RACGTAGRTG ATRATCCICT TCAGTGCITA GRAGRRTALC 1709

TRCGTTATRA CGCCATCIRAT CCERCTERC TTICAGRIAC ACTATIGAGAG CCGTTGCIACC 1769

TGTGGCCCRAA GRGCATGTAC RAARCATGCTC ACARCTTGCT GGERCAGIGT GGCTGEEFRA 1829

CCRAGGGCTTT GCARTTCGTG GCATCCTTTA GGRTRAGAGG GCTGCIATTA GRTTGTGEGT 1889

10 ARGTRGATCT TTTCCCTTGC ARATTGCTGC CTGGGTGAAT GCTGCTTGIT CICTCACOCC 1343

TRACCCTRAGT AGTTCCTCCA CIARCTTICT CACTARGTGA GARTGRGRAC TGCTGIGAIA 2008

GGGAGAGTCA ACGRAGGEATA TCTGGTAGRG CACTTGRITT CAGITGRATG CCTCCIGGIA 2068

15
GCTTTTCCAT TCTGTGGAGC TGCCGTTCCT AATAATTCCA GGTTIGGTAG CGTGERGGRG 2129 f
ARCTTTGRIG GARAGAGPAC CTTCCCTTCT GTACTGITRA CTTAAARATA ARTAGCTCCT 2189 ;
20  GATTCRPAGT PRRRRPARPR RARRPRRA 2217 l_
i
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 4:
|
j (i) CARRCTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
25 (A) LONGITUD: 191 aminoicidos
{B) TIPO: aminocacido
(D) TOPOLOGTA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina



10

15

20

25

{xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Met Val GIn Trp Lys Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr leu Trp Ala Leu

1 5 10 15

Gly Cys Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu Ser Phe Arg

20 25 30

Leu Lys Cys Asp Ser RAsp His Leu Gly Leu Glu Ser Arg Glu Ser Gln

35 40 45

Ser GIn Tyr Cys Arg Asn Ile leu Tyr Asn Phe Ieu Lys Leu Pro Ala

30 55 60

Lys Trp Ser Ile Asn Cys Ser Gly vVal Thr Arg Gly Asp Gln Glu Ala

65 70 75 80

Val Ieu GIn Ala Ile lLeu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu

85 S0 85

Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr lLeu Ser leu Thr Arg Asp Cys Glu His

100 105 . 110

Phe Lys Ala Glu Arg Lys Phe Ile Gln Phe Pro Leu Ser Lys Glu Glu

115 120 125

Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr Ser Met val Ile His Glu Lys Ile Glu

130 135 140

\ 277
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15

20

25

Bsn Phe Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

145 150 155 160

Cys Val His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe Gln Arg Gly Gly

165 170 175

Gln Ser Asn Tyr Phe Leu lLeu Pro Lys Cys leu His Ser Gln *

180 185 190

(2) DRTOS DE LA SEQ ID NO: S:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) IONGITUD: 2217 pares de bases
(B) TIPO: Nucleé¢tido
(C) FORMA DE IA CADENA: cadena sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(11) TIFO DE MOLECULA: ADNC a ARNm

(vi) PROCEDENCIA CRIGDNAL:
(A) ORGANISMD: Homo sapiens

(F} TIPO DE TEJIDO: carcincma de pulmdn

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: 5'UIR

(B) POSICICN:1..844

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NCMBRE/CIAVE: COS

[ P S
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GRGGCRAGTGC TTCRGGCIAT TCTCAATAAC CTGCAGGTCA RGRAGRAGCG AGRGCCTTIC

ACAGRACACCC RCTACCTCTC CCTCRACCRGA GRCTGTGRAGC ACTTCRAGCC TGRARGERRAG

TTCAIACACT TCCACTGAG CRARGRAGAG GTGGRGTTCC CTATTIGCATA CTCIAICGTG

ATTC RTG AGA PGA TTG RRA ACT TTG AAA GGC TAC TGC GRAG CIG TGT RIG

Met Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu leu Cys Met

1 5 10 15

CCC CIC ACGA ACA TAT ACT GIG TCC ATG TGG ATG RAG RAG TCC CCA GRA
Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met Trp Met Lys Lys Ser Pro Glu

20 25 30

ACT TTC RRA GAG GCG GTC APA GCA AIT AIT TCT TGC TIC CCA RAT GIC
Thr Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val

35 40 45

TIC AIR GCC AGT ARG CIG GIT CCG GIG GIT TAT GCC TCC TGG TCC AGG
Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg

50 55 60

GIG (RA GCT GAC CTC ARC TGC ATG GAA GRC TIG CIC CAG AGC TCA GIG

Val Gln Ala Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp leu leu Gln Ser Ser Val

—

65 70 75
CCG TGG AAA TAC TTIC CIG AAT ACA TGT GGG ACG GRC TTIT CCT ATA DG

Pro Trp Lys Tyr Phe Leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys

80 85 90 ' 95

720

780

840

889

937

985

1033 ;

1081

1128
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3
:

AGC ART GCA GAG ATG GIC CAG CGCT CIC ARG ATG TIG AAT GGG AGG ART
Ser Asn Ala Glu Met val Gln Rla Leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn

100 105 110

ACC ATG GAG TCA GAG GIA CCT CCT RAG CAC ARA GRA ACC CGC TGG ARA
Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys

115 120 125

TAT CAC TIT GAG GTA GIG AGA GRC ACA TTA CAC CTA ACC ARC ARG ARG
Tyr His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr leu His leu Thr Asn Lys Lys

130 135 140

ARG GAT CCT CCC CCT TAT AAT TTA ACT AIG TTT ACA GGG AAT GCG TRC
Lys Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr

145 150 155

ATT GIG GCT TCC CCGA GAT TIC GIC CRPA CAT GIT TIG RAG ARC CCT APA
Ile Val Ala Ser Arg Asp Phe Val Gln His Val leu Lys Asn Pro Lys

160 165 170 | 175
TCC CAA (AA CIG ATT GRA TGG GIA PRA GAC ACT TAT AGC CCA GAT GPA

Ser Gln Gln Ieu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu

180 185 190

CaC CIC TGG GCC ARCC CIT CAG CGT GCA CGG TGG ATG CCT GG TCT GIT

1177

1225

1273

1321

1369

1417

1465
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His Leu Trp Ala Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val

195 200 205

CCC AAC CAC CCC ARG TRC GAC ATC TCA GRC AIG ACT TCT AIT GCC AGG

Pro Asn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg

210 215 220

CIG GIC ARG TGG CAG GGT CAT GAG GERA GRC ATC GAT AAG GGT &T CCT
Leu Val Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro

225 230 235

TAT GCT CCC TGC TCT GEA ATC CAC CAG CGG GCT ATC TGC GIT TAT GGG
Tyr Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly

240 245 250 255

CCT GGG GAC TTG AAT TGG AIG CTT (RA AAC (AT CAC CTG TIG GCC ARC
Ala Gly Bsp Leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu leu Rla Asn

260 265 270

PAG TTT GAC CCA ARG GIA GAT GAT ART GCT CIT CAG TGC TTA GRA GRA
Lys Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys leu Glu Glu

275 280 285
TRAC CIA CGT TAT ARG GCC ATC TAT GGG BCT GRA CIT TGA GRCACACTAT
Tyr Leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu Ieu *

290 295 300

GAGRGCGTTG CTACCTGIGG GGCARGAGCA TGTACRARCA TGCTCRGAAC TTGCIGGERC

1513

1561

1609

1657

1705

1754

1814



284

DGTGIGEGIG GARGRCCAGG GCTTTGCART TCGIGEATC CTTIAGGRTA AGRGGGECTGC 1874
TATTAGRTTG TGGGIPAGTA GATCITTIGC CITGCRARIT GCTGCCICGEG TGRATGCTGC 1834
TTGITCICTC ACCCCTRAACC CTAGTAGITC CTCCACTAAC TTTCTCACTA AGTGAGRATG 1984
PGARCTGCTG TCEATRGGEAG AGTGAAGGEAG CGRIRTGIGG TAGAGCACTT GRITICRAGIT 2054
10 GARTGCCTGC TGGIRAGCTTT TCCATTCTGT GGAGCTGCCG TTCCTAATRA TTCCAGGTITT 2114

GGIAGCGTGG AGGRAGPACTT TGATGERRAG RGRACCTTCC CITCTGIACT GITARRCTTRA 2174

ADATARATAG CTCCTGATTC RARGTARAAR DARAADDDADNDA DD 2217
15
(2) DATCS DE LA SEQ ID NO: 6:
(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
20 (A) IONGITUD: 300 amincacicos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i1) TIPC DE MOLECULA: proteina

25 (x1) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Met Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro

1 5 10 15 ‘
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Ieu Arg Thr Tyr Thr val Ser Met Trp Met Lys Lys Ser Pro Glu Thr

20 25 30

Phe Lys Glu Ala Val Lys Ala Ile Ile Ser Cys Phe Pro Asn Val Phe

35 40 45

Ile Ala Ser Lys leu Val Arg Val Val Tyr Ala Ser Trp Ser Arg Val

50 55 €0

Gln Ala Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val Pro

65 70 75 80

Trp Lys Tyr Phe leu Asn Thr Cys Gly Thr Asp Phe Pro Ile Lys Ser

85 90 : 95

Asn Ala Glu Met Val Gln Ala leu Lys Met Leu Asn Gly Arg Asn Ser

100 105 110

Met Glu Ser Glu Val Prc Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Tyr

115 120 125

His Phe Glu Val Val Arg Asp Thr leu His Leu Thr Asn Lys lys Lys

130 135 140

Asp Pro Pro Pro Tyr Asn Leu Thr Met Phe Thr Gly Asn Ala Tyr Ile

145 150 155 160

AN
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Val Ala Ser Arg Asp Phe Val GIn His Val Leu Lys Asn Pro Lys Ser

165 170 175

Gln Gin ILeu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr Ser Pro Asp Glu His

180 185 190

Ieu Trp Ala Thr Leu Gln Arg Ala Arg Trp Met Pro Gly Ser Val Pro

195 200 205

Asn His Pro Lys Tyr Asp Ile Ser Asp Met Thr Ser Ile Ala Arg leu

210 215 220

Val Lys Trp Gln Gly His Glu Gly Asp Ile Asp Lys Gly Ala Pro Tyr

225 230 235 240

Ala Pro Cys Ser Gly Ile His Gln Arg Ala Ile Cys Val Tyr Gly Ala

245 250 255

Gly Asp leu Asn Trp Met Leu Gln Asn His His Leu leu Ala Asn Lys

260 265 270

Phe Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu Gln Cys Leu Glu Glu Tyr

275 280 285

leu Arg Tyr Lys Ala Ile Tyr Gly Thr Glu leu *

290 295 300

(2) DRTCS DE LA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA: :
(A) LONGITUD: 25 pb

R
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(B) TIPO: &cido nucleico

(D} TOPQOLOGIA: lineal

{ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucleétido sintético
(x1) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7: '

TCAATGAGAA GACCAAGCTG ACGCC 23

10

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pb
i5 (B) TIPO: acido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético

20 (xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

GGGAGACAGG TGGAGACCGA GC

23

(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 9:
25
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::
(A} LONGITUD: 26 pb
(B) TIPO: &cldo nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal
30

(ii1) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledétido sintético

RBT

(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:

| 35 TCACGGGAAC TGCCCTTGCT ACTTGT 23

T TR

(2) DATCS DE LA SEQ ID NO: 10:
40

(1) CARRCTERISTICAS DE IA SECUENCIA::
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(A} LONGITUD: 27 pb
(B} TIPO: acido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxlrribonucledtido sintético

(x1) DESCRIPCICN DE LA SECUENCIA: SEQ ID MO: 10:

GCTCCTTGAG GTCATGTTCT TCATCTG 27
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 11:

(1) CARRCTERISTICAS DE LA SECUENCIA::

(A) LONGITUD: 21 pb
(B) TIPO: &4cido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucleétido sintético

(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11:

GGAGACCGAG CACAGGGARG G 21

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 12:

(1) CPRACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::

(A) LONGITUD: 21 pb
(B) TIPO: aAcido nucleico

{D) TOPOLOGIA: lineal

{ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético

{xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 12:

CCTTCCCTGT GCTCGGTCTC C 21

(2) DRTCS DE IA SEQ ID NO: 13:
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(1} CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::
(A) LONGITUD: 20 pb
(B) TIPO: &cido nucleico
(D) TOPOLOGIA: lineal

5
(1i) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético :
(x1) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 13:
10 TCGAGTCGAC TATATGTACC 20
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 14:
15 (1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::
(A) LONGITUD: 22 pb
(B) TIPO: &cido nucleico
: (D) TOPOLOGIA: lineal
20 (11y TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
(x1i) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14:
DAGGTGRAAGG TCGGAGTCRA CG 22
25
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 15:
(1) CARACTERISTICAS DE A SECUENCIA::
30 (M) LONGITUD: 24 pb _
{(B) TIPO: acido nucleico ‘
(D) TOPOLOGIA: lineal '
(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
35
(x1) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 15:
GGCAGAGATG ATGACCCTTT TGGC 24
40

(2) DATCS DE LA SEQ ID NO: 16:

e - —) -+ v —
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(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::

(A) LONGITUD: 27 pb ;
(B) TIPO: &cido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal

5
(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
(x1) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 16:
10 GACCAGGAGG CATARAACCAC CCGAACC 27
(2) DATOS DE 1A SEQ ID NO: 17:
15
(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA::
S (A) LONGITUD: 28 pb
(B) TIPO: &cido nucleico
(D) TOPOLOGIA: lineal 1
20
(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 17:
25 TTCCATCAAA GTTCTCCTCC ACGCTACC ’ 28
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 18:
(1) CRARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::
30 (A) LONGITUD: 28 pb
‘ (B) TIPO: acido nucleico
(D) TOPOLOGIA: lineal
{11) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético

35

(xi) DESCRIPCICON DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 18:

CATCCAATTC AAGTCCCCAG CCCCATAA 28

40

e e ————
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(2) DAICS DE IA SEQ ID NO: 19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA::
{A) LONGITUD: 43 pb
(B) TIPO: &cido nucleico
(D} TOPOLOGIA: lineal

(1i) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético

(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 19:
TGTAGCGTGA AGACGACAGA AAGGGCGTGG TACCGAGCTC GAG 43

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 20:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:: :
(A) LONGITUD: 22 pb '
(B) TIPO: acido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal
{ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
(xi) DESCRIPCICN DE 1A SECUENCIA: SEQ ID NO: 20:

AGGGCGTGGT ACCGAGCTCG AG 22

(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 21:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA::
(A) LONGITUD: 11 pb
(B} TIPO: &cido nucleico

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: Desoxirribonucledtido sintético
(1) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 21:

GGCTCGAGCT C 11



{(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 22:

5
(x1)
10 Lys
1
(2)

15

20
(x1
5 Tyr
25 1
(2

30

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
{ii) TIFO DE MOLECULA: péptico
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 22:

Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu
5 9

DATOS DE LA SEQ ID NO: 23:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B} TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO QE MOLECULA: péptido

) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:

Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met
5 9

DATOS DE 1A SEQ ID NO: 24:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:

() LONGITUD: 9 amincacidos

23:

2L



(B) TIPO: aminocdcido
(D) TOPOLCGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECUIA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 24:

5
Ile Leu Asn Asn Leu Glu Val Lys Lys
1 5 9
(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 25:
10
(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) ILONGITUD: 9 aminodcidos
(B} TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: lineal
15 (ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 25:
Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu Pro Phe
1 5 9
20
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 26:
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 amincacidos
25 (B) TIPO: aminoadcido

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i1) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xa) DESCRIPCION DE 1A SECUENCIA: SEQ ID NO: 26:

30 Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr

s
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15

20
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(2) DRTCS DE LA SEQ ID NO: 27:

(1) CARRCTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: S aminoacicos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLCGIA: lineal
(1i) TIPO DE MOLECUIA: péptido
{xl) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID No: 27:

Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr Leu
1 5 )

(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 28:

(i) CPRACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOFOLOGIA: lineal
(1) TIFO DE MDLECUTIA: péptico
(x1) DESCRIPCION DE 1A SECUENCIA: SEQ ID NO: 28:

Pro Leu Ser Lys Glu Glu Val Glu Phe

(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 29:

i
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{1} CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 amincécidos
(B) TIEO: aminoadcico
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECUIA: péptido
(¥i) DESCRIPCICN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 28:

Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr
1 5 S

(2) DRTOS DE IA SEQ ID NO: 30:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) ILONGITUD: 9 aminodcidos
(B) TIPO: aminoadcido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIFO TE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE 1A SECUENCIA: SEQ ID NO: 30:

Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala

i ’ 5 9

(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 31:

(1) CRRACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
() ILONGITIUD: 9 aminoacicos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TORPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(x1) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 31:

Phe Ile Ala Ser Lys Leu Val Arg Val

(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 32:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(R) ILONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIRO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(x1) DESCRIPCICN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 32:

Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu

fod
w
[Xe]

{2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 33:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(AY LONGITUD: 9 amincacidos
(B) TIPO: aminocacido
(D) TOROLOGIA: lineal

(ii) TIFO DE MOLECUIA: péptico

(x1) CESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 33:

Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys

A
(o4
(Xl

- 29b
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(2) CRTOS DE IA SEQ ID NO: 34:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: lineal
{ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 34:

Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys

(2) DATCS DE LA SEQ ID NO: 35:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 10 aminoacidos
(B) TIRO: aminocacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIFO DE MOLECULA: péptido
(x1) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 35:

Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys

1 5 10

(2) DRTOS DE IA SEQ ID NO: 36:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

() IONGITUD: 9 amincéacidos

S ——
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(B) TIPO: aminocacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO CE MOIECUTA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 36:

Leu Ile Glu Trp Val Lys Asp Thr Tyr
1 5 9

(2) DRICS DE IA SEQ ID NO: 37:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A} TONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 37:

Tro Met Leu Gln Asn His His Leu Leu

1 5 9

(2) DRTOS DE IA SEQ ID NO: 38:

(1) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 amincacidos
(B) TIPO: aminocacido
(D} TOPCLOGIA: lineal
(11) TIFO DE MOILECULA: péptido
{xi) DESCRIPCICN DE IA SECIENCIA: SEQ ID NO: 38:

Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Lys

1 5 9



(2) CATOS DE LA SEQ ID NO: 39:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 9 amincacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIFO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 39:

10
Asp Pro Lys Val Asp Asp Asn Ala Leu
1 5 9
15
(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 40:
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) ICNGITUD: 9 aminoécidos
20 (B) TIPO: aminoadcido

(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIFO DE MDLECULA: péptico
(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 40:

25 Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr
1 5 S

(2) CATCS DE IA SEQ ID NO: 41:

30

(1) CARPCTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
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(A} LONGITUD: 9 aminocacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D} TOPOLCGIA: lineal
(ii) TIFO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEC ID NO: 41:

Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys
1 S S

(2) DATCS DE IA SEQ ID NO: 42:

(1) CARACTERTSTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) IONGITUD: 9 aminodcidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TORPOLOGIA: lineal
(1ii) TIRO DE MOLECULA: péptido
(ki) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 42:

Ala Vval Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr

=
w
(o]

(2) DATCS DE 1A SEQ ID NO: 42:

(1) CARARCTERISTICAS DE 1A SECUENCIA:
(A) IONGITUD: 9 amincdcidos
(B) TIPO: aminocdcido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIFO CE MOLECULA: péptico

(xi) DESCRIPCICN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 43:

20¢



Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr Cys Val

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 4d:
!
(1) CARRCTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminodcidos
10 (B) TIRO: aminoacido ‘
(D) TOPOILCGIA: lineal :
‘ (ii) TIPO DE MOLECULA: péptico
o (xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 44: ‘
15 Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val
1 5 9
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 45:
20 |
(i) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA: :
‘ (n) LONGITUD: 9 amincécidos ‘
(B) TIFO: aminodcido ',
. g (D) TOPOLOGIA: lineal :
e i
1 25 (ii) TIPO DE MOLECUIA: péptico i

(x1) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 45:

His Vval Asp Glu Glu Vval Pro Arg Asn

4
1

30

(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 46:




(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) ILCNGITUD: 9 amincacidos
(BY TIPO: amincacido
5 (D) TOPOLCGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 46:

Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe
10 1 5 9

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 47:

15 (1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A} LCNGITUD: 9 aminodcidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPCLCGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
20 (xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 47:

Phe Gln Arg Gly Glv Gln Ser Asn Tyr

1 5 S

25

4
i
1



(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 48:
‘: |
i J
!
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: j
’ (A) LONGITUD: 9 aminoédcidos '
4
! |
. 5 (B) TIPO: aminoacido |
|
(D) TOPOLOGIA: lineal !
i
(i1) TIEO DE MOLECULA: péptido 1
i
{
(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 48: ,{
10
Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys
1 5 9
i
- l
| 15 (2) DRATOS DE LA SEQ ID NO: 49: !
|
. |
(1) CARRCTERISTICAS DE IA SECUENCIA: a
(A) LONGITUD: 9 aminocdcidos
5 )
; (B) TIFO: amino&cido |
H 1
: {
5’ 20 (D) TOPOLOGIA: lineal !
: (1i) TIFO DE MOLECUIA: péptido
i
: (xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCTA: SEQ ID NO: 49:
; Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln
: 25 1 5 9
|
i
|
!
|
o (2) DCATOS DE IA SEQ ID NO: 50:
' 1
30 (1) CARRCTERISTICAS LCE LA SECUENCIA: ,‘
! i
(A) LONGITUD: 9 aminocacidos
i ‘
; (B) TIPO: aminoédcido }
[
!
: %
|
" !
! |
| |
| 1
| i
|
! ‘
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(D) TOPOLCOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECUIA: péptico
(x1) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 50:

5 Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr
1 3

w

(2) DATOS DE LA SEQ ID NO: 51: ’

10 (i) CARACTERISTICAS DE IA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidoes
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLCGIA: lineal

(1i) TIPO DE MOLECUIA: péptido
15 (xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 51: ,

[ Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu
1 5 38

(D) TOROLCGIA: lineal

20 {

|

{

(2) DRTOS DE LA SEQ ID NO: 52: |

|

1 (1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: :
i |
1 (A) LONGITUD: 9 aminoécidos ',
; |
25 (B) TIPO: amincacido 1
i

!

i

(ii) TIFO DE MDLECUIA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: S52:

30 Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg T
L S S

&
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(2) DATCS DE LA SEQ ID NO: 53:

(1) CARACTERISTICAS CE IA SECUENCIA:
(A} LONGITUD: ¢ aminoacidos
5 (B} TIFO: amincécido
(D) TOBOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 53:

10 Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr
1 5 9

(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 54:

15 (1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
() LONGITUD: 9 amincacidos
(B) TIFPO: aminoacido
(D) TOPOLCGIA: lineal
(ii) TIFO DE MOLECULA: péptido
20 (¢1) DESCRIPCICN DE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 54:

Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val

1 5 S
\
' 25
(2) DATOS DE IA SEQ ID NO: 55:
(1) CARACTERISTICAS [DE LA SECUENCIA:
(A) ICNGITUD: 9 aminoacicos
30 (B) TIPO: aminodcido

(D) TOPOLCGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

|
1
i

208



(x1) DESCRIPCION LCE IA SECUENCIA: SEQ ID NO: 55:

Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val Ser Met
1 , 5 S

i
[
{
|
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REIVINDICACIONES

1.- Antigeno asociado a tumores con la denominacidn de
B99, seleccionado entre el grupo de polipépti@os que
presentan la secuencia de aminodcidos que se indica en SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:6. |

2.- Fragmento de proteina o péptido inmundgeno,
caracterizado porque se deriva de un antigeno asociado con
tumores, definido en la reivindicacidn 1. :

3.- (Poli)péptido inmundgeno segin la reivindicacién
1 6 2, gue provoca una respuesta inmunitaria humoral .

4.- (Poli)péptido inmundgeno segin la reivindicacién
1 & 2, cuyo o cuyos producto(s) de degradacidn eé (son)
presentados por moléculas del MHC y provocan una regpuesta
inmunitaria celular. 1

5.- Péptido inmundgeno segin la reivindicacién 4,
seleccionado entre el grupo de péptidos segin SEQ Iﬁ NO:22
hasta 55. *

6.- (Poli)péptido inmundégeno seglin una de las reivin-
dicaciones 1 a 5 para la inmunoterapia de enfermedades de
cédncer in vivo o ex vivo, induciendo el (poli)pépt%do una
respuesta inmunitaria contra células de tumores del Qacien—
te, que expresan B99.

7.- Composicidn farmacéutica para la adminisQracién
por via parenteral, tépica, oral o local, caract%rizada
porgue como componente activo contiene uno o varios (po-
li)péptidos inmundgenos segin una de las reivindicacﬂones 1
as. i

8.- Composicidn farmacéutica segin la reivindﬁcacién
7, caracterizada porque contiene diferentes péptidos
inmundgenos derivados de B99. ‘

9.- Composicidn farmacéutica segin la reivindicacién
8, caracterizada porgue contiene uno o varios pébtidos
derivados de B99 en mezcla con péptidos derivados de' otros
antigenos asociados con tumores. i

10.- Composicidn farmacéutica segln la reivindicacidn

b
|
1
)
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8 & 9, caracterizada porque los péptidos se fijan a‘por o
menos dos diferentes tipos de HLA.

11.- Molécula de ADN aislada, que codifﬂca una
proteina con las propiedades inmundgenas de un ahtigeno
asociado con tumores, definido en la reivindicacién 1, o
fragmentos de éste. :

12.- Molécula de ADN segin la reivindicacidén 12, que
codifica un polipéptido inmundgeno con la denominacidén de B99
gue tiene la secuencia de aminodcidos representada en SEQ ID
NO:2, 4 6 6 o fragmentos de proteinas o péptidos derivados
de éste. !

13.- Molécula de ADN sgegin la reivindicacidén 12,
caracterizada porque es un polinucledtido con la seguencia
representada en SEQ ID NO:1, 3 &6 5 o se hibrida en condicio-
nes rigurosas con un polinucledtido de la secuencia represern-
tada en SEQ ID NO:1, 3 & 5.

14.- Molécula de ADN recombinante, que contiéne una
molécula de ADN segin una de las reivindicaciones 11, a 13.

15.- Molécula de ADN segin una de las reivindicéciones
11 a 14, para la inmunoterapia de enfermedades de céancer,
induciendo el (poli)péptido de B99 expresado por la mdlécula
de ADN una respuesta inmunitaria contra células de tumores
del paciente, que expresan el B99.

16.- Composicién farmacéutica, que contiené como
constituyente activo una o varias de las moléculas de ADN
definidas en una de las reivindicaciones 11 a 15. ‘

17.- Utilizacién de células que expresan el antigeno
asociado con tumores definido en la reivindicacién 1, para
la preparacidén de una vacuna contra el cancer. |

18.- Anticuerpo contra un (poli)péptido definido en
una de las reivindicaciones 1 a S.

19.- Anticuerpo segln la reivindicacién 18, caracteri-
zado porgue es moncclonal. ‘

20.- Anticuerpo segin la reivindicacién 18 & 19 para
la terapia y el diagnéstico de enfermedades de cancer gue

estan asociadas con la expresidn de B99.
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RESUMEN

Antigeno asociado con tumores, péptidos inmundgenos
derivados de éste y moléculas de ADN que lo codific¢an asi

como su utilizacidén en la inmunoterapia de enfermedades de
cancer.
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