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Die Erfindung bezieht sich auf die Immuntherapie von

Tumorerkrankungen.

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismus vor
einer Vielzahl verschiedener Mikroorganismen zu
schiltzen bzw. diese aktiv zu bekdmpfen. Die Bedeutung
eines intakten Immunsystems zeigt sich vor allem bei
vererbten oder erworbeneﬁ Immundefizienzen. Der Einsatz
von prophylaktischen Vakzinprogrammen erwies sich in
vielen Fdllen als duBerst zielflihrende und erfolgreiche
immunologische Intervention im Kampf gegen virale oder
bakterielle Infektionserkrankungen. Weiters hat sich
gezeigt,.daﬁ das Immunsystem auch an der Eliminierung
von Tumorzellen maBgeblich beteiligt ist. Dabei spielt
die Erkennung der tumorassoziierten Antigene (TAAs)
durch Komponenten des Immunsystems eine wesentliche
Rolle. Im weitesten Sinn kann jede (peptidische oder
nicht peptidische) Komponente einer Tumorzelle, die von
einem Element des Immunsystems erkannt und zur
Stimulation einer immunologischen Antwort fihrt, als
immunogenes Tumorantigen fungieren. Besondere Bedeutung
kommt dabei jenen Tumorantigenen zu, die nicht nur eine
immunclogische Reaktion hervorrufen, sondern auch eine
AbstoBung des Tumors bewirken. Die Identifizierung
definierter Antigene, die solch eine immunologische
Reaktion bewirken kdnnen, stellt einen wichtigen
Schritt fir die Entwicklung einer molekular definierten
Tumorvakzine dar. Obwohl noch nicht ganz gekldrt ist,’

welche Elemente des Immunsystems fiir eine AbstoBung des
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Tumors verantwortlich sind, besteht doch ein Konsens
dartiber, daB dabei CD8-exprimierende zytotoxische
T-Lymphozyten (CTLs) eine Hauptrolle spielen (Coulie,
1997). Besonders bei jenen Tumorarten (z.B. Melanom und
Nierenkarzinom), die eine relativ hohe
Spontanremissionsrate aufweisen, konnte eine
Korrelation zwischen klinischem Verlauf und dem
vermehrten Auftreten von CD8%- und CD4*-T-Zellen
festgestellt 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
Falo, 1998). Dabei wurden spezifische CTL-Klone
entweder aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)
oder peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) nach
Kokultivierung mit meist autologen Tumorzellen und
Zytokinstimulierung in vitro erhalten. Sowochl in
Tiermodellen als auch in in vitro kultivierten humanen
Zellkultursystemen konnte die T-Zell-Antwort gegen
Tumorzellen durch Transfektion der Tumorzellen mit
Zytockinen verstdrkt 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
tumorassoziierter Antigene (TAA), die durch
CD8-positive CTLs erkannt werden, ein erklartes
Hauptziel auf dem Weg zur Entwicklung einer
Tumorvakzine (Pardoll, 1998; Robbins und Kawakami,
1996) . 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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(Marchand 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; wvan den Eynde und van der Bruggen, 19897).

T-Zellen erkennen Antigene als Peptidfragmente, die an
Zelloberfldchen von MHC-Molekiilen {,major .
histocompatibility complex”, im Menschen ,HLA” = ,human
leukocyte antigen”) prdsentiert werden. Es gibt zwei
Klassen von MHC-Molekiilen: MHC-I Molekiile kommen auf
den meisten Zellen mit Kern vor und prédsentieren
Peptide (iiblicherweise 8-10-mere), die durch
proteolytischen Abbau endogener Proteine entstehen
{sog. Antigen-Verarbeitung, ,antigen processing”).
Peptid:MHC-I Komplexe werden von CD8-positiven CTLs
erkannt. MHC-II Molekiile kommen nur auf sog.
”professionellen antigen-prdsentierenden 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-Zellrezeptor und Peptid:MHC Komplex k&nnen
verschiedene Effektormechanismen ausgelést werden, die
im Fall von CTLs zur Apoptose der Zielzelle filhren. Das
geschieht, wenn entweder der MHC (z.B. im Fall der
TransplantatabstoBung), oder das Peptid (z.B. im Fall
intrazelluldrer Pathogene) als fremd erkannt wird.
Allerdings erftillen nicht alle présentierten Peptide
die strukturellen und funktionellen Anforderungen fiir
eine effektive Interaktion mit T-Zellen (wie von

Rammensee et al., 1995 und weiter unten beschrieben).

|A



10

15

20

25

30

Fir den Einsatz von TAAs in einer Tumorvakzine sind
grundsdtzlich mehrere Applikationsformen mdglich: Das
Antigen kann entweder als rekombinantes Protein mit
geeigneten Adjuvantien bzw. Trédgersystemen, oder als
fiir das Antigen kodierende cDNA in Plasmid- (DNA-
Vakzine; Tighe et al., 1998), bzw. viralen Vektoren
(Restifo, 1997) appliziert werden. Eine weitere
Méglichkeit besteht im Einéatz von rekombinanten
Bakterien (z.B. Listeria, Salmonella), die das humane
BAntigen rekombinant exprimieren und durch ihre .
zusitzlichen Komponenten eine adjuvative Wirkung haben
(Paterson, 1996; Pardoll, 1998). In allen diesen Fidllen
ist eine Verarbeitung und Pradsentation des Antigens
durch sog. ,professionelle antigen-prdsentierende
Zellen” (APC) notwendig. Eine weitere Méglichkeit ist
der Einsatz synthetischer Peptide (Melief et al.,
1996), die den korrespondierenden T-Zell-Epitopen des
Antigens entsprechen und die entweder von auBlen auf die
APC geladen (Buschle et al., 1997; Schmidt et al.,
1997) oder von den APC aufgenommen und intrazellular
auf die MHC I Molekiile transferiert werden. Die
therapeutisch effizienteste Applikationsform fiir ein
definiertes Antigen wird im a}lgemeinen in klinischen

Studien bestimmt.

Zu den von den tumorspezifischen CTLs erkannten
Antigenen bzw. deren Epitopen z&hlen Molekiile, die aus
samtlichen Proteinklassen stammen konnen

(z.B. Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, Enzyme; zur
Ubersicht siehe Rammensee et al., 1995; Robbins und
Kawakami, 1996). Diése Proteine miissen nicht
notwendigerweise an der Zelloberfldche lokalisiert

sein, wie dies bei der Erkennung durch Antik&rper

ot
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erforderlich ist. Um fiir die Erkennung durch CTLs als
tumorspezifisches Antigen zu fungieren bzw. um fir die
Therapie eingesetzt zu werden, miissen die Proteine
bestimmte Bedingungen erfiillen: erstens soll das
Antigen hauptsdchlich von Tumorzellen exprimiert werden
und in sog. “kritischen” Normalgeweben nicht oder nur
in geringerer Konzentration als in Tumoren vorkommen.
Kritisché Normalgewebe sind essentielle Gewebe; eine
gegen .sie gerichtete Immunreaktion k&énnte unter
Unstdnden schwerwiegende, zum Teil lethale Folgen
haben. Zweitens soll das Antigen nicht nur im
Primdrtumor, sondern auch in den Metastasen vorhanden
sein. Des weiteren ist es im Hinblick auf eine breite
klinische Anwendung des Antigens erstrebenswert, wenn
es in mehreren Tumorarten in hoher Konzentration
vorhanden ist. Eine weitere Vorbedingung fir die
Eignung .eines TAA als wirksamer Bestandteil einer
Vakzine ist das Vorhandensein von T-Zell-Epitopen in
der Aminosduresequenz des Antigens; vom TAA abgeleitete
Peptide sollen zu einer in vitro/in vivo T-Zell Antwort
fihren (“immunogenes” Peptid). Ein weiteres
Selektionskriterium fir ein klinisch breit anwendbares
immunogenes Peptid ist die H&ufigkeit, mit der das
Antigen in einer gegebenen Patientenpopulation

anzutreffen ist.

Die immunogenen tumorassoziierten Antigene (TAAs), von
denen gréBtenteils bereits gezeigt wurde, daB sie
T-Zell Epitope besitzen, lassen sich in mehrere
Kategorien einteilen, u.a. virale Proteine, mutierte
Proteine, Uberexprimierte Proteine, durch chromosomale
Translokation gebildete Fusionsproteine,

Differenzierungsantigene, onkofétale Antigene -(Van den

\
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Eynde und Brichard, 1995; wvan den Eynde und van der

Bruggen, 1997).

Die Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung
von TAAs, die den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung
einer Tumorvakzine darstellen, beruhen einerseits auf
dem Einsatz von in Patienten bereits induzierten CTLs
{zelluldre Immunantwort) oder Antikérpern (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
iber MHC-I Molekille die CTL-Epitope prdsentieren,
eingesetzt (Boon et al., 1994), wihrend mittels
hochaffiner Patienten-Antiseren prokaryotische-cDNA-
Expressionsbibliotheken, direkt tiber 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 Peptiden von Tumorzellen dar, die {ber
Reaktivitdt mit Patienten-CTLs vorselektioniert wurden.
Die Peptide werden aus dem MHC-I Komplex ausgewaschen
und mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert
(Falk et al., 1991; Woelfel et al., 1994; Cox et al.,
1994). Die Ansiatze, welche CTLs zum Charakterisieren
von Antigenen verwenden, sind aufgrund der
erforderlichen Kultivierung und Aktivierung von CTLs
mit 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 vielfdltig; dazu zdhlen die
differenzielle Hybridisierung, die Erstellung von
Subtraktions-cDNA-Banken (“representational difference
analysis”; Hubank und Schatz, 1994; Diatchenko et al.,
1996) und .der Einsatz der DNA-Chip Technologie oder der
SAGE-Methode (Velculescu et al., 1995). Im Gegensatz
zur oben.erwdhnten immunologischen Methode mit Hilfe
von Patienten-CTLs muB beim Einsatz wvon
molekularbiologischen Methoden gezeigt werden, daB die
damit gefundenen potentiellen Antigenkandidaten
tumorspezifisch (tumorassoziiert) sind und tatsidchlich
T-Zell Epitope besitzen, die eine zytotoxische T-~Zell
Antwort ausldsen kénnen. 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. 1898},
auBerdem 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.

Diese Aufgabe wurde geldst, indem zundchst mittels RDA
(,representational difference analysis”) zwischen einer
von einem Pankreas Carcinom Patienten abgeleiteten
Zelllinie und einem Pool von 11 verschiedenen
Normalgeweben eine c¢cDNA-Substraktionsbibliothek
hergestellt wurde. Zur Generierung der fir die
subtraktive Hybridisierung notwendigen cDNA-Fragmente

von ,tester® und ,driver® wurde in Abweichung vom
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urspringlichen Protokoll (Diatchenko et al., 1996) eine
Mischung von 6 verschiedenen Restrikfionsenzymen
eingesetzt. Die Verwendung einer Mischung verschiedener
Restriktionsenzyme, die 6 Basenpaare als
Erkennungssequenz bendtigen, hat gegeniiber dem
urspringlichen Protokoll (Diatchenko et al., 1996)
folgende Vorteile: a) durch Auswahl von jeweils zwel
Restriktionsenzymen, deren Erkennungssequenzen durch
6-er Kombination der Basen A/T (z.B. Ssp I: AATATT)oder
C/G (z.B. Nae I: GCCGGC). oder A/C/G/T (z.B. EcoR V:
GATATC) dargestellt sind, werden sowohl GC- als auch
AT-reiche Regionen eines Gens gleichermafBen
geschnitten, wodurch eine homogene Reprdsentanz der
gesamten Genregion als Restriktionsfragmente erméglicht

wird; b) weiters ist es dadurch méglich, im

'statistischen Mittel gréfere cDNA-Fragmente des

Kandidatengens zu erhalten (ca. 800 bp), was wiederum
bei der nachfolgenden Analyse (Seguenzierung und
Annotation) und der Klonierung der ,full-size™ cDNA von
grofem Vorteil ist. Im Originalprotokoll (Diatchenko et
al., 1996) wurde ein nur 4-Basen erkennendes
Restriktionsenzym (Rsa I) eingesetzt, das zu einer
mittleren Fragmentldnge von 256 bp fiihrt und spezifisch
CG- oder AT-reiche Regionen nicht prozessieren kann. Um
der durch die langeren Insert-cDNA-Fragmente
verdnderten Hybridisierungskinetik gerecht zu werden,
wurde das PCR-Protokoll, wie im Beispiel 2, beschrieben

gedndert.

Zur Selektion der im Tumor Uberexprimierten Antigene
wurden zundchst die erhaltenen cDNA-Klone vereinzelt
und davon jeweils eine Glycerinstammkultur, eine

Plasmidprdparation und eine das Insert darstellende



10

15

20

25

30

10

S\

Mx 1

Sammlung der PCR-Fragmente im 96-Loch-Plattenformat

etabliert. Zundchst wurden 50 zufa
cDNA-Fragmente der 3450 Klone der

Bibliothek des Pankreas Karzinoms

. Tumor {iberexprimierten Antigene se

Datenbanken verfiigbaren Sequenzen
dabei annotierten Genen befanden s

denen ESTs (,expressed sequence ta

Datenbank existierten. Ein Klon, Rll,

bevorzugte Prdsenz in fétalen Gewe

1lig ausgewdhlte
subtraktiven cDNA-
zur Selektion der im
guenziert und mit in
verglichen. Unter den
Lch 12 unbekannte, zu
gs”i—Eintrage in der
wies durch seine

bgn ein im Hinblick

auf einen méglichen Einsatz als TAA geeignetes EST-

Profil auf. Weitere Untersuchungen! mittels semi-

quantitativer RT-PCR und Northern Blot Analyse

bestidtigten die bevorzugte Express

Tumor- (Mamma—, Nierenzell- und Pa
immunprivilegierten Geweben (Testi

Nebenniere) und keine oder eine ge

ion in verschiedenen
nkreaskarzinom} sowie
s, Plazenta und

ringe Expression in

Normalgeweben. Weiters ist aus den! durch Northern Blot

Experimente gewonnenen Daten zu schlieBen, dal das R1l1l-

Transkript eine Liange von ca. 7,5
moglicherweise in der Nebenniere S

homologe Gene existieren.

Die humane R11-cDNA wurde aus Test
erhaltene Sequenz ist in SEQ ID NO
Sequenz von Rll zeigt sowohl auf N
auf Proteinebene keine Identitdt o
einem bekannten Gen. Die im Rahmen
Erfindung erhaltene R11-cDNA weist

Aminosduren kodierenden durchgeher

X hat und

plicevarianten oder

is kloniert, die

:1 dargestellt. Die
ukleotid- als auch
der Homologie zu
der vorliegenden
einen fir 356

den Leserahmen auf,

von dem aufgrund der erhaltenen Ergebnisse anzunehmen

ist, daB er den C-terminalen Absch

vollsstdndigen R11l-Antigens repras

nitt des

entiert. Die im Zuge




10

15

20

25

30

. o
o e
11

der vorliegenden Erfindung klonierte R11-cDNA weist
eine Lange von 5714 bp auf, wobei das Vorhandensein
eines: PolyA-Schwanzes am 3°"-Ende|der Sequenz fir die

Vollstdndigkeit der cDNA in diesem Bereich spricht.

Aufgrund der im Rahmen vorliegenden Erfindung
erhaltenen Daten kann nicht.ausgeschlossen werden, daf
5° von 'der .sequenzierten cDNA ein weiteres ATG
vorliegt, das das Start-ATG darstellt; in diesem Fall
kodiert die vorliegende ¢DNA fiir [den C-terminalen

Abschnitt von R11l. Informationen iber das 5°-Ende und

eine gegebenenfalls weiter stromaufwdrts liegende
kodierende DNA-Sequenz koénnen 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! R11 transkribiert
wird (z.B. Mamma-, Nierenzell-~ oder
Pankreaskarzinomgewebe) revers transkribiert und
anschliefBend mit einem Adaptor bekannter Sequenz
ligiert. Eine PCR mit einem Adaptorprimer (bindet
spezifisch an den Adaptor am 5°-Ende der cDNA) und
einem Rll-spezifischen Primer (z.B. SEQ ID NQ: 25 )
erlaubt die Amplifikation entsprechender Rll-Fragmente.
Diese PCR-Produkte kénnen, wie in|Beispiel 6
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

Hybridisierung mit fir R11 spezifischen DNA-Sonden oder
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die Analyse von cDNA-Expressions Bibliotheken mit

Antiseren.

Fiihrt das Screenen von cDNA-Bibliotheken aufgrund
methodisch bedingter Beschridnkungen, z.B. ineffiziente
reverse Transkription, bedingt durch ausgeprédgte
Sekunddrstrukturen der RNA, nicht zum gewilinschten Ziel,
kénnen gencmische ‘Bibliotheken untersucht werden, indem
z.B., wie beim Screenen von cDNA-Bibliotheken, durch
Hybridisierung mit fir R11l spezifischen DNA-Sonden
Klone isoliert werden kbhnen, die die stromaufwidrts wvom
erhaltenen 5°-Ende der cDNA liegende Sequenzinformation

z.B. die Promotorregion wvon R1l1l enthalten.

Im Zuge der vollstdndigen Klonierung der R11-cDNA kann
festgestellt werden, ob der im Bereich des vorliegenden
cDNA-Bbschnitts erhaltene offene Leserahmen eine
Fortsetzung im 5°-Bereich aufweist und/oder ob

alternative Leserahmen vorliegen.

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung isolierte cDNA
weist die in SEQ ID NO:1 angegebene Nukleotidsequenz
auf; es ist anzunehmen (vgl. oben), daf sie fir den C-
terminalen Abschnitt des tumcrassoziierten Antigens

(TAA) der Bezeichnung R1ll kodiert.

Ein von der isolierten cDNA exprimiertes Protein weist

die in SEQ ID NO:2 dargestellte Aminosauresequenz auf.

Die Erfindung betrifft somit in einem ersten Aspekt ein
tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung Rll, das die

in SEQ ID NO: 2 angegebene Aminosduresequenz aufweist.
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In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende
Erfindung ein tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung
R1l, das die in SEQ ID NO: 2 angegebene
Aminosiduresequenz als Teilsequenz enthalt (dies trifft
fur den Fall zu, daB in 5°-Richtung eine Verldngerung

des vorliegenden offenen Leserahmens vorliegt).

Bei dem Protein mit der in SEQ ID NO: 2 angegebenen
Segquenz handelt es sich um ein Produkt, das von einem
ca. 7,5 kb groBen Transkripts translatiert ist, bzw.
das von den Transkripten einer GréBe von ca. 3,8 kb und
2,3 kb translatiert ist, das von Spieiﬂvarianten des
7,5 kb Transkripts, wie sie im Gewebe der Nebenniere
anzutreffen sind oder von Transkripten der dazu

homologen Gene abgeleitet sind.

Die in SEQ ID NO: 2 dargestellte Aminosduresequenz kann
Abweichungen aufweisen, z.B. solche, die durch
Austausch von Aminosduren bedingt sind, sofern das
Rll-Derivat die fiir die Anwendung in einer Tumorvakzine

erwinschten immunogenen Eigenschaften aufweist.

Die natilirliche Aminosduresequenz von Rll kann
gegebenenfalls modifiziert sein, indem einzelne
Aminosduren in einem R1l1l CTL-Epitop ausgetauscht
werden, um, im Vergleich zum natiirlichen R11 CTL-
Epitop, eine Steigerung der Affinitidt von Rll-Peptiden
zu MHC-I-Molekillen und damit eine erhdhte Immunogenitdt
und letztlich eine verstarkte Reaktivitat gegeniiber
Tumoren zu bewirken. Modifikationen im Bereich der
Rl1l1-Epitope koénnen am Rll-Gesamtprotein (dieses wird

von den APCs zu den entsprechenden Peptiden
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prozessiert) bzw. an grdferen Rll-Proteinfragmenten

oder an Rll-Peptiden (vgl. unten) vorgenommen werden.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende
Erfindung immunogene Fragmente und Peptide, die wvon R11l
abgeleitet sind. Letitere werden im folgenden als
“Rll-Peptide” bezeichnet. Eine erste Gruppe sind

Rl1l-Peptide, die eine humorale Immunantwort {(Induktion

.von Antikérpern) ausldsen. Derartige Peptide sind

ausgewdhlte Abschnitte von Rl1l (mindestens 12 bis

15 Aminosduren), 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.

Miteingeschlossen sind auch all jene Peptide, die aus
dem gegebenenfalls im Zuge der weiteren Klonierung

erhaltenen N-terminalen Bereich von R1l abgeleitet sind.

Es ist bekannt, dab tumorassoziierte Antigene
tumorspezifische Mutationen aufweisen kdnnen, die zu
einer immunologischen Unterscheidung zwischen Tumor und
Normalgewebe beitragen (Mandruzzato et al., 1997; Hogan
et al., 1998; Gaudi et al., 1999; Wdlfel et al.,1995).
Um das Vorhandensein tumorspezifischer Rll-Mutationen
festzustellen, wird, zweckmiBig mit Hilfe von Sonden aus
der erfindungsgemifien, aus Testis isolierten cDNA, die
R11-cDNA aus einem oder mehreren unterschiedlichen
Tumoren kloniert und die erhaltenen Sequenzen mit
Normalgewebs—-R11-cDNA verglichen. Es ist zu erwarten,

daBl Tumor-Rll-Peptide aus einem gegeniliber Normalgewebs-
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R1ll mutierten Sequenzabschnitt im Vergleich zu
Normalgewebs-R11-Peptiden aus dem entsprechenden
Abschnitt eine verstdrkte Immunogenitédt aufweisen. Die
vorliegende Erfindung betrifft somit in einem weiteren
Aspekt R1l-Peptide, abgeleitet von Bereichen eines
tumorexprimierten R11l, 'die tumorspezifische Mutationen

aufweisen.

Bei. der therapeutischen Anwendung werden R1l1l-Peptide
direkt oder in modifizierter Form (z.B. an KLH =
“keyhole limpet hemocyaﬂine” gekoppelt) verabreicht und
die Bildung von Antikdrpern mittels gdngiger

immunologischer Assays, z.B. mittels ELISA, bestimmt.

Weitere, im Rahmen der vorliegenden Erfindung
bevorzugte, Rll-Peptide sind diejenigen, die durch
MHC-Molekille prédsentiert werden und eine zelluldre
Immunantwort bewirken. Es gibt zwei Klassen von
MHC-Molekillen, nadmlich MHC-I-Molekiile, die von
CD8~positiven CTLs und MHC-II-Molekille, die von

CD4-positiven T-Helferzellen erkannt werden.

Damit ein Peptid eine zelluldre Immunantwort auslést,
muf es an ein MHC-Molek#il binden, wobei der zu
behandelnde Patient das MHC-Molekiil in seinem Repertoir
aufweisen muB. Die Bestimmung des MHC-Subtyps des
Patienten stellt somit, im Hinblick auf die Ausldsung
einer zelluliren Immunantwort, eine der wesentlichen
Voraussetzungen flir die wirksame Anwendung eines

Peptids an diesem Patienten dar.

Die Sequenz eines therapeutisch einzusetzenden
Rll-Peptids wird durch das jeweilige MHC-Molekiil

hinsichtlich Ankeraminosduren und Linge vorgegeben.

o
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Definierte Ankerpositionen und Linge gewihrleisten, daB
ein Peptid in die Peptid-Bindungsfurche des jeweiligen
MHC-Molekiils des Patienten paBt. Dies hat zur .Folge,

daB das Immunsystem stimuliert wird und eine zellulire

Immunreaktion erzeugt wird, die sich, im Falle der

Verwendung eines von einem Tumorantigen abgeleiteten

Peptids, gegen die Tumorzellen des Patienten richtet.

Immunogene Rl1-Peptide kénnen nach bekannten Methoden
identifiziert werden, eine der Grundlagen dafiir ist die

Beziehung zwischen MHC—Bindung und CTL-Induktion.

Da also die Sequenz immunogener Peptide aufgrund ihres
Peptidbindungsmotivs vorherbestimmbar ist, k&nnen
R1l1-Peptide, die CTL-Epitope darstellen, aufgrund der
Rll-Proteinsequenz identifiziert und synthetisiert
werden. Dazu sind verschiedene Methoden geeignet, die
zur Identifizierung von CTL—Epitoﬁen von bekannten
Protein-Antigenen verwendet wurden; z.B. die von Stauss
et al., 1992, fur die Identifizierung von T-Zell-
Epitopen in humanem Papillomavirus beschriebene

Methode.

Die allelspezifischen Anforderungen jedes MHC-I Allel-
Produkts an ein Peptid, das an das MHC-Molekiil bindet
und von diesem prédsentiert wird, wurden als Motiv
zusammengefaft (z.B. Falk et al., 1991). Bisher ist
eine grofe Anzahl sowohl von MHC-Peptid-Motiven als
auch von MHC-Liganden bekannt. Eine im Rahmen derx
vorliegenden Erfindung geeignete Methode zur Suche nach
Epitopen eines bekannten Proteins, das in ein
bestimmtes MHC-I-Molekiil paht, wurde in einem

Ubersichtsartikel von Rammensee et al., 1995,
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beschrieben. Sie umfafit die folgenden Schritte:
zundchst wird die Protein-Sequenz auf Abschnitte
untersucht, die dem Anker-Motiv entsprechen, wobei
gewisse Variationen hinsichtlich Peptidldnge und
Ankerbesetzung méglich sind. Wenn z.B. ein Motiv ein
9-mer mit Ile oder Leu am Ende vorschreibt, kdnnen auch
10-mere mit einem entsprechenden C-Terminus in Betracht
gezogen werden, ebenso Peptide mit anderen
aliphatischen Resten, wie Val oder Met am C-Terminus.
Auf diese Weise wird eine Reihe von Peptid-Kandidaten
erhalten. Diese werden auf das Vorhandensein méglichst
vieler Ankerreste, die sie gemeinsam ﬁit bereits
bekannten Liganden haben, untersucht und/oder
daraufhin, ob sie fur verschiedene MHC-Molekiile
"bevorzugte” Reste haben (entsprechend der Tabelle wvon
Rammensee et al., 1895). Um schwach bindende Peptide
auszuschlieBen, werden zweckmidfig Bindungs-Assays
durchgefihrt. Wenn die Anforderungen an die Peptid-
Bindung fiir bestirmte MHC-Molkille bekannt sind, kénnen
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). Bei dieser Vorgangsweise ist
jedoch in Betracht zu ziehen, daf das Peptid-Bindungs-
Motiv fiir die Suche nach natdrlichen Liganden nicht
allein ausschlaggebend ist; auch andere Aspekte, z.B.
die Enzymspezifitdt wdhrend der Antigenprozessierung,
tragen - zusdtzlich zur Spezifitdt der MHC-Bindung -
zur Identitdt des Liganden bei. Eine Methode, die diese
Aspekte berilicksichtigt, und die im Rahmen der
vorliegenden Erfindung zur Identifizierung von

immunogenen Rll-Peptiden geeignet ist, wurde u.a. von
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Kawakami et al., 1995, angewendet, um auf der Grundlage
bekannter HLA-A*0201 Motive gpl00 Epitope zu

identifizieren.

Die Peptide konnen auch im Hinblick auf ihre
Bindungsfahigkeit an MHC-II-Molekiile ausgewdhlt werden.
Das MHC-II-Bindungsmotiv, das sich tber neun
Aminosduren erstreckt, weist einen hdheren Grad an
Degeneration in den Ankerpositionen auf als das MHC-I-

Bindungsmotiv. Es wurden kiirzlich, ausgehend von der

- Réntgenstrukturanalyse 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-Molekiile 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 Verstdrken die Effizienz der
Antigen-Prdsentation durch APC (dendritische Zellen,

Makrophagen und B-Zellen).

Seit kurzem sind Datenbanken und Vorhersage-Algorithmen
verfiligbar, die mit groBer Verldhlichkeit die Vorhersage
von Peptid-Epitopen erlauben, die an ein bestimmtes
MHC-Molekil bindep.

Im Rahmen 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 fiir HLA-Al,
-A*0201, -A3, -B7, -Bl4 und -B*4403, Kandidaten-Peptide
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des C-terminalen Fragments von R1l1l identifiziert, wvon
denen zu erwarten ist, daB sie an die entsprechenden
HLA-Molekiile binden und daher immunogene CTL-Epitope
darstellen; die ermittelten Peptide sind in Tabelle 1
aufgelistet. Auf dhnliche Weise k&nnen, gegebenenfalls
unter Verwendung weiterer Algorithmen, die den
unterschiedlichen Charakteristika der Peptide
(Hydrophobizitdt, Ladung, Gréfe) bzw. Anforderungen an
die Peptide, z.B. die 3D-Struktur des HLA-Molekiils,
Rechnung tragen, weitere potentielle Peptid-Epitope
ermittelt werden; dies gilt auch fir Peptid-Epitope
anderer HLA-Typen.

Nach Auswahl von Ril-Peptid-Kandidaten mit Hilfe der
angefihrten Methoden wird deren MHC-Bindung mittels
Peptidbindungs-Assays getestet. Als ndchstes wird die
Immunogenitdt der Peptide mit guten
Bindungseigenschaften bestimmt (Stabilitat der Peptid-
MHC-Wechselwirkung korreliert in den meisten Fallen mit
Immunogenitdt; wvan der Burg et al., 1996). Um die
Immunogenitdt des ausgewdhlten Peptids oder Peptid-
Aquivalents zu bestimmen, k&nnen Methoden, wie z.B. von
Sette et al., 1994, beschrieben, in Kombination mit
quantitativen MHC-Bindungs-Assays verwendet werden.
Alternativ kann die Immunogenitdt des ausgewdhlten
Peptids tber in vitro CTL-Induktion mittels bekannter
Methoden (wie weiter unten fiur ex vivo CTL-Induktion
beschrieben) getestet werden. Das Prinzip der in
mehreren Schritten durchgefiihrten Methode fiir die
Auswahl von Peptiden, die zur Auslésung einer
zelluldren Immunantwort fd&hig sind, ist in der

WO 97/30721, auf deren Offenbarung hiermit ausdriicklich

Bezug genommen wird, beschrieben. Eine allgemeine
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Strategie zum Erhalt effizienter immunogener Peptide,
die im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet ist,

wurde auberdem 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 R11l abgeleitet sind,

ktnnen anhand der auf der Grundlage der

.Originalpeptidsequenz angegebenen Minimalanforderungen

beziiglich Ankerpositionen und Lidnge Variationen
vorgenommen werden, sofern durch diese Variationen die
effektive Immunogenitdt des Peptids, die sich
zusammensetzt aus seiner Bindungsaffinitdt an das
MHC-Molekidl und seiner Fahigkeit, T-Zell-Rezeptoren zu
stimulieren, nicht nur nicht beeintrachtigt ist,
sondern vorzugsweise verstdrkt wird. In diesem Fall
werden also kiinstliche Peptide oder Peptid-Aquivalente
verwendet, die entsprechend den Anforderungen der

Bindungsfdhigkeit an ein MHC-Molekill entworfen sind.

SolchermaBen verinderte Peptide werden als
~heteroclitische Peptide” bezeichnet. Sie k&nnen nach

folgenden Methoden erhalten werden:

Zundchst 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 Linge des Peptids entspricht im Falle
seiner Abstimmung auf MHC-I Molekiile vorzugsweise einer‘®
Minimalsequenz von 8 bis 10 Aminosiduren mit den

erforderlichen Ankeraminosiuren.

Gegebenenfalls kann das Peptid auch am C- und/oder am

N-Terminus verlangert sein, sofern diese Verlingerung
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die Bindungsfihigkeit an das MHC-Molekill nicht
beeintrédchtigt bzw. das verlangerte Peptid auf die

Minimalsequenz zelluldr prozessiert werden kann.

Die modifizierten Peptide werden daraufhin auf ihre
Erkennung durch TILs (,tumor-infiltrating
lymphocytes“), auf.CTL-Induktion sowie auf verstiarkte
MHC-Bindung.und Immuncgenitdt geprift, wie von
Parkhurst et al., 1996, und Becker et al., 1997,

beschrieben.

Eine weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung
geeignete Methode zur Auffindung von Peptiden mit
stdrkerer Immunogenitdt als die der natilirlichen
Rll-Peptide. besteht im Screenen wvon Peptid-Bibliotheken
mit CTLs, die die natiirlich auf Tumoren vorkommenden

Rll-Peptide erkennen, wie von Blake et al., 1996,

. beschrieben; in diesem Zusammenhang wird die Verwendung

kombinatorischer Peptid-Bibliotheken vorgeschlagen, um
Molekile zu entwerfen, welche von MHC-I-restringierten

CTLs erkannte Tumorepitope nachahmen.

Das R11-Polypeptid der vorliegenden Erfindung oder
davon abgeleitete immunogene Fragmente oder Peptide
ktnnen rekombinant oder mittels Peptid-Synthese
hergestellt werden, wie in der WO 96/10413 beschrieben,
auf deren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird. Fir
die rekombinante Herstellung wird das entsprechende
DNA-Molekiil nach Standardmethoden in einen
Expressionsvektor eingefiigt, in eine geeignete
Wirtszelle transfiziert, der Wirt unter geeigneten
Expressionsbedingungen kultiviert und das Protein

gereinigt. Fir die chemische Synthese von R11-Peptiden
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kénnen herkémmliche Methoden verwendet werden, z.B. im

Handel erhdltliche automatische Peptid-Synthesizer.

Alternativ zu natilrlichen R11-Peptiden oder
heteroclitischen Peptiden kénnen Substanzen, die solche
Peptide vﬁrtéuschen, z.B. "Peptidomimetica" oder "retro-
inverse-Peptide”, verwendet werden. Zur Testung dieser
Molekiile im Hinblick auf die therapeutische
Verwendbarkeit in einer Tumorvakzine werden dieselben
Methoden angewendet wie oben filir die natiirlichen

Rll-Peptide oder Rll-Peptidéquivalente.

Das TAA der Bezeichnung R11l gemdf der wvorliegenden
Erfindung und die davon abgeleiteten Proteinfragmente,
Peptide bzw. Peptid-Aquivalente oder Peptidomimetika
kdnnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, z.B. um
eine Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren, die
die entsprechenden Antigen-Determinanten exprimieren.
Vorzugsweise werden sie fir die Therapie von Rll-
positiven Tumoren verwendet, insbesondere beim Mamma-,

Nierenzell- und Pankreaskarzinom.

Die Immunantwort in Form einer Induktion von CTLs kann

in vivo oder ex vivo bewirkt werden.’

Fiir die in vivo Induktion von CTLs wird eine
pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend als wirksame
Komponente das TAA R11l bzw. davon abgeleitete Fragmente
oder Peptid(e}, einem Patienten verabreicht, der an
einer mit dem TAA assoziierten Tumorerkrankung leidet,
wobel die Menge an TAA (Peptid) ausreichen muB, um eine
wirksame CTL-Antwort auf den Antigen-tragenden Tumor zu

erzielen.
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Die Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt
eine pharmazeutische Zusammensetzung fiir die
parenterale, topische, orale oder lokale Verabreichung.
Vorzugsweise dient die Zusammensetzung der parenteralen
Verabreichung, z.B. fUr die subkutane, intradermale oder
intramuskulire Anwendung. Die R11-TAA/Peptide sind in
einem pharmazeutisch annehmbaren, vorzugsweise
wéssefigen, Trdger gel®st oder suspendiert. Die
Zusammensetzung kann auBlerdem iibliche Hilfsstoffe, wie
Puffer, etc. enthalten. Die R11-TAA/Peptide k®nnen
allein oder in Kombination mit Adjuvantien, z.B.
inkomplettem Freund’s Adjuvans, Saponinen,

Aluminiumsalzen oder, in einer bevorzugten

‘Ausfiihrungsform, Polykationen wie Polyarginin oder

Polylysin, verwendet werden. Die Peptide k&énnen auch an
Komponenten, die die 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 Substanzen, z.B. Zytokinen (IL-2,
IFN-y) verabreicht. Methoden und Formulierungen, die zur
Herstellung und Verabreichung der erfindungsgemifien
pharmazeutischen Zusammensetzung geeignet sind, sind in
der WO 95/04542 und WO 97/30721, auf deren Offenbarung

hiermit Bezug genommen wird, beschrieben.

Rll-Fragmente bzw. R1l1l-Peptide kdnnen auch verwendet
werden, um eine CTL-Antwort ex vivo auszulésen. Eine ex
vivo CTL-Antwort auf einen Tumor, der R1ll exprimiert,
wird induziert, indem man die CTL-Vorl&uferzellen
zusammen mit APCs und Rll-Peptiden bzw R1l-Protein
inkubiert. Dann 14Rt man die aktivierten CTLs

expandieren, worauf sie dem Patienten wieder verabreicht
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werden, was zu einer effizienten Aktivierung zellulédrer
Immunreaktionen gegen R1l1l positive Tumoren fuhren kann
(Mayordomo et al., 1995; Zitvogel et al., 1996). Eine
geeignete Methode um Peptide auf Zellen, z.B.
dendritische Zellen, zu laden, wird in der WO 87/19169%
geoffenbart.

In einer Ausfithrungsform der Erfindung wird eine
Kombination mehrerer verschiedener Rl1l-Peptide oder
Rll-Peptiddquivalente anéewendet. In einer weiteren
Aﬁsfﬁhrungsform werden Rll-Peptide mit von anderen TAAs
abgeleiteten Peptiden kombiniert. Die Auswahl von
Peptiden fur derartige Kombinationen wird im Hinblick
auf die Erfassung unterschiedlicher MHC-Typen getroffen,
um eine m&glichst breite Patientenpopulation abzudecken,
und/oder sie wird auf ein mdglichst breites
Indikationsspektrum abgestellt, indem Peptide mehrerex
unterschiedlicher Tumorantigene kombiniert werden. Die
Anzahl der Peptide in einer pharmazeutischen
Zusammensetzung kann iliber einen weiten Bereich
schwanken, typischerweise enthidlt eine klinisch
anwendbare Vakzine 1 bis 15, vorzugsweise 3 bis

10 verschiedene Peptide.

Die erfindungsgeméBen Peptide k&nnen auch als
diagnostische Reagentien eingesetzt werden.
Beispielsweise konnen die Peptide dazu benutzt werden,
um das Ansprechen eines Patienten auf die durch das
immunogene Peptid hervorgerufene humorale oder zelluldre
Immunantwort zu testen. Dadurch besteht die Méglichkeit,
ein Behandlungsprotokoll zu verbessern. Beispieisweise

kann in Abhangigkeit der Darreichungsform (Peptid,

(Al
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Gesamtprotein oder DNA-Vakzine) des TAA die Zunahme von
Vorldufer T-Zellen in den PBLs, die eine Reaktivitat
gegen das definierte Peptidepitop aufweisen, untersucht
werden (Robbins und Kawakami, 1996 sowie darin zitierte
Referenzen). AuBerdem konnen die Peptide oder das
Gesamtprotein bzw. gegen das TAA gerichtete Antikérper
dazu verwendet werden, um den Krankheitsverlauf eines
Rll-positiven Tumors zu charakterisieren (z.B. durch

immunhistochemische Analysen von Primdrtumor und

‘Metastasen). Eine derartige Strategie hat sich schon

mehrfach als erfolgreich erwiesen, z.B. der Nachweis des
Ostrogenrezeptors als Entscheidungsgrundlage zur
Endokrintherapie bei Brustkrebs; c-erbB-2 als relevanter
Marker bei Prognostik und Therapieverlauf bei Brustkrebs
(Ravaioli et al., 1998; Revillion et al., 1998); PSMA

(“prostate specific membrane antigen”) als Marker fir

Epithelialzellen des Prostatakarzinoms im Serum bzw.

durch Einsatz eines *'In-markierten monoklonalen
Antikdrpers gegen PSMA bei der Immunoscintigraphie auf
Prostatakarzinom (Murphy et al., 1998 und inkludierte
Referenzen); CEA (“carcinoembryonic antigen”) als
serologischer Marker fiir die Prognose und Verlauf bei
Patienten des kolorektalen Karzinoms (Jessup und Loda,
1998).

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren
Aspekt isolierte DNA-Molekiile, kodierend fiir ein
Protein mit den immunogenen Eigenschaften von R11l oder

fir Fragmente davon.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende

Erfindung ein isoliertes DNA-Molekul, das die in

~ SEQ ID NO:1 dargestellte Nukleotidsequenz aufweist bzw.

."I

20
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ein Polynukleotid, das mit diesem DNA-Molekiil unter

stringenten Bedingungen hybridisiert.

Unter ,stringenten Bedingungen“ wird z.B. verstanden:
Inkubation iiber Nacht bei 65°C - 68°C mit 6xSSC (1x
88C = 150 mM NaCl, 15mM Tri-Natriumcitrat),
5xDenhardt “s Ldsung, 0.2%SDS, 50ug/ml Lachsspermien-
DNA, daran anschliefend Waschen zweimal 30 min mit
2xSS8C, 0.1% SDS bei 65°C, einmal 30 min mit 0.2xS8C,
0.1% SDS bei 65°C und gegebenenfalls abschliefendes
Splilen mit 0.1x8SC, 0.1%SDS bei 65°C.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende
Erfindung ein isoliertes DNA-Molekil, das ein
Polynukleotid der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz
als Teilsequenz enthdlt oder das ein Polynukleotid
enthidlt, das mit einem Polynukleotid dieser Sequenz

unter stringenten Bedingungen hybridisiert.

Die exrfindungsgemiBen DNA-Molekiile bzw. Fragmente davon
kodieren fir (Poly)peptide der Bezeichung R11,
bestehend aus oder enthaltend die in SEQ ID NO: 2
dargestellte Aminosduresequenz, bzw. fiir davon
abgeleitete Proteinfragmente oder Peptide; damit sind
DNA-Molekille mitumfaBt, die durch die Degeneration des
genetischen Codes Abweichungen von der in SEQ ID NO: 1

dargestellten Segquenz aufweisen.

Die Erfindung betrifft auch DNA-Molekile, die durch
Mutation zu einem Austausch von Aminosduren in der in
SEQ ID NO: 2 dargestellten Proteinsequenz fiihren,

sofern sie fiir ein Rll-Derivat bzw. Fragmente oder

13)
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Peptide mit den fiir die Anwendung als Tumorvakzine

erwliinschten immunogenen Eigenschaften kodieren.

Die R11-DNA-Molekiile der vorliegenden Erfindung oder
die entsbrechenden RNAs, die ebenfalls Gegenstand der
vorliegenden Erfindung sind, werden, wie die davon
kodierten (Poly)Peptide, fiir die Immuntherapie von

Krebserkrankungen eingesetzt.

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung werden
DNA-Molekille, kodierend fiir natiirliche R1l-Polypeptide
verwendet. Alternativ zur natlirlichen R11-cDNA bzw.
Fragmenten davon kénnen modifizierte Derivate verwendet
werden. Diese umfassen Sequenzen mit Modifikationen,
die fir ein Protein{fragment) bzw. Peptide mit
stdrkerer Immunogenitdt kodieren, wobei fir die
Modifikationen auf DNA-Ebene dieselben Uberlegungen
gelten wie flir die oben beschriebenen Peptide. Eine
weitere Art der Modifikation ist die Aneinanderreihung
zahlreicher Sequenzen, kodierend fiir immunologisch
relevante Peptide, nach Art einer Perlenschnur
("“string-of-beads”; Toes et al., 1997). Die Sequenzen
k¢nnen auch durch Anfiliigung von Hilfselementen
modifiziert werden, z.B. Funktionen, die eine
effizientere Abgabe und Prozessierung des Immunogens
gewdhrleisten (Wu et al., 1995). Beispielsweise kann
durch Anfiigen einer Lokalisierungssequenz in das
endoplasmatische Retikulum (“ER targetting sequence”)
die Prozessierung und damit die Présentation und

letztlich die Immunogenitdt des Antigens erh&ht werden.
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Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren
Aspekt ein rekombinantes DNA-Molekiil, das die R11-DNA
enthdlt.

Die R11-DNA-Molekille der vorliegenden Erfindung kdnnen,
vorzugsweise in rekombinanter Form als Plasmide, direkt
oder als Bestandteil eines rekombinanten Virus, oder
Bakteriums verabreicht werden. Prinzipiell kann jede
gentherapeutische Methode fiir die Immuntherapie von
Krebs auf Basis von DNA ("DNA-Vakzine") auf R11-DNA
angewendet werden, und zwar sowohl in vivo als auch

ex vivo.

Beispiele filir die in vivo Verabreichung sind die
direkte Injektion von "nackter" DNA, entweder
intramuskuldr oder mittels Gen-Pistole ("gene gun") von
der sich gezeigt hat, daB sie zur Bildung von CTLs
gegen Tumorantigene fiihrt. Beispiele fiir rekombinante
Organismen sind Vaccinia Virus, Adenovirus oder
Listeria monocytogenes (eine Ubersicht wurde von
Coulie, 1997, gegeben). Desweiteren k®nnen synthetische
Tréager fir Nukleinéauren, wie kationische Lipide,
Mikrosphdren, Mikrokiigelchen oder Liposomen fiir die in
vivo Verabreichung von Nukleinsidure-~Molekillen,
kodierend fiir R11-Peptid verwendet werden. Ahnlich wie
fiir Peptide k&nnen verschiedene Hilfsstoffe, die die
Immunantwort verstdrken, mitverabreicht werden, z.B.
Zytokine, entweder in Form von Proteinen oder dafir
kodierenden Plasmiden. Die Applikation kann
gegebenenfalls mit physikalischen Methoden, z.B.

Elektroporation, kombiniert werden.
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Ein Beispiel fir die ex vivo Verabreichung ist die
Transfektion dendritischer Zellen, wie von Tuting,
1997, beschrieben, oder anderer APCs, die als zellulire

Krebsvakzine zur Anwendung kommen.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit in einem

weiteren Aspekt die Verwendung von Zellen, die R11l

- exprimieren, entweder von sich aus oder, in

gegebenenfalls modifizierter Form, nach Transfektion
mit der entsprechend kodierenden Sequenz, fir die .

Herstellung einer Krebsvakzine.

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt
Antikérper gegen R1ll bzw. Fragmente davon. Polyklonale
Antikérper kénnen in herkdmmlicher Weise durch
Immunisierung von Tieren, insbesondere Kaninchen,
mittels Injektion des Antigens bzw. Fragmenten davon,
und anschlieflender Reinigung des Immunglobulins

erhalten werden.

Monoklonale anti-R11-Antikérper k&nnen nach
Standardprotokcllen gemdBl dem von Kéhler und Milstein,
1975, beschriebenen Prinzip gewonnen werden, indem
Tiere, insbesondere Miuse, immunisiert, anschlieBend
antikérperproduzierende Zellen der immunisierten Tiere
immortalisiert werden, z.B. durch Fusion mit
Myelomzellen, und der Uberstand der erhaltenen
Hybridome mittels immunologischer Standard-Assays auf
monoklonale anti-R11-Antikdrper gescreent wird. Fir den
therapeutischen oder diagnostischen Einsatz im Menschen
kénnen diese tierischen Antik&érper gegebenenfalls auf

herktmmliche Weise chimerisiert (Neuberger et al.,
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1984, Boulianne et al., 1984) oder humanisiert

(Riechmann et al., 1988, Graziano et al., 1995) werden.

Humane monoklonale anti-Rll-Antikérper (fragmente)
konnen 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 (Brﬁggémann et al., 1996, Jakobovits et al.,

1995) gewonnen werden.

Die erfindungsgeméBen anti-R1l-Antik®rper kénnen in
immunhistochemischen Analysen fiir diagnostische Zwecke

eingesetzt werden.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung die
Verwendung von Rll-spezifischen Antikdrpern, um
beliebige Substanzen selektiv zu bzw. in einen Tumor zu
bringen, der R1l1l exprimiert. Beispiele fiir solche
Substanzen sind zytotoxische Agentien oder radioaktive
Nuklide, deren Wirkung darin besteht, den Tumor wvorort
zu schidigen. Aufgrund der tumorspezifischen Expression
von Rll sind dabei keine oder nur geringe
Nebenwirkungen zu erwarten. In einem weiteren Aspekt
kénnen mit Hilfe von Rll-Antik&érpern Substanzen zur
Sichtbarmachung von Tumoren, die Rll exprimieren,
herangezogen werden. Dies ist fiir die Diagnose und die
Bewertung des Therapieverlaufs von Nutzen.
Therapeutische und diagnostische Anwendungen von
Antikérpern, die fiur anti-Rl11-Antikérper in Frage
kommen, sind in der WO 95/33771 beschrieben.

Das TAA der Bezeichnung Rll gemdBl der vorliegenden
Erfindung und die davon abgeleiteten Proteinfragmente,

Peptide bzw. Peptid-Aquivalente oder Peptidomimetika
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kdnnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, z. B. um
eine Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren, die
die entsprechenden Antigen-Determinanten exprimieren.
Vorzugsweise werden sie filr die Therapie von R11l-
positiven Tumoren verwendet, insbesondere beim Mamma-,

Nierenzell- und Pankreaskarzinom.

Figurentibersicht
Fig. 1: Transkription von R11l in Tumor- und
Normalgeweben:

‘Semiquantitative RT-PCR

Fig. 2: Transkription von R1ll in Tumorgeweben -und

Normalgeweben: Qualitative PCR

Fig. 3: Northern Blot Analyse von R11l in

Normalgeweben

Fig. 4: Transkription von R11l: Qualitative RT-PCR aus

RNA von humanen Tumorzelllinien

Fig. 5: Modifizierte Region des pCR3.1(+)Vektors.

Beispiel 1:

Zellkultur der von einem humanen Pankreaskarzinom
abgeleiteten Zelllinie MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 und
Isolierung der poly A" RNA

Die Zelllinie MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 ist wvon einem humanen
Pankreaskarzinom (MZ.PC2)} abgeleitet;sie wurde wie

folgt erhalten: Zundchst wurden die Tumorzellen einmal
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in der Maus passagiert und ein Klon fiir weitere Studien
ausgewdhlt (MZ.PC 2m7#1). Dieser Klon wurde unter
Standardbedingungen (Ausubel et al., 1994) mit einem
eukaryontischen Vektor (pEF-BOS; Promotor stammt vom
humanen EF-lalpha Gen, Selektionsmarker: Puromycin;
Mizushima und Nagata, 1990), der die cDNA des humanen
B7.1 Gens (Selvakumar et al., 1992) enthilt,
transfektiert. Ein Klon MZ—fCZ m74#1 B7.1#3 wurde
ausgewahlt und in T150 Zellkulturflaschen
hochgeziichtet. Als N&hrmedium diente RPMI 1640 (Gibco
plus 4g/L Glukose) mit 10% hitze-inaktiviertem, fétalem
Kédlberserum und 2 mM L-Glutamin. Alle 3 bis 4 Tage
wurden die Zellen durch Trypsinisieren 1:5 zur
Propagation gespalten. Nach Erreichen von etwa

80% Konfluenz wurden pro T150 Zellkulturflasche 4 ml
einer Trypsinlésung (Angaben pro Liter: 8g NaCl,

0,2g KC1, 1,13g NaQHPO4—wasserfrei, 0,2g KH3PO,,

100ml 2,5% Trypsinlésung, 1g EDTA-Na-Salz; pH7,2-7,4)
zum Exnten der Zellen eingesetzt, Insgesamt wurden 2x10’
Zellen zur Isolierung der RNA nach dem Protokoll des
Herstellers (RNeasy Minikit, QIAgen) eingesetzt.
Ausgehend von ca. 100 pg total-RNA wurde fiir die
Isolierung von polyA' RNA mittels des Oligotex Kit
(QIAgen) entsprechend dem Hersteller-Protokoll
vergegangen. Im Anschlull daran wurde ausgehend von ca.
0,5 mg polyA+ RNA die cDNA Synthese nach Angaben des
Herstellers (Clontech Marathon Protokoll) durchgefihrt.

Beispiel 2:

Reprédsentative Differenzanalyse (,Representational

Difference Analysis“; RDA} der

4

i

xae
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Pankreaskarzinomzelllinie MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 versus

einem Pool von 11 Normalgeweben

Ausgehend von ca. 0,5 pg poly-A(+) der
Pankreastumorzelllinie MZ.PC2 m7#1 B7.14#3 und einem
Pool aus 2,5 pg poly-A(+) RNA von 11 Normalgeweben
{Clontech) Knochenmark, Herz, Niere, Leber, Lunge,
Pankreas, Skelettmuskel, Milz, Thymus, Diilnndarm und
Magen wurde die RDA-Studie (Diatchenko et al., ; Hubank
and Schatz, ) unter Verwgndung des PCR-select™ Kit
(Clontech, Palo Alto) entspiechend dem Hersteller-
Protokoll durchgefiihrt: dabei wurde die RNA der
Pankreastumorzelllinie als ,tester”, die des
Normalgewebepools als ,driver” entsprechend dem
Hersteller-Protokell eingesetzt. Im Gegensatz zum
urspriinglichen Protokoll wurde nach der Synthese von
doppelstrdangiger cDNA mittels 0ligo-dT die cDNA mit
6 Restriktionsenzymen: EcoRV, Nael, Nrul, Scal
(Promega), SspIl, Stul (TaKaRa) in Promega Puffer A 2
Stunden bei 37°C und nach Erh8hung der NaCl
Konzentration auf 150 mM weitere 2 Stunden bei 37°C
geschnitten. Der Einsatz dieser Mischung von

6 verschiedenen Restriktionsenzymen erlaubte die
Generierung von ca. 800 bp langen cDNA-Fragmenten, die

zur Reprédsentativen Differenzanalyse zum Einsatz kamen.

Gleiche Teile von ,tester-cDNA” wurden entweder mit den
Adaptoren A oder B ligiert und anschlieBend getrennt
mit einem UberschuB an ,driver-cDNA” bei 68°C
hybridisiert. Danach wurden die beiden Ansdtze
vereinigt und einer zweiten Hybridisierung mit frischer
denaturierter ,driver-cDNA” unterworfen. Die

angereicherten ,tester”-spezifischen cDNAs wurden
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anschlieBend durch PCR mit fiir die Adaptoren A bzw. B

34

spezifischen Primern des Kits mit 2 Minuten
Elongationszeit bei 72°C exponentiell amplifiziert,
27 Zyklen {10°° 94°C, 30°° 66°C, 2° 72°C). Fir eine
weitere Anreicherung wurde ein Aliquot dieser Reaktion
einer zweiten PCR mit spezifischen nach innen
versetzten (,nested”) Primern des Kits mit 2 Minuten
Elongatiénszeit bei 72°C unterworfen, 10 Zyklen

(10 94°C, 30°° 66°C, 2° 72°C). Das aus dieser
Reaktion resultierende Produkt wurde in 3 wverschiedene
eigens modifizierte pCR3.1(+)-Vektoren (InVitrogen):
Vektor (1.0RF), Vektor (2.0RF) und Vektor (3.0RF) (Fig.
5: CMV Cytomegalovirus; BGH Bovine Growth Hormone;
ORF Open Reading Frame )

ligiert und anschlieRBend in kompetente E. coli -
(OneShot™, Invitrogen) transformiert. Diese Vektoren
ermdglichen die Expression in eukaryontischen Zellen in

3 unterschiedlichen Leserahmen.

Fir die Konstruktion der 3 Vektoren wurde der
pCR3.1({+)-Vektor (InVitrogen) mit Nhel und HindIII
(Promega) geschnitten und mit jeweils einem dsDNA
Oligomer, das durch das Annealen von jeweils zwei ssDNA
Oligomeren (SEQ ID NO:3 und 4; Vektor ORF1l) oder (SEQ
ID NO:5 und 6; Vektor ORFZ2)} oder {(SEQ ID NO:7 und 8;
Vektor ORF3) hergestellt wurde, nach
Standardprotokollen ligiert (z.B. Ausubel et al., 1994;
Sambrook et al. 1989). Die 3 Vektortypen besitzen ein
Startcodon und eine Klonierungsstelle fiir die
Expression in einem jeweils von den anderen beiden

Vektoren unterschiedlichen Leserahmen.
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Die in drei Ansédtzen (Vektor 1.0RF, 2.0RF und 3.0ORF)
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durchgefiihrte Transformation von kompetenten E. coli
(OneShot™, Invitrogen) mit der cDNA der subtraktiven
cDNA-Bibliothek ergab etwa 9600 Klone. Diese wurden
mittels PCR Analyse auf die Prdsenz und Linge der
Insert cDNA Uberpriift. Dabei wurde wie folgt -
vorgegangen: die 9600 Klone wurden in 96-Napf Blécken

.in LB-Amp Medium fiir 48 h bei 37°C kultiviert.

Anschliefend wurden 5 pl Aliquots der E. coli
Suspensionen in 500 pl TE Puffer fur 10 Minuten auf
100°C erhitzt und 1,5 pl davon als Vorlage fiir eine PCR
verwendet, bei der das Insert des Vektors mit
flankierenden Primern (SEQ ID NO:9 und 10} amplifiziert
wurde , 35 Zyklen (1° 94°C, 1° 55°C, 2° 72°C). Die
PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gel-Elektrophorese
und Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen. Die
verbleibenden Bakterienkulturen wurden als

Gycerinstammkulturen bei -80°C gelagert.

Daaurch wurde eine cDNA-Subtraktionsbibliothek aus

3450 Einzelklonen erhalten, die als E. coli Glycerin-
Stammkulturen vorlagen und deren Insertld&nge durch die
Agarose—-Gel-Elektrophorese bekannt war. Dabei konnte,
wie erwartet, eine mittlere Li&nge der inserierten cDNA-

Fragmente von ca. 800 bp nachgewiesen werden.

Beispiel 3:

DNA-~-Sequenzierung und Annotation von Klonen der
subtraktiven cDNA-Bibliothek der Pankreastumorzelllinie
MZ.PC2 m7#1 B7.1#3
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Die Plasmid-DNA von 50 aus der subtraktiven cDNA-
Bibliothek willkiirlich ausgewdéhlten Klonen wurde
entsprechend den Herstellerangaben (QIAgen) isoliert
und nach der Sanger-Methode auf einem ABI-Prism Gerdt
sequenziert. Die so ermittelten Sequenzen wurden
mittels BLAST-Search (National Center for Biotechnology
Information} annotiert und EST-Datenbankvergleichen
unterzogen. Das erlaubte die Identifizierung veon

38 bekannten und 12 unbekannten Genen. Filr letztere
existierten lediglich EST-Eintrdge. Fir die 12
unbekannten Gene wurde eine Abschidtzung des
Expressionsprofils vorgenommen: dabei wurde fir alle in
Datenbanken ESTs mit > 95% Identitdt (BLAST) zur
experimentell ermittelten Sequenz das Ausgangsgewebe
fir die entsprechende cDNA-Bibliothek tberpriift. Es
wurde eine Unterteilung in i) kritische Normalgewebe,
ii) foetale, ,verzichtbare” und immunprivilegierte

Gewebe und iii) Tumore und Tumorzelllinien vorgenommen.

~Auf der Basis dieses ,virtuellen mRNA-Profils” wurden 4

Klone (R2, R8, R1ll und R12) fiir eine weitere

experimentelle Analyse ausgewdhlt.

Beispiel 4:

Transkriptionelle Analyse der Kandidaten-Klone in

Tumor- und Normalgewebe

Zwischen 2 und 5 pg total-RNA aus Tumor- oder
Norma}geweben wurden mittels SuperScriptIIl (GibcoBRL)
oder AMV-RT (Promega) entsprechend den Hersteller-
empfehlungen revers transkribiert. Fir jede

individuelle RNA Probe wurde ein zweiter Ansatz ohne

"
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reverse Transkriptase als Kontrolle fiur Kontamination
durch chromosomale ﬁNA durchgefihrt. Qualitidt und Menge
der cDNAs wurde durch PCR mit B-Actin spezifischen
Primern (SEQ ID NO:13 und 14).und GAPDH spezifischen
Primern (SEQ ID NO:15 und 16) nach 30 und 35 Zyklen

(1 95°C, 1° 55°C, 1° 72°C), iberpruft. Die

. 4 Kandidatengene wurden analog mit jeweils spezifischen

Primern analysiert. Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarose-Gel-Elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung
nachgewiesen. Dabei zeigte ein Kandidat, der mit ,RI11%
bezeichnet wurde, nach 35 Zyklen mit Rll-spezifischen
Primern (SEQ ID NO:11 und 12) ein relativ spezifisches
Tumor/Testis-Transkriptionsprofil; die semiquantitative
RT-PCR von RNA aus Mammakarzinom, Lungen-Adenokarzinom,
Lungen-Plattenepithelkarzinom, Nierenkarzinom,
Kolonkarzinom, Herz, Lunge, Leber, Niere, Kolon, Milz
und Testis ist in Fig. 1 dargestellt. Eine weitere
gualitative PCR von cDNA aus Patientengewebe von 3
humanen Pankreastumoren mit denselben Rll-spezifischen
Primern (SEQ ID NO:11 und 12) zeigte die Expression in
humanen Pankreastumoren (Fig. 2). Weiters wurde eine
zusat;liche qualitative PCR von ¢DNA aus verschiedenen
Tumorzelllinien wvon humanen Lungen- (LC 6, 16),
Gallenblase- (GB 1) und Pankreastumoren (PC 1, 2) sowie
zwel Melanomen (Mel 2, 7) mit denselben R1l1-
spezifischen Primern (SEQ ID NO:11 und 12)
durchgefiihrt, die eine deutliche Expression in allen
Tumorzelllinien (Fig. 4) zu erkennen gab. Bei dieser
Analyse wurde nach dem Protokoll von Perkin Elmer
{GeneAmp RNA PCR Kit, #N808-0017) vorgegangen (RT-
Reaktion: (1x) 15°/42°C - 5-/99% - 5°/4%; PCR-
Reaktion: (35x) 2°/95°% - 1°/95°% - 1°/60°C und (1x)
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PCR-Produkte mittels Agarose-Gel-Elektrophorese und
Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen. Als GréRenmarker

kam ein 1kb GréBermarker von Gibco BRL zum Einsatz.

Beispiel 5:
Transkriptionsprofil von R1l1l in Normalgeweben

Fiir die Northern Blot Analyse wurden ,Human Multiple
Tissue Northern Blots“ (Clontech, Palo Alto und
Invitrogen) mit dem [a-?2P]dCTP (NEN, Boston) markierten
etwa 1000 bp langen R11 PCR Produkt bei 68° fiir 2 h
hybridisiert. Die Visualisierung erfolgte durch
Standard-Autoradiografie (Hyperfilm, Amersham). Fig. 3
zeigt das Ergebnis dieser Analyse: von 19 Normalgeweben
(Pankreas, Nebennierenmark, Schilddriise,
Nebennierenrinde, Testis, Thymus, Diunndarm, Magen,
Hirn, Herz, Skelettmuskel, Kolon, Milz, Niere, Leber,
Plazenta, Lunge, Leukozyten). Fur R11l zeigt sich in
Plazenta, Nebennierenmark, Nebennierenrinde und in
Testis ein prominentes Transkript von 7,5 kb Lange.
Eine sehr schwache Bande von 7,5 kb kann auch im Hirn
nachgewiesen werden. Da alle diese Normalgewebe einen
immunprivilegierten Status aufweisen (Streilein, 1995),
ist bei einer auf diesem Antigen beruhenden

Immuntherapie eine Attacke durch CTL auszuschlielen.

Weitere Transkripte von 3,8 kb und 2,3 kb, welche
mbglicherweise Spleifvarianten des 7,5 kb Transkripts

darstellen oder von einem homologen Gen abgeleitet
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sind, wurden im Nebennierenmark und der

Nebennierenrinde identifiziert (Fig. 3).

Beispiel 6:
Klonierung der cDNA von R1ll

Zur Klonierung der humanen R11l-cDNA wurde wie folgt
vorgegangen: eine BLAST-Analyse ergab, dal zu der in
Beispiel 3 durch Segquenzierung erhaltenen R1ll
~Originalsequenz® (796 bp) ein iUberlappendes Fragment
AF038197 und eine Vielzahl von iUberlappenden ESTs, wie
z.B. N42343, W69539, HB2474, H51766, N28313,
identifiziert werden konnten. Ausgehend von der Sequenz
AF038197 wurde mit dem EstExtractor auf TigemNet
(http://gcg.tigem.it/cgi-bin/uniestass.pl) ein mit dem
Klon R1l iiberlappendes Contig gefunden. Die Uberlappung
des Contigs und der 796 bp R1l1l ,Originalsequenz® konnte
durch PCR-Aplifikation mit einem R11 ,Originalsequenz®
spezifischen Primer und einem am Contig liegenden
Primer (SEQ ID NO:17 und 18} aus einer SuperScript™
Human Testis ¢DNA Library (GibcoBRL) und anschliefender
Sequenzierung verifiziert werden. Aus der SuperScript™
Human Testis cDNA Library konnten durch eine PCR mit
einem R1l spezifischen Primer (SEQ ID NO: 19) und einem
Vektor-spezifischen Primer (SEQ ID NO: 20 ) weitere zu
R1l gehdrende Fragmente unter Verwendung des Advantage
CDNA PCR Kit (Clontech) und dem dort beschriebenen
Standardprotokoll amplifiziert werden. Die Kenntnis
dieser neuen Sequenzen erméglichte wiederum PCR Ansdtze
mit R11l spezifischen Primern (SEQ ID NO: 21 und 22) und
dem Vektor-spezifischen Primer (SEQ ID NO: 20 ).
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Fir die weiter Verlidngerung der R11l-cDNA wurde ein
humane Testis Rapid-Screening cDNA Library panel
(OriGene Technologies, Inc) mit fir R11 spezifischen
Primern (SEQ ID NO: 23 und 24) unter den vom Hersteller
angegebenen Standard PCR-Bedingungen gescreent. Von den
positiven Ndpfchen wurde ein Aliquot als Template fir
eine PCR mit einem R1ll spezifischen und einem fiir den
Vekfor spezifischen Primer (SEQ ID NO: 25 und 26) unter
Verwendung des Advantage cDNA PCR Kit (Clontech) und

dem dort beschriebenen Standardprotokoll amplifiziert.

Fiir die Sequenzanalyse wurden Aliquote der PCR-Ansdtze
direkt in den pCR2.1-Vektor (Invitrogen)} ligiert und
anschlieBend in kompetente E. coli (OneShot™,
Invitrogen) transforﬁiert und, wie in Beispiel 3

beschrieben, sequenziert.

Der klonierte Bereich der R11-cDNA betrdgt 5714 bp
wobei das Vorhandensein eines PolyA-Schwanzes am
3"-Ende der Sequenz fir die Vollstdndigkeit der cDNA in
diesem Bereich spricht. Ein durchgehender Leserahmen
ist durch das Startkodon an Position 570 und das
Stopkodon (TAA) an Position 1638 reprdsentiert. Da zu
diesem Gen keine Datenbankeintragungen wvon bekannten
Genen existieren, kann iUber die Funktion keine Aussage
getroffen werden., Eine Analyse des Proteinprofils
(http://www.expasy.ch/prosite/) ergab neben den zwei
offensichtlichen Prolin-reichen Abschnitten (Position #
128-141 und 330-351 in SEQ ID NO: 2), potentielle
Motive fiir zwei N-Glykosylierungsstellen (104-107 und
250-253), eine Protein Kinase C Phosphorylierungsstelle
(108-110), vier Casein Kinase II
Phosphorylierungsstellen (99-102, 165-168, 198-201,
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41

314) und eine Region mit fhnlichkeit zum aktiven
Zentrum von eukaryontischen und viralen Aspartat

Proteinasen (16-27).

Beispiel 7:

Potentielle MHC-Bindungspeptide in der fir den

C-terminalen Teil von Rll kodierenden Region

Potentielle Peptid-Epitope innerhalb der kodierenden
Region des C-terminalen Fragmentes von R11l gemah
(SEQ ID NO: 2) wurden mittels den von Parker et. al.,

1994 beschriebenen Algorithmen unter Zugrundelegung

bekannter Motive (Rammensee et al. 1995) durchgefiihrt.

Fiir die wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fiir HLA-Al,

-A*0201, -A3, -B7, ~Bl4 und -B*4403, wurden 9-mer

Kandidaten-Peptide identifiziert, von denen zu erwarten

ist, daB sie an die entsprechenden HLA-Molekille binden

und daher immunogene CTL-Epitope darstellen; die
ermittelten Peptide sind in Tab. 1 aufgelistet. Durch

analoges Vorgehen kénnen weitere potentielle Peptid-

Epitope fiir andere HLA-Typen bzw. 8- und 1l0-mer Peptide

ermittelt werden.

Tabelle 1

Immunogene Peptid-Kandidaten des C-terminalen

Fragmentes von R11 (356 Aminos&uren)

Y4
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Start- Sequenz HLA
position
in SEQ
ID NO: 2
1 MLQIHLPGR HLA-A3
4 IRLPGRHTL HLA-A*0201, HLA-B1l4
5 HLPGRHTLF HLA-A3
31 YVAQNGIPL HLA-B7
39 LRIKDWPIL HLA-B14
46 ILVEAIDGR HLA-A3
53 GRPIASGPV HLA-B14
64 ETHDLIVDL HLA-B14
71 DLGDHREVL HLA-A*0201, HLA-B7,
HLA-B14
73 GDHREVLSF HLA-B*4403
85 QSPEFFPVVL HLA-B7
92 VLGPRWLSA HLA-A*0201
97 WLSAHDPNI HLA-A*0201
110 RSIVFDSEY HLA-B*4403
112 IVFDSEYCR HLA-A3
134 PPPAPQPPL HLA-B7
141 PLYYPVDGY HLA-A3

s
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150 RVYQPVRYY HLA-A3

152 YOQPVRYYYV HLA-A*0201

155 VRYYYVONV HLA-B14

159 YVQNVYTPV HLA-A*0201

169 EHVYPDHRL HLA-B14

177 LYDPHIEMI HLA-A*0201, HLA-Al
183 EMIPGAHSI HLA-A*0201

189 HSIPSGHVY HLA-Al, HLA-B*4403
191 IPSGHVYSL HLA-B7, HLA-A*0201
198 SLSEPEMAA HLA-A*0201

199 LSEPEMAAL HLA-Al

202 PEMAALRDF HLA-B*4403

203 EMAALRDEV HLA-A*0201

206 ALRDEFVARN HLA-A*0201

211 VARNVKDGL HLA-B7

223 TIAPNGAQV HLA-A*(Q201

224 IAPNGAQVL HLA-B7

231 VLQVKRGWK HLA-A3

232 LQVKRGWKL HLA-A*0201, HLA-B14
257 YPRLSIPNL HLA*7

)

N3
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266 EDQAHLATY HLA-B*4403

270 HLATYTEEFV HLA-A*0201

306 GRDGOGRSL HLA-B14

307 RDGQGRSLY HLA-B*4403

308 DGQGRSLYV HLA-B14

3;3 SLYVPVMIT HLA-A*0201, HLA-A3
320 ITWNPHWYR HLA-A3

\ o/
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SEQUENZPROTCKOLL - * .

<110> Boehringer Ingelhem Intema_tidr-ﬁ.i'-Cith
<120> Tumorassoziiertes Antigen

<13¢> 12-111

<140>
<141>

<le0> 70
<170> PatentIn Ver. 2.1
<2100 1

<211> 5714
<212> NA

'<213> Hamo sapiens

<220>

<221> 5'UTR

222> (1)..(569)
<223> putativ

<220>

<221> CDS

<222> (570) .. (1640)
<220>

<221> 3'UIR

<222> (1641)..(5714)

<400> 1
cttgagacct caagcgaagy ttgcaacgca agatcagagc tgcgcaagge atggggtctg 60

tecategacta ctcaatgett tccagatgat tgoccaggac ctggattgga acgagectge 120
gctgattgac cagtaccacg agggcctcag cgaccacatt caggaggage tcteccacgt 180
cgaggtegee aagtogetgt ctgctctgat tgggcagtge attcacattg agagaagget 240
ggccaggget gotgcagete gogagecacy ctogecacce cgggegetgg tgttgectca 300
cattgcaagc caccaccagg tagatcaacc gagecggtgg gaggtgecog catgegectg 360
acgcaggaag aaaaagaaag acgcagaaag ctgaacctgt gectctactg tggaacagga 420
ggtcactacyg ctgacaattg toctgocaag gectcasagt cttogoogge gggaaactcc 480

coggeeccge tgtagaggga ccttcagoga cocgygecaga aataataagg tocccacaag 540
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atgatgcctc atctccacac ttgcaagtg atg ctc cag att cat ctt ccg gge
Met Ieu Gln Ile His Leu Pro Gly

1 5
aga cac acc ctg ttc gtc cga gcc atg atc gat tct ggt gct tct ggo
Arg His Thr Ieu Phe Val Arg Ala Met Ile Asp Ser Gly Ala Ser Gly

10 i5 20

" aac ttc att gat cac gaa tat gtt gct caa aat gga att cct cta aga

Asn Phe Ile Asp His Glu Tyr Val Ala Gln Asn Gly Ile Pro Ieu Arg
25 30 35 40

- atc aag gac tgg cca ata ctt gtg gaa gea att gat ggg ogc ccc ata

Ile Lys Asp Trp Pro Ile Leu Val Glu Ala Ile Asp Gly Arg Pro Ile
45 . 50 55

gca tog ggc cca gtt gtc cac gaa act cac gac ctg ata gtt gac ctg
Ala Ser Gly Pro Val vVal His Glu Thr His Asp Leu Ile Val Asp Leu
60 65 70

gga gat cac cga gag gtg ctg tca ttt gat gtg act cag tct cca tte
Gly Asp His Arg Glu Val lLeu Ser Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe
15 80 85

ttec cct gtc gtc cta ggg ccg cge tgg ctg agc gea cat gat ccc aat
Phe Pro Val Val Leu Gly Pro Arg Trp ILeu Ser Ala His Asp Pro Asn
20 95 100

atc aca tgg agc act cga tct atc gtc ttt gat tct gaa tac tge oge
Ile Thr Trp Ser Thr Arg Ser Ile Val Phe Asp Ser Glu Tyr Cys Arg
105 110 115 120

cac cac tgc cgg atg tat tct cca ata cca cca tog ctc cca ceca cca
His His Cys Arg Met Tyr Ser Pro Ile Pro Pro Ser Leu Pro Pro Pro
125 130 135

gca cca caa cog cca ctc tat tat cca gta gat gga tac aga gtt tac
Ala Pro Gln Pro Pro Leu Tyr Tyr Pro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyr
140 145 150

caa cca gtg agg tat tac tat gtc cag aat gtg tac act cca gta gat
Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr Val Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val Asp
155 160 les

gag cac gtc tac cca gat cac cgc ctg gtt gac cct cac ata gaa atg
Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg Leu Val Asp Pro His Ile Glu Met
170 175 180

ata cct gga gca cac agt att occ agt gga cat gtg tat tca ctg tce
Ile Pro Gly Ala His Ser Ile Pro Ser Gly His Val Tyr Ser lLeu Ser
185 120 195 200

593

641

689

37

785

833

881

929

9717

1025

1073

1121

1169

=/

r -
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gaa cct gaa atg gca gect ctt cga gat ttt gtg geca aga aat gta aaa 1217
Glu Pro Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Phe Val Ala Arg Asn Val Lys
205 210 215

57

gat ggg cta att act cca acg att geca cct aat gga gcc caa gtt cte 1265
Asp Gly leu Ile Thr Pro Thr Ile Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val ILeu
220 225 230

cag gtg aag agg ggg tgg aaa ctg caa gtt tct tat gat gee gag tec 1313
Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu Gln Val Ser Tyr Asp Ala Glu Ser
235 240 245

aac aat ttt act atc cag aat cag tat cct ogc cta tct att cca aat 1361
Asn Asn Phe Thr Ile Gln Asn GIn Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn
250 255 260

tta gaa gac caa gca cac ctg gca acy tac act gaa ttc gta cct caa 1409
Leu Glu Asp Gln Ala His Leu Ala Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gln

265 270 275 . 280
ata cct gga tac caa aca tac ccc aca tat gocc gog tge cog ace tac 1457
Ile Pro Gly Tyr Gln Thr Tyr Pro Thr Tyr Ala Ala Cys Pro Thr Tyr

285 290 295

cca gta-'gga ttc gec tgy tac cca gty gqga cga gac gga caa gga aga 1505
Pro Val Gly Phe 2Ala Trp Tyr Pro Val Gly Arg Asp Gly GIln Gly Arg

300 305 310
tca cta tat gta cct gtg atg atc act tgg aat cca cac tgg tac cge 1553

Ser Leu Tyr Val Pro Val Met Ile Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Arg
315 320 325

cag cct ccg gta cca cag tac ©og cog cca cag cog cog cct cca cca 1601
Gln Pro Pro Val Pro Gln Tyr Pro Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro

330 335 340
cca cca cog cog cog cct cca tet tac agt ace ctg taa atacctgtca 1650
Pro Pro Ser Tyr Ser Thr leu
345 350 355
tgtecttcag gatctetgoe cteaaaattt attectgtte agettctcaa tcagtgactg 1710
tgtgctaaat tttaggctac tgtatcttca ggccacctga ggcacatcct ctetgaaacyg 1770
gctatggaag gttagggeca ctetggactg gcacacatce taaagcacca aaagaccttc 1830
aacattttct gagagcaaca gagtatttgc caataaatga tctctcatit ttccaccttg 1890
actgccaatc taactaszaat aattaataag tttactttcc agccagtect ggaagtctgg 1950

gttttacctyg ccaaaacctc catcaccatc taaattatag getgccaaat ttgetgttta 2010

acatttacag agaagctgat acaaacgcag gaaatgetga tttctttatg gagggggaga 2070

.
.
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cgaggagyag gaggacatga ctttitcttge ggotttoggta coctetttit aaatcactgg 2130
aguyactgagy ccttattaag gaagocaaaa ttataggtge agtgtggaaa ggctteogtg 2190
atectctoege tgcaccetta gaaacttcac cgtcttcaaa ctocatttec atggttetgt 2250

taattctcaa ggageagcaa ctogactgut tcteecagga gcaggaiaaaa cecttgtgac 2310

atgaaacatc tcaggcectga aaagasagtg ctctctcaga tggactcttg catgttaaga 23'76-

ctatgtcttc acatcatggt gcaaatcaca tgtacccaat gactccgget ttgacacwac 2430
accttaccat catcatgcca tgatggcttc cacazagcat taaacctggt aaccagagat 2490
tactggtgge tecagegttg ttagatgtte atgaaatgtg accacctcte aatcaccttt 2550

gagggctaaa gagtagcaca tcaaaaggac tccaasatcc catacccaac tcttaagaga 2610

tttgtcctgg tacttcagaa agaatttteca tgagtgttct taattggetg gaaaagcacc 2670
agctgacgtt ttggaagaat ctatccatgt gtctgectec atatgeatct gggeatttea 2730
tctteagtee ceteattaga ctgtagcatt aggatgtgty gagagaggay aaatgattta 2790
gecacccagat tcacactect atgectggaa gggggacatce tttgaagaay aggaattagg 2850
gctgtggaca ctgtcttgag gatgtggact tccttagtga gotccacatt acttgatggt 2910
aaccacttca aaaggatcag aatccacgta atgaaaaagg tocctctaga ggatggagct 2970
gatgtgaagc tgccaatgga tgaaaagect cagaaagcaa ctcaaaggac tcaaagcaac 3030
ggacaacaca agagttgtct tcagcccagt gacacctctg atgtcccctg gaagetttgt 3090
gctaacctgg gactgectga cttoctttag cctggtccct tgctactace ttgaactgtt 3150
ttatctaacc tctettttte tgtttaatte tttgetactg ccattgacce tgetgeagga 3210
tttgtgteat tttectgect gyttgctgag actccatttt getgecacac acagagatgt 3270
aagaggcagg ctttaattgc caaagcacag tttgagcagt agaaaélcaac atggtgtata 3330
tctcaaattg cctgacatga agaggagtcet aacggtgaag tttcactttt catcageate 3390
atctttcaca tgttcattat catccgctct tattcettgca tgtttaaaca cttaaaattt 3450
ttagtataat ttttagtgtg ttttgaagtg gtgactaggc tttcaaaaac ttccattgaa 3510
ttacaaagca ctatccagtt cttattgtta aactaagtaa aaatgataag taacatagtg 3570

taaaatattc ctttactgtg aacttcttac aatgctgtga atgagaggct cctcagaact 3630
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ggagcatttg tataataatt catcctgttc atcttcaatt ttaacatcat atataatttc 3690

59

aattctatca attgggectt taaaaatcat atazaaggat ataaaatttyg aasagagaaa 3750
cctaattggc tatttaatcc aaaacaactt tttttttect tcaatggaat cagaaagett 3810
gtcaatcact catgtgtttt agagtaatta cttttaaaat ggtgeatttg tgcttctgaa 3870

ctattttgaa gagtcacttc tgtttacctc aagtatcaat tcatccteca tacatttgaa 3930

.ttcaagttgt tttttgtcaa atttacagtt gtcaattgat cttcaagetg cagggtgect 3990

agaaatgggc cgttgtctgt agecctggea tgtgcacacg gacatttgoc accactgcaa 4050

‘gcaaaagtct ggagaagttc accaacgaca agaacgatta gggaaaatat gctgctgtgg 4110

gttaacaact cagaaagtcc ctgatccac;;\ tttggetgtt tactaaagct tgtgattaac 4170
tttttggeag tgtgtactat gotctattge tatatatget atctataaat gtagatgtta 4230
aggataagta attctaaatt tattattcta tagttttgaa gtttggttaa gtttoctttc 4290
actcaattga tttattttgt tgttaatcaa atttatgtta attggatcct ttaaattttt 4350
tttggcattt tccaacasaa atggetttat tcataagaaa ggamaaaaat caatggaatt 4410
tgatatctaa agaagttaga aagggagcaa aataaaaaac ataaaggaga tagatgaatt 4470
agtaagcaaa ltcagt.agtcg agtttttcaa actggcaaaa ttaattaatt gacttttagc 4530
ccaaatttac attgttaatt aaatcaagaa ggaagaagat ctaagagctc ccattgatag 4590
gcaagcctag agagaactag ctaaatttat catgctagga tattgaaaca cagaaagttt 4650
acatacattt atgaagggtc aatttagttt ggacagtgag gtatttgtct tagtggaaaa 4710
aaggagaatt agtctgatca aatcgtgaag taatacagtg aacttgeagg tgcacaaaat 4770
aagagggcca catctatatg gtgcagtctg gaattctgtt taagtttgta ggtacctcett 4830
ggacttctga attgatccag ttgtcatcea ccacagacat ctcacatcag atacagacag 4890
ttccaagatt gacaacagag aacaacctge tggaaagacc tgggcagaaa tggagagece 4950
tgegggaace atgetacatt ttcatctaaa gagagaatgc acatctgatg agactgaaag 5010
ttctttgttg ttttagattg tagaatggta ttgaattggt ctgtggaaaa ttgcattget 5070
tttatttctt tgtgtaatca agtttaagta ataggggata tataatcata agcattttag 5130
gutgggaggy actattaagt aattttaagt gggtggggtt atttagaatg ttagaataat 5190

attatgtatt agatatcoget ataagtggac atgegtactt acttgtaacc ctttacccta 5250

N
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taattgctat ccttaaagat ttcaaataaa ctecggaggga actgcaggga gaccaactta 5310
tttagagoga attggacatg gataaaaacc ccagtgggag aaagttcaaa gg‘tgattagal 5370
ttaataattt aatagaggat gagtgacctc tgatasatta ctgctagaat gaalcttg't'ca 5430
atgatggatg gtaaattttc atggaagtta taaaagtgat aaataaaaac ccttgetttt 5490
acccetgtea gtagecctee toctaccact gaaccccatt geccctacce ctecttctaa 5550

ctttattgct gtattctctt cactctatat ttctctctat ttgctaatat tgeattgetg 5610

ttacaatasa aattcaataa agatttagtg gttaagtgcea aaaaaasasaa aaaaaanaaa 5670

8333383333 2333334333 4333333338 &aaaaaaaaa azaa 5714

<210> 2

<211> 356

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 2
Met Leu Gln Ile His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu Phe Val Arg Ala
1 5 10 15

Met Ile Asp Ser Gly Ala Ser Gly Asn Phe Ile Asp His Glu Tyr Val
20 25 30

Ala GIn Asn Gly Ile Pro lLeu Arg Ile Lys Asp Trp Pro Ile Leu Val
35 40 45

Glu Ala Ile Asp Gly Arg Pro Ile Ala Ser Gly Pro Val Val His Glu
50 55 60

Thr His Asp Leu Ile Val Asp Ieu Gly Asp His Arg Glu Val leu Ser
65 70 5 80

Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe Phe Pro Val Val Leu Gly Pro Arg
85 90 95

Trp Leu Ser Ala His Asp Pro Asn Ile Thr Trp Ser Thr Arg Ser Ile
100 105 110

Val Phe Asp Ser Glu Tyr Cys Arg His His Cys Arg Met Tyr Ser Pro
115 120 125

Ile Pro Pro Ser Leu Pro Pro Pro Ala Pro Gln Pro Pro leu Tyr Tyr
130 135 140

Pro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr Val
145 150 155 160

P )
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Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val Asp Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg
165 170 175

Leu Val Asp Pro His Ile -Glu Met Ile Pro Gly Ala His Ser Ile Pro
180 185 190

Ser Gly His Val Tyr Ser Ieu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala ILeu Arg
195 200 205

Asp Fhe Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu Ile Thr Pro Thr Ile
210 215 220

Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Ieu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys leu
225 230 235 240

Gln Val Ser Tyr Asp Ala Glu Ser Asn Asn Phe Thr Ile Gln Asn Gln
245 250 255

Tyr Pro Arg leu Ser Ile Pro Asn Leu Glu Asp Gln Ala His Leu Ala
260 265 270

Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gln Ile Pro Gly Tyr Gln Thr Tyr Pro
275 280 285

Thr Tyr Ala Ala Cys Pro Thr Tyr Pro Val Gly Phe Ala Trp Tyr FPro
250 295 300

Val GlLy Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val Prc Val Met Ile
305 310 315 320

Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Ary Gln Pro Pro Val Pro Gln Tyr Pro
325 330 335

Pro Pro Giln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser
340 345 350

Tyr Ser Thr Leu
355

<210> 3

<211> 31

<212> INA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(31)

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:synthetischer Primer
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<400> 3
ctagceccace atggcatctg cagccacgtyg a 31

<210> 4

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer_bind
<222> (1)..(30)

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 4
agcttcacgt ggctgeagat gecatggtgy 30

<210> 5

<211> 30

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(30)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 5
ctageccace atggeatctg cagcacgtga 30

<210> 6

<211> 29

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(29)

<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 6
agcttcacgt ggtgcagatg ccatggtgy 29
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<210> 7

<211> 29

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(29)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 7
ctagcccace atggcatctg cacacgtga 29

<210> 8

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(28)

<220>
<223> Beschreilnmg der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 8
agcttcacgt gtgeagatge catggtgg 28

<210> 8

<211> 23

<212> D¥A

<213> Kinstliche Secuenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(23)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 9
gggeggtagg cgtgtacggt ggg 23

<210> 10

<211> 26

<212> "B

<213> Kinstliche Sequenz

(63
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<220>
<221> primer bind
222> (1)..(26)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 10
gcaactagaa ggcacagtcg aggctg 26

<210> 11

211> 27

<212> INA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(27)

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 11
gtttggacag tgaggtattt gtcttag 27

210> 12

211> 27

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(27)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Secquenz: synthetischer Primer

<400> 12
ctttoccagea ggttgttcte tgttgte 27

<210> 13

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1) ..(30)

<220>
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<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 13
tgacgyggte acccacactg tgeccatcta 30

<210> 14

<211> 29

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer_bind
<222> (1)..(29)

<220> .
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 14
ctagaagcat tgoggtggac gatggaggg 29

<210> 15

211> 22

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(22)

220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 15
aaggtgaagy tcggagtcaa og 22

210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(24)

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 16
ggcagagatg atgacccttt tgge 24

R
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<210> 17

<211> 26

212> DA

<213> Kilnstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..{26)

<220> :
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 17
tattttgctc cctttctaac ttcttt 26

<210> 18
<211> 30
<212> DA

' <213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(30)

220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 18
tttcactttt catcagcatc atctttecaca 30

<210> 19

<211> 27

<212> DA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(27)

<220>
<223> Beschreibing der kimnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 19
cgttagactc ctcttcatgt caggcaa 27

<210> 20

211> 22

<212> DA

<213 Kinstliche Sequenz
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<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(22)

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 20
ggtgacacta tagaaggtac gc 22

210> 21

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(28)

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 21
caggcctgag atgtttcatg tcacaagg 28

<210> 22

<211> 29

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220> _
<221> primer bind
<222> (1)..(29)

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 22
gcatttectg ogtttgtatc agcttctcet 29

<210> 23

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<221> primer_bind
<222> (1}..(30)
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<220>
<223> Beschreibung der kimstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 23
accagcacca caacogecac tctattatcc 30

<210> 24

<211> 30

<212> DNA

213> Kimstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(30)

<220>
<223> Beschreibung der kimnstlichen Secuenz: synthetischer Primer

<400> 24

catatagtga tcttecttgt cogtctogte 30

<210> 25

211> 26

212> DA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..({26)

<220>
<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 25 )
gcgeccatea attgettcca caagta 26

<210> 26

211> 21

<212> DNA

<213> Kilnstliche Sequenz

<220>
<221> primer bind
<222> (1)..(21)

<220>
<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: synthetischer Primer

<400> 26
gcagagctcg tttagtgaac ¢ 21
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210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 27
Met ILeu Gln Ile His Leu Pro Gly Arg
1 5

<210> 28

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 28
Ile His Ieu Pro Gly Arg His Thr ILeu
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu Phe
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 30
Tyr Val Ala Gln &Asn Gly Ile Pro leu
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Hoaro sapiens

<400> 31
Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn Leu

o 17F
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<210> 32

<211> 9

<212> FRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Ile Leu Val Glu Ala Ile Asp Gly Arg
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> FRT

<213> Hamwo sapiens

<400> 33
Gly Arg Pro Ile Ala Ser Gly Pro Val
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Glu Thr His Asp Leu Ile Val Asp Leu
1 5

<210> 35

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Asp Leu Gly Asp His Arg Glu Val Leu
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

o oa¥
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<400> 36
Gly Asp His Arg Glu Val Ieu Ser Phe
1 5

<210> 37

<211> 9

212> PRT

<213> Haw sapiens

<400> 37
Gln Ser Pro Phe Phe Pro Val Val lLeu
1 5

<210> 38

<<11> 9

<212> PRT

<213> Haro sapiens

<400> 38
Val Leu Gly Pro Arg Trp lLeu Ser Ala
1 5

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamwo sapiens

<400> 39
Trp Leu Ser Ala His Asp Pro Asn Ile
1 5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 40
Arg Ser Ile Val Phe Asp Ser Glu Tyr
1 5

<210> 41
211> 9
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 41
Ile Val Phe Asp Ser Glu Tyr Cys Ary
1 5 '

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 42
Pro Pro Pro Ala Pro Gln Pro Pro Leu
1 5 .

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Pro Leu Tyr Tyr Pro Val Asp Gly Tyr
1 . 5

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Arg Val Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 45
Tyr Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr val
1 5 ]

<210> 46
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<211> 9
<212> PRT
<213> Hamo sapiens

<400> 46
Val Arg Tyr Tyr Tyr Val Gln Asn Val
1 5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

. <400> 47

Tyr Val Gln Asn Val Tyr Thr Fro Val
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 48
Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg Leu
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 49
Leu Val Asp Pro His Tle Glu Met Ile
1 5

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 50
Glu Met Tle Pro Gly Ala His Ser Ile
1 5
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<210> 51

<211> 9

<212> FRT

<213> Harmo sapiens

<400> 51
His Ser Ile Pro Ser Gly His Val Tyr
1 5

<210> 52

<211> 9

<212> ERT

<213> Hamo sapiens

<400> 52
Ile Pro Ser Gly His Val Tyr Ser leu
1 5

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 53
Ser Leu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala
1 5

<210> 54

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
ILeu Ser Glu Pro Glu Met Ala Ala Ieu
1 5

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Pro Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Phe
1 5

A AT
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<210> 56

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamw sapiens

<400> 56
Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Fhe Val
1 5

<210> 57

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 57
Ala Leu Arg Asp Phe Val Ala Arg Asn
1 5

<210> 58

<211> 9

<212> ERT

<213> Ham sapiens

<400> 58
Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu
1 5

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 59
Thr TIle Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val
1 5

<210> 60

211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 60
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Ile Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Ieu
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61
Val Ieu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys
1 5

<210> 62

<21l1> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> 62
Leu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu
1 5

<210> 63

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63
Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn Leu
1 5

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> &4
Glu Asp Gln Ala His Ieu Ala Thr Tyr
1 5

<210> 65

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

w18
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<400> 65
His Leu Ala Thr Tyr Thr Glu Fhe Val
1 5

<210> 66

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamo sapiens

<400> &6
Gly Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu
1 5

<210> 67

<211> 9

<212> PRT

<213> Hamwo sapiens

<400> &7

Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr
1 5

<210> 68

<211> 9

<212> FRT

<213> Hamo sapiens

<400> 68
Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val
1 5

<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Hano sapiens

<400> 69
Ser Leu Tyr Val Pro Val Met Ile Thr
1 5

<210> 70
<211> 9
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<212> PRT
<213> Homo sapiens,

<400> 70
Ile Thr Trp Asn Pro His Trp Tyr Arg
1 5
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Patentanspriiche

Tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung R11l,

Idadurch gekennzeichnet, dal es die in SEQ ID NO: 2

definierte Aminosiduresequenz aufweist oder diese

als Teilsequenz enthalt.

Immunogenes Proteinfragment oder Peptid, dadurch

gekennzeichnet, daB es von dem in Anspruch 1

" definierten tumorassoziierten Antigen abgeleitet

ist.

Immunogenes (Poly)peptid nach Anspruch 2, das eine

humorale Immunantwort auslést.

Immunogenes (Poly)peptid nach Anspruch 2, das bzw.
dessen Abbauprodukte durch MHC-Molekiile
prdsentiert werden und eine zelluldre Immunantwort

auslésen.

Immunogenes Peptid nach Anspruch 4, ausgew#hlt aus
der Gruppe von Peptiden gemdaR SEQ ID NQ:27 bis 70.

Immunogenes (Poly)peptid nach einem der Anspriiche
1 bis 5 fiir die Immuntherapie von

Krebserkrankungen in vivo oder ex vivo, wobei das
(Poly)peptid eine Immunantwort gegen Tumorzellen

des Patienten induziert, die R1l1l exprimieren.

Pharmazeutische Zusammensetzung fiir die

parenterale, topische, orale oder lokale

- Verabreichung, dadurch gekennzeichnet, daB sie als
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wirksame Komponente ein oder mehrere immunogene
(Poly)peptide nach einem der Anspriiche 1 bis 5
enthdlt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7,

dadurch gekennzeichnet, daBR sie verschiedene, von

R1l1l abgeleitete immunogene Peptide enthilt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein oder mehrere
von R1ll abgleitete Peptide in Mischung mit von

anderen tumorassoziierten Antigenen abgeleiteten

Peptiden enthidlt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7
oder 8, daB die Peptide an mindestens zwei

verschiedene HLA-Typen binden.

Iscliertes DNA-Molekill, kodierend flir ein Protein
mit den immunogenen Eigenschaften des in
Anspruch 1 definierten tumorassoziierten Antigens

oder fiir Fragmente davon.

DNA-Molekill nach Anspruch 11, kodierend fiir ein
immunogenes Polypeptid der Bezeichung R1l1l, das die
in SEQ ID NO: 2 enthaltene Aminosduresequenz
aufweist oder diese enthilt, bzw. fiir davon

abgeleitete Proteinfragmente oder Peptide.

DNA-Molekiil nach Anspruch 12, dadurch
gekennzeichnet, daB es ein Polynukleotid mit der
in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz ist oder
diese Sequenz enthélt oder daB es ein )
Polynukleotid ist oder dieses enthdlt, das mit
einem Polynukleotid der in SEQ ID NO: 1
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dargestellten Sequenz unter stringenten

Bedingungen hybridisiert.

Rekombinantes DNA-Molekiil, enthaltend ein DNA-
Molekiil gemdB einem der Anspriiche 12 bis 13.

DNA-Molekill nach einem der Anspriche 11 bis 14,
fiir die Immuntherapie von Krebserkrankungen, wobei
das von dem DNA-Molekill exprimierte R11
(Poly)peptid eine Immunantwort gegen Tumorzellen

des Patienten induziert, die R1ll exprimieren.

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

Herstellung einer Krebsvakzine.

Antikdrper gegen ein in einem der Anspliche 1 bis 5

definiertes (Poly)peptid.

Antikdrper nach Anspruch 17, dadurch

gekennzeichnet, daB er monoklonal ist.

Antikdrper nach Anspruch 17 oder 18 filir die
Therapie und Diagnose von Krebserkrankungen, die

mit der Expression von R1ll assoziiert sind.
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Zusammenfassung

Tumorassoziiertes Antigen, davon abgleitete immunogene
Peptide und dafiir kodierende kodierende DNA-Molekiile
sowie deren Verwendung in der Immuntherapie von

Krebserkrankungen,
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El invento se refiere a la inmunoterapia de enfermedades tumoraies.

E! sistema inmunitario tiene la mision de proteger al organismo con respecto
de un gran nimero de diferentes microorganismos o de combatir activamente a
estos. La importancia de un sistema inmunitario intacto se demuestra sobre todo en
el caso de inmunodeficiencias heredadas o adquiridas. El empleo de programas
profildcticos de vacunacién se manifesté en muchos casos como una intervencion
inmunoldgica extremadamente conducente a su objetivo y satisfactoria en la lucha
contra enfermedades infecciosas viricas o bacterianas. Ademas, se ha puesto de
manifiesto que el sistema inmunitario participa decisivamente también en la
eliminacidn de células de tumores. En tal caso, de;empeﬁa un pape'l esencial el
reconocimiento de los antigenos asociados con tumores (TAA's de Tumor Associated
Antigens) por componentes del sistema inmunitario. En el sentido méas ampiio,
cualquier componsnte {peptidico o no peptidico) de una célula de tumor, que sea
reconocido por un elemento del sistema inmunitario y conduzca a la estimulacién de
una respuesta inmunolidgica. puede actuar como antigeno inmundgeno de tumor. Les
corresponde importancia especial en tal contexto a los antigenos de tumores, que no
solamente provocan una reaccién inmunolégica sino que también producen un
rechazo del tumor. La identificacidn de antigenos definidos, que pueden producir tal
reaccidn inmunoldgica, constituye una etapa importante para ¢l desarrollo de una
vacuna definida molecularmente contra tumores. Aun cuando todavia no se ha
puesto en claro totalments cuales de los slementos de! sistema inmunitario son
responsables de un rechazo del tumor, existe sin embargo un consenso acerca de que
en este contexto los linfocitos T citotdxicos (CTL's de Cytotoxic T-Lymphocytes) gue
expresan CDB desemperfian un papel principal (Coulie, 1997). Especiaimente en el
caso de los tipos de tumores (p.ej. los de melanoma y carcinoma renal), que
presentan una tasa de remision espontanea relativamente aita, se pudo comprobar
una correlacién entre la evolucién clinica y la aparicién acrecentada de células T
CD8* y CD4"* (Schendel y colaboradores, 1993; Mackensen y colaboradores, 1993;
Halliday y colaboradores, 1995; Kawakami y colaboradores, 1995; Kawakami y
colaboradores, 1996; Wang, 1997; Celluzzi y Falo, 1998). En este caso, se
obtuvieron clones de CTL especificos o bien a partir de linfocitos que se habian
infiltrado en tumores (TIL, de Tumar Infiftrating Lymphocytes) o células mononuclea-
res de sangre periférica (PBMC, de Peripheric Blaood Mononuclesr Cells) después de

cultivacién conjunta con células de tumores en su mayor parte autdlogas y

!
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estimulacidn /n vitro por citoquinas. Tanto en modelos con animales como también
en sistemas de cultivo celular humanos, culitivados /n vitro, se pudo reforzar la
respuesta de las células T frente a células de tumores por transfeccion de las células
de tumores con citoquinas (van Elsas y colaboradores, 1997; Gansbacher vy
colaboradores, 1990; Tepper y colaboradores, 1989; Fearon y colaboradores, 1990;
Dranoff y colaboradores, 1993).

Por causa.de [a correlacidn existente entre la remisidn y |la participacién de
celulas T CD8"*, la identificacién de antigenos asociados con tumores (TAA's), que
son reconocidos por CTL's positivas para CD8 constituyen una meta principal
declarada en e! camino para el desarroilo de una vacuna contra tumores (Pardoll,
1988; Robbins y Kawakami, 1996). Todavia no se ha puesto en claro si también
otros tipos de células del sistema inmunitario tales como p.gj. células T cooperantes
CD4~, desemperian un papel esencial; algunos estudios con péptidos MAGE-3/HLA-
A1l en pacientes de melanoma apuntan en este sentido (Marchand y colaboradores,
19985, Boon y colaboradores, 1998). En los afos pretéritos se han identificado una
serie de TAA's, que son reconocidos por CTL's (Boon y colaboradores, 1994; van
den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Las células T reconocen a fos antigenos como fragmentos de péptidos, que
son presentados a superficies celulares de moléculas de MHC (de "Major Histocom:-
patibility Complex”, en un ser humano "HLA" de "Human Leukocyte Antigen" =
antigeno de leucocitos humanos). Existen dos clases de moléculas de MHC: las
moléculas de MHC-| aparecen en la mayor parte de las células con nicleo y
presentan péptidos (usuaimente 8-10-meros) que se forman por degradacidn
proteolitica de proteinas enddgenas (el denominado tratamientc de antigenos,
"antigen processing"). Los compleios de péptidos y MHC-1 son reconocidos por CTL's
positives para CDB. Las moléculas de MHC-I! aparecen sotamente en las denomina-
das "celulas presentadoras de antigenos {APC de Antigen Presenting Cells) profesio-
nales” y presentan péptidos de proteinas exdgenas, que se recogen y tratan en el
curso de la endocitosis de las APC. Los complejos de péptidos y MHC-II son
reconocidos por células T cooperantes CD4~. Mediante una interaccién entre un
receptor de células T vy el complejo de péptido y MHC se pueden desencadenar
diferentes mecanismos efectores, que en el caso de los CTL's 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 drgano trasplantado), o el péptido (p.€j. en
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el caso de patégenos intracelulares). Sin embargo, no todos los péptidos presentados
cumplen los requisitos estructurales y funcionales para una interaccién eficaz con
células T {tal como ha sido descrito por Rammensee y colaboradores, 1995 y més
adelante en esta memoria descriptiva).

Para el empleo de los TAA's en una vacuna contra tumores son posibles
fundamentaimante varias formas de aplicacién: El antigeno puede ser aplicado o bien
como proteina recombinante con apropiados adyuvantes o sistemas de soporte, 0
como un ADNc (ADN cromosomal) que codifica el antigeno en vectores plasmidicos
(vacunas de ADN; Tighe y colaboradores, 1998) o vectores viricos {Restifo, 1997).
Otra posibilidad consiste en el empleoc de bacterias recombinantes (p.ej. Listeria,
Salmoneila), que expresan recombinantemente el antigeno humano y mediante sus
componentes adicionales tienen un efecto adyuvativo {Paterson, 1996; Pardoil,
1998). En todos estos casos se necesitan un tratamiento y una presentacion del
antigeno por las denominadas "células presentadoras de antigenos {APC) profesiona-
les". Una posibilidad adicional es el empleo de péptidos sintéticos (Melief y
colaboradares, 1996) que cuadran con los correspondientes epitopos de células T del
antigeno y gue o bien son cargadas desde fuera sobre las APC (Buschle y colaborado-
res, 1997; Schmidt y colaboradores, 1997} o son recogidas por las APC y
transferidas intracelularmente a las moléculas de MHC 1, La forma de aplicacidn mas
eficiente terapéuticamente para un antigeno definido es determinada por lo general
en estudios clinicos.

Entre los antigenos reconocidos por fos CTL's especificos para tumores o sus
epitopos se cuentan moléculas, que pueden proceder de todas las clases de proteinas
{p.ej. factores de transcripcidn, receptores, enzimas: para su recopilacion véanse las
citas de Rammensee y colaboradores, 1995, Robbins y Kawakami, 1996}. Estas
proteinas no tienen necesariamente que estar situadas iun{o a la superficie celular,
tal como es necesario esto en el caso del reconocimiento por anticuerpos. Con el ﬁr!
de actuar como antigenc especifico para tumaores para el reconocimiento por los
CTL's o a fin de ser empleadas para la terapia. las proteinas deben cumplir
determinadas condiciones: en primer lugar, el antigeno debe de ser expresado
principalmente por células de tumores y no presentarse en los denominados tejidos
normales "criticos" o presentarse solamente en menor cancentracion que en los
tumores. Los tejidos normales criticos son tejidos esenciales: una reaccidén

inmunitaria dirigida contra ellos podria tener en ciertas circunstancias unas

.
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consecuencias muy graves, en parte letales. En segundo lugar, el antigeno debe de
estar presente no solamente en el tumor primario sino también en las metdstasis. Por
lo demds, en lo que se refiere a una amplia aplicacién clinica del antigeno es deseable
que éste se encuentre presente en alta concentracidn en varios tipos de tumores.
Otra condicidn previa adicional para la idoneidad de un TAA como constituyente
activo de una vacuna es la presencia de epitopos para células T en la secuencia de
aminoacidos del antigeno:; los péptidos derivados det TAA deben conducir a una
respuesta /n vitro/in vivo de las células T (péptido "inmundgena”). Un criterio de
seleccién adicional para un péptido inmundgeno ampliamente utilizable en el sector
clinico. es la frecuencia con la que un antigeno se pueda encontrar en una poblacién
dada de pacientes.

Los antigenos asociados con tumores (TAA's) inmundgenaos, de los cuales ya
se mostré en su mayor parte que poseen epitopos para células T, se pueden clasificar
en varias categorias, entre otras, las de proteinas vfricés. proteinas mutadas,
proteinas sobreexpresadas, proteinas de fusion formadas por translocacién
cromosomal, antigenos de diferenciacién, antigenos oncofetales (Van den Eynde y
8richard, 1995:; van den Eynde y van der Bruggen, 1997).

Los métodos para la identificacion y la caracterizacién de los TAA's, que
constituyen el punto de partida para el desarrollo de una vacuna contra tumores, se
basan por una parte en el empleo de CTL's va inducidos en pacientes {respuesta
inmunitaria celular) o en el de anticuerpos (respuesta inmunitaria humoral), o se
basan en la generacidon de perfiles de transcripcion diferenciales entre tumores y
tejidos normales. En el primero de los casos, el enfoque inmunoldgico. se emplean
CTL's de pacientes para un escrutinio de bibliotecas eucariéticas de expresion del
ADNCc de tumores, que presentan a los epitopos para CTL a través de moiéculas de
MHC-! (Boon y colaboradores, 1994}, mientras que por medio de antisueros de
pacientes muy afines se investigan bibliotecas procaridticas de expresién de ADNc
en cuanto a la presencia de TAA's directamente a través de un andlisis por inmuno-
transferencia de las calvas individuales (Sahin y colaboradores, 1995). Una
combinacion de reactividad con los CTL's vy de procedimientos quimicos con
proteinas constituye el aisiamiento de péptidos, aislados a partir de MHC-I, de células
de tumores, que se habian seleccionado previamente a través de su reactividad con
los CTL's de pacientes. Los péptidos se separan por lavado a partir del complejo con

MHC-I v se identifican con ayuda de la espectrometria de masas (Falk y colaborado-
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res, 1991; Woelfel vy colaboradores, 1994; Cox y colaboradores, 19894). Los
enfoques, que utilizan los CTL's para la caracterizacién de antigenos, estdn
vinculados con un considerable gasto, o no siempre tienen €xito, a causa de la
cultivacién y la activacidn necesarias de los CTL's.

Los métodos para la identificacién de TAA's, que se basan en |a comparacidn
del perfil de transcripcién de un tejido normal con el de un tejido de tumor, son
multiples y variados; entre ellos se encuentran la hibridacion diferencial, et
establecimiento de bancos de ADNc por substraccion (RDA, de "representational
difference analysis™ = andlisis por diferencia representativa; Hubank y Schatz, 1994;
Diatchenko y colaboradores, 1996) y el empleo de la tecnologia de chips (fragmen-
tos) de ADN o del método de SAGE (Velculescu y colaboradores, 1995). Al contrario
que el método inmunoidgico antes mencionado que se ayuda de CTL's de pacientes,
en el caso del empleo de métodos de biclogia molecular se debe mostrar que los
candidatos antigenos potenciales encontrados con ellos son especificos para tumores
(estan asociados con tumores) y que realmente poseen epitopos para células T, que
pueden provocar una respuesta citotéxica de las células T. En por lo menos uno de
los casos (NY-ESO/LAGE-1) un antigeno era identificado tanto mediante la utilizacién
de sueros de pacientes como también mediante RDA (Chen y colaboradores, 1997;
Lethe y colaboradores, 1298}, ademas se describieron epitopos para CTL's de este
éntn’genu y unas simultdneas respuestas humoral espontdnea y de células T en un
paciente {Jager y colaboradores. 1998}.

Fue misidn del presente invento poner a disposicidon un nuevo antigeno
asociado con tumores (TAA).

El problema planteado por esta misidn se resolvié produciendo en primer lugar
mediante RDA ("representational difference analysis") entre una linea celular derivada
de un paciente con carcinoma de pancreas y un conjunto {(pooh de 11 tejidos
normales diferentes de una biblioteca por sustraccion de ADNc. Para la generacion
de los fragmentos de ADNc de "tester" (ensayadores) y "driver" (impulsores)
necesarios para la hibridacidén substractiva, se empled, a diferencia del protocolo
original (Diatchenko y colaboradores, 1896), una mezcla de 6 diferentes enzimas de
restriccion. La utilizacién de una mezcla de diferentes enzimas de restriccidn, que
necesitan 6 pares de bases como secuencia de reconocimiento, tiene en comparacién
con el protocolo original (Diatchenko y colaboradores, 1996) las siguientes ventajas:

a) por eleccidn en cada caso de dos enzimas de restriccién, cuyas secuencias de
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reconocimiento estan representadas por una combinacidn de 6 elementos de las
bases A/T (p.ej. Ssp I: AATATT) o0 C/G (p.ej. Nae I: GCCGGC) 0 A/C/G/T (p.ej. EcoR
V: GATATC), se cortan de igual manera tanto regiones ricas en GC comea también
regiones ricas en AT de un gen, con lo cual se hace posible una representacién
homogénea de toda la reqién del gen en forma de fragmentos de restriccién; b)
ademads, es posible con elio obtener en la media estadistica mayores fragmentos de
ADNc del gen candidato {(aproximadamente de 800 pb [pares de bases]), lo cual a su
vez constituye una gran ventaja durante el subsiguiente andlisis (por secuenciacidn
y anotacion) y la clonacién del ADNc de tamarfio completo ("fufi-size"}. En el
protocolo original (de Diatchenko y colaboradores, 1996) se empleé una enzima de
restriccion (Rsa {) que solamente reconoce a 4 bases. lo que conduce a una longitud
media de 256 pb de los fragmentos y nc puede-tratar especificamente regiones ricas
en CG o en AT. Con el fin de ajustarse a la cinética de hibridacién modificada por los
mas largos fragmentos de ADNc de inserto, se modificé el protocolo de PCR
(reaccion en cadena de polimerasa), tal como se describe en el Ejemplo 2.

Para la seleccion de los antigencs sobreexpresados en el tumor, se aisiaron
en primer lugar los clones de ADNc obtenidos y de ellos se establecid en el formato
de placas de 96 pocillos en cada caso un cuitivo de reserva en glicerol, una
preparacion de pldsmido y una coleccion de los fragmentos de PCR que constituyen
el inserto. En primer lugar, se secuenciaron 50 fragmentos de ADNc seleccionados
aleatoriamente de los 3.450 clones de la biblioteca substractiva de ADNc del
carcinoma de péncreas, para la seleccién de los antigenos sobreexpresados en el
tumor y seé compararon con secuencias disponibles en bancos de datos. Entre los
genes anotados en tal caso se encontraban 12 desconocidos, para los que existian
en el banco de datos entradas de registro con EST's (de "expressed sequence tags"
= marcas de secuencias expresadas). Un clon, el R11, tenia un perfil de EST
apropiado en lo que se refiere a un empleo posible como TAA por medio de su
presencia preferente en tejidos fetales. Otras investigaciones adicionales mediante
una RT-PCR (reaccidn en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa) semicuanti-
tativa y un analisis por transferencia Northern confirmaron la expresion prefarente en
diferentes tejidos de tumores {carcinoma de mama. de células renales y de pancreas)
asi como tejidos privilegiados inmunitariamente (de testl‘culqs, placenta y capsulas
suprarrenales) y ninguna expresicn o s6lo una escasa expresion en tejidos normales.

Ademés, a partir de los datos obtenidos mediante experimentos por transferencia
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Northern se puede sacar la conclusién de que el transcrito de R11 tiene una longitud
de aproximadamente 7.5 kb y posiblemente existen en las cdpsulas suprarrenales
variantes por empalme o genes homdlogos.

El ADNc de R11 humano fue clonado a partir de un testiculo, la secuencia
obtenida se representa en SEQ iD NO: 1. La secuencia de R11 no muestra ni en el
plano de los nucledtidos ni tampoco en el de las proteinas ninguna identidad u
homologia con un gen conocido. Ef ADNc de R11 obtenido dentro del marco del
presente invento tiene un cuadro de lectura abierto (ORF, de Open Reading Frame)
continuo que codifica 356 aminodcidos del que ha de suponerse en base a fos
resultados obtenidos que representa el segmenta terminal de C del antigeno de R11
completo. El ADNc de R11 clonado en el transcurso del presente invento presenta
una longitud de 5.714 pb, realizdndose que |a presencia de una cola de poliA en el
extremo 3' de la secuencia responde de la complecidn del ADNc en esta region.

En base a los datos obtenidos dentro del marco del presente invento no se
puede excluir que en 5' del ADNc secuenciado se presente otro ATG, que constituya
el ATG de iniciacion; en este caso, el ADNc existente codifica el segmento terminal
de C de R11. Informaciones acerca del extremo 5' y de una secuencia codificadora
que esta situada eventualmente mas arriba de la secuencia, se pueden obtener por
métodos clasicos de biologia molecular, p.ej, mediante una 5'-RACE ("rapid
amplification of cONA ends" = amplificacidn répida de extremos de ADNc). En este
metodo, se transcribe en sentido inverso un ARN, preferiblemente un ARNm (ARN
mensajero), procedente de células o tejidos, en que se transcribe el R11 (p.ej. tejido
de carcinoma de mama, células renales o pancreas) y a continuacion se liga con un
adaptador que tiene una secuencia conocida. Una PCR con un cebador de adaptador
{que se fija especificamente al adaptador en el extremo 5' del ADNc) y con un
cebador especifico para R11 (p.ej. SEQ 1D NQ: 25) permite la amplificacién de
correspondientes fragmentos de R11. Estos productos de PCR, como se describe en
el Ejemplo 6, pueden ser clonados de acuerdo con métodos clasicos y ser caracteriza-
dos, especialmente por secuenciacién del ADN.

Un método alternativo para la caracterizacién del extremo 5' es el escrutinio
de bibliotecas de ADNc por hibridacién con sondas de ADN especificas para R11 o
el analisis con antisueros de bibliotecas de expresion de ADNc.

Si el escrutinio de bibliotecas de ADNc no conduce a |a finalidad deseada, por

causa de limitaciones debidas a la metodologia, p.ej. una transcripcidn inversa
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ineficiente, debida a estructuras secundarias pronunciadas del ARN, se pueden.
investigar bibliotecas gendmicas, por el recurso de que p.ej., como en el escrutinio
de bibliotecas de ADNc, por hibridacién con sondas de ADN especificas para R11,
se pueden aislar clones que contienen |a informacién sobre secuencia situada hacia
arriba desde el extremo 5' del ADNc obtenido, p.ej. |la regién de promotor de R11.

En el transcurso de ia clonacién completa del ADNc de R11 se puede
comprobar si el.cuadro de lectura abierto obtenido en la region del presente segmento
de ADNCc, tiene una prolongacidn en la region de 5' y/o si se presentan cuadros de
lectura alternativos.

El ADNc aislado dentro del marco del presente invento tiene !a secuencia de
nucledtidos que se indica en SEQ ID NQO: 1; ha de suponerse (compadrese arriba) que
éste codifica el segmento terminal de C del antigeno asociado con tumores (TAA)
con la denominacion R11.

Una proteina, expresadas por el ADNc aislado tiene la secuencia de
aminodcidos que se representa en la SEQ ID NO: 2.

El invento concierne por consiguiente, en un primer aspecto, a un antigeno
asociado con tumores con la denominacién R11, que tiepe la secuencia de
aminodcidos que se indica en la SEQ ID NO: 2.

En otro aspecto adicional, el presente invento concierne a un antigeno
asociado con tumores que lleva la denominacion R11, que contiene como secuencia
parcial la secuencia de aminodcidos indicada en SEQ ID NO: 2 (esto corresponde al
caso de que en la direccidén 5' existe una prolongacion del presente cuadro de lectura
abierto).

En el caso de la proteina con la secuencia indicada en SEQ |ID NO: 2 se trata
de un productos, que es traducido por un transcrito con un_tamano de aproximada-
mente 7,5 kb, o que es traducidos por los transcritos con un tamaino de aproximada-
mente 3,8 kb y 2,3 kb, que se derivan de variantes por empalme del transcrita con
7,5 kb, como se pueden encontrar en el tejido de las cépsulas suprarrenales o se
derivan de transcritos de los genes homadlogos con ellos.

La secuencia de aminodcidos representada en SEQ ID NO: 2 puede presentar
desviaciones, p.ej. las que son debidas a un intercambio de aminodcidas, siempre y
cuando que el derivado de R11 tenga las propiedades inmundgenas deseadas para
la utitizacién en una vacuna contra tumores.

La secuencia natural de aminodcidos de R11 puede eventualments ser
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modificada, intercambiando aminodcidos individuales en un epitopo para CTL's de
R11, a fin de producir, en comparacién con el epitopo natural para CTL's de R11, un
aumento de la afinidad de los péptidos de R11 con molécuias de MHC-1 v con ello
una inmunogenicidad aumentada vy a fin de cuentas una reactividad acrecentada
frente a tumores. Se pueden llevar a cabo modificaciones en la region de los epitopos
para R11 en la proteina total de R11 (ésta es tratada por las APC's para dar los
correspondientes péptidos) o en mayores fragmentos de proteinas de R11 o en
péptidos de R11 (compéarese mas adelante).

En otro aspecto adicional, el presente invento concierne a fragmentos de
polipéptidos y péptidos inmundgenos, que se derivan de R11. Estos ditimos son
denominados en lo sucesive como "péptidos de R11". Un primer grupo lo constituyen
los péptidos de R11, que provocan una respuesta inmunitaria humoral {induccion de
anticuerpos). Tales péptidos son segmentos seleccionados de R11 {por lo menos con
12 a 15 aminoédcidos), que se pueden determinar mediante los denominados
algoritmos de prediccion ("prediction algorithms™) tales como p.ej. la "mancha de
transferencia por probabilidad superficial” (Emini y colaboradores, 1985), la "mancha
de transferencia por hidrofobia” (Kyte y Doolittle, 1982) y el "indice antigénico"
{(Jameson y Wolf, 1988). |

Se incluyen conjuntamente también todos los péptidos que se derivan de la
region del extremo terminal de N de R11, obtenidg eventualmente en el transcurso
de la clonacién ulterior.

Es conocido que los antigenos asociados con tumores pueden presentar
mutaciones especificas para tumores, que contribuyen a una diferenciacion
inmunoldgica entre un tumor y un tejido normal (Mandruzzato y colaboradores, 1997;
Hogan y colabaradores, 1998; Gaudi y colaboradores, 1999; Wolfel y colaboradores,
1995). Con el fin de comprobar la presencia de mutaciones de R11 especificas para
tumores, convenientermnente con ayuda de sondas procedentes del ADNc conformg
al invento, aisiado a partir de testiculos, se clona el ADNc de R11 procedente de uno
o varios tumores diferentes y las secuencias obtenidas se comparan con el ADNc de
R11 de un tejido normai. Es de esperar que los péptidos de R11 de tumor,
procedentes de un segmento de secuencia mutado con relacién ai R11 de tejido
normal, presenten una inmunogenicidad acrecentada en comparacion con péptidos
de R11 de tejido normal procedentes del correspondiente segmento. El presente

invento concierne por consiguiente, en un aspecto adicional, a péptidos de R11 que

\
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se derivan de regiones.de un R11 expresado en tumores, que tienen mutaciones
especificas para tumores.

En la aplicacidn terapéutica, los péptidos de R11 se administran directamente
o en una forma modificada {p.ej. acoplados con XLH = “keyhole impet hemocyani-
ne" {hemacianina de lapa de bocallave) y se determina la formacién de anticuerpos
mediante analisis inmunolégicos corrientes, p.ej. mediante un ELISA. '

Otros péptidos de R11, preferidos dentro del marco del presente invento, son
tos que son presentados por moléculas de MHC y producen una respuesta inmunitaria
celular. Existen dos clases de moléculas de MHC, a saber moléculas de MHC-I, que
son reconocidas por CTL's positivos para CD8, y moléculas de MHC-Il, que son
reconocidas por células T cooperantes, positivas para CD4,

Para que un péptido provoque una respuesta inmunitaria celular, éste se debe
de fijar a una molécuia de MHC, debiendo tener el paciente a tratar la molécula de
MHC en su repertorio. La determinacién del subtipo de MHC del paciente constituye
por consiguiente, en lo que se refiere a la provocacidn de una respuesta inmunitaria
celular, una de las premisas esenciales para la utilizacién eficaz de un péptido en este
paciente.

La secuencia de un péptido de R11 que se ha de emplear terapéuticamente,
es preestablecida por la respectiva mo!écﬁla de MHC en lo referente a los aminoéaci-
dos de anclaje y ala longitud. Posiciones de anclaje y longitudes definidas garantizan
gue un péptido se adapte dentro det surco de fijacion a péptidos de la respectiva
molécula de MHC del paciente. Esto tiene como consecuencia que el sistema
nmunitario sea estimulado y se genere una reaccidn inmunitaria celular, que se
oriente hacia las células de tumores del paciente, en el caso de la utilizacién de un
peptido derivado de un antigeno de tumor.

Los péptidos de R11 inmundgenos pueden ser identificados de acuerdo con
métodos conocidos, uno de los fundamentos para ello es |a relacidn existente entre
la fijacion a MHC v la induccidén de CTL's.

Puesto que, por lo tanto, la secuencia de péptidos inmundgenos es predetermi-
nable de antemano por causa de su motivo de fijacion a péptidos, los péptidos de
R11, que constituyen epitopos para CTL's, son identificados y sintetizados
baséndose en la secuencia de proteinas de R11. Para ello son apropiados diferentes
meétodos, que se habian utilizado para la identificacion de epitopos para CTL's de

conocidos antigenos de proteinas; p.ej. el método descrito por Stauss y colaborado-
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res, 1992, para la identificacion de péptidos de células T en un virus de papiloma
humano.

l.os requisitos especificos para un alelo de cada p}oducto de aleio de MHC-I,
establecidos a un péptido que se fija a la molécula de MHC v es presentado por ésta,
fueron recopilados como un motivo (p.ej. Falk y colaboradores, 1991}, Hasta ahora
seé conoce un gran numero tanto de motivos de péptidos y MHC como también de
ligandos y MHC. Un método, apropiado dentro del marco del presente invento para
la busqueda de epitopos de una proteina conocida, que se adapta dentro de una
determinada molécula de MHC-I, fue descrito un articulo recopilativo de Rammensee
y colabaradores, 1995, Este comprende las siguientes etapas: en primer lugar se
investiga la secuencia de proteinas en segmentos que corresponden al motivo de
anclaje, siendo posibles determinadas variaciones en lo que se refiere a la longitud
de los péptidos vy a la ocupacién del anclaje. Cuando p.ej. un motivo prescribe un
9-mero con lle o Leu en el extremo, se pueden tomar en consideracién también 10-
mergs con un correspondiente extremo terminal de C, y asimismo péptidos con otros
residuos alifaticos, tales como Val ¢ Met en el extremo terminal de C. De esta
manera se obtiene una serie de candidatos de péptidos. Estos son investigados en
cuanto a la presencia del mayor nimero posible de residuos de anclaje, que ellos
tienen en comun con ligandos ya conocidos, y/o para determinar si éstos tienen
residuos "preferidos” para diferentes molécuias de MHC (correspondientemente a la
tabla de Rammensee vy colaboradores, 1995). Con el fin de excluir a los péptidos que
se fijen débilmente, se llevan a cabo convenientemente analisis de fijacién. Cuando
son conacidos los requisitos en cuanto a la fijacidn de péptidos para determinadas
moléculas de MHC, los candidatos a péptidos se pueden investigar también en
cuanto a residuas que no sean de anclaje, que repercuten negativa o positivamente
sobre [a tijacidn, o que hacen posible a ésta por primera vez (Ruppert y colaborado-
res, 1993). En este modo de proceder hay que tomar en consideracién sin embargo
que el motivo de fijacion de péptidos no es decisivo a solas para la busqueda de
ligandos naturales; también otros aspectos, p.ej. la especificidad para enzimas
durante el tratamiento de antigenos, contribuyen a la identidad del ligando -
adicionalmente a la especificidad de la fijacion a MHC -. Un método, que toma en
consideracion estos aspectos, y que es apropiado dentro del marco del presente
invento para la identificacidn de péptidos de R11 inmundgenos, fue aplicado entre

otros autores por Kawakami y colaboradares, 1995, con el fin de identificar epitopas
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para gp100 sobre la base de motivos de HLA-A*0201 conocidos.

L.os péptidos se pueden seleccionar también en lo referente a su capacidad
para fijarse a moléculas de MHC-1l. El motivo de fijacién a MHC-Il, que se extiende
a lo largo de nueve aminodcidos, presenta un mayor grado de degeneracién en las
posiciones de anclaje que el motivo de fijaciéon a MHC-I. Hace poco tiempo, partiendo
del andlisis estructural por rayos X de moléculas de MHC-II, se desarrollaron métodos
que permiten el analisis exacto de los motivos de fijacion a MHC-II, y partiendo de
ellos, de variaciones en la secuencia de péptidos (Rammensee y colaboradores, 1995
y la bibliografia original citada en ese lugar). Los péptidos, que se fijan a moléculas
de MHC-l, son presentados a las célultas T de CD4 tipicamente por células
dendriticas, macréfagos o células B. Las células T de CD4, a su vez, activan
entonces en consecuencia directamente los CTL's p.ej. mediante segregacion de
citoquinas y aumento de la eficiencia de la presentacién de antigenos por APC’s
(células dendriticas, macrifagos y células B).

Desde hace poco tiempo estadn disponibles bancos de datos y algoritmos de
prediccidn, que permiten con gran confiabilidad la prediccion de epitopos para
péptidos, que se fijan a una determinada moiécula de MHC.

Dentro del marco del presente invento, mediando utilizacidn del atgoritmo
descrito por Parker y colaboradores, 1994, y por Rammensee y colaboradores, 1995,
para los mds importantes tipos de HLA's, especialmente para los HLA-A1, -*0201,
-A3. -87, -B14 y -B*4403, se identificaron péptidos candidatos del fragmento
terminal de C de R11, de los cuales es de esperar que se fijen a las correspondientes
moléculas de HLA's y por lo tanto constituyan epitopos para CTL's inmundgenos; los
péptidos determinados se enumeran en la Tabla 1. De una manera similar,
eventualmente mediando utilizacién de otros algoritmos, gue toman en cuenta las
diferentes caracteristicas de los péptidos (hidrofobia, carga, tamafio) o los requisitos
en cuanto a los péptidos, p.e|. ia estructura tridimensional de la molécula de HLA, se
pueden determinar otros potenciales epitopos para péptidos; esto es vélido también
para epitopos para péptidos de otros tipos de HLA's.

Después de haber selec'cionado candidatos de péptidos de R11 con ayuda de
los métodos indicados, se ensaya su fijacion a MHC mediante andlisis de fijacidn de
péptidos. Como siguiente operacidn se determina la inmunogenicidad de los péptidos
con buenas propiedades de fijacidon (la estabilidad de la interaccion entre MHC y

péptidos se correlaciona en la mayor parte de los casos con la inmunogenicidad: van
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der Burg y colaboradores, 1996). Con ei fin de determinar la inmunogenicidad del
péptido o equivalente a péptido seleccionado se pueden utilizar métodos, tal como
han sido descritos por Sette y colaboradores, 1994, en combinacién con anélisis
cuantitativos de la fijacion a MHC. Alternativamente, se puede ensayar la inmuno-
genicidad del péptido seleccionado a través dé una induccidn /n vitro de CTL's, por
medio de métodos conocidos (tal como se describe mdas adelante para la induccion
ex vivo de CTL's. El principio del método llevado a cabo en varias etapas para la
eleccidn de péptidos, que son capaces de provocar una respuesta inmunitaria celutar,
se describe en el documento de solicitud de patente internacional WO 97/30721, a
cuya divulgacidn se hace referencia expresamente por esta solicitud. Una estrategia
general para la obtencidon de péptidos inmundgenos eficientes, que es apropiada
dentro del marco del presente invento, fue descrita ademas por Schweighoffer,
1897.

En lugar de utilizar los péptidos originales, que se adaptan dentro de! surco de
fijacién de las molécuias de MHC-I o MHC-Il, es decir péptidos que se derivan
inalteradamente de R11, se pueden realizar variaciones con ayuda de los requisitos
minimos en lo referente a las posiciones de anclaje y longitud, indicados sobre la base
la secuencia original de péptidos, siempre y cuando que mediante estas variantes no
solamente no se perjudique sino que preferiblemente se aumente la inmunogenicidad
efectiva del péptido, que se compone de su afinidad de fijacion a la molécula de MHC
y de su capacidad para estimular receptores de células T En este caso, se utilizan
por lo tanto péptidos, o equivalentes a péptidos, artificiales, que se han proyectado
correspondientemente a los requisitos de la capacidad de fijacion a una moiécula de
MHC,

Los peéptidos modificados de tal manera son designados como "péptidos
heterocliticos”. Estos se pueden obtener de acuerdo con los siguientes métodos:

En primer iugar, se establecen los epitopos de ligandos y MHC-1 6 MHC-li o
bien su variacion, realizada p.ej. de acuerdo con e! principio descrito por Rammensee
y colaboradores, 1995. La longitud del péptido correspondé, en el caso de su
adaptacidn a moléculas de MHC-I, preferiblemente a una secuencia minima de 8 a
10 aminoacidos con los necesarios aminoacidos de anciaje.

Eventualmente, el péptido puede ser prolongado también en el extremo
terminal de C vy/o en el extremo terminal de N, siempre y cuando que esta

prolongacion no perjudique a la capacidad de fijacién a la molécula de MHC, o que
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el péptido prolongado pueda ser tratado a escala celular para dar la secuencia
minima,

Los péptidos modificados se comprueban después de ello en cuanto a su
reconocimiente por los TWL's ("tumor-infiltrating lymphocytes”}, en cuanto a
induccion de CTL's asi como en cuanto a fijacion acrecentada a MHC e inmunogenici-
dad, tal como ha sido descrito por Parkhurst v colaboradores, 1996, y por Becker y
colaboradores, 1997.

Otro método apropiado dentro del marco del presente invento para el hallazgo
de péptidos con inmunogenicidad mas fuerte que la de los péptidos de R11 naturales,
consiste en el escrutinio de bibliotecas de péptidos con CTL's, que reconocen a los
péptidos de R11 que se presentan por naturaleza en tumores, como fue descrito por
Blake y colaboradores, 1996; en este coniexto, se propone la utilizaciéon de
bibliotecas combinatorias de péptidos a fin de proyectar moléculas, que imitan a los
epitopos para tumaores recanocidos por CTL's restringidas a MHC-1.

El polipéptido de R11 del presente invento, o bien los fragmentos o péptidos
inmundgenos que se derivan de €stos, se pueden preparar por via recombinante o
mediante sintesis de péptidos, tal como se describe en el documento WO 96/10413,
a cuya divulgacion se hace referencia por la presente. Para la preparacion por via
recombinante, la correspondiente molécula de ADN se introduce de acuerdo con
métodos clasicos en un vector de expresién, se transfecta dentro de una célula
hospedante apropiada, |la hospedante se cuitiva en apropiadas condiciones de
expresidn v la protaina se purifica. Para la sintesis quimica de péptidos de R11 se
pueden utilizar los métodos habituales, p.ej. los sintetizadores de péptidos
automaticos, obtenibles en el comercio. .

Alternativamente a los péptidos de R11 naturales o a los péptidos heterocliti-
cos, 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 que
se refiere a la utilizabilidad terapéutica en una vacuna contra tumores, se aplican Io.;:
mismos métodos que antes se han senalado para los péptidos de R117 naturales o
equivalentes a péptidos de R11.

El TAA con la denominacion R11 de acuerdo con el presente invento, y los
fragmentos de proteinas, péptidos o equivalentes a peéptidos o miméticos de
péptidos, que se derivan de éste, se pueden emplear en la terapia del cancer, p.gj.

a fin de inducir una respuesta inmunitaria contra células de tumores, que expresan
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los correspondientes determinantes de antigenos. Preferiblemente, se utilizan para
la terapia de tumores positivos para R11, especiaiments en los casos de carcinomas
de mama, células renales y pancreas.

La respuesta inmunitaria en forma de una induccién de CTL's puede ser
producida /n vivo 0 ex vivo.

Para la inducciodn /n vivo de CTL’s, a un paciente, que sufre de una enferme-
dad tumoral asociada con TAA's, se le administra una composicion farmacéutica, que
contiene como componente activo el TAA R11 o fragmentos o péptido(s) derivados
de ellos, teniendo la cantidad de TAA {péptido) que ser suficiente a fin de conseguir
una respuesta eficaz de CTL's al tumor que lleva los antigenos.

El invento concierne por consiguiente en un aspecto adicional a una
composicion farmacéutica para {a administracidn por via parenteral, topica, oral o
local. Preferiblemente, la composicién sirve para la administracion por via parenteral,
p.ej. para la aplicacion subcutdnea, intradérmica o intramuscular. Los TAA/péptidos
de R11 estdn disueltos o suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
preferiblemente acuoso. La caomposicidn puede contener, ademds de ello. sustancias
coadyuvantes usuales, tales como tampones, etc. Los TAA/péptidos de R11 se
pueden utilizar a solas a en combinacién con adyuvantes, p.ej. e} adyuvante
incompleto de Freund, saponinas, sales de aluminio o, en una forma preferida de
realizacidn, policationes tales como poliarginina o polilisina. Los péptidos pueden ser
fijados también a componentes que ayuden a la induccion de CTL's o a la activacion
de CTL's, p.ej. a péptidos de células T cooperantes, lipidos o liposomas, o se
administran en comun con estas sustancias y/0 en comudn con sustancias estimulado-
ras de inmunidad, p.ej. citoquinas {IL-2, IFN-y). Los métodas y las formulaciones, que
se adecuan para la preparacidn vy la administracion de la composicidn farmacéutica
conforme al invento, se describen en los documentos WO 95/04542 y WO
97/30721, a cuya divuigacion se hace referencia por la presente. _

Los fragmentos de R11 o los péptidos de R11, se pueden utilizar también para
provocar una respuesta ex vivo de CTL's. Una respuesta ex vivo de CTL's a un tumor
que expresa las dos proteinas posibles de R11, es inducida incubando las células
precursoras de CTL's conjuntamente con APC's y péptidos de R11 o una proteina de
R11. Luego se dejan expandir los CTL's activados, después de fo cual se administran
de nuevo al paciente. Alternativamente, se pueden cargar APC's con péptidos de

R11, lo cual puede conducir a una activacién eficiente de reacciones inmunitarias
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celulares contra tumores positivos para R11 (Mayordomo y colaboradores, 1995;
Zitvogel y colaboradores, 1996). Un método apropiado para cargar péptidos sobre
células, p.ej. células dendriticas, se divulga en el documento WO 97/19169.

En una forma de realizacién del invento, ss utiliza una combinacidén de varios
diferentes péptidos de R11 o equivalentes a péptidos de R11. En otra forma adicional
de realizacion, se combinan péptidos de R11 con otros péptidos derivados de TAA's.
La eleccion de péptidos para tales combinaciones se realiza en atencién a la
determinacidn de diferentes tipos de MHC, para abarcar una poblacién lo més amplia
gue sea posible de pacientes, y/o se ajusta a un espectro lo mas amplio que sea
posible de indicaciones, combinando péptidos de varios diferentes antigenos de
tumores. El numero de los péptidos en una composicidn farmacéutica puede fluctuar
a lo targo de un amplio margen, tipicamente una vacuna utilizable a escala clinica
contiene de 1 a 15, preferiblements 3 a 10 péptidos diferentes.

Los peptidos conformes al invento se pueden emplear también como reactivos
para diagndstico.

Por ejempilo, los péptidos se pueden utilizar para ensayar ia sensibilidad de un
paciente a la respuesta inmunitaria humora!l o celular provocada por el péptido
inmunégeno. Con elto existe la posibilidad de mejorar un protocolo de tratamiento.
Por ejemplo, dependiendo de la forma de presentacion del TAA (péptido, proteina
total o vacuna de ADN) se puede investigar el aumento de células T precursoras en
los PBL's, que presentan una reactividad contra el epitopo para péptido definido
(Robbins y Kawakami, 1996, asi como las referencias alli citadas). Ademads, los
péptidos o la proteina total, o los anticuerpos dirigidos contra el TAA, se pueden
utilizar para caracterizar ia evolucidon patoldgica de un tumor positivo para R11 (p.ej.
mediante analisis inmuno-histoquimicos de un tumor primario y de las metastasis).
Tal estrategia ya se ha manifestado multiples veces como satisfactoria. p.ej. la
deteccion del receptor de estrdgenos como fundamento de decisidn para una terapfa
endacrinoldgica en el caso del cdncer de mama; el c-erbB-2 coma marcador relevante
en el pronéstico y en la evolucién terapéutica en el caso del cdncer de mama
(Ravaioli y colaboradores, 1998; Revillion y colaboradores, 1998); et PSMA (de
"prostate specific membrane antigen" = antigeno de membrana especifico para la
prostata) como marcador para células epiteliales del carcinoma de prdstata en el
suero, o por emplec de un anticuerpo monocional marcado con *''in contra un PSMA

en el caso de la inmuno-escintigrafia en un carcinoma de prdstata (Murphy y
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colaboradores, 1998 vy las referencias alli incluidas); CEA ("carcinoembryonic
antigen” = antigenc carcino-embridnico) como marcador serolégico para el
prondstico y la evolucion en el caso de pacientes con carcinoma colorrectal (Jessup
y Loda, 1998).

£l presente invento concierne en otro aspecto adicional a moléculas aisladas
de ADN, que codifican una proteina con las propiedades inmundgenas de R!! o
fragmentos de ella.

En otro aspecto adicional, el presente invento concierne a una molécula
aislada de ADN, que tiene la secuencia de nucledtidos representada en SEQ ID NO:
1 o un polinucledtido, que se hibrida con esta molécula de ADN en condiciones
rigurosas

Por "condiciones rigurosas" se entiende p.ej.: incubar durante una noche a
85°C - 68°C con 6x SSC {1x SSC = NaCi 150 mM, citrato de tri-sodioc 15 mM, 5x
solucién de Denhardt, SDS al 0,.2%, ADN de esperma de saimdén 50 uyg/mi, a
continuacidn de ello lavar dos veces durante 30 min con 2x SSC, SDS al 0,1% a
65"’C. una vez durante 30 min con 0,2x SSC, SDS al 0,1% a 65°C, y de modo
eventual enjuagar finalmente con 0,1x SSC, SDS a! 0,1% a 65°C.

En un aspecto adicional, el presente invento concierne a una moléculia de ADN
aislada, gue contiene como secuencia parcial un polinucleétido que tiene ta secuencia
representada en SEQ 1D NO: 1 o que contiene un polinuciedtido, que se hibrida en
condiciones rigurosas con un polinucledtido que tiene esta secuencia.

Las moléculas de ADN conformes al invento, o fragmentos de ellas, codifican
(poli}péptidos can la denominacidn R11que constan de o contienen la secuencia de
aminoécidos representada en SEQ ID NO: 2; o bien codifican fragmentos de proteinas
o péptidos que se derivan de ellos; con ello se abarcan conjuntamente las moléculas
de ADN, que presentan desviaciones con respecto de la secuencia representada.en
SEQ ID NO: 1 causadas por la degeneracidn del cddigo genético. ' .

El invento concierne también a moléculas de ADN, que por mutacion
conducen a un intercambio de aminoacidos en la secuencia de proteina representada
en SEQ ID NO:' 2, siempre y cuando que codifiquen un derivado de R11 o hien
fragmentos o péptidos con las propiedades inmundgenas deseadas para la utilizacion
como vacuna contra tumores.

Las moléculas de ADN de R11 del presente invento, o los correspondientes

ARN's, que también son ohjeto del presente invento, se emplean para la inmunotera-
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pia de enfermedades de cancer, igual que los (poli)péptidos codificados por ellas.

En una forma de realizacién del invento, se utilizan moléculas de ADN, que
codifican polipéptidos de R11 naturaies.. Alternativamente al ADNc de R11 natural
o a fragmentos de éste, se pueden utilizar derivados modificados. Estos abarcan
secuencias con modificaciones, que codifican una proteina {o un fragmenio de ella)
o péptidos con inmunogenicidad mas intensa, siendo vélidas para las modificaciones
en el plano del ADN las mismas consideraciones que para los péptidos antes
descritos. Qtro tipo de }a modificacién es la yuxtaposicién de numerosas secuencias,
que codifican péptidos relevantes inmunolégicamente, a modo de una sarta de perlas
("string-of-beads"; Toes y colaboradores, 1997). Las secuencias pueden también ser
modificadas agregando elementos auxiliares, p.ej. funciones que garantizan una
entrega y un tratamiento mas eficientes del inmundgeno {Wu y colaboradores, 1995).
Por ejfemplo, agregando una secuencia de localizacion en el reticulo endoplasmatico
("ER targetting sequenée") se puede elevar el tratamiento y por consiguiente la
presentacién v a fin de cuentas la inmunogenicidad de! antigeno.

El presente invento concierne en un aspecto adicional a una molécula de ADN
recombinante, que contiene el ADN de R11.

Las moléculas de ADN de R11 del presente invento, preferiblemente en forma
recombinante, se pueden administrar como pldsmidos, directamente o como
constituyente de un virus recombinante, o de una bacteria. En principio. cualquier
método de terapia génica para {a inmunoterapia de un cédncer sobre la base de ADN
{"vacunas de ADN") se puede aplicar al ADN de R11, y concretamente tanto /i vivo
como también ex vivo.

Ejemplos de la administracion /n vivo son la inyeccion directa, o bien por via
intramuscutar o mediante una pistola de genes ("gene gun"}, de un ADN "desnudc”
del que se ha mostrado que conduce a la formacidn de CTL's contra antigenos de
tumores. Ejemplos de organismos recombinantes son el virus de Vaccinia, adenovirus
o Listeria monocytogenes (una recopilacidn fue dada por Coulie, 1997). Por lo demés:
se pueden utilizar soportes o vehiculos sintéticos para acidos nucleicos, tales como
lipidos catidnicos, microesferas, microbolitas o liposomas para la administracidn /n
vivo de moléculas de dcidos nucleicos, que codifican un péptido de R11. Similarmen-
te a como para los péptidos, se pueden administrar conjuntamente diferentes
sustancias auxiliares, que refuerzan la respuesta inmunitaria. p.ej. citoquinas, o bien

en formas de proteinas o de plasmidos que codifican a éstas. La aplicacion se puede
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combinar eventualmente con métodos fisicos, p.ej. el de electroporacidn.

Un ejemplo de la administracién ex vivo es la transfeccion de ceélulas
dendriticas, como fue descrito por Tuting, 1987, o de otras APC’s, que pasan a
aplicarse como vacuna- celular contra el cancer.

El presente invento concierne por consiguiente, en otro aspecto adicional, a
la utilizacion de céiulas que expresan R11, o bien de por si mismas 0, en una forma
eventualmente modificada, después de una transfeccién con la secuencia
correspondientemente codificadora, para la preparacién de una vacuna contra ei
cancer.

El invento concierne, an otro aspecto adiéionai, a anticuerpos contra R11 o
fragmentos de ellos. Anticuerpos se pueden obtener de un modo habitual por
inmunizacion de animales, especialmente conejos, mediante inyeccion del antigeno,
o de fragmentgs de éste, y subsiguiente purificacion de la inmunoglobulina.

Los anticuerpos anti-R11 monoclonales se pueden obtener de acuerdo con
protocolos cldsicos segun el principio descrito por Kohler y Milistein, 1975,
inmunizando animaies, especialmente ratones, a continuacion inmortalizando células
productoras de anticuerpos de los animales inmunizadeos, p.ej. por fusién con células
de mieloma, y escrutando el material sobrenadante de los hibridornas obtenidos
mediante andlisis inmunoldgicos cldsicos en cuanto a anticuerpos monocionales anti-
R11. Para el empleo terapéutico o diagndstico en un ser humano, estos anticuerpos
animales pueden ser eventualmente quimerizadas de un modo habitual (Neuberger
y colaboradores, 1984, Boulianne y colaboradares, 1984} o humanizados (Riechmann
y colaboradores, 1988, Graziano y colaboradores, 1995).

Los anticuerpos monoclonales humanos anti-R11 (o sus fragmentos) se
pueden obtener también de las denominadas bibliotecas de presentacion de fagos =
"Phage Display Libraries" (Winter y colaboradores, 1994, Griffiths y colaboradores,
1994, Kruif y colaboradores, 1995; Mc Guiness v colaboradores, 19961 y mediante
animales transgénicos (Briggemann y colaboradores, 1996, Jakobovits v colahora:
dores, 1995).

Los anticuerpos anti-R11 confarmes al invento se pueden emplear para
finalidades de diagndstico en andlisis inmuno-histoguimicos.

En un aspecto adicional, el invento concierne a la utilizacién de anticuerpos
especificos para R11, con el fin de llevar a cualesquiera sustancias deseadas de

manera selectiva a o dentro de un tumor, que expresa R11. Ejemplos de tales
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susTancias son agentes citotéxicos o nuclidos radiactivos, cuyo efecto consiste en
dafiar al tumor en el lugar de su localizacién. Por causa de la expresion de R11
especifica para tumores, no son de esperar en este caso efectos colaterales de
ninguin tipo, o solamente escasos efectos colaterales. En otro aspecto adicional, con
ayuda de anticuerpos de R11 se pueden aprovechar las sustancias para la
visualizacion de tumores, que expresan R11. Esto es (til para el diagnéstico v la
valoracion de la evoiucién de la terapia. Aplicaciones terapéuticas y diagndsticas de
anticuerpos, que entran en cuestion para anticuerpos anti-R11, estan descritas en el
documento WO S5/33771.

El TAA con las denominacidn R11 segun el presante invento y los fragmentos
de proteinas, péptidos o equivalentes a péptidos o0 miméticos de péptidos que se
derivan de ellos, se pueden emplear en la terapia del céncer, p.ej. con el fin de inducir
una respuestainmunitaria contra céluias de tumores, que expresan los correspondien-
tes determinantes de antigenos. Preferiblemente, son utilizados para la terapia de

tumores positivos para R11, especialmente en el caso de los carcinomas de mama,
células renales y pancreas.

Vista de conjunto de las figuras:
Figura 1: Transcripcién de R11 en tejidos de tumores y normales;
RT-PCR semicuantitativa

Figura 2: Transcripcién de R11 en tefidos de tumores v tejidos normales:
PCR cualitativa

Figura 3: Andiisis por transferencia Northern de R11 en tejidos normales

Figura 4: Transcripcion de R11: RT-PCR cualitativa a partir del ARN de lineas de
células de tumores humanas

Figura 5: Regidn modificada del vector pC3.1({+).

Eiempio 1

Cultivo de células de la linea celular MZ.PC2 m7#1 B87.1#3 derivada de un carcinoma
de pdncreas humano y aislamiento del ARN paoliA*

La linea celular MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 se deriva de un carcinoma de pancreas
humano (MZ.PC2); ésta se obtuvo de la siguiente manera: en primer lugar, las células
de tumores se hicieron pasar una vez por-un ratén y se eligié un clon para estudios

ulteriores (MZ.PC 2m7#1). Este clon se transfectd en condiciones clasicas (Ausubel
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y colaboradores, 1994) con un vector eucariético {pEF-BOS; el promotor procede del
gen EF-1alfa humano; marcador de seleccidén: puromicina; Mizushima y Nagata,
1890), que contiene el ADNc del gen B7.1 humano {Selvakumar y colaboradores,
1992). Se eligio un clon MZ2.PC2 m7#1 B7.1#3 y se cultivd en crecimiento dentro
de frascos para cultive celular T150. Como medio nutriente sirvié el RPMI 1640
{Gibco mas 4 g/i de glucosa) con 10% de suero de ternero fetal desactivado por calor
y L-glutamina 2 mM, Cada 3 a 4 dias, las células se disociaron por tripsinacién en 1:5
para la propagacidn. Después de haber alcanzado una confluencia de aproximada-
mente 80% se emplearon para la cosecha de las células por cada frasco de cultivo
celutar T150 4 mi de una solucién de tripsina (datos por litro: 8 g de NaCl, 0,2 g de
KCl, 1,13 g de Na,HPO,-anhidro, 0,2 g de KH,PO., 100 ml de una solucién al 2,5%
de tripsina, 1 g de una sal sédica de EDTA; pH-7,2-7,4). En total se emplearon 2x1 o’
células para el aislamiento del ARN de acuerdo con el protocolo del fabricante
(RNeasy Minikit, QlAgen). Partiendo de aproximadamente 100 ug de ARN totai para
el aislamiento del ARN poliA* mediante el estuche de ensayo Qiigotex Kit {QlAgen)
se procedid correspondientemente al protocolo del fabricante. A continuacion de ello,
partiendo de aproximadamente 0,5 mg de ARN poliA +, se llevé a cabo ia sintesis de

ADNc de acuerdo con los datos del fabricante (protocolo de Clontech Marathony.

Ejemplo 2
Andlisis de diferencia representativa (" Representational Difference Analysis™; RDA)
de la linea de células de carcinoma de péncreas MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 frente a un
conjunto de 11 tejidos normales

Partiendo de aproximadamente 0,5 ug de poliA{+) de la linea de células de
tumor de pancreas MZ.PC2 m7#1 B7.1#3 y de un conjunto a base de 2,5 ug de ARN
poliA{+} de 11 tejidos normales (Clontech} de médula 6sea, corazdn, rifién, higado,
pulmodn, pancreas, muscuio del esqueleto, bazo, timo, intestino delgado y estémago,
se llevé a cabo el estudio por RDA {Diatchenko y colaboradores; Hubank y Schatz}
mediando utilizacidn del estuche PCR-select® Kit (Clontech, Palo Aito) de modo
correspondiente al protocolo del fabricante; en tal caso se utilizé el ARN de {a linea
de células de tumor de pdncreas como "tester” y el del conjunto de tejidos normales
como "driver”, correspondientemente al protocolo del fabricante. Al contrario que el
protocolo original, después de Ia sintesis de ADNc bicatenario mediante oligo-dT, se

cortd el ADNc con 6 enzimas de restriccion; FcoRV, Nael, Nrul, Scal (Promegal, Ssp/,
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Stu/ {TaKaRa) en sl tampén A de Promega durante 2 horas a 37°C, y después de
haber aumentado la concentracién de NaCl a 150 mM se corté durante otras 2 horas
a 37°C. El empleo de esta mezcla de 6 diferentes enzimas de restriccion permitié la
generacion de fragmentos de ADNc con una longitud de aproximadamente 800 pb,
que pasaron a emplearse para el andlisis de diferencia representativa.

Partes iguales de "ADNc de tester" se ligaron ¢ bien con los adaptadores A
4 B y a continuacion se utilizaron por separado con un exceso de "ADNc de driver”
a 68°C. Después de ello, las dos tandas se reunieron y sa sgmetieron a una segunda
hibridacién con "ADNc de driver" desnaturalizado de nueva aportacion. Los ADNc's
especificos para "tester" enriquecidos se ampiificaron exponencialmente a 72°C a
continuacidn por medio de una PCR con cebadores del estuche, especificos para los
adaptadores A 6 B, con un tiempo de elongacion de 2 minutos, en 27 ciclos (10" a
94°C, 30’ a 66°C, 2' a 72°C). Para un enriquecimiento adicional, una parte alicuota

de esta reaccidén se sometid a una segunda PCR con cebadores especificos

1

desplazados hacia dentro ("nested”) del estuche con un tiempo de elongacidon de 2

minutos a 72°C, en 10 ciclos (10" a 94°C, 30'' a 66°C, 2' a 72°C). El producto
resultante de esta reaccion se ligo en 3 diferentes vectores de pCR3.1(+)
modificados propiamente {InVitrogen): el vector {1.0RF), el vector (2.0RF} y el vector
(3.0RF) {Figura 5: CMV = citomegalovirus; BGH = hormona de crecimiento bovina;
ORF =cuadro de lectura abierto) y a continuacion se transformé en el seno de £. col/
competentes (OneShot® Invitrogen). Estos vectores hacen posible la expresion en
células eucaridticas en 3 diferentes cuadros de lectura.

Para la construccion de los 3 vectores, ef vector pCR3.1{+) (InVitrogen) se
corté con Nhel e Hindlll {Promega) vy se iigd en cada caso con un oligémero de
dsDNA (ADN bicatenario), que se habia preparado mediante el reagrupamiento en
cada caso de dos oligémeros de ssDNA (= ADN monocatenario) (SEQ ID NO: 3 y 4;
vector ORF1) o (SEQ ID NO: 5 y 6; vector ORF2) 0 (SEQ ID NO: 7 v 8; vector ORFS)._
de acuerdo con protocolos clésicos (p.ej. Ausubel vy colaboradores, 1994; Sambrook
y colaboradores, 1989). Los 3 tipos de vectores poseen un coddn de iniciacidn y un
sitio de clonacidn para la expresién en un cuadro de lectura en cada caso distinto de
los otros dos vectores.

La transformacion de £. co/i competente (OneShot®, Invitrogen) con el ADNc
de la biblioteca substractiva de ADNc, llevada a cabo en tres tandas {(con los

vectores 1.0RF, 2.0RF y 3.0RF) con el ADNc de ia biblioteca substractiva de ADNc

17
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proporciond aproximadamente 9.600 clones. Estos fueron comprobados mediante
anaglisis por PCR en cuanto a la presencia v a la longitud del inserto de ADNc. En este
caso se procedié de la siguiente manera: los 9.600 clones se cultivaron en bloques
de 96 pociilos en un medio LB-Amp durante 48 h a 37°C. A continuacion, partes
alicuotas de 5 ul de las suspensiones de £ co/f en 500 ul del tampdn TE.se
calentarcn a 100°C durante 10 minutos y 1,5 ul de éstas se utilizaron como carga
prefiminar para una PCR, en la que el inserto del vector habfa sido amplificado con
cebadores flanqueadores {(SEQ ID NO: 9 y 10), en 35 ciclos (1' a 94°C, i' a §5°C,
2' a 72°C). Los productos de la PCR se comprobaron mediante electroforesis en gel
de agarosa y coloracién con bromuro de etidio. Los cultivos bacterianos remanentas
se almacenaron a -B0°C como cuitivos de reserva en glicerol.

Con ello se obtuvo una biblioteca por substraccion de ADNc a base de 3.450
clones individuales, que se presentaban como cuitivos de reserva en glicerol de £. coli
y cuya longitud de inserto se conocia mediante la electroforesis en gel de agarosa.
De este modo, tal como se esperaba, se pudo comprobar una longitud media de
apraximadamente 800 pb de' los fragmentos de ADNc insertados.

Eiemplo 3
Secuenciacidn del ADNc y anotacidn de clones de la biblioteca substractiva de ADNc
de la linea de células de tumor de pancreas MZ.PC2 m7#1 B7.143 '

El ADN de pldsmido de 50 clones seleccionados arbitrariamente a partir de la
biblioteca substractiva de ADNc se aislé correspondientemente a los datos del
fabricante (QlAgen) y se secuencié en un aparato ABI-Prism de acuerdo con e
método de Sanger. Las secuencias asi determinadas se anotaron mediante una
busqueda BLAST (National Center for Biotechnology Information) y se sometieron a
comparaciones de los EST en el banco de datos. Esto permitié la identificacion de 38
genes conocidos y 12 genes desconocidos. Para estos ultimos existian solamentev
entradas de EST's. Para los 12 genes desconocidos se llevé a cabo una estimacién
del perfil de expresion: de este modo se comprobé, para todos los EST's en el banco
de datos con una identidad > 95% (BLAST) con respecto a la secuencia determinada
experimentalmente, el tejido de partida para la correspondiente biblioteca de ADNc.
Se llevd a cabo una clasificacidn en i) tejido normal critico, ii) tejido fetal. "prescindi-
ble” y privilegiado inmunolégicamente, e iii) tumores y lineas de células de tumores.

Sobre la base de este "perfil virtual de ARNm" se seleccionaron 4 clones (R2, R8,
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R11 y R12) para un analisis experimental ulterior.

Ejempio 4
Andlisis por transcripcion de los clones candidatos en tejidos de tumores y normales
Entre 2 v 5 ug del ARN total procedente de tejidos de tumores y normales se
transcribieron inversamente mediante SuperScriptll (GibcoBRL} 0 AMV-RT (Promega)
correspondiendo a las recomendaciones del fabricante. Para cada muestra de ADN
individual se llevé a cabo una segunda tanda sin transcriptasa inversa como testigo
de control para la contaminacion por ADN cromosomal. La calidad y la cantidad de
los ADNc's se comprobd con cebadores especificos para B-actina (SEQ ID NO: 13y
14) y cebadores especificos para GAPDH (SEQ ID NQ: 15 vy 16) despuds de 30 vy 35
ciclos (1' a 95°C, 1' a 55°C, 1' a 72°C). Los 4 genes candidatos se analizaron
analogamente con cebadores en cada caso especificos. Los productos de PCR se
comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa y coloracion con bromuro de
etidio. En tal caso un candidato, que se designé como "R11", mostrd después de 35
ciclos con cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 11 y 12) un perfil de
transcripcion de tumor/testiculo relativamente especifico; la RT-PCR semicuantitativa
de ARN procedente de carcinoma de mama, adenocarcinoma de puimén, carcinoma
de epitelio escamoso de pulmdn, carcinoma de rifién, carcinoma de colon, corazén,
pulmén, higado, rifdn, colon, bazo y testiculos se representa en la Figura 1. Otra PCR
cualitativa adicional de ADNc procedente de tejido de pacientes de 3 tumores de
péncreas humanos con {os mismos cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 11
y 12) mostrd la expresién en tumores de pancreas humanos (Figura 2). Ademas, se
llevé a cabo una PCR cualitativa adicional de los ADNc procedentes de diferentes
lineas de células tumorales de tumores de pulmones humanos (LC 6, 16), de
vesiculas biliares humanas {GB 1) y de pancreas humanos (PC 1, 2) asi como dos
melanomas (Mel 2, 7) con los mismos cebadores especificos para R11 (SEQ 1D NO:
11 y 12}, que permitié reconocer una clara expresion en todas las lineas de célula§
de tumores (Figura 4). En el caso de este analisis se procedié de acuerdo con el
protocolo de Perkin Elmer (GeneAmp ANA PCR Kit, #NB80B-0017). (Reaccion de RT
(transcriptasa inversa): (1x} 15" a 42°C - 5' a 99°C - 5' a 4°C; reaccion de PCR:
(35x) 2' a 95°C - 1* @ 95°C - 1' a 60°C y (1x) 7' a 72°C - 4°C (Figura 4). Tal como
antes se describe, los productos de PCR se comprobaron mediante electroforesis en

gel de agarosa y coloracién con bromuro de etidio. Como marcador del tamario pasé
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a emplearse un marcador del tamafic de 1 kb de Gibco BRL.

Ejemplo 5
Perfil de transcripcion de R11 en tejidos normales

Para el andlisis por transferencia Northern se hibridaron "manchas de
transferencia Northern de tsjidos multiples humanos" {Clontech, Palo Alto e
Invitrogen} con el producto de PCR de R11 con una longitud de aproximadamente
1.000 pb, marcado con (x-*?P]dCTP (NEN, Boston), a 68°C durante 2 h. La
visualizacién se efectué mediante autorradiografia cidsica (Hyperfilm, Amersham).
La Figura 3 muestra el resuitado de esto.s andlisis: de 19 tejidos normajes (de
pancreas, médula adrenal, gldndula tiroidea, corteza adrenal, testiculo, timo, intestino
delgado, estémago, cerebro, corazdn, mdsculo del esqueieto, colon, bazo, rifién,
higado, placenta, pulmén, leucocitos). Para R11 se muestra en placenta, médula
adrenal, carteza adrenal y testiculos un transcrito prominente con una longitud de 7,5
kb. Una banda muy débil de 7,5 kb se puede detectar también en el cerebro. Puesto
que todos estos tejidos normales presentan un estado privilegiado inmunitariamente
(Streilein, 1995}, en una inmunoterapia que se basa en este antigeno puede excluirse
un ataque por CTL's.

Otros transcritos de 3,8 kb y 2,3 kb, que posiblemente constituyen variantes
de empalme del transcrito de 7.5 kb 0 que se derivan de un gen homélogo, se

identificaron en la médula adrenal y en la corteza adrenal (Figura 3).

Ejemplo 6
Clonacidén del ADNc de R11

Para la clonacion del ADNc de R11 humano se procedié de la siguiente
manera: un analisis BLAST dio como resuitado que para la "secuencia original” de
R11 (de 796 pb) obtenida por secuenciacidn en el Ejemplo 3 se pudieron identificar
un fragmento solapado AF038197 y un gran nimero de EST's solapados, tales com(;
p.ej. N42343, W69539, HB2474, H51766 y N28313. Partiendo de la secuencia
AF038197 se encontrd con el EstExtractor en el TigemNet (http://gcg.tigem.it/cgi-
bin/uniestass.pl) un contig (grupo de secuencias de nucleétidos clonadas que son
contiguas) que se solapaba con el clon R11. El solapamiento del contig y de la
"secuencia original” de R11 de 796 pb se pudo comprobar con un cebador especifico

para la "secuencia original" de R11 y un cebador situado junto al contig (SEQ ID NO:
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17 y 18) procedente de una biblioteca de ADNc de testiculos humanos SuperScript®
(GibcoBRL) y subsiguiente secuenciacién. A partir de la biblioteca de ADNc de
testiculos humanos SuperScript® se pudieron amplificar mediante una PCR con un
cebador especifico para R11 (SEQ ID NO: 19) v un cebador especifico para el vector
(SEQ ID NO: 20} otros fragmentos pertenecientes a R11 mediando utilizacién del
estuche para PCR de ADNc Advantage cDNA PCR Kit (de Clontech) y el protocolo
clasico alli descrito. El conocimiento de estas nuevas secuencias hizo posible de
nuevo realizar tandas de PCR con cebadores especificos para R11 (SEQ ID NO: 21
y 22) y con el cebador especifico para el vector (SEQ ID NO: 20}.

Para la prolongacioén adicional del ADNc de R11 se escrutd en las condiciones
clisicas de PCR indicadas por el fabricante, un panel de biblioteca de ADNc de
escrutinio rapido de testiculos humanos (OriGene Technologies, Inc) con cebadores
especificos para R11 (SEQ ID NO: 23y 24). De los pocillds positivos se amplificd una
parte alicuota coma molde (template) para una PCR con un cebador especifica para
R11 y con un cebador especifico para el vector (SEQ ID NO: 25 y 26) mediando
utilizacién del estuche para PCR de ADNc Advantage {Clontech) y con el protocoio
cldsico alli descrito.

Para el analisis de las secuencias, partes alicuatas de las tandas de PCR se
ligaron directamente en el vector pCR2.1 (Invitrogen) y a continuacidn se transforma-
ron en el seno de £. co/i competentes {OneShot®, Invitrogen) y se secuenciaron, tal
como se ha descrito en el Ejempio 3.

La region clonada del ADNc de R11 es de 5.714 pb, realizdndose que ia
presencia de una cola de PoliA en el extremo 3' de la secuencia responde de la
complecién del ADNc en esta regién. Un cuadro de lectura continuo esta representa-
do por el coddn de iniciacién en la posicién 570 y el coddn de detencidn (TAG) en la
posicion 1.638. Puesto que acerca de este gen no existe ninguna entrada de genes
conocidos en ef banco de datos, no se puede realizar ninguna informacion acerca de
la funcion. Un andlisis del perfil de proteinas (http://expasy.ch/prosite/) proporcioné
junto con los dos segmentos ricos en prolina evidentes (posiciones n°® 128-141 y
330-351 en SEQ ID NO: 2), motivas potenciales de para dos sitios glicosilacién en
N {104-107 y 250 -253), un sitio de fosforilacién de proteina-quinasa C {108-110),
cuatro sitios de fosforilacidn de caseina-quinasa Il (99-102, 165-168, 198-201, 273-
276), dos sitios de miristoilacidn en N {21-26, 309-314) y una region con similaridad

con respecto al centro activo de aspartato-proteinasas eucarioticas y viricas (16-27).
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Ejemplo 7
Péptidos de fijacion a MHC potenciales en la regién que codifica la parte terminal de
C de R11

Epitopos potenciales para péptidos dentro de la region codificadora del
fragmento terminal de C de R11 segun (SEQ 1D NO: 2) se establecieron mediante los
algoritmos descritos por Parker y colaboradores, 1994, basandose en motivos
conocidos (Rammensee y colaboradores, 1995). Para los mas importantes tipos de
HLA, especiaimente para los HLA-A1, -A*0201, -A3, -B7, -814 y -B*4403, se
identificaron péptidos candidatos 9-meros, de los cuales es de esperar que se fijen
a las correspondientes moléculas de HLA y por lo tanto constituyan epitopos para
CTL's inmundgenos; los péptidos determinados se enumeran en la Tabla 1. Mediante
un modo andlogo de proceder se pudieron determinar otros epitopos potenciales de
péptidos para otras tipos de HLA o péptidos 8 y 10 meros.
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Candidatos a péptidos inmundgenos del fragmento terminal de C de ~11

{356 aminoacidos]

Pasicidn Secuencia HLA
inicial en
SEQ ID NO: 2
1 MLQIHLPGR HLA-A3
4 IHLPGRHTL HLA-A*0201, HLA-B14
5 HLPGRHTLF -HLA-A3
31 YVAQNGIPL HLA-87
39 LRIKDWPIL HLA-B14
46 ILVEAIDGR HLA-A3
53 GRPIASGPV HLA-B14
64 ETHOLIVDL HLA-B14
71 DLGDHREVL HLA-A®0201, HLA-B7, HLA-B14
73 GDHREVLSF HLA-B*4403
85 QSPFFPVVL HLA-B7
92 VLGPRWLSA HLA-A*0201
97 WLSAHDPN! HLA-A*0201
110 RSIVFDSEY HLA-B*4403
112 IVFDSEYCR HLA-A3
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134 PPPAPQPPL HLA-B7

141 PLYYPVDGY HLA-A3

150 RVYQPVRYY HLA-A3

152 YQPVRYYYV HLA-A*0201

155 RYYYVQNV HLA-B14

159 YVANVYTPV HLA-A*0201

169 EHVYPDHRL HLA-B14

177 LVDPHIEMI HLA-A*02017, HLA-A1
183 EMIPGAHSI HLA-A*0201

189 HSIPSGHVY HLA-A1, HLA-B*4403
191 IPSGHVYSL HLA-B7, HLA-A*0201
198 SLSEPEMAA HLA-A*0201

199 LSEPEMAAL HLA-A1

202 PEMAALRDF HLA-B*4403

203 EMAALRDFV HLA-A*0201

206 ALRDFVARN HLA-A*0201

211 VARNVKDGL HLA-B7

223 TIAPNGAQV HLA-A*0201

224 IAPNGAQVL HLA-B7

231 VLAVKRGWK HLA-A3
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232 LOQVKRGWKL HLA-A*6201, HLA-B14
257 YPRLSIPNL HLA*7

266 EDQAHLATY HLA-B*4403

270 J HLATYTEFV HLA-A*0201

306 GRDGQGRSL HLA-B14

307 RDGQGRSLY HLA-B*4403

308 DGQAGRSLYV HLA-B14

313 SLYVPVMIT HLA-A*0201, HLA-A3.
320 ITWNPHWYR HLA-A3
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<110> Boehringer Zngelheim Incernactionai SmbH
<120> Antigeno asociado a tumores R1l1
<130> 12-1;1

<14Q>
<ldi>

<leQ>» 70

<170> PatentlIn Ver, 2.1
<210>
<211>

<212>
<213> Homo sa

Ul g
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E
Z -
1%

}=
11/]

»

1S

<22Q0>

<«221> S'UTR
<222> (1) ..{569)
<223> puracivo

«220>
<221> CDS
«222> (5701 ..(1640)

«22Q>
<221> 3'UTR
<222> (i641l) .. (571i4)

<400>

[

Cttgagacct caagegasdy Chgeaacgca agarcagecc tgogeaagge atggogtetg 60

tcatcgacta ctcaatgett tocagatgat tgoccaggac ctogattgga accagectge 120
geteattgac cagtaccacg agggoctcag OgRccacart caggaggage tCoTcccadgt 180
cgaggtogee aagtogetgt ctgetctgat togggeagtge attcacattg agagaagget 240
ggccaggget getgcagese gogagoeacg ctogecacce ogggagctgg tottgectea 300
cattgcaage caccaccagg tagatcaacce gagecggigd gaggtgoecg catgogectg 360
acocaguaag asaaacasag aodcagaasg ctgaaccetgt goctctacty togpacacda 420
ggtcactacy ctgacaartg tectgecaag gectcaaaqr cthtogocoge goggaaactee 480

coggeceoge tgtagaggma octtoagoga cogggecada aataaraage tocccacaag 540
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atqatgoctc atctocacac thtgoaagqoyg atg ctec cag akt cat oIt cog g
. Met Leu Gln Iie His Leu Pro Gly
1 S

aac ttc att cat cac caa tat gtt got caa aat goga att cct cta aca
Asn Phe Ile Agp His Glu Tyr Val Ala Gln Asn Gly Ile Pro Leu Arg
25 - a0 35 40

atc aag cac tgg cea ata ckt otg gaa goa att gat ooy ogT cec ata
Ile Lys Asp Trp Pro Ile Leu Val Glu Ala Ile Asp Gly Arg Pro Ile
45 50 55

geca tog ggo coca grt otc cac gaa act cac gac ¢bg ata got gac ctg
Ala Ser Gly Pro Val Val His Glu Thr His Asp Teu Ile Val Asp Leu
&0 a5 . 70

R gat cac cA gac gug cbyg tca ttt cat gog act cag Lot cra ttc
Gly Asp His Arg Glu Val Leu Ser Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe
75 80 85

ttc cct gtc gtc cta gy cog oge tgg ctg agc goa cat gat coc aat
Phe Pro Val Val Leu Gly Pro Arg Trp Leu Ser Ala His Asp Pro Asn
80 85 100

atc aca tgy agc act ocda tet atc gtc tit gat tCt gaa tac tge ogc
Ile Thr Trp Sexr Thr Arg Ser Ile Val rhe Asp Ser Glu Tyr Cys Arg
105 110 115 120

Cac cac tge Oog atg rat tot cca ata cca coca tog Ctc €za ¢ca coca
His Him Cys Arg Met Tyr Ser Pro Ile Pro Pro Ser lLeu Pru Pro Pro
125 130 135

gCA Cca Caa Cog CCa Cte tat tat cca gta gat gga tac agg gtt tac
Ala Pro Gln 2ro Pro Leu Tyr Tyr Pro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyr
140 145 120

Caa cca gtg agg tat tac tat gtc cag aat gtg tac act cca gta gat
Gln Pro Val Arg Tyr Tyr Tyr Val Gln Asn Val Tvr Ttx Pro Val Asp
155 160 165

gag cac gtc tac cca gat cac cge ctg gtt cac cot cac atia gaa atg
Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg Leu Val Asp Pro His Ile Glu Met
170 175 1890

ata cct gga gra cac agt att coc agt oga cat gtg tat tea ctg tec
Ile Pro Gly Ala His Ser Ile Pro Ser Gly His Val Tyr Sexr Leu Ser
185 190 185 200

503

541

737

833

gsl

229

977

1025

1073

11212

1168
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gaa ccr ¢ad atdg gta oot cTh oA At Lt gt Soa aga &at gta saa
Glu Pro Glu Met Ala Ala Leu Arg Asp Fhe Val Ala Arg Asn Val Z/3
265 210 ’

gat ¢og cta att act cc2 agg att gca oot sat A gos S3a geb oic
asp Gly Leu Ile Thr Pro Thr Ile Ala Sro Asn Gly Ala Gln Val Zeu
220 225 230

Cag ctg aag agg §9g Loy 43a ¢hbg caa oot teT tat gat goc gag oo
Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu Gln Val Ser Tyr Asp Ala Glu Ser
235 240 245

aar 2at ttt act akc cag aat cag tat cct ogo cta tet att cca aac
Asn Asn Fhe Thr Ile Gln Asn Gln Tyr Pro Arg Leu Ser Ile Pro Asn
3250 255 260

tta g@a cac caa gaa cac oty ¢gea acy tac act
Leu Giu Asp GIn Ala His Leu Ala Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gin
265 270 275 280

ata cIt goa tac caa aca tac coc aca tat goc oo tgo ey
Ile Pro Gly Tyr Gln Thr Tyr Pro Thr Tyr Ala Ala Cys Pro
285 290

cca gra gga Ltc goe tgg tac cca gtg gga o Gac goa caa g &
Pro Val Gly Phe Ala Trp Tyr Pro Val Gly Arg Asp Gly Gin Gly Arz
300 305 310

tca cta Tat gta oct gtg atg atc act tgg aat <ca cac koS tac
Ser Len Tyr Val Pro Val Met Ile Thr Trp Asn Bro His Top Tyx
315 320 325

4

Cag oct oog gta Cea cag tac oog Cog cca g =Cg ooy ¢Ct Tta o2
Gln Pro Pro Val Pro Gln Tvr Pro Pro Pro Gln fro Pro Pro Pro 2m

330 335 : 340
cca cca cog ©Cg COg oot ¢ca tct tac agt ace <tg taa atacctgraa
Pro Pro Pro Pro fro Pro 2ro Ser Tyr Ser Tihr Leu

345

()
Ut
(=}

355
tgtoctteag gatctetgec ctcaasattt atroctgttce agetteotcaa teagieacty

tgtgeraaat tttaggetac tgratctrca ogocacctga Sgcacatcct chotgaaacg

[

gctatoomaq gttagogeea chctggactyg goacacatce taasgraccs asacacctts
2ACsrtiict cadageaaca gactattige caataaatcs TCiZtcattt ttccaccttg
actgrcaatc taactazaaat aattaataag tttactttcc agocagtect goaactetgg

gtttracctyg ccaaaacctc catcaccatc taaactatag getgocaaat ftgoisttta

acatttacag acaadctgat acasacgeag gasatgotga Citctirtatg caggogcmdca

1217

-265

313

1409

1457

1305

1553

1501

1650

1710

1770

1820

890

239
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cgacoageag gagoacargd ctbttcttge ogtttogara coctettttt saatcacrtag 2130

agJACtgAgy COLLattaag

atccTectcoc fgoaccerta

taattcotcaa gorgcageaa
atgaaacatc tcaggeet®@

ctatgtcttc acarcatoge

gRagccasaa ttatoggtge
gaaActtcac cgtootoaas
ctcaactogt totcocacaa
aaagaaagtyg CtCtctlaga

gcaaatcaca tgtaccocaat

accttaccat catcatgeca tcatogottc cacaaagcat

tactggrgge tecagogetyg ttagatgttc atgaaatgry

gagogcraaa gagragcaca

LEEgrertay tacticagaa

agctcacget
tcttoagtee
geaccocagat

oetgtogaca

ttggaacsac
cctoattaga
tcacactect

ctgtcttoag

aaccacttca azagoatcag
gatgtgaage tgccaatgga
goRcaacaca acagttgter
getaacctgy gactgectaa
ttatctaace tctottttte
tttgrgtcat tttoctgoct
aagaggoagg cttiasttge

tctecaaattg cctgacatga

tcaaaaguac Locaaaatcc
ageattttca tSagogrtes
ctatccatgt gtetgectes
ctgtagcatt agmatgtatg
atgectgopa ggoocRcato
gatgtggact tocttagtaa
aatccaogta atgaaaaack
tgemeagect cagaasgcaa
tcageccagt gacaccretg
cttectttag cotagtoect
tgtttaattc tttgetactg
ggttgctgag. acrecatttt
caaagcacag tttcageagt

ageggagtct aacggtgaag

agtgrggesa ggeticsgrg 2150

czcacactreo
geaggaaaasa
togactcttg
gacTooect
taaacctaat
accacctctc
catzcccaac

caactoocrg

atggrtctgt
cecttgtaac
catgttaadga
tcacacwac
aaccacpgat
aatcaccttt
Tecttaagaga

Casaageacc

acatgeatct gggeacttca
gecagagTag asatcattta
tttoaagaag agozattagg

gerocacatt acttcatgat

teectotaga geatogaget

ctcaaagcac
artgccecoesg
tgcractace
ccattgacee
gectgecacac
agaaaacaac

tttcactttt

atctttcaca tgttcattat catcogetet tattcttgea tgrtrasaca

tiagtataat ttttagtgty ttttgasgtg gtgactacoe tttcasaaac

ttacasagca ctatccagtt cttattgtta aactaagtaa aaatgatasg

taaaatatte ctttactgty aacttcttac aatgotgtea atoacaggct

rcaaageaac
gaageriige
ttgaactgtt
“gctgcagga
acacagatgt
atgorgtata
catcagcatc
cttaaaattt
ttccattgaa
taacatageg

cctcagaact

2250

2310

2370

2430

2490

2550

2610

2670

2730

2790

2850

2910

2970

3030

3090

3150

321¢C

3270

3330

3350

3450

3510

3570

3630
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SRgcatttg
aattcratca
cctaartoce
gtcaaccact
ctattticaa
ttcaacrttar
agaaatgosc
graaaaqrct
gttaacaact
tteetggeag
acoataagra
actczattca
tttggcattt
tgatatctaa
agtaagcaaa
ccaaatttac
ccaagectag
acatacatrtt
aaggacaatt
aadagageca
ggacttltga
ttccaacars
tgcogaace
tzortegttg
tttatttett
ggroggRcg

attargtatt

tataataatt
actggeectt
tatttaatcc
catgrgtret
gagtcactts
tttregtcaa
cgttgtetst
ggagaagtte
CAagaaagrcc
tgtgtactat
attlrtaaart
ttratcttgt
tccaacaaaa
acmagrtaca
tcagragteg
attgttaatt
scagaactag
atcoagoete

agrctgatca
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catocetgete
taaasatcat
zaaacaactt
acagtaacta
crttaccte
atttacagtt
agocctggea
accaacgaca
ctcatocaca
gctcotattec
tattattcta
tgttaatcaa
atggeettat
aagggagcaa
aJottttcaa
aaatcaagaa
ctaaatttac
aartragttes

aatcgtgaag

atcttcaatc
ataalacxac
teotctteso
ctrtaaaat
aagcatcaac
gtcaattacac
tarccacacy
agaacqatta
tttooctorr
tatacatecs
Taqottcaa
atttatgtta
tcataagaaa
aataasaaac
actgacaaaa

gomagaacat

Ttaacarcat

atacaatttc

ataaaacrtyg daaacadasa

ccaarggaac
ggtgcacttg
tcatccocoa
cttcaagetg
gacatttcce
oxgaaaarat
tactaaager
atctataaat
c-tiggtoaa
attggatect
ccasaaasat
artaaaogaca
coaacttaackt

cTaagagetc

cagaaagctt
tgetetgaa
tacacttgaa
cagactgect

pr P )

accactacas
getgergtay
tgtgactaac
gragmtgtra
gTtrootite
ttaaactttt
caatgeaatt
tagaccaatt
gactTItaqgc

ccattgatag

catgctacga tattgaaaca cagaasgrit

ggacagteRg grattiouct tagtggaaaa

taatacagtg

aacttgcagg

tocacaaaat

catctatatg grgragtcoty geattetgrt
attzatccag ttgtcatcca ccacsgacat
CacRaCagqag aacaacctge tggaasgace
atgotacatt ttcatctaaa gagageatqe
ttttagattg tagaatggta tismattogr
tgrgtaatca agrttaagta atacogata
actattaagt aattttaagt g_:_,:__x‘tggggtt

agatatoget ataagtgoac atgogractt

taagtttgta ggtaccrett
ctcacatcag a;ta.cagacag
tggocagaaa Lggagagece
acatctgatg agactgaaag
stgtggaaaa ttgcactget
tateatcata ageattttag
atttagaats ttagaatast

acttgtaacc ctitacccta

3690
3750
3810
3870
3530
3590
4050
4110
4170
4230
4290

£350

4470
4530

43550

4710
477q
4830
4890
4950
5010
5070
51:0
5190

5250
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taattgerat cottaaagab ttcaastaaa ctcogaogga actgcaccem caccaactta 5310
tttagagooa attocacatg gataasaacc ccagtdggag aaagticasa gotgattaga 5370
ttaaraattt aatacegoat 9aghgacCte tcatazatta ctgctacaat caacttgtca 3430

atgatggatg gtaaatttte atggaagtrta taaaagtgat saatassaac CCttTctitt 5430

10 acccctgoca gtageccrec COChacract gaaceeeatt goccctacee ctecttctaa 5550
ctttattget gtattctctt cactctatar ttetctcrat ttgotaatat tgeactgetg S510
ttacastaaa aattcaataa agatttagtg gttaagtgea 33aaaasaaa aaaaaaaaaa S670

15
23aAARARAA ASAAAAAA3A AAAAARAAAS 3A3AAARASA A3ZAA 5714

<210> 2

«21i> 356
<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400>
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50

2

Met Leu Gln Ile His Leu Pro Gly Arg His Thr Leu Phe Vali Arg Ala
1 5 i¢ 15

Met Ile Asp Ser Gly Ala Ser Gly Asn Bhe Ile Asp His Glu Tyr Val
20 .25 30

Ala Gln Asn Gly Ile Pro leu Arg Ile Lys Asp Trp Pro Ile Leu Val
35 40 45

Glu Ala Ile Asp Gly Arg Pra Ile Ala Ser Gly Pro val Val His Glu
50 55 50 '

Thr His Asp Leu Ile Val Asp Leu Gly Asp His Arg Glu Val lLeu Sex
&5 70 75 80

Phe Asp Val Thr Gln Ser Pro Phe Phe Pro Val Val Leu Gly Pro Axg
85 80 gs

Trp Leu Ser Ala His Asp Pro Asn Ile Thr Trp Ser Thr Arg Ser Ile
100 105 110

Val Phe Asp Ser Giu Tyr Cys Arg dis His Cys Arg Met Tyr Sexr Pro
1i5 120 125

Ile ®ro Pro Ser Leu Pro Pro Pro Ala Pro Gin Pro Pro leu Tyr Tyxr
130 135 140

Pro Val Asp Gly Tyr Arg Val Tyxr Gln Pro Val RArg Tyr Tyr Tyr Val
145 150 155 160
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Gln Asn Val Tyr Thr Pro Val Asp Glu His Val Tyr Pro Asp His Arg
1565 170 175

Leu Val Asp Pro His Ile Glu Met Ile Pro Gly Ala His Ser Ile Pro
+ 180 iss 190

Ser Gly His Val Tyr Ser Leu Ser Glu Fro Glu Met Ala Ala Leu Arg
195 200 205

Asp Phe Val Ala Arg Asn Val Lys Asp Gly Leu Ile Thr Pro Thr Ile
210 215 220

Ala Pro Asn Gly Ala Gln Val Leu Gln Val Lys Arg Gly Trp Lys Leu
225 230 235 240

Gln Val Ser Tyr Asp Ala Glu Ser 2sn Asn Phe Thr Ile Gin Asn Gln
245 2350 255

Tyr Pro Arg leu Ser Ile Pro Asn Leu Glu Asp Gln Ala His Leu Ala
260 265 270

Thr Tyr Thr Glu Phe Val Pro Gln Ile Fro Gly Tyr Gln Thr Tyr Pro
275 280 285

Thr Tyr Ala Ala Cys Pro Thr Tyr Pro Val Gly Phe Ala Trp Tyr Pro
290 295 300

Val Gly Arg Asp Gly Gln Gly Arg Ser Leu Tyr Val Pro val Met Ile
305 310 315 320

' Thr Trp Asn Pro His Txp Tyr Arg Gln Pro Pro Val Pro Gln Tvr Pro
325 330 335

Pro Pro Gin Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser
340 345 350

Tyr Ser Thr Leu
355
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<210> 3

<211> 31

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> {1} .. 131)

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 3
CTlageccace atggeatcty cagecacyty a N

<210> 4

<211> 30

«<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<221> Unidon de cebador
<222> (1) .. (30

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 4
agctteacgt ggctgcagat gecatggtgg - 30

<210> 5

<211> 30

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> {1} .. (30)

«<220>

< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 5 ‘

ctagcccace atggcatctg cagcacgtga . 30
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<210> 6

<211> 29

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cehador
<222> (1) .. 129

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 6
agcttcacgt ggtgcagatg ccatgglgg 29

<210> 7

<211> 29

«<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1) .. 129)

<220>
< 223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 7
crageccace atggceatctg cacacgtga 29

<210> 8

<211> 28

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> (1) .. (28)

<220>

< 223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético
<400> B

agcttcacgt grgcagatge catgotgg 28
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<210> 9

<211> 23

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<221> Unidn de cebador
<222> {1) .. 123)

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 9
g9ggcggtagg cgrgracggt ggg 23

<210> 10

<211> 28

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> {1)..128)

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 10
gcaactagaa ggcacagicg aggetg 26

<210> 11

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221 > Unidn de cebador
<222> (1) .. (27)

<220>

< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 11

gritggacag tgaggtattt gtcriag 27
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<210> 12

<211> 27

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebadar
<222> (1) .. (27)

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 12
ctttccagca ggttgttctc tgrtgic 27

<210> 13

<2i1> 30

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<221> Unién de cebador
<222> {1} .. (30}

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 13
1gacggggtc acccacactg tgeccateta 30

<210> 14

<211> 29

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1) .. {29)

<220>

< 223> Descripcidn de 1a secuencia antificial: Cebador sintético
<400> 14

ctagaagcat tgcgglggac gatggaggg 29
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<210> 15

<211> 22

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> (1) .. (122)

<220>
< 223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 15
aangtgaagy tcggagicaa cg 22

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1) .. (24)

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 16
ggcagagatg atgacccttt tgge 24

<210> 17

<211> 2B

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> (1) .. (26)

<220>

< 223> Descripcién de la-secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 17

tatttigctc ccittctaac tettt 26
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<210> 18

<211> 30

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1} .. {30)

<220>
< 223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 18
tricactitt catcagcatc atctttcaca 30

<210> 19

<211> 27

«<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
«222> (1) .. (27)

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 19
cgttagactc ctcricaigt caggceaa 27

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> {1} .. {22}

<220>

< 223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 20

ggtgacacta tagaaggtac gc 22
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<210> 21

<211> 28

<212> ADN

< 213> Sacuencia amnificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1) .. {28)

<220>
< 223> Descripcién de la secuencia anificial: Cebador sintético

<400> 21
caggcctgag atgtttcatyg tcacaagg 28

<210> 22

<211> 29

<212> ADN

< 213> Secuencia antificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> {1) .. (129

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia anficial: Cebador sintético

<400> 22
gcatticctg cgtrtglatc ageticict 29

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebador
<222> (1} .. {30}

<220>

< 223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético
<400> 23

accagcacca caaccgecac tetattatce 30

M

G
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<210> 24

<211> 30

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unidn de cebadar
<222> (1} .. (30)

<220>
< 223> Descripcidn de Ia secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 24
catatagtga tcticcitgt cegtetegte 30

<210> 25

<211> 26

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 221> Unién de cebador
<222> (1) .. {28}

<220>
< 223> Descripcidn de la secuencia antificial: Cebador sintético

<400> 25
gegcccatca attgetteca caagta 26

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador

<400> 27
gcagagclcg trtagtgaac c 21
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<210>
<2il>
<z1l2>
<213>

<&00>

27

2

PROTEZINA
Homo sapiens

27

Met Leu Gin Ile =His

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>

Tle His Leu Sxo

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

28

9

PROTEINA
Home sapiens

28

—

29

9

PROTEINA
Hdomo sapiens

23

oV

2
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0w
51
o]
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'—l
<
R
[}
ta}

Arg His Thr Leu

His Leu Zro Gly Arg His Thr Leu Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

0

0 Ll

PROTEINA
Homo sapiens

30

3

Tyr Val Ala Gln Asn Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<4Q0>

Tvr Pro Arg Leu Ser

1

1

ROTEINA

3
9
2
Home sapiens

31

5

w

le

Ile Pro Leu

Pro Asn Lau
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<213>
<21li>
<212>
<21i3>

<400>
Ile Le

=

<210>
<2i1l>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<z13>

A

400>
DL

LS e

1

<210>
<211>
<212>
<213>

32
g
PROTEINA
HZomo sapians
32
u Yal Glu Ala
33
9
PROTEINA
Homo sapiens
33
g Pro Ile Ala
34
3
PROTEINA
Homo sapiens
34

Glu Thr His Asp Leu
35
9
PROTEINA
Homo sapiens
35
u Giy Asp His
36
9
PROTEINA

Homo sapiens

3

5

.55 -
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Il=2 Val Asp-Leu

Yzl Leu Ser Phe
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<210> 37

<211> ¢

<212> PROTEINA
<21i3> Homo sapians
<400> 37

<210> 2
€211> 9
<212> PROTEINA

<213> Homo szpiens

<400> 28
Val Leu Giy Zro Arg

1 5

<210> 39

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 39

Trp Leu Ser 3Ala His
1 5

<210> 40

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<40Q00> 40

arg Ser Ile Yal Phe
1 5

<210> 41

<211> 9

<Z12> PROTEINZ
<213> Homo sapiens

<400> 41
Ile Val Phe &sp Serx

1

(8]
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Zro Val Val Leu

.jJ
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Trp Leu Ser :
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(¥l

2sp Ser Glu Tvr

Gilu Tvr Cvs 2rg
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12
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<2i2> 2ROTEINA
<2:13> Homo sapiens

<£00> £2

Srp Brop Pro Ala Tro Gin Pro Fro Léu
1 3

<210> 43

<21i> 9

<212> PROTEINA

<213> Homo sapiens

<4£Q0> 43

Fro Leu Tvr Tvr Fro Val Asp Gly Tyr
X 3

<Z210> 44

<211> 9

<212> PROTEIMA

<213> Homo sapiens

<400> 44

Aarg Val Tyr Giln Pro Val Arg Tyr Tyr
1 5

€210> 43

<21i> 9

€2i2> PROTEINMA

<213> Homo sapiens

<400>- 45

Tvr Gln Pro Val Arg Tyr Tvr Tyr Val

1

(5]

<210> 46

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<300> 46
val Arg Tyr Tvr Tvr Val Gln Asn Val

i 5
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€210> 48

<231i> 9

<212> 2ROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 48
Glu tHis ¥al Tyr 2ro Asp His

1 5

<2i0> 49

<21l1> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapians

<400> 49
Leun Val &Asp Pro His Ils Glu

1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PROTSINA
<213> Homo sapiens

<400> =0

Glu Met Ile Pro Gly Ala His
1 5

<2i0> 351

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 51
His Ser Ile 2ro Ser Glvy His

- -
1

i 3

.58 -

Met Ii=a

Ser Iisa



m

10

15

20

25

30

35

40

45

50

€219> 32
<211> 9
€2i2> SROTEINZ

<212> Homo sagian

<400> 22

Ile Sro Ser Glvy
i

<2i0>» =3

<23ii> 9

<212> °ROTEIM2
<213> Homo sacie
‘400> 33

Ser Lau Ser Glu

€23i0> 3
<21i> 3
<£2:2> P2ROTEINA
<213> H

<400> 5
Leu Ser Glu Pro

210> S5

<21i> 9

<212> PROTEZINZ
<213> Homo sapisa

<400> 35

Bro Glu Met 2la
£210> 56
211> §

£212> PROTEIM

"

a
<212> Homo sapisns

<400> £6
Glu Met Ala Als

1

-59 -

¥al Tvr Ser Lau
Glu Met Ala Als

tlat 2la 2la Leu

Arg Asp che Val

163
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<210> %
<2ii> 9
<212> PROT=?
<2i3> 4

<210> I8

<€211> 9

<212> PROTEINA
<213> Home sapians

<400> 58
Val &la 2Arg Asn Val

1 5

<210>
<21i>
<212> PROTZINA

<213> Homo sapiens

Q
=

[(a ] 8 1]

<400> 39

Thr Ile Ala Pro Asn
1 S

<210> 60

<211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> B0
Ile Ala Pro Asn Gly

1 5
<210> 61

€211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> &l
Val Lesu Gin Val Lys

1 3

-
=

n
0
n

'_J
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a Gin Vval I

Asn

Leu

val
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€210> 37
<2il1> 9
<212> PROTEINA

<213> Homo sapians

<210> 38

<21i> 9

<212> PROTEINA
<213> 4Yomo sapians

g
Arg

<400>
val 2
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<210> 59

<211> 3

<212> PROTEINA
<213> Homo sarciens

<400> 59
Thr Ile Ala Pro Asn

in

<210> 60

£211> 9

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 80
Ile Ala Pro Asn Gly

L

(41}

<210>
<211>
<212> PROTEINA

<213> Homo sapiens
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Reivindicaciones de patente

Antigeno asociado con tumores con la denominacién R11, caracterizado
porque presenta ia secuencia de aminoacidos definida en SEQ ID NO: 2 o

contiene a ésta como secuencia parcial.

Fragmento de proteina o péptido inmundgeno, caracterizado porque se deriva

del antigeno asociado con un tumor, que se define en la reivindicacion 1..

{Polilpéptido inmundgeno segun la reivindicacion 2, que provoca una

respuesta inmunitaria humoral.

(Poli)péptido inmundgeno segun la reivindicacion 2, el cual, o cuyos productos
de degradacidn, son presentados por moléculas de MHC vy provocan una

respuesta inmunitaria celular.

Péptido inmundgeno seguin 1a reivindicacion 4, seleccionado entre el grupo de
péptidos confarmes a SEQ ID NO: 27 hasta 70.

{Poli)péptido inmunégeho segun una de las reivindicaciones 1 a 5, parala
inmunoterapia de enfermedades de céncer in vivo 0 ex vivo, induciendo el
{poli)péptido una respuesta inmunitaria contra células de tumores del paciente,

que expresan R11.

Composicién farmacéutica para la administracidon por via parenteral, tdpica,
oral o local, caracterizada porque contiene como componente activo uno o

varios (polilpéptidos inmunégenaos segun una de {as reivindicaciones 1 a 5.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 7, caracterizada porgue

contiene diferentes péptidos inmundgenos derivados de R11.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 8, caracterizada porque
contiene uno o varios péptidos derivados de R11 en mezcla con otros

peéptidos derivados de antigenos asaciados con tumores.
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Composicion farmacéutica segun 1a reivindicacion 7 u 8, caracterizada porque

los péptidos se fijan a por lo menos dos diferentes tipos de HLA.

Molécula aislada de ADN, que codifica una proteina con las propiedades

inmundgenas del antigeno asociado con tumores, definido en la reivindicacién

1, o fragmentos de éste.

Molécula de ADN segun la reivindicacién 11, que codifica un polipéptido
inmundgeno con la denominacién R11, que presenta la secuencia de
aminoacidos contenida en SEQ ID NO: 2 o que contiene a ésta, 0 que codifica

fragmentos de proteinas o péptidos derivados de ellos.

Molécula de ADN segun la reivindicacién 12, caracterizada porque es un
polinuciedtido con fa secuencia representada en SEQ ID NO: 1 o contiene esta
secuencia o porque es un polinucledtido o contiene a éste, que se hibrida en

condiciones rigurosas con un polinucleétido que tiene la secuencia representa-
da en SEQ ID NO: 1. '

Molécula de ADN recombinante, que contiene una molécula de ADN segun
una de las reivindicaciones 12 a 13.

Moalécula de ADN segun una de las reivindicaciones 11 a 14, parala
inmunoterapia de enfermedades de cancer, induciendo el poli(péptido) de R11
expresado por la molécula de ADN una respuesta inmunitaria contra células

tumorales del paciente, que expresan R11.

Utilizacién de céiulas, que expresan el antigeno definido en fa reivindicacién

1, para la preparacion de una vacuna contra el cancer.

Anticuerpo contra un (poli)péptido definido en una de las reivindicaciones 1
as.

Anticuerpo segun la reivindicacién 17, caracterizado porque es monoclonal.
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19. Anticu'erpo segun la reivindicacién 17 ¢ 18, para la terapia y el diagndstico de

enfermedades de cancer, que estan asociadas con la expresion de R11.
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RESUMEN -

Antigeno asociado con tumores, péptidos inmunogenos derivados de éste y
moléculas de ADN que codifican a éste, asi como su utilizacidon en la inmunoterapia

de enfermedades de cancer.
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