A DE INDUSTRIAY COMERCIO

\\\\\\\\\\W\\\\\\\W\\\M\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\W\\\\\i\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\W\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\“\

Fecha. 2013-07 02 15:07:40 _Dep. 2020 D|RN[\/§\%%/I/\TESR
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 1Fé\4$E
Act. 411 PRESENTACION F lio!

Industrla y Lomer(:lo
SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO: PEPTIDOS TOMM34 Y VACUNAS QUE LOS
INCLUYEN

51. CLASIFICACION INTRNACIONAL: C12N 15/00

71. SOLICITANTE: ONCOTHERAPY SCIENCE, INC.

DOMICILIO: Kanagawa, Japon.

74. APODERADO SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ

22. BOGOTA, D.C.



PN . o ) licacié
T SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAYY COMERCIO feacion

N TR

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA 201&07—02 15 07 40 Dep 2020 DIR NUEVASCR .
;gzhﬂ PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 164

DIRECCION DE Nux v A5 UKEAUIUNES
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT

: - de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD X Patente de invencién [ ] Patente de Modelo de Utilida

_ KCapitulo I [ cCapitulo I
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/JP2011/006551 Fecha 25 de Noviembre de 2011
Publicacién Internacional No. WO 2012/073459 Al Fecha 07 de Junio de 2012

3 | TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios méximos)

PEPTIDOS TOMM34 Y VACUNAS QUE LOS INCLUYEN

CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) ( CIZN 15/00

SOLICITANTE (S) [[J Esta persona también es mventor Para datos ad1c1ona]es utilizar ho;a de mformaclon complementaria

APELLIDOS O RAZON SOCIAL Ty ‘IDENT[FICACION TIPO‘
ONCOTHERAPY SCIENCEINC "

6 | DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION: 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi 0. TEL EFONO:.
CIUDAD: Kanagawa 2130012, - CORREO ELECTRONICO
PAIS DE RESIDE NCIA: Japén NSTITUCION Japon
INVENTOR (ES)
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1.NAKAMURA, Yusuke Japonés
2.TSUNODA, B Takuya Japonés
4YOSHIMURA Ryul Japonés
. ] s hik
SWATANABE, « | Tomotisn Japonts
6.NAKAYAMA,
' AMA Gaku Japonés
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
DIRECCION CIUDAD PAIS RESIDENCIA
1. ¢/o The Institute of Mecdical Science, THE UNIVERSITY OF TOKYO, 6-1, Shirokanedai 4-chome, Minato-ku, Tokyo 1088639, Japén
2.c/o ONCOTHERAPY SCIENCE, INC., 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 2130012, Japén
3. ¢/o ONCOTHERAPY SCIENCE, INC,, 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 2130012, Japén
4. c/o ONCOTHERAPY SCIENCE, INC.,, 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 2130012, Japdn
S..c/o ONCOTHERAPY SCIENCE, INC,, 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 2130012, Japén
6. c/o ONCOTHERAPY SCIENCE, INC.,, 2-1, Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 2130012, Japén

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[] Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacién.

9 | [ ]REPRESENTANTE LEGAL [X] APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
LOPEZ DIAZ SILVANA MARIA |C.C.22.468.787 T.P. 147463 CSJ
DIRECCION  Cra. 11 No. 86 — 53, Piso 6 No. TELEFONO 6181088
CIUDAD Bogota, D.C.
| CORREO tificaciones@clarkemod '
PAIS Colombia ELECTRONICO notlicaciones@clarkemodet.com.co
10 l DECLARACIONES DE PRIORIDAD SI [INO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA AAA/MM/DD

Estados Unidos de América US . 61/419.181 2010/12/02




11 DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biologicos de los que cualquiera de los paises miembros de la
Comunidad Andina es pais de origen.

st O nNo

Nota: En caso afirmativo deber4 anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado o nimero de registro,
expedido por la Autoridad competente.

12 DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades indigenas, afroamericanas o locales
de paises miembros de la Comunidad Andina.

[sI No

Nota: En caso afirmativo deber4 anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, 0 nimero de registro expedido por la
Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
asI awNo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere la resolucién vigente en
tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas :]
Universidades publicas o privadas ]
Entidades sin animo de lucro |:]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LiNEA O st On~No

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones en linea a través de Internet de
los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el
servicio de notificacion a través de internet.

N°:13-063522// : " Fecha 27/06/2013

- 713-064764 02/07/2013

AAR Z
- C.C.22.468.787 T.P. 147463\CSJ

17 X0S
Documentacién Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [ Poderes, si fuera el caso.
10. [ Documento que legalmente pruebe la cesion del
1. [X) Descripeion N° de folios: 134 inventor al solicitante 0 a su causante ,
R 0 D ainrin i emred . 11. Copia del contrato de acceso de recursos genéticos
2. R:elvx‘ndlcamones No Re?vmdlcacxones. 20 onrodﬁctos derivados, certificado o nUmerogde
3. [X Dibujos y/o figuras Ne folios:2 registro, si fuera el caso.
4. [ Resumen. 12. O Copia de la licencia o autorizacién de
5. [0 Certificado de depésito de material bioldgico si fuera el caso. Conocimientos Tradicionales, certificado o nimero de
6. Listado de secuencias de nucledtidos y/o amino4cidos en forma digital si fuera el caso. registro, si fuera el caso.
7. [ Artefinal 12x 12. 13. Reduccidn de tasas
8. [ Anexo formato digital. Micro, pequeiias 0 medinas empresas

[ Copia simple de la declaracién de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idénea.

[0 Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004,
Universidades piblicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido
porel  Ministerio de Educacion
Entidades sin 4nimo de Jucro
[J Copia de registro vigente en Cdmara de comercio.
[] Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar
14. [ Comprobante de pago de la tasa de presentacion
de la solicitud.
15.  [J Comprobante de pago por reivindicacion de
prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.
17. [ Comprobante de pago por reivindicacion
adicional a 10.
18.

P-3790




10

15

20

25

PEPTIDOS TOMM34 Y VACUNAS QUE LOS INCLUYEN

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con el campo de las
ciencias bioldégicas, mas espécificamente con el campo de la
terapia anticancerosa. En particular, la presente invencién
se relaciona con novedosos péptidos gue son extremadamente
efectivos como vacunas contra el cancer, y farmacos para el

tratamiento y prevencidén de tumores.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha demostrado que los CTLs CD8-positivos reconocen a
los péptidos epitopo derivados de los antigenos asociados a
tumores (TAAs) en la molécula del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) <clase I, V¥ luego matan a las

células tumorales. Desde el descubrimiento de la familia del

antigeno del melanoma (MAGE) como el primer ejemplo de TAAs,
se han descubierto muchos otros TAAS a través de

procedimientos inmunolégicos (NPL 1, 2), y algunos de estos

TAAs estan ahora en el proceso de desarrollo clinico como

objetivos inmunoterapéuticos.

Los TAAS favorables son indispensables para la
proliferacién y supervivencia de las células cancerosas. La
utilizacién de estos TAAs como objetivos en la inmunoterapia

puede minimizar el ampliamente descrito riesgo de escape

. inmunolégico de las ceélulas cancerosas atribuible a la

eliminacién, mutacién o regulacidén en descenso de los TAAs

como resultado de la seleccién inmunolégica terapéuticamente

e
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manejada. Consecuentemente, la identificacién de nuevos TAAS
capaces de inducir respuestas inmunolégicas anti-tumorales
potentes y especificas garantiza el desarrollo adicional y de
esta manera estad en curso la aplicacién clinica de las

estrategias de vacunacién con péptidos en diversos tipos de

_cancer (NPL 3 hasta 10). A 1la fecha, se han documento

diversos experimentos clinicos que utilizan estos péptidos
derivados de TAA. Desafortunadamente, muchos de los actuales
experimentos con vacunas contra el cancer han unicamente
mostrado un indice de respuesta objetivo bajo (NPL 11 hasta
13). Consecuentemente, persiste la necesidad de disponer de
nuevos TAAs como objetivos inmunoterapéuticos.

El gen TOMM34 (No. de Acceso al GenBank NM 006809)
traslocasa de membrana mitocondrial exterior 34, ha sido

identificado de las bases de datos de cADN y EST humano y se

~predijo que codifica una pfoteina gque contiene motivos (TPR)

de repeticién de tetratricopéptido degenerado. La proteina
codificada por este gen estd implicada en la importacién de
proteinas precursoras en la mitocondria. Esta proteina tiene
una actividad similar a chaperona, enlazando a la porcidn
madura de proteinas no desplegadas y ayudando a importarlas
en mitocondria (NPL 15).

Fn un estudio reciente, se identificdé que TOMM34 es
frecuentemente regulado hacia arriba en el cancer colorrectal

por analisis de perfil de expresién de gen usando

‘microarreglo de cADN gue consiste de 23040 genes. Ademas, la

caida de TOMM34 por siARN en lineas celulares de cancer de

colon atenud el crecimiento de células de cancer de colon
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién, al menos en parte, se basa en el
descubrimiento de péptidos novedosos que pueden servir como
objetivos adecuados de la inmunoterapia. Por cuanto los TAAs
son por lo general percibidos por el sistema inmunoldégico
como “propios” y en consecuencia con frecuencia no poseen
inmunogenicidad, el descubrimiento de objetivos apropiados
resulta de extrema importancia. Como se sefiala arriba, TOMM34
(por ejemplo, SEQ ID NO: 41 y 42, también se indica en el No.
de Acceso del NM 006809) ha sido identificado como regulado
de forma ascendente en los canceres, incluyendo, pero no
limitados a, leucemia mielogenosa aguda (AML), leucemia
mielogenosa crénica (CML), cancer de vejiga, céncer de mama,
cancer cervical, cancer <colorrectal, cancer de es6fago,
cidncer de higado, osteosarcoma, cancer de proéstata, carcinoma
renal, cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), cancer de
pulmén de célula no pequefia (NSCLC), y tumor de tejido suave.
De esta manera, la presente invencién se enfoca en TOMM34
como un marcador de cancer apropiado y un candidato dirigido
a la inmunoterapia.

En el curso de la presente invencién, se identificaron

los péptidos de epitopo especificos de los productos del gen

A
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de TOMM34 que poseen la capacidad de inducir CTLs especificos
para TOMM34. Conforme se explica en mayor detalle mas
adelante, se estimularon las células mononucleares de la
sangre periférica (PBMCs) obtenidas a partir de un donante
sano utilizando los péptidos candidatos que se acoplan a HLA-
A*0201 derivados de TOMM34. Luego se establecieron lineas de
CTLs con una citotoxicidad especifica contra las células
objetivo positivas HLA-A2 cargadas con cada uno de los
péptidos candidatos. Loé resultados obtenidos demuestran que
estos péptidos son péptidos epitopo restringidos HLA-A2 que
pueden inducir respuestas inmunoldgicas potentes y
especificas contra las células que expresan a TOMM34. Estos
resultados ademés demgestran que TOMM34 es altamente
inmunogéniéa y que sus epitopos son objetivos efectivos en la
inmunoterapia del tumor.u

Consecuentemente, un objetivo de la presente invencidn
consiste en proporcionar péptidos aislados que se acoplen al
antigeno HLA e incluyen la secuencia de éminoécidos de TOMM34
(SEQ ID NO: 42) o sus fragmentos inmunoldégicamente activos.
Se prevé que estos péptidos induzcan a los CTLs y, por ende,
puedan ser utilizados para inducir a los CTLs in vitro o ex
vivo, o administrarse a un sujeto para inducir respuestas
inmunoldégicas contra los cénceres, los ejemplos de los cuales
incluyen pero no se limitan a AML, CML, céncer de vejiga,
cancer de mama, cancer cervical, céncer colorrectal, cancer

de esbéfago, cancer de higado, osteosarcoma, cancer. de

préstata, carcinoma renal, SCLC, NSCLC, y tumor de tejido

suave. Los péptidos que se prefiere utilizar son nonapéptidos
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o decapéptidos, y, mas preferiblemente, un nonapéptido o
decapéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir de entre las SEQ ID NOs: 1 a 20 y 22 a
40. De estos, los péptidos que tienen una secuencia de
aminodcidos seleccionada de entre SEQ ID NOs: 1, 5, 31 o 32
demuestran particularmente tener una fuerte induccién de los
CTLs y, por ende, resultan particularmente preferentes.

lLa presente invencién igualmente contempla péptidos
modificados con una secuencia de aminoadcidos de un fragmento
inmunolégicamente activo de TOMM34 en los cuales uno, dos o
m&s aminodcidos son sustituidos, insertados, eliminados o
afiadidos, siempre que los péptidos modificados conserven la
necesaria capacidad de induccién de los CTLs del péptido no
modificado original. De estos, 1los péptidos que tienen una
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1, 5, 31 o 32en las
cuales uno, dos o mas aminodcidos se sustituyen, eliminan,
insertan o agregan son particularmente preferidos.

La presente invencién adicionalmente abarca
polinucleétidos aislados que codifican a cualquiera de los
péptidos de la presente invencién. Se puede utilizar estos
polinucleétidos para inducir o preparar APCs con capacidad de
inducir a los CTLs. Al igual que los péptidos de la presente
invencién descritos con anterioridad, tales APCs pueden ser
administrados a un sujeto para inducir respuestas
inmunoldégicas contra los canceres.

Cuando son administrados a un sujeto, 1los presentes

péptidos se ubican sobre la superficie de las APCs de forma

"tal de inducir a los CTLs dirigidos a los respectivos
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péptidos. En ‘consecuencia, un objetivo de la presente
invencién consiste en proporcionar composiciones o agentes
que incluyen cualquiera de los péptidos o polinucledtidos
proporcionados por la presente invencién para la induccidn de
los CTLs. Se puede utilizar tales composiciones o agentes,
incluyendo cualquiera de los péptidos o polinucledtidos para
el tratamiento y/o profilaxis de cancer o la prevencién de
una recurrencia post-operatoria de los cénceres, los ejemplos
de los cuales incluyen pero no se limitan a, AML, CML, cancer
de vejiga, cancer de mama, cancer cervical, cancer
colorrectal, cancer de esdfago, cancer de higado,
osteosarcoma, cancer de. prbstata, carcinoma renal, SCLC,
NSCLC, y tumor de tejido suave, y/o prevenir la recurrencia
post-operatoria de los mismos.

La presente invencién también contempla agentes O
composiciones farmacéuticas que incluyen uno o mas péptidos o

polinucleétidos de la presente invencién formulados para el

_tratamiento y/o profilaxis de céancer, particularmente un

cancer primario, o la prevencién de una recurrencia post-
operatoria del céncer. En lugar o ademas de los presentes
péptidos o polinucleétidoé, los presente agentes y/o
composiciones farmacéuticas pueden incluir como ingredientes
activos APCs o exosomas que incluyan cualquiera de los
presentes pépfidos.

Se pueden utilizar los péptidos o polinucledtidos de la
presente invencién en la induccién de las APCs que presentan
sobre su superficie un complejo de un antigeno HLA y el

presente péptido, por ejemplo, al poner en contacto las APCs
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derivadas de un sujeto con el péptido o la introduccidén de un
polinucleétido que codifique un péptido de esta invencidén en
APCs. Estas APCs logran una alta induccidén de los CTLs contra
los péptidos objetivos y encuentran utilidad en 1la
inmunoterapia del cancer. Consecuentemente, la presente
invencién abarca los métodos para inducir las APCs con
capacidad de induccién de los CTLs, al igual que las APCs
obtenidas de conformidad con estos métodos.

Otro 'objetivo de la presente invencidén consiste en
proporcionar un método para la induccién de los CTLs, tales
métodos que incluyen el paso de cultivo simultaneo de células
CD8-positivas con APCs o exosomas gue presentan al péptido de
la presente invencién sobre su superficie o el paso de
introduccién de un polinucledétido/polinucledtidos que
codifican a los polipéptidos de la subunidad del receptor de
célula T (TCR), en donde el TCR formado por tales
polipéptidos de subunidad es capaz de enlazar a un complejo
de uﬁ antigeno HLA y el presente péptido sobre una superficie
celular. Los CTLs obtenidos de conformidad con estos métodos
encuentran utilidad en el tratamiento y prevencién de los
cénceres, los ejemplos de los cuales incluyen, pero no se
limitan a, AML, CML, céncer de vejiga, céncer de mama, cancer
cervical, cancer colorrectal, cancer de esdéfago, cancer de
higado, osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma renal,
SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave. AUn otro objetivo de la
presente invencién es proporcionar APCs aislados que se

presentan sobre la superficie de un complejo de un antigeno

HLA y un péptido de la presente invencidén. La presente
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péptidos de la presente invencién. Estos APCs y CTLs pueden
usarse para inmunoterapia de cancer.

Inclusive otro objetivo de la presente invencidn
consiste en proporcionar métodos para la induccién de una

respuesta inmunolégica contra el céancer en un sujeto que asi

lo requiere, tales métodos que incluyen el paso de

administrar al sujeto una composicidén o agente que incluyan
uno o mas péptidos de la presente invencién, polinucledtidos
que codifican los péptidos de la presente invencidén, o
exosomas © APCs que presenten los péptidos de la presente
invencién. La aplicabilidad de 1la presente .invencidén se
extiende a cualquiera de diversas enfermedades relacionadas
con o que se derivan de una sobre.expresién de TOMM34, tales
como céancer, los cénceres ejemplares incluyen pero no se
limitan a AML, CML, cancer de vejiga, cancer de mama, céancer
cervical, cancer colorrectal, céncer de esdéfago, céncer de

higado, osteosarcoma, céancer de proéstata, carcinoma renal,

SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona
los siguientes {1] hasta [20]:

(1] Un péptido aislado seguido de (a) o (b):

(a) un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ 1ID
NOs: 1, 5, 31 y 32;

(b) un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos en la cual uno, dos, o varios aminoacidos se

sustituyen, eliminan, insertan o agregan a una secuencia de

000
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aminodcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ 1ID

NOs: 1, 5, 31 y 32 para proporcionar un péptido modificado

gque mantiene la capacidad de enlazar a un antigeno HLA e

inducir 1la capacidad de induccién de los linfocitos T
5 citotédéxicos (CTL);

[2] Ei péptido aislado de [1l], en donde el antigeno HLA
es HLA-AZ;

[3] El péptido aislado de cualquiera de ([1] hasta [2],
en donde el péptido es un nonapéptido o decapéptido;

10 [4] Ei péptido de cualquiera de [1] hasta [3], que tiene
al menos una sustitucién seleccionada del grupo que consiste
de:

(a) el segundo aminodcido de terminal N es o se modifica
para ser un aminoacido seleccionadovdel grupo que consiste de

15 leucina y metionina, y

(b) el aminodcido de terminal C es o se modifica para
ser un aminodcido seleccionado del grupo gque consiste de
valina y leucina;

[5] Un polinucleétido aislado que codifica el péptido de

20 de cualquiera de [1] hasta [4];

[6] Una composicidén para la induccidén de los CTLs, en
donde la composicién comprende uno o mids péptideos de
cualquiera de [1] hasta [4], o uno o mds polinucledtidos de
(5):

25 [7] Una composicidén farmacéutica, que comprende:

(a) uno o mas péptidos de cualquiera de uno de [1] hasta
[41;

(b) uno o mds polinucledtidos de [5];

3
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(c) uno o mads APCs o exosomas que presentan un complejo
del péptido de cualquiera de uno de [1] hasta [4] y un
antigeno HLA sobre su superficie; o

(d) uno o mas CTLs que reconocen una célula que presenta
un complejo del péptido de cualquiera de uno de [1] hasta [4]
y un antigeno HLA sobre su superficie;

en combinacidn con un  portador farmacéuticamente
aceptable,

formulado para un propdsito seleccionado del grupo que
consiste de:

(i) tratamiento de un cancer existente,

(11) profilaxis de un cancer,

(iii) prevencidén de una recurrencia postoperativa de un
cancer, Yy

(iv) combinaciones de los mismos;

[8] La composicién farmacéutica de [7], formulada para
administracién a un sujeto cuyo antigeno HLA es HLA-AZ;

[9] Un método para la induccidén de una célula
preséntadora de antigeno (APC) con capacidad de induccidn de
los CTLs que comprende un paso seleccionado del grupo que
consiste de:

(a) poner en contacto una APC con el péptido de
cualqguiera de [1] hasta [4] in vitro, ex vivo o in vivo, ¥y

(b) introducir un polinucledétido que codifica el péptido
de cualquiera de [1] hasta [4] en una APC;

[10] Un método para inducir un CTL, que comprende un
paso seleccionado del grupo que consiste de:

(a) el cultivo simultédneo de células T CD8-positivas con

006012
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una APC, que presenta sobre su superficie un complejo de un
antigeno HLA y el péptido de cualquiera de [1] hasta [4],

(b) el cultivo simulténeo de células T CD8-positivas con
un exosoma, que presentan sobre su superficie un complejo de
un antigeno HLA y un péptido de cualquiera de [1] hasta [4],
y

(c) introducir en una célula T un
polinucleétido/polinucleétidos que codifican los polipéptidos
de la subunidad del receptor de célula T (TCR), en donde el
TCR formado por los polipéptidos de la subunidad TCR es capaz
de enlazar a un complejo de un antigeno HLA y el péptido de
cualquiera de [1l] hasta [4] en una superficie celular;

[11] Una APC aislada que presenta sobre su superficie un
complejo de un antigeno HLA y el péptido de cualquiera de [1}]
hasta [4];

[12] La APC de [11], la cual es inducida por un método
que comprende un paso seleccionado del grupo que consiste de:

(a) poner en contacto un APC con el péptido de
cualquiera de [1] hasta [4] in vitro, ex vivo o in vivo, vy

(b) introducir un polinucledtido que codifica el péptido
de cualqguiera de [1] hasta [4] en un APC;

(13] Un CTL aislado dirigido a cualquiera de 1los
péptidos de [1l] hasta [4];

[14] E1l CTL de [13], el cual es inducido por un método
que comprende un paso seleccionado del grupo que consiste de:

(a) cultivo simulténeo de célula T CD8-positiva con una
APC, que presenta sobre su superficie un complejo de un

antigeno HLA y el péptido de cualquiera de [1] hasta [4],

brrewy
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(b) cﬁltivo simultidneo de célula T CD8-positiva con un
exosoma, que presenta sobre su superficie un complejo de un
antigeno HLA y un péptido de cualquiera de [1] hasta [4], ¥

(c) introducir en una célula T un polinucledétido que
codifica ios polipéptidos de la subunidad del receptor de
célula T (TCR), en donde el TCR formado por los polipéptidos
de la subunidad TCR es capaz de enlazar al péptido de
cualquiera de [1] hasta [4];

[15] Un método para la induccién de una respuesta
inmunolégica contra el céncer en un sujeto, que comprende el
paso de administrar al sujeto un péptido de cualguiera de [1]
hasta [4] o un fragmento inmunoldgicamente activo del mismo,
o un polinucledtido que codifica al péptido o el fragmento;

[16] Un vector gque comprende una secuencia de
nuclebétidos que codifica el péptido de cualquiera de [1]
hasta [4]:

[17] Una célula hospedera transformada o transfectada

con el vector de [16];

[18] Un exosoma gque presenta un complejo que comprende

‘el péptido de cualquiera de [1] hasta [4] y un antigeno HLA;

[19] Un anticuerpo contra el péptido de cualquiera de
[1] hasta [4], o fragmento inmunoldgicamente activo del
mismo; y

(20] Un kit de diagnéstico que comprende el péptido de
cualquiera.de [1] hasta [4], el polinucledétido de [5] o el
anticuerpo o fragmento inmunolégicamente activo de [19].

Otros objetivos y caracteristicas de la invencidn

resultardn completamente mas evidentes al dar lectura a la
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siguiente descripcién detallada, en conjunto con las figuras
y ejemplos adjuntos. Se entendera que tanto el resumen que
antecede de la invencién como la siguiente descripcidn
detallada son de aplicaciones ejemplificadas, y no limitan la
presente invencién u otras aplicaciones alternativas de la
presente invencién. En particular, aun cuando se describe la
invencién haciendo referencia a un numero de aplicaciocnes
especificas, se apreciard que la descripcién es ilustrativa

de la invencién y no ha de ser interpretada como limitante de

.la invencién. Pueden presentarse diversas modificaciones vy

aplicaciones para aquellos con experiencia en esta técnica,
sin alejarse del espiritu y alcance de la invencidn, como se
describe en las reivindicaciones adjuntas. De igual forma,
otros objetivos, caracteristicas, beneficios y ventajas de la
presente invencién resultardn evidentes a partir de este
resumen y de ciertas aplicaciones descritas mas adelante, vy
los mismos resultardn evidentes para aquellos con experiencia
en esta técnica. Estos objetivos, caracteristicas, beneficios
y ventajas resultardn evidentes a partir del texto que
antecede, en conjunto con los ejemplos, datos y figuras
adjuntos y toda deduccidén razonable que pueda surgir del
mismo, sola o tomando en consideracidén las referencias aquil

incorporadas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Diversos aspectos 'y aplicaciones de la presente
invencién resultardn evidentes para aquellos con experiencia

en esta técnica luego de considerar la breve descripcidn de
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las figuras y la siguiente descripcidén detallada de la
presente invencidn y sus aplicaciones preferentes.

Las Figuras la-le estén constituidas por una serie de
fotografias, (ia) hasta (le), que ilustran los resultados de
los experimentos ELISPOT con IFN-gamma sobre los CTLs que
fueron inducidos con péptidos derivados de TOMM34. Los CTLs
en el pozo numeroc #4 con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1) (la),
en #2 con TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5) (1lb), en #4 con
TOMM34-A02-10-30 (SEQ ID NO: 31) (lc), y en #2 con TOMM34-
A02-10-220 (SEQ ID NO: 32) (1d), demostraron tener una
potente produccién de IFN-gamma en comparacién con el
control, respectivamente. El1 recuadro en el pozo de estas
fotografias indica que se expandieron las células del
correspondiente pozo a los fines de establecer lineas de
CTLs. En contraste, éomo es el caso tipico para datos
negativos, no se mostrd la produccién de IFN-gamma especifico
del CTL estimulado con TOMM34-A02-10-143 (SEQ ID NO: 21)
(le). En las figuras, el signo “+” indica la produccién de
IFN-gamma contra las células objetivo cargadas con el péptido
apropiado, y el signo “-” indica la produccidén de IFN-gamma
contra las células objetivo no cargadas con ninguno de los
péptidos.

La Figura 2 es una grafica de lineas que representa la
produccién IFN-gamma de la linea CTL estimulada con TOMM34-
A02-9-30 (SEQ ID NO: 1). La cantidad de IFN-gamma que CTL
produjo se midié por ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas IFN-gamma (ELISA). Estos resultados demuestran que

las lineas de CTLs establecidas por estimulacién con cada
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péptido demuestran una potente producciédn de IFN-gamma en
comparacién con el control. En las figuras, el signo “+”
indica la produccién de IFN-gamma contra las células objetivo
cargadas cbn el péptido apropiado y el signo “-” indica la
produccién de IFN-gamma contra las células objetivo no
cargadas con ninguno de los péptidos.

La Figura 3 esté& compuesta de graficas de lineas que
representa‘la produccién de IFN-gamma de los clones de CTL
establecidos por medio de la limitacién de la dilucidn de las
lineas de CTL estimuladas con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO:
1)). Los resultados demuestran que los clones de CTL
establecidés por estimulacidén con cada péptido demuestran una
potente produccién de IFN-gamma en comparacién con el
control. En la figura, el signo “+” indica la produccién de
IFN-gamma contra las células objetivo cargadas con el péptido
apropiado y el signo “-” indica la produccién de IFN-gamma
contra las células objetivo no cargadas con ninguno de los
péptidos.

La Figura 4 es una grafica en lineas que representa la
actividad éspecifica de los CTLs contra las células objetivo
gue expresan tanto TOMM34 como HLA-A*0201. Se prepararon
células COS7 transfectadas con HLA-A*0201 o el gen TOMM34 de
longitud completa como los controles. El <c¢lon de CTL
establecido con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1) demostrd tener
actividad CTL especifica contra las células COSs7
transfectadas tanto con TOMM34 como con HLA-A*0201 (rombos
negros) . Por otro parte, no se detectd actividad CTL

especifica significativa contra las células objetivo que
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‘expresan a ya sea HLA-A*0201 (triédngulo) o TOMM34 (circulo).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Aunque en la practica o evaluacién de las aplicaciones
de la presente invencién se puede utilizar cualquiera de los
métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui
descritos, a continuacién se describen los materiales,
métodos y dispositivos que se prefiere utilizar. Sin embargo,
antes de describir los presentes materiales y métodos, se
entenderd que estas descripciones son meramente ilustrativas
vy que no se prevé sean limitantes. Igualmente se entendera
que la presente invencién no se limita a los tamafios, formas,
_dimensiones, materiales, metodologias, protocolos, etc.
particularmente descritos en el presente documento, por
cuanto estos pueden variar de acuerdo con la experimentacidn
de rutina y la optimizacién. Adicionalmente, la terminologia
utilizada en la descripcién tiene como propdsito describir
las versiones o aplicaciones particulares uUnicamente, y no se
prevé que limite el alcance de la presente invencidn, el cual
se verd Unicamente iimitado por las reivindicaciones
vadjuntas.

La descripcién de cada publicacidén, patente o solicitud de
patente citada en la presente especificacidn estéa
especificamente in;orporada a titulo de referencia en su
totalidad. Sin embargo, nada de lo aqui contenido debera ser
interpretado como una admisién que la invencidén pueda preceder

en tiempo a esta revelacidén por virtud de la invencidn previa.
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I. Definiciones

A no ser que especificamente se indique algo diferente,
todos 1los términos técnicos y cientificos usados en la
presente tienen el mismo significado como se entiende
cominmente por alguien de experiencia ordinaria en la técnica
a la cual la presente invencidén pertenece. Sin embargo, en
caso de conflicto, la presente especificacién, incluyendo

definiciones, controlara.

Ww ”

Las palabras un”, “una”, y “el/la” wutilizadas en el
presente documento significan “al menos uno” a menos dque se
indique especificamente de otra manera.

Los términos “aislado” y “purificado” usados en relacidn
con una sustancia (por ejemplo, péptido, anticuerpo,
polinucleétido, etc.) indican gque la sustancia esta libre
sustancialmente de al menos una sustancia que también puede
incluirse en la fuente natural. De esta manera, un péptido
aislado o purificado se refiere al péptido que esta
sustancialmente libre de material celular tal como

carbohidrato, lipido, u otras proteinas contaminantes de la

fuente de célula o tejido de la cual el péptido se deriva, o

sustancialmente libre de precursores quimicos u otros

quimicos cuando se sintetizan quimicamente. El1 término
“sustancialmente libre de material celular” incluye
preparaciones de un péptido en las cuales el péptido se
separa de componentes celulares de las células de las cuales
se aisla o produce recombinantemente. De esta manera, un
péptido que eété sustancialmente libre de material celular

incluye preparaciones de polipéptido gque tienen menos de
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alrededer de 30%, 20%, 10%, o 5% (en peso seco) de 1la
proteina heterdéloga (también referida en la presente como una
“proteina contaminante”). Cuando el ©péptido se produce
recombinantemente, también de forma preferible esta
sustancialmente 1libre del medio de cultivo, que incluye
preparaciones de péptido con el medio de cultivo menor due
alrededor de 20%, 10%, o 5% del volumen de la preparacidn de
péptido. Cuando el péptido se produce por sintesis quimica,
de forma preferible estéd sustancialmente libre de precursores
quimicos u otros quimicos, que incluyen preparaciones de
péptido con precursores quimicos u otros guimicos
involucrados en la sintesis del péptido menor que alrededor
de 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) del volumen de la
preparacién de péptido. Puede mostrarse que una preparacidn
de péptido particular contiene un péptido aislado o
purificado, por ejemplo, por la apariencia de una banda
sencilla sequida de electroforesis en gel de poliacrilamida-
sulfato dodecil de sodio (SDS) de la preparacién de proteina
y tincién de Azul Brillante de Coomasie o similares del gel.
En una aplicacién preferida, los péptidos y polinucledtidos
de la presente invencién estén aislados o purificados.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” son
utilizados de forma intercambiable en la presente para
referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Estos
términos aplican a los polimeros de aminodcidos en los cuales
uno o mas residuos de aminoacidos pueden ser residuos
modificados, o residuos de aparicidén no natural, tales como

miméticos quimicos artificiales de 1los correspondientes
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-aminodcidos de aparicidén natural, al igual que a los

polimeros de aminodcidos de aparicién natural. E1 término
“oligopéptido” utilizado en ocasiones en la presente
especificacién es utilizado para referirse a los péptidos de
la presente invencidén que tienen una longitud de 20 residuos
o menos, tipicamente 15 residuos o menos Yy dque estan
tipicamente constituidos por entre aproximadamente 8 y cerca
de 11 residuos, con frecuencia 9 o 10 residuos.

El término “aminodcido” como es utilizado en el presente

documento se refiere a los aminoadcidos de aparicién natural y

"sintéticos, al igual que a los andlogos de los aminoacidos y

a los miméticos de los aminoacidos que funcionan de forma
similar a la de los aminoadcidocs de aparicidén natural. Los
aminodcidos pueden ser ya sea aminoacidos L o aminoécidos D.
Los aminocédcidos de aparicién natural son aquellos codificados
por el cédigo genético, al igual que aquellos modificados
después de la translacién en células (por ejemplo,
hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina). La
frase “andlogo de los aminodcidos” se refiere a los

compuestos que tienen la misma estructura guimica basica (un

"carbono alfa unido a un hidrdégeno, un grupo carboxi, un grupo

amino y un grupo R) como un aminodcido de aparicién natural
pero que tiene un grupo R modificado o estructuras centrales
modificadas (por ejemplo, homoserina, norleucina, metionina,
sulféxido, metionina metil sulfonio). La frase “mimético de
aminodcido” se refiere a los compuestos quimicos que tienen
estructuras diferentes pero un funcionamiento similar al de

los aminocé&cidos en general.
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Los aminodcidos pueden ser aqui denominados por sus
simbolos de tres letras comunmente conocidos o los simbolos
de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura
Bioquimica de la IUPAC-IUB.

Los términos “gen”, “polinucledtidos” 3% “acidos
nucleicos” son utilizados de forma intercambiable y, a no ser
que especificamente se indique algo diferente, son, al igual
que los aminodcidos, denominados por sus cdédigos de una sola
letra cominmente aceptados.

El término “composicidén” es utilizado en la presente

“para referirse a un producto que incluye los ingredientes

especificados en las cantidades especificadas, al igual que
cualquier producto que sea el resultado directo o indirecto
de la combinacién de los ingredientes especificados en las
cantidades especificadas. Tal termino en relacién a la
“composicién farmacéutica”, se prevé que abarque un producto
gque incluye los ingredientes activos, y cualquiera de los
ingredientes inertes que constituyan el portador, al igual
gue cualquier producto que sea el resultado directo o

indirecto de la combinacién, formacién de complejos o adicidn

“de cualesquiera de dos o méds de los ingredientes, o de la

disociacién de uno o mads de los ingredientes, o de otros
tipos de reacciones o interacciones de uno o mas de los
ingredientes. Consecuentemente, en el contexto de la presente
invencién, el término “composicién farmacéutica” se refiere a
cualquier composicién hecha al mezclar un compuesto de la
presente invencién Y un portador farmacéutica o]

fisioldégicamente aceptable. La frase “portador
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. farmacéuticamente aceptable” o ‘“portador fisioldgicamente

aceptable” utilizado en el presente documento significa un
material, composicién, sustancia, compuesto o) vehiculo
farmacéutica o.fisiolégicamente aceptable, pero no se limitan
a, un material de relleno liquido o sdélido, un diluyente, un
excipiente, un solvente o un material encapsulante.

El término “ingrediente activo” en la presente se
refiere a una sustancia en una composicidén que es bioldgica o
fisioldégicamente activa. En particular, en el contexto de una

composicién farmacéutica, el término “ingrediente activo” se

.refiere a una sustancia que tiene un efecto farmacoldgico

objetivo. Por ejemplo, en el caso de composiciones
farmacéuticas a ser utilizados en el tratamiento o prevencidn
del céancer, los ingredientes activos en las composiciones
pueden conllevar a al menos una accién Dbioldgica o
fisiolégica sobre las células cancerosas y/o los tejidos
directamente o indirectamente. Preferiblemente, esta accidn
puede incluir la reduccién o inhibicién del crecimiento de
células <cancerosas, el dafio o muerte de las células
cancerosas y/o tejidos y similares. Tipicamente, el efecto
indirecto de los ingredientes activos es la induccidén de los
CTLs para que reconozcan o maten a las células cancerosas.
Antes de ser formulado, el “ingrediente activo” puede ser
igualmente deﬁominado “érudo", ‘“sustancia farmacolégica” o
“producto técnico”.

A no ser que se defina algo diferente, el término
“cancer” se refiere a los canceres que sobreexpresan el gen

TOMM34, los ejemplos de los cuales incluyen, pero no se
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“limitan a AML, CML, céncer de vejiga, cancer de mama, cdncer

cervical, cdncer colorrectal, céncer de esdéfago, cancer de
higado, osteosarcoma, céancer de préstata, carcinoma renal,
SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave.

A no ser: que se defina algo diferente, los términos
“linfocito T citotdéxico”, “célula T citotdxica” y “CTL” son
utilizados de forma intercambiable en la presente y a no ser
que especificamente se indique algo diferente, se refieren a
un sub-grupo de los linfocitos T que son capaces de reconocer

a las células extrafias (por ejemplo, las células tumorales,

. las célulaé infectadas con virus) y de inducir la muerte de

estas células. A no ser que se defina algo diferente, el
término “HLA-A2” utilizado en el presente documento, se
refiere de forma representativa a los subtipos, ejemplos de
los cuales incluyen, pero no se limitan a HLA-A*0201, HLA-
A*0202, HLA-A*0203, HLA-A*0204, HLA-A*0205, HLA-A*0206, HLA-
A*0207, HLA-A*0210, HLA—A*Ole, HLA-A*(0213, HLA-A*0216, HLA-
A*0218, HLA-A*0219, HLA-A*0228 y HLA-A*0250.

A no ser que se defina algo diferente, el término “kit”

como se usa en la presente, se usa en referencia a una

. combinacién de reactivos y otros materiales. Se contempla en

la presente que el kit pueda incluir un micro arreglo, un
chip, un marcador, y similares. No se prevé que el término
“kit” se vea limitado a una combinacién en particular de
reactivos y/o materiales.

Como se usa en la presente, en el contexto de un sujeto
o paciente, la frase “antigeno HLA del sujeto (o paciente) es

HLA-A2" se refiere a que el sujeto o paciente
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“homocigdéticamente o heterocigéticamente posee el gen del

antigeno HLA-A2 como la molécula de MHC (complejo de
histocompatibilidad principal) clase I, y el antigeno HLA-A2
se expresa en las células del sujeto o paciente como un
antigeno HLA.

En la medida en la cual los métodos y composiciones de
la presente invencién encuentran utilidad en el contexto del
“tratamiento” del céncer, se estima que un tratamiento es
“eficaz” si conlleva a un beneficio <c¢linico tal como,

reduccién de la expresién del gen TOMM34, o una disminucidn

"en el tamafio, la predominio o el potencial metastasico del

cancer en el sujeto. Cuando se aplica el tratamiento
profilacticamente, el término “eficaz” significa que el mismo
retarda o impide la formacién de cénceres o previene o mejora
un sintoma clinico del céncer. La eficacia es determinada en
asociacién con cualquier método conocido para el diagnéstico
o tratamiento del tipo particular de tumor.

En la medida en la cual los métodos y composiciones de
la presente invencién encuentran utilidad en el contexto de

la “prevencién” y “profilaxis” del cancer, estos términos son

~utilizados de forma intercambiable para referirse a cualquier

actividad que reduzca la carga de mortalidad o morbilidad de

la enfermedad. La prevencién y profilaxis puede ocurrir “a
los niveles primarios, secundarios Y terciarios de
prevencién”. Aun cuando la prevencién y profilaxis primaria

evitan el desarrollo de una enfermedad, los niveles
secundario y terciario de prevencién y profilaxis abarcan las

actividades dirigidas a la prevencidén y profilaxis del avance
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~de una enfermedad y la presencia de sintomas, al igual que la

reduccién del impacto negativo que tiene una eﬁ%ermedad ya
establecida por medio de la restauracién de la funcionalidad
y de la reduccién de las complicaciones relacionadas con la
enfermedad. Alternativamente, la prevencién y profilaxis
pueden incluir un rango amplio de terapias profilacticas
dirigidas al alivio de la severidad del trastorno en
particular, por ejemplo, a la reduccién de la proliferacidén y
de la metastasis de los tumores.

En el contexto de la presente invencién, el tratamiento

"~ y/o profilaxis del cancer y/o la prevencién de la recurrencia

post-operatoria del mismo incluyen cualquiera de los
siguientes pasos, por ejemplo, la remocién quirurgica de las
células cancerosas, la inhibicién del crecimiento de las
células cancerosas, la involucién o regresién de un tumor, la
induccién de la remisién y supresién de la aparicién del
cancer, la regresién del tumor, y la reduccién o inhibicidn
de la metastasis. El tratamiento y/o profilaxis efectiva del
cancer disminuye la mortalidad y mejora el prondstico de los
individuos con cancer, disminuye los niveles de 1los
marcadores tumorales en la sangre y mejora los sintomas
detectables que acompafian al cancer. Por ejemplo, la
reduccién o mejora de los sintomas constituye un tratamiento
eficaz y/o la profilaxis incluye 10%, 20%, 30% o mas de
reduccién o una enfermedad estable.

En el contexto de la presente invencién, el término
“anticuerpo” se refiere a las inmunoglobulinas 'y sus

fragmentos que son especificamente reactivos a una
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determinada proteina o un péptido de la misma. Un anticuerpo
puede incluir los anticuerpos humanos, los/ anticuerpos
primatizados, los anticuerpos quiméricos, los anticuerpos
biespecificos, los anticuerpos humanizados, los anticuerpos
fundidos «con otras proteinas o radiomarcadores, 'y los
fragmentos de anticuerpos. Adicionalmente, se wutiliza un
anticuerpo en la presente en su mids amplio sentido vy
especificamente abarca los anticuerpos monoclonales intactos,
los anticuerpos policlonales, los anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, los anticuerpos biespecificos)
formados a partir de al menos dos anticuerpos intacto, y los
fragmentos de anticuerpos, siempre que estos dispongan de la
actividad biolégica deseada. Un “anticuerpo” indica todas las
clases (por ejemplo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM).

A no ser que se defina algo diferente, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento  tienen el mismo significado comunmente del

conocimiento de aquellos con experiencia en la técnica al que

pertenece la presente invencidn.

.I11. Péptidos

Los péptidos de la presente invencidén descritos en
detalles a continuacién pueden referirse como “péptidos TOMM34”.
Para demostrar que los péptidos derivados de TOMM34
funcionan como un antigeno reconocido por los CTLs, se
analizaron péptidos derivados de TOMM34 (SEQ ID NO: 42) para
determinar si eran los epitopos antigénicos restringidos por

HLA-A2, los cuales son comunmente hallados en los alelos de

goGa2
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HLA (Date Y y colaboradores, Tissue Antigens 47: 93-101,
1996; Kondo A y colaboradores, J Immunol 155: 4307-12, 1995;
Kubo RT vy éolaboradores, J Immunol 152: 3.913-24, 1994). Los
candidatos de péptidos derivados de TOMM34 acoplados a HLA-A2
fueron identificados usando la informacién en sus afinidades
de acoplamiento hacia HLA-A2. Se identificaron los siguientes

péptidos candidatos:

TOMM34-A02-9-30 (SEQ 1D NO: 1),
TOMM34-A02-9-77 (SEQ 1D NO: 2),
TOMM34-A02-9-52 (SEQ ID NO: 3),
TOMM34-A02-9-110 (SEQ 1D NO: 4),
TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5),
TOMM34-A02-9-230 (SEQ ID NO: 6).
TOMM34-A02-9-103 (SEQ ID NO: 7),
TOMM34-A02-9-80 (SEQ 1D NO: 8).
TOMM34-A02-9-255 (SEQ 1D NO: 9),

o
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TOMM34-A02-9-23 (SEQ ID NO: 10),
TOMM34-A02-9:195 (SEQ ID NO: 1),
TOMM34-A02-9-111 (SEQ ID NO: 123,
TOMM34-A02-9-238 (SEQ ID NO: 13),
TOMM34-A02-9-1 (SEQ 1D NO: 14),
TOMM34-A02-9-113 (SEQ ID NO: 15),
TOMM34-A02-9-233 (SEQ ID NO: 16),
TOMM34-A02-9-239 (SEQ ID NO: 17),
TOMM34-A02-9-144 (SEQ ID NO: 18),
TOMM34-A02-9-142 (SEQ ID NO: 19),
TOMM34-A02-9-279 (SEQ 1D NO: 20),
TOMM34-A02-10-143 (SEQ ID NO: 21)
TOMM34-A02-10-97 (SEQ ID NO: 22),
TOMM?34-A02-10-79 (SEQ 1D NO: 23),
TOMM34-A02-10-237 (SEQ ID NO: 24)
TOMM34-A02-10-135 (SEQ ID NO: 25)
TOMM34-A02-10-219 (SEQ ID NO: 26)
TOMM34-A02-10-238 (SEQ ID NO: 27)
TOMM34-A02-10-127 (SEQ ID NO: 28)
TOMM34-A02-10-113 (SEQ ID NO: 29)
TOMM34-A02-10-241 (SEQ ID NO: 30)
TOMM34-A02-10-30 (SEQ 1D NO: 31),
TOMM34-A02-10-220 (SEQ ID NO: 32)
TOMM34-A02-10-195 (SEQ ID NO: 33)
TOMM34-A02-10-112 (SEQ ID NO: 34)
TOMM34-A02-10-194 (SEQ ID NO: 35)
TOMM34-A02-10-299 (SEQ ID NO: 36)
TOMM34-A02-10-141 (SEQ ID NO: 37)
TOMM34-A02-10-160 (SEQ ID NO: 38)
TOMM34-A02-10-175 (SEQ ID NO: 39) Y
TOMM34-A02-10-186 (SEQ ID NO: 40).

Ademds, luego de la estimulacién in vitro de las células
T con células dendriticas (DCs) cargadas con estos péptidos,
se establecieron exitosamente CTLs usando cada uno de los

siguientes péptidos:

TOMM34-A02-9-30 (SEQ 1D NO: 1),
TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5),
TOMM34-A02-10-30 (SEQ 1D NO: 31) 086008

Y20



10

15

20

25

y
TOMM34-A02-10-220 (SEQ ID NO: 32).

Estos CTLs establecidos demostraron tener una potente
actividad CTL especifica contra las células objetivo pulsadas
con los respectivos péptidos. Estos resultados en la presente
demuestran que TOMM34 es un antigeno reconocido por los CTLs
y que los pépfidos evaluados son péptidos epitopo de TOMM34
restringidos por HLA-A2.

Dado que el gen TOMM34 estd sobreexpresado en 1los
tejidos y células cancerosas, incluyendo, pero no limitadas a
aquellas de AML, CML, céancer de vejiga, cancer de mama,
cdncer cervical, cdncer colorrectal, cédncer de esoéfago,
cédncer de higado, osteosarcoma, céancer de préstata, carcinoma
renal, SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave. pero no se
expresa en la mayoria de los érganos normales, es un objetivo
adecuado para inmunoterapia. En consecuencia, la presente
invencién proporciona nonapéptidos (péptidos constituidos por
nueve residuos de aminodcidos) y decapéptidos (péptidos
constituidos por diez residuos de aminodcidos) de epitopos

reconocidos por los CTLs de TOMM34. Alternativamente, la

‘presente invencién proporciona un péptido aislado que se

acopla a un antigeno HLA e induce a 1los linfocitos T

citotéxicos (CTLs), en donde el péptido tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 42 o es un fragmento
inmunolégicamente activo del mismo. Especificamente, la

presente invencién proporciona péptidos que comprenden la
secuencia de aminodcidos de la secuencia de aminoacidos

seleccionada de entra las SEQ ID NOs: 1, 5, 31 y 32. Més

paod
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especificamente, en algunas aplicaciones, la presente
invencién proporciona péptidos que consisten de la secuencia
de aminoadcidos seleccionada de entre las SEQ ID NOs: 1, 5, 31
y 32.

Generalmente, se pueden utilizar los programas de
software actualmente disponibles, por ejemplo, en la
Internet, tales como aquellos descritos 'en Parker KC vy
colaboradores, J Immunol 1994, 152(1): 163-75, para calcular
las afinidades de enlace entre diversos péptidos y 1los
antigenos HLA in silico. Se puede medir la afinidad de enlace
con los antigenos HLA conforme se describe en, por ejemplo,
Parker KC y colaboradores, J Immunol 1994, 152(1): 163-75, vy
Kuzushima K y colaboradores, Blood 2001, 98(6): 1.872-81,
Larsen MV y colaboradores. BMC Bioinformatics. 2007; 8: 424,
y Buus S y colaboradores. Tissue Antigens, 62:378-84, 2003.
Los métodos para la determinacidén de la afinidad de enlace se
encuentran descritos en, por ejemplo, Journal of

Inmunological Methods 1995, 185: 181-190 y Protein Science

2000, 9: 1838-1846. En consecuencia, se pueden utilizar
facilmente estos programas de software para seleccionar
aqueilos fragmentos derivados de TOMM34 que tienen una alta
afinidad de enlace con los antigenos HLA. Consecuentemente,
la presente invencién abarca los péptidos constituidos de
cualquiera de los fragmentos derivados de TOMM34 que tienen
alta afinidad de enlace con los antigenos HLA determinados
por tales programas conocidos. Adicionalmente, estos péptidos
pueden incluir la secuencia de longitud completa de TOMM34

(por ejemplo, SEQ ID NO: 42).
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Los péptidos de la presente invencidn, particularmente
los nonapéptidos y los decapéptidos de la presente invencidn,
pueden ser flanqueados con residuos de aminoacidos
adicionales siempre que los péptidos retengan su capacidad de
induccién de los CTL. Los residuos de aminodcidos adicionales
particulares pueden estar compuestos de cualquier tipo de
aminoacidos, éiempre gue estos no impidan la capacidad de
induccién ide los CTL del péptido original. Por ende, la
presente invencién abarca péptidos que presentan una afinidad
de acoplamiento por los antigenos HLA, en particular péptidos
derivados de TOMM34. Estos péptidos son, por ejemplo, menores
de alrededor de 40 aminodcidos, con frecuencia menores de
alrededor de 20 aminocacidocs, usualmente menores de alrededor
de 15, 14, 13, 12, 11, o 10 aminodcidos.

Generalmente, se sabe que las modificaciones de uno o
mas aminodcidos en un péptido no afectan la funcién del
péptido, o en algunos casos, inclusive mejoran la funcidn
deseada de la proteina original. De hecho, se sabe que los
péptidos modificados (es decir, péptidos compuestos de una
secuencia de aminocdcidos modificados por medio de la
sustitucién, eliminacidén, insercidn o adicidén de uno, dos o
varios residuos de aminoadcidos a una secuencia de referencia
original) retienen la actividad bioldégica del péptido
original (Mark y colaboradores, Proc Natl Acad Sci USA 1984,
81l: 5662-6; Zoller y Smith, Nucleic Acids Res 1982, 10: 6487-
500; Dalbadie-McFarland y colaboradores, Proc Natl Acad Sci
Uysa 1982, 79: 6409-13). Por ende, de acuerdo con una

aplicacién de la presente invencidén, el péptido que tiene
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capacidad de induccién de los CTL de la presente invencidn,

puede estér compuesto de un péptido que consiste de la
secuencia de aminodcidos seleccionada de entre las SEQ ID NO:
1, 5, 31 y 32, en el cual, dos o inclusive mas aminoacidos
son afiadidos, eliminados, insertados y/o sustituidos.

Alguién de experiencia en la técnica reconocerad que las
modificaciones individuales (esto es, eliminaciones,
inserciones, adiciones o sustituciones) a una secuencia de
aminodcidos que alteran un aminodcido individual o un pequerio
porcentajevde la secuencia de aminoadcidos general resulta en
la conservacién de las propiedades de la cadena lateral del
aminodcido original; por lo cual es denominada como
“sustitucién conservativa” o “modificacidédn conservativa”, en
donde la alteracién de una proteina resulta en una proteina
con funcionamientos similares. Las tablas de sustitucidn
conservativa que proporcionan aminodcidos funcionalmente
similares son bien conocidos en la técnica. Los fjemplos de
propiedades de cadenas laterales de aminoacidos son
aminoacidos hidrofébicos (A, I, L, M, F, P, W, Y, V),

aminodcidos hidrofilicos (R, D, N, C, E, Q, G, H, K, 8, T), vy

cadenas laterales que tienen los siguilentes grupos

funcionales o caracteristicas en comin: una cadena lateral
alifatica (G, A, V, L, I, P); un grupo hidroxilo que contenga
una cadena lateral (S, T, Y):; uﬁ atomo de azufre que contenga
una cadena lateral (C, M); un &cido carboxilico y una amida
gue contenga una cadena lateral (D, N, E, Q); una base que
contenga una cadena lateral (R, K, H); y un grupo aromatico

gue contenga una cadena lateral (H, F, Y, W). Adicionalmente,
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los siguientesrocho grupos contienen cada uno aminoacidos que
son sustituciones conservativas entre si:

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

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

3) Asparagina (N), Glutamina (Q):;

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

5) 1Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptdéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T):; vy

8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo,
Creighton, Proteins 1984).

Estos péptidos modificados de forma conservadora son
igualmente considerados para ser péptidos de la presente
invencién. Sin embargo, el péptido de la presente invencidn
no se ve limitado en este sentido vy ©puede incluir
modificaciones no conservadoras, siempre gque el péptido
modificado resultante retenga la capacidad de induccién de
los CTL del péptido original no modificado. Adicionalmente,
los péptidos modificadoé no deberian excluir los péptidos
inducibles CTL de variantes polimérficas, hombélogos
interespecies, y alelos de TOMM34.

Se pueden insertar, sustituir o afiadir residuos de
aminoacidos a los péptidos de la presente invencidn o,
alternativamente, los residuos de aminocacidos pueden
eliminarse de alli para lograr una afinidad de enlace
superior. Para conservar la capacidad de induccién de los

CTLs neceSaria, preferiblemente se modifica (esto es,
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elimina, inserta, agrega o sustituye) uUnicamente un numero
reducido (por ejemplo, 1, 2 o wvarios) o un porcentaje
reducido de aminodcidos. En el presente documento, el término
“varios” significa 5 o menos aminodcidos, por ejemplo, 3 ©
menos. El porcentaje de aminodcidos a ser modificados puede
ser 20% o menos, por ejemplo, 15% o menos, por ejemplo 10% o
menos, por ejemplo 1 hasta 5%.

Ademas, los péptidos pueden ser sustituidos o agregados
por los residuos de aminodcidos para lograr una afinidad de
enlace mas alta. Cuando se utiliza en la inmunoterapia, 1los
presentes péptidos pueden estar presentes sobre la superficie
de una célula o exosoma en la forma de un complejo con un
antigeno HLA. Ademds de los péptidos que son naturalmente
desplegados, ya que se conoce facilmente la regularidad de
las secuencias de péptidos desplegadas por medio de su
acoplamiento con antigenos HLA (J Immunol 1994, 152: 3913;
Immunogenetics 1995, 41: 178; J Immunol 1994, 155: 4307), las
modificaciones basandose en esta regularidad pueden ser
introducidas en los péptidos inmunogénicos de la presente
invenciédn.

Por ejemplo, los péptidos que poseen una alta afinidad
de acoplamiento a HLA-A2 tienden a tener el segundo
aminodcido de la terminal N sustituido con leucina o

metionina. De igual forma, los péptidos en los cuales el

aminoadcido de terminal C estd sustituido con fenilalanina,

leucina, 1isoleucina, triptdéfano, o metionina pueden ser
igualmente wutilizados de forma favorable. Por ende, los

péptidos que tienen las secuencias de aminodcidos
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seleccionadas de entre las SEQ ID NO: 1, 5, 31 y 32 en las
cuales el segundo aminodcido de la terminal N de la secuencia
de aminodcidos de dicha SEQ ID NO. estd sustituida con
leucina o metionina, y/o la terminal C de la secuencia de
aminoédcidos de dicha SEQ ID NO. esté_sustituida con valina o
leucina son contemplados en la presente invencidén. Se pueden
introducir sustituciones no s6élo en los aminodcidos
terminales, sino también en la posicién de reconocimiento del
receptor de células T (TCR) potencial de los péptidos. Varios
estudios han demostrado que un péptido con sustituciones de
aminodcidos puede ser igual a o mejor que la del original,
por ejemplo, CAPl, p53 (264-272), Her-2/neu (zes-3377y © gp1l00 (209-217)
(Zaremba y colaboradores. Cancer Res. 57, 4570-4577, 1997, T.
K. Hoffmann y colaboradores. J Immunol. (2002); 168 (3):1338-
47., S. O. Dionne y colaboradores. Cancer Immunol inmunother.
(2003) 52: 199-206 y S. O. Dionne y colaboradores. Cancer
Immunology, Immunotherapy (2004) 53, 307-314).

La presente invencién igualmente contempla la adicidén de
uno, dos o varios aminodcidos a la terminal N y/o C de los
presentes péptidos. Estos péptidos modificados con alta
afinidad de acoplamiento con el antigeno HLA y capacidad de
induccién de los CTL retenida estédn igualmente incluidos en
la presente invencidn.

Por ejemplo, la presente invencidén proporciona un
péptido aislado de menos de 14, 13, 12, 11, o 10 aminoacidos
en longitud que se une a un antigeno HLA, que tiene la
capacidad de induccién CTL y comprende la secuencia de

aminodcidos seleccionada a partir de entre:

0o

N

i

()

o
]



10

15

20

25

3

(i) una secuencia de aminoacidos se selecciona/ée entre
las SEQ ID NO: 1 y 5;

(ii) una secuencia de aminoédcidos en la cual uno, dos o
varios aminoacidos se modifican en la secuencia de
aminodcidos seleccionada de entre SEQ ID NOs: 1 y 5, Yy

(iii) la secuencia de aminoédcidos de (ii), en donde la

"secuencia de aminodcidos tiene una o ambas de las siguientes

caracteristicas:

(a) el segundo aminocdcido de la terminal N de dicha SEQ
ID NO. estd seleccionado de entre leucina y metionina; y

(b) el aminoacido de terminal C de dicha SEQ ID NO esta
seleccionado de entre valina y leucina.

Ademds, la presente invencién igualmente proporciona un
péptido aislado de menos de 15, 14, 13, 12, u 11 aminoacidos
en longitud que se une a un antigeno HLA, que tiene la
capacidad de induccién CTL y comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre:

(1") una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 31
hasta 32;

(ii’) una secuencia de aminoacidos en la cual uno, dos o
varios amincacidos se modifican en la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 31 hasta 32, y

(iii’) la secuencia de aminodcidos de (ii’), en donde la
secuencia de aminodcidos tiene una o ambas de las siguientes
caracteristicas:

(a) el segundo aminodcido de la terminal N de dicha SEQ
ID No estd seleccionado de entre leucina y metionina; y

(b) el aminodcido de terminal C de dicha SEQ ID NO estéd

0002
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seleccionado de entre valina y leucina.

Estos péptidos enlazados con antigenos HLA en APCs son
para presentarse en APCs como complejos con antigenos HLA
cuando aquellos ©péptidos estdn en contacto <con APCs.
Alternativamente, aquellos péptidos se introducen en APCs vy
se procesan en fragmentos que consisten de una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre (i)-(iii) y (i’)-(iii’) en
APCs para presentarse en APCs como complejos con antigenos
HLA, cuando aquellos péptidos estan en contacto con APC. En
consecuencia, se inducen los CTLs ‘especificos para tales
péptidos.

Sin embargo, cuando la secuencia de péptidos es idéntica
a una porcién de la secuencia de aminocacidos de una proteina
endbégena o exdégena que tiene una funcién diferente, se pueden
inducir efectos colaterales tales como trastornos
autoinmunitarios o sintomas alérgicos contra sustancias
especificas. En consecuencia, se puede llevar a cabo
busquedas de homologia utilizando las bases de datos
disponibles para evitar las situaciones en las cuales la
secuencia del péptido ceincida con la secuencia de
aminodcidos de otra proteina. Cuando se haga evidente a
partir de las busquedas de homologia que no existe ningun
péptido con 1 6 2 aminodcidos diferentes al péptido objetivo,
el péptido objetivo puede ser modificado a los fines de
incrementar su afinidad de acoplamiento con los antigenos
HLA, y/o de incrementar su capacidad de induccién de los CTL
sin ningun peligro de estos efectos colaterales.

Aungue se prevé que los péptidos que tienen alta

(o)
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afinidad de acoplamiento hacia los antigenos HLA descritos
con antelacién sean sumamente efectivos, los péptidos
candidatos, que son seleccionados de acuerdo con la presencia
de una alta afinidad de acoplamiento como un indicador, son
examinados adicionalmente en busqueda de la presencia de
capacidad de induccién de los CTL. En el presente documento,
la frase ‘“capacidad de induccién de los CTL” indica la
capacidad del péptido para inducir 1los CTLs, cuando se
presentan sobre la célula que presenta antigenos (APCs) .
Ademis, la “capacidad de induccién de los CTL” incluye la

capacidad del péptido de inducir la activacidén de los CTL, la

‘proliferacién de los CTLs, la promocién de la lisis por parte

de los CTLs de las células objetivo y el incremento en la
produccién de IFN-gamma en los CTLs.

La confirmacién de la capacidad de induccidn de los CTLs
es llevada cabo por medio de la induccién de las APCs
portadoras de antigenos MHC humanos (por ejemplo, linfocitos
B, macréfagos, y células dendriticas (DCs) ), o mas
especificamente las DCs derivadas de los leucocitos
mononucleares de la sangre periférica humana, y luego de la
estimulacién con los péptidos, la mezcla con células CD8-
positivas, y posteriormente la medicién del IFN-gamma
producido y liberado por los CTL en contra de las células
objetivo. Como sistema de reaccidn, se puede utilizar 1los
animales transgénicos que han sido producidos para expresar
un antigeno HLA humano (por ejemplo, los descritos en
BenMohamed.L, Krishnan R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus

J, Diamond DJ, Hum Immunol 2000, 61(8): 764-79, Articulos
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relacionados, libros, Linkout Induction of CTL response by a

‘minimal epitope vaccine in HLA-A*0201/DR1 transgenic mice:

dependent on HLA class II restricted T(H) response). Por
ejemplo, las células objetivo pueden ser radiomarcadas con
lcr 'y similares, vy la actividad citotbxica puede ser
calculada a partir de la radiocactividad liberada por las
células objetivo. Alternativamente, estas pueden ser
examinadas por medio de la medicién del IFN-gamma producido y
liberado por el CTL en la presencia de las APCs portadoras de
péptidos inmovilizados, y de la visualizacién de la zona de
inhibicién en el medio utilizando anticuerpos monoclonales
anti-IFN-gamma.

Al examinar la capacidad induccién de los CTL de los
péptidos como se describe con antelacidn, se descubridé que
los nonapéptidos y los decapéptidos que tienen una secuencia
de aminodcidos seleccionada de entre las SEQ ID NOs: 1, 5, 31
y 32 mostraron una capacidad de induccién de los CTL
particularmente alta, asi como también una alta afinidad de
acoplamiento con un antigeno HLA. Por ende, estos péptidos
son ejemplificados como aplicaciones preferentes de la
presente invencién.

Adicionalmente, los andlisis de la homologia demuestran
que estos péptidos no tienen una homologia significativa con
los péptidos derivados de cualquiera de los otros productos
genéticos = humanos conocidos. En consecuencia, puede
disminuirse la posibilidad de respuestas inmunitarias
desconocida o no deseadas surgidas cuando se utiliza para

inmunoterapia. Por lo tanto, igualmente desde este aspecto,

o
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estos péptidos encuentran uso para producir inmunidad en
contfa de TOMM34 en pacientes con céncer. Por ende, 1los
péptidos preferidos de la presente invencién son aquellos
péptidos que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada
de entre las SEQ ID NOs: 1, 5, 31 y 32.

Ademéds de las modificaciones de los presentes péptidos.
discutidas con anterioridad, los péptidos de 1la presente
invencién también pueden ser acoplados a otros péptidos,
siempre que conserve la capacidad de induccién de los CTL, vy
mas preferiblemente también conserve el acoplamiento a HLA
necesario. Los ejemplos de ‘“otros” péptidos adecuados
incluyen: los péptidos de la presente invencidén o los
péptidos inducibles CTL derivados de otros TAAs. Las
ligaduras entre los péptidos son bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, AAY (P. M. Daftarian y colaboradores, J
Trans Med 2007, 5:26), AAA, NKRK (R. P. M. Sutmuller vy
colaboradores, J Immunol. 2000, 165: 7308-7315) o K (S. Ota vy
colaboradores, Can Res. 62, 1471-1476, K. S. Kawamura Y
colaboradores, J Immunol. 2002, 168: 5709-5715).

Por ejemplo, se puede igualmente utilizar los péptidos
antigénicos asociados con tumores no TOMM34 sustancial vy
simultdneamente para incrementar la respuesta inmunitaria por
medio de la HLA clase I y/o clase II. Estd bien establecido
que las células cancerosas pueden expresar mas de un gen
asociado a tumor. Consecuentemente, dentro del alcance de la
experimentacién de rutina de los expertos en la técnica se
prevé determinar si un sujeto en particular expresa genes

adicionales asociados a tumor, y posteriormente incluir los
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péptidos que se acoplan a HLA clase I y/o HLA clase II
derivados de los productos de expresidén de estos genes en laé
composiciones o vacunas que contengan TOMM34.

Los ejemplos de los péptidos que se acoplan a HLA clase
I y HLA clase II son del conocimiento de aquellos con
experiencia en esta técnica (véase, por ejemplo, Coulie, Stem
Cells 13:393-403, 1995) y de esta manera pueden ser
utilizados en la invencién de manera similar como aguellos
descritos en la presente. De esta manera, alguien de
experiencia ordinaria en la técnica puede preparar facilmente
polipéptidos incluyendo uno o més péptidos TOMM34 y uno o mas
de los péptidos no TOMM34, o &cidos nucleicos que codifican
estos polipéptidos, que utilizan procedimientos
convencionales de la biologia molecular.

Los péptidos descritos arriba son denominados
“politopos”, es decir, grupos de dos o mas péptidos que
estimulan la respuesta inmunitaria o potencialmente
inmunogénicos que pueden ser agrupados entre si en varias
disposiciones (por ejemplo, concadenado, traslapado). El
politopo (o &cido nucleico que codifica el politopo) puede
ser administrado de acuerdo con los protocolos de
inmunizacién convencionales, por ejemplo, a los animales, con
el objeto de evaluar la efectividad del politopo en la
estimulacién, mejora . y/o induccién de una respuesta
inmuniﬁaria.

Los péptidos pueden ser agrupados conjuntamente de forma
directa o por medio de la wutilizacién de secuencias

flanqueadoras para formar politopos, y el uso de politopos
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como vacunas es bien conocido en la técnica (véase, por
ejemplo, Thomson y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci USA
92(13):5845—5849, 1995; Gilbert y colaboradores, Nature
Biotechnol. 15(12):1280-1284, 1997; Thomson y colaboradores,
J Immunol. 157(2):822-826, 1996; Tarn y colaboradores, J EXxp.
Med. 171(1):299-306, 1990). Los politopos que contienen
varios numeros Yy combinaciones de epitopos, pueden ser
preparados y evaluados para ser reconocidos por los CTLs y
para la eficacia del incremento de una respuesta inmunitaria.

Los péptidos de la presente invencién pueden ser
adicionalmente unidos a otras sustancias, siempre que
mantengan la capacidad de induccién de los CTL del péptido
original. Los ejemplos de sustancias adecuada pueden incluir:
péptidos, lipidos, azlcar y cadenas de azlucares, Jrupos
acetilo, polimeros naturales y sintéticos, etc. Los péptidos
pueden contener modificaciones tales como glicosilacién,
oxidacién de la cadena lateral, o fosforilacidn; siempre que
las modificaciones no destruyan la actividad biolégica de. los
péptidos como se describe en el presente documento. Se puede
llevar a cabo estos tipos de modificaciones para conferirle
funciones Vadicionales (por ejemplo, funcién direccional vy
funcién de liberacién) o estabilizar al polipéptido.

Por ejemplo, para incrementar la estabilidad in vivo de
un polipéptido, es conocido en la técnica la introduccidén de
aminodcidos D, miméticos de aminodcidos o aminodcidos no
naturales; este concepto puede ser igualmente adoptado para
los presentes polipéptidos. La estabilidad de un polipéptido

puede ser experimentada de varias formas. Por ejemplo, las

00043
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peptidasas y varios medios biclégicos, tales como el plasma y
el suero humano, pueden ser utilizado para evaluar la
estabilidad (véase, por ejemplo, Verhoef y colaboradores, Eur
J Drug Metab Pharmacokin 1986, 11: 291-302).

Ademas, conforme se menciondé anteriormente, entre los
péptidos modificados que son sustituidos, eliminados,
insertados o afadidos por uno, dos o varios residuos de
aminoacidos, los que presentan una actividad igual o superior
comparada con los péptidos originales pueden ser evaluados o
seleccionados. La presente invencidn, en consecuencia,
igualmente proporciona el método de evaluacidén o seleccidn de
los péptidos modificados que presentan una actividad igual o
superior comparada con los originales. Por ejemplo, el método
puede incluir los siguientes pasos:

a: la sustitucidén, eliminacidén, insercidén o adicidén de
al menos un residuo de aminodcido de un péptido de la
presente invencién,

b: la determinacién de la actividad del péptido, y

c: la seleccién del péptido que tiene una actividad
igual o superior comparada con la original.

En el presente documento, la actividad puede incluir
actividad de acoplamiento de MHC, APC o la capacidad de
induccién de los CTL y la actividad citotdxica.

Cuando los péptidos de la presente invencidén incluyen un
residuo de cisteina, los péptidos tienden a formar dimeros
por medio de un enlace disulfuro entre grupos SH de los
residuos de cisteina. Por lo tanto, los dimeros de péptido de

la presente invencién también son incluidos en los péptidos
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de la presente invencidn.

III. Preparacién de los péptidos TOMM34

.Los péptidos de la presente invencidén pueden ser
preparados utilizando técnicas bien conocidas. Por ejemplo,
los péptidos pueden ser preparados de forma sintética, por
medio de la tecnologia de ADN recombinante o sintesis
guimica. Los péptidos de la presente invencidén pueden ser
sintetizados individualmente o como polipéptidos més largos,
incluyendo dos o més péptidos. Los péptidos pueden ser
aislados, es decir, purificados o aislados sustancialmente
libres de otras proteinas de la célula hospedera de aparicidn
natural y fragmentos de los mismos, o de cualquiera de otras
sustancias quimicas.

Los péptidos de la presente invencidén pueden contener
modificaciones, tales como glicosilacién, oxidacidén de la
cadena lateral, o fosforilacién, con la salvedad que estas
modificaciones no destruyan la actividad biolégica de los
péptidos originales. Otras modificaciones ilustrativas
incluyen la incorporacién de aminodcidos D u otros
miméticos de aminodcidos que pueden ser utilizados, por
éjemplo, para incrementar la vida media sérica de los
péptidos.

Un péptido de la presente invencidén puede obtenerse a
través de la sintesis quimica basada en la secuencia de
aminoécidoé seleccionada. Por ejemplo, los métodos de
sintesis de péptidos convencionales que pueden ser adoptados

para la sintesis incluyen:

Yy 2 D
. BgLids



10

15

20

25

/

(i) Peptide Synthesis, Interscience, New York, 1966;

(ii) The Proteins, Vol. 2, Academic Pres, New York,
1976;

(iii) Peptide Synthesis (en Japonés), Maruzen Co., 1975;

(iv) Basics and Experiment of Peptide Synthesis (en
Japonés), Maruzen Co., 1985;

(v) Development of Pharmaceuticals (segundo volumen) (en
Japonés), Vol. 14 (sintesis peptidica), Hirokawa, 1991;

(vi) W099/67288; vy

(vii) Barany G. & Merrifield R.B., Peptides Vol. 2,
“Solid Phase Peptide Synthesis”, Academic Pres, New York,
1980, 100-118.

Alternativamente, los presentes péptidos pueden ser
obtenidos adoptando cualqgquiera de los métodos de
ingenieria genética conocidos para la produccidén de
péptidos (por ejemplo, Morrison J, J Bacteriology 1977,
132: 349-51; Clark-Curtis & Curtis, Methods in Enzymology
(eds. Wu y colaboradores.) 1983, 101: 347-62) . Por
ejemplo, primero, se prepara un vector adecuado que
hospeda un polinucledétido que codifica el péptido objetivo

en una forma expresable (por ejemplo, corriente abajo de

una secuencia regulatoria correspondiente a una secuencia

promotora) y es transformado en una célula hospedera
adecuada. Tales vectores y células hospederas se
proporcionan igualmente en la presente invencidén. La

célula hospedera es posteriormente cultivada para producir
el péptido de interés. El1 péptido -puede ser también

producido -in vitro adoptando un sistema de translacidén in
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IV. Polinucledétidos

La presente invencién proporciona polinucledétidos que
codifican <cualquiera de los ©péptidos mencionados con
anterioridad de la presente invencidén. Estos incluyen los
polinucleétidos derivados del gen TOMM34 de aparicién natural
(por ejemplo, SEQ ID NO: 42 (No. de Acceso al GenBank
NM 006809)) y aquellos gque tienen una secuencia de
nucleétidos modificada de forma conservativa de los mismos.
En el presente documento, la frase “secuencia de nucledétidos
modificada de forma conservativa” se refiere a secuencias que
codifican una secuencia de aminoacidos idéntica o
esencialmente idéntica. Debido a la degeneracién del cddigo
genético, un gran numero de &acidos nucleicos funcionalmente
idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los
codones GCA, GCC, GCG, y GCU codifican todos al aminoacido
alanina. Por ende, en cualquier posicién donde se especifique
una alanina por un codén, el coddn puede ser alterado hasta
cualquiera de los codones correspondientes descritos sin
alterar el polipéptido codificado. Estas variaciones del
dcido nucleico son “variaciones silentes”, que son una
especie de las variaciones conservadoramente modificadas.
Cada secuencia de 4&cido nucleico descrita en el presente
documento que codifica un péptido igualmente describe cada
variacién silente posible del 4&cido nucleico. Alguien de

experiencia ordinaria en la técnica reconocera que cada coddn
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en un &cido nucleico (excepto AUG, que es de forma opéinaria
el unico codén para la metionina, y TGG, que es de forma
ordinaria el -uGnico codédn para el triptéfano) puede ser
modificade para conseguir una molécula funcionalmente
idéntica. En consecuencia, cada variacién silente de un acido
nucleico Que codifica un péptido se describe de forma
implicita en cada secuencia descrita.

El polinucleétido de la presente invencidén puede estar
compuesto de ADN, ARN, y derivados de los mismos. Como es
bien conocido en la técnica, una molécula de ADN esta
compuesta de bases tales como las bases de aparicidén natural
A, T, C, y G, y T es reemplazada por U en un ARN. Los
expertos reconoceran que las bases de aparicién no natural se
incluyan igualmente en los polinucledtidos.

El polinucleétido de la presente invencién puede

_codificar miltiples péptidos de la presente invencién, con o

sin la intervencién de secuencias de aminoacidos. Por
ejemplo, la secuencia de aminodcidos intermedia puede
proporcionar un sitio de divisién (por ejemplo, secuencia de
reconocimiento de la enzima) del polinucledétido o 1los
péptidos convertidos. Adicionalmente, el polinucledtido puede
incluir cualquiera de las secuencias adicionales a la
secuencia de codificacién que codifica el péptido de la
presente invencién. Por ejemplo, el polinucledétido puede ser
un polinucledtido recombinante que incluye secuencias
regulatorias requeridas para la expresidén del péptido o puede
ser un vector de expresién (plédsmido) con genes marcadores y

similares. En general, estos polinucledétidos recombinantes

o
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pueden ser preparados por medio de la manipulacién de

polinucledtidos a través de técnicas recombinantes
convencionales que utilizan, por ejemplo, polimerasas Yy
endonucleasas.

Tanto las técnicas quimicas de sintesis como las
recombinantes pueden ser utilizadas para producir los
polinucleétidos de la presente invencién. Por ejemplo, un
polinucleétido puede ser producido por la insercién en un
vector apropiado, gque puede ser expresado cuando es
transfectado en una célula competente. Alternativamente, un
polinucleétido puede ser ampliado utilizando técnicas de PCR
o por medio de la expresién en huéspedes adecuados (véase,
por ejemplo, Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York,
1989). Alternativamente, un polinucledtido puede ser
sintétizado utilizando las técnicas de fase sélida, como se
describe en Beaucage SL & Iyer RP, Tetrahedron 1992, 48:

2223-311; Matthes y colaboradores, EMBO J 1984, 3: 801-5.

V. Exosomas

La presente invencién adicionalmente proporciona
vesiculas intracelulares, denominadas exosomas, que presentan
complejos formados entre los ©péptidos de la presente
invencién y los antigenos HLA sobre su superficie. Los

exosomas pueden ser preparados, por ejemplo, utilizando los

métodos detallados en las Publicaciones Kohyo de las

Solicitudes de Patente Japonesa No. Hei 11-510507 vy

W099/03499, vy pueden ser preparados utilizando las APCs
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obtenidas a partir de los pacfientes sometidos a tratamiento
y/o prevencién. Los exosomas de la presente invencidén pueden
ser inoculados en la forma de vacunas, de forma similar a los
péptidos de la presente invencidn.

El tipo de antigenos HLA incluidos en los complejos debe

coincidir con el del sujeto que reguiere tratamiento y/o

' prevencidén. Por ejemplo, para los Japoneses, HLA-A2, en

particular HLA-A*0201 y HLA-A*0206, son totalmente
prevalentes y por lo tanto serian apropiados para tratamiento
de pacientes Japoneses. El uso del tipo HLA-AZ que es
altamente expresado entre las poblaciones Japonesas Y
Caucésicas resulta favorable en términos de la obtencidén de
resultados efectivos y los subtipos tal como HLA-A*0201 vy
HLA-A*0206 encuentra utilidad. Tipicamente, en la clinica, se
investiga el tipo de antigeno HLA del paciente que requiere
tratamiento de forma anticipada, lo que permite una seleccidn
apropiada de los péptidos que tienen altos niveles de
afinidad de acoplamiento con este antigeno, o que tienen la
capacidad de inducir a los CTL por medio de la presentacién
del antigenc. Adicionalmente, con objeto de obtener péptidos
que muestran una alta afinidad de acoplamiento vy capacidad de
induccién de los CTL, se puede llevar a cabo la sustitucidn,
eliminacién, insercién o adicién de wuno, dos o varios
aminoacidos, en funcién de la secuencia de aminoacidos del
péptido parcial TOMM34 de aparicidn natural.

Cuando el exosoma de la presente invencidén posee tipo

"HLA-A2 como un antigeno HLA, los péptidos que incluyen la

secuencia de aminodcidos seleccionada de entre SEQ ID NO: 1,

1IN
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5, 31 y 32 tienen utilidad particular.

VI. Células que presentan antigeno (APCs)

La presente invencién igualmente proporciona las células
que presentan antigeno (APCs) aisladas que estan presentes
complejos formados con los antigenos HLA y los péptidos de la
presente invencién sobre su superficie. Las APCs pueden ser
derivadas de pacientes sometidos a tratamiento y/o
prevencién, y pueden ser administradas en la forma de vacunas
solas o en combinacién con otras farmacos, incluyendo los
péptidos de la presente invencidn, los exosomas, O los CTLs.

Las APCs no se limitan a un tipo en particular de
células. Los ejemplos de APCs incluyen pero no se limitan a,
células dendriticas (DCs), las células tipo Langerhans, los
macréfagos, las células B .y las células T activadas, las
cuales se sabe presentan antigenos proteinicos sobre su
superficie celular de forma tal de ser reconocidos por los
linfocitos. Dado que las DCs son APCs representativas que
tienen la accién inductora CTL mas fuerte entre las APCs, las
DCs encuentran utilidad en la forma de las APCs de la
presente invencién.

Por ejemplo, las APCs de la presente invencidén pueden
ser obtenidas por medio de la induccién de DCs a partir de
los monocitos de la sangre periférica, poniéndolos en
contacto posteriormente (estimulando) con los péptidos de la
invencién in vitro, ex vivo o in vivo. Cuando se administran
los péptidos de esta invencién a los sujetos, se inducen las

APCs que presentan los péptidos de la presente invencidn en
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el cuerpo del sujeto. La frase “inducir una APC” incluye
poner en contacto (estimular) una célula con el péptido de la
presente invencién, o introducir un polinucledtido que
codifica el péptido de la presente invencién en una célula
para presentar un complejo formado entre el antigeno HLA y el

péptido de la presente invencién sobre la superficie celular.

En consecuencia, las APCs de esta invencidén pueden ser

“obtenidas recolectando las APCs del sujeto luego de la

administracién de los péptidos de esta invencién al sujeto.
Alternativamente, las APCs de esta invencidén pueden ser
obtenidas poniendc en contacto las APCs recolectadas de un
sujeto con.el péptido de esta invenciodn.

Las  APCs de la presente invencidén  pueden ser
administradas a un sujeto para inducir una respuesta
inmunitaria en contra del céncer en el sujeto, sola o en
combinacién con otros farmacos incluyendo los péptidos,

exosomas o los CTLs de la presente invencién. Por ejemplo, la

~administracién ex vivo puede incluir los siguientes pasos:

a: la recoleccién de las APCs del un primer sujeto,

b: el contacto con las APCs del paso a, con el péptido,

c: la administracién de las APCs del paso b a un segundo
sujeto.

El primer y el segundo sujeto pueden ser el mismo
individuo, o pueden ser individuos diferentes. Las APCs
obtenidas de conformidad con el paso b pueden ser servir como
una vacuna para el tratamiento y/o prevencién del céncer, los

ejemplos de los cuales incluyen, pero no se limitan a, AML,

gan:

152



10

15

20

25

CML, cancer de vejiga, ca&ncér de mama, cancer cervical,
cancer colorrectal, cancer de esdéfago, cancer de higado,
osteosarcoma, cédncer de préstata, carcinoma renal, SCLC,
NSCLC, y tumor de tejido suave.

En el contexto de la presente invencién, se pueden
utilizar los péptidos de la presente invencién para fabricar
una compoéicién farmacéutica capaz de inducir células que

presentan antigeno. Se proporciona un método o proceso para

fabricar una composicién farmacéutica para inducir células

gue presentan antigeno en la presente Yy preferiblemente
incluir la etapa de mezclar o formular el péptido de la
invencién con un portador farmacéuticamente aceptable. La
presente invencién igualmente se proporciona para el uso de
los péptidos de la presente invencién para inducir células
gue presentan antigeno.

De acuerdo a un aspecto de la presente invencidn, las
APCs de la presente invencién tienen un alto nivel de
capacidad de induccién de los CTL. En la frase “alto nivel de
capacidad de induccién de los CTL”, el “alto nivel” significa
que la capacidad de induccidén de los CTL es relativamente
alta como se compara con el nivel de aquel detectado en las
APCs contactadas con no péptidos. Las APCs que tienen un alto
nivel de capacidad de induccién de los CTL pueden ser
preparadas utilizando un método que incluye el paso de la
transferencia de un polinucleétido que codifica el péptido de
la presente invencién a las APCs in vitro, asi como también
el método mencionado anteriormente. Los polinucledtidos

introducidos pueden encontrase en la forma de ADNs o ARNs.

Y 6y
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Los ejemplos de los métodost de introduccién, incluyen sin
limitaciones particulares, diversos métodos convencionalmente
llevados a cabo en este campo, tales como la lipofeccidn, la
electroporacién y se puede utilizar el método gque utiliza
fosfato de <calcio. Més especificamente, este puede ser
llevado a cabo tal como se describe en Cancer Res 1996, 56:
5672-7; J Immunol 1998, 161: 5607-13; J Exp Med 1996, 184:
465-72; Traduccién de la Publicacidén Internacional Japonesa
No. 2000-509281. Por medio de la transferencia el gen que
codifica el péptido de la presente invencidén en las APCs, el
gen experimenta transcripcién, traslacién y similares en la
célula, y luego se procesa la proteina obtenida por MHC-Clase
I o Clase II y se procede a través de una via de presentacién
para presentar los péptido de la presente invencidn.
Alternativamente, las APCs de la presente invencidn
pueden prepararse por un método que incluye la etapa de poner
en contacto APCs con el péptido de la presente invencién. En

algunas aplicaciones, las APCs de la presente invenciédn

presentan complejos del antigeno HLA-A2 y el péptido de la

presente invencidén sobre su superficie.

VII. Linfocitos T citotdxicos (CTLs)

Un CTL inducido contra cualquiera de los péptidos de la
presente invencién  refuerza la respuesta inmunolégica
dirigida a las células cancerosas in vivo y por ende puede
ser utilizado en la forma de vacunas similares a 1los
péptidos. Por ende, la presente invencidén proporciona CTLs

aislados que son especificamente inducidos o activados a
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través de cualquiera de los presentes péptidos.

Estos CTLs pueden ser obtenidos por (1) la
administracidén de los péptidos de la présente invencidén a un
sujeto, o  (2) por medio del contacto de (estimulando) las
APCs derivadas del sujeto, y las células CD8-positivas, o
leucocitos mononucleares de sangre periférica in vitro con
los péptidos de la presente invencién o (3) por medio del
contacto de células CD8-positivas o leucocitos mononucleares
de sangre periférica in vitro con las APCs o exosomas dque
presenten un complejo de un antigeno HLA y el péptido sobre
su superficie, o (4) a través de la introduccién de un
polinucleétido/polinucledétidos que codifican las subunidades
del receptor de célula T (TCR), en donde el TCR formado por
tales subunidades TCR es capaz de enlazar a un complejo de un
antigeno HLA vy el péptido de -esta invencidén sobre su
superficie. Estas APCs o exosomas pueden ser preparados por
el método (3) por los métodos descritos anteriormente. Los
detalles del método (4) estadn descritos méds adelante en la
seccién “WIII. Receptor de célula T (TCR)”.

Los CTLs de la presente invencién pueden ser derivados
de pacientes sometidos a tratamiento y/o prevencién, y pueden
ser administrados solos o en combinacidén con otras farmacos
incluyendo los péptidos de la presente invencidén o exosomas
con el propdésito de regular los efectos. Los CTLs obtenidos
actian especificamente contra las células objetivo que
presentan los péptidos de esta invencién, por ejemplo, los
mismos péptidos utilizados en la induccidén. Las células

objetivo pueden ser células que expresan de forma enddgena a
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TOMM34, tales como las células cancerosas, o células que son
transfectadas con el gen TOMM34; y las células gque presentan
un péptido de esta invencidn sobre la superficie celular
debido a la estimulacién con el péptido pueden ser igualmente
utilizadas como objetivos del ataque de los CTL activados.

En algunas modalidades, los CTLs de 1la presente
invencién son CTLs que reconocen células que presentan
complejos del antigeno HLA-A2 y el péptido de la presente
invencién sobre su superficie. En el contexto del CTL, la
frase “reconoce una célula” se refiere a enlazar un complejo
del antigeno HLA-A2 y el péptido de la presente invencidn
sobre la superficie celular por medio de su TCR y muestra
actividad citotéxica especifica contra la célula. En la
presente, “actividad citotéxica especifica” se refiere para
mostrar actividad citotdxica contra la célula gque presenta un
complejo del antigeno HLA-A2 y el péptido de la presente

invencién pero no otras células.

VIII. Receptor de células T (TCR)

La presente invencién igualmente proporciona una
composicién incluyendo polinucledtido/polinucledtidos que
codifican ©polipéptidos que son capaces de formar una
subunidad de un receptor de células T (TCR), y los métodos de
que utiliza el mismo. Las subunidades TCR tienen la habilidad
de formar TCRs que confieren especificidad a las células T
contra las células tumorales que presentan TOMM34. Utilizando
los métodos conocidos en la técnica, pueden identificarse los

polinucleétidos que codifican cada una de las cadenas alfa y

006556
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"beta de las subunidades TCR del CTL inducido con los péptidos

de esta invencién (W02007/032255 y Morgan y colaboradores, J
Immunol, 171, 3288 (2003)). Por ejemplo, el método PCR es
ideal para analizar el TCR. Los cebadores PCR para el
andlisis pueden ser, por ejemplo, cebadores 5'-R (3'-
gtctaccaggcattégcttcat—3’) (SEQ ID NO: 43) como un cebador
lateral 5’ y cebadores 3-TRa-C (5’-tcagctggaccacagccgcagcgt-
37) (SEQ ID NO: 44) especificos para la regién C de la cadena
alfa de TCR, cebadores 3-TRb-Cl (5’-tcagaaatcctttctcttgac-3')
(SEQ ID NO: 45) especificos para la regidén Cl de la cadena
beta de TCR o cebadores 3-TRbeta-C2 (5" -
ctagcctctggaatcctttctett-37) (SEQ ID NO: 46) especificos para
la regién C2 de 1la cadena beta de TCR como cebadores
laterales 3’, pero sin limitarse a los mismos. Los derivados
TCRs pueden unir células objetivo que presentan el péptido
TOMM34 de la presente invencién con alta avidez, y
opcionalmente mediar eficientemente la muerte de células
objetivo que presentan el péptido TOMM34 de la presente
invencién in vivo e in vitro.

El polinucledétido/polinucledétidos que codifican las
subunidades TCR (esto es, el polinucledétido que codifica
tanto las subunidades TCR o polinucledétidos que codifican
cada una de las subunidades TCR) pueden ser incorporados en
vectores adecuados, por ejemplo, vectores retrovirales. Estos
vectores - son bien conocidos en la técnica. Los
polinucleétidos o los vectores incluyéndolos, pueden ser
transferidos de forma util en una célula T (por ejemplo,

célula T CD8-positiva), por ejemplo, una célula T de un

M
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‘paciente. Ventajosamente, la presente invencidén proporciona

una composicién en existencia que permite una rapida
modificacién de las células T propias de un paciente (o
aquellas ae otros mamiferos) para rapida vy féacilmente
producir células T modificadas con excelentes propiedades
aniquiladoras de las células cancerosas.

El TCR especifico contra el péptido de 1la presente
invencién es un receptor capaz de reconocer especificamente
un complejo del péptido de la presente invencién y una

molécula de HLA, dando una actividad especifica de una célula

T en contra de la célula objetivo que presenta un complejo

del péptido de la presente invencién y un antigeno HLA cuando
el TCR es expresado sobre la superficie de la célula T. Se
puede confirmar por cualquiera de los métodos conocidos que
los CTLs preparados al introducir los polipéptidos que
codifican tales subunidades TCR pueden reconocer
especificamente tales células objetivo. Los ejemplos
preferidos de ﬁales métodos incluyen, por ejemplo anédlisis de
tetrdmero usando molécula HLA y el péptidos de la presente

invencién, y el experimento ELISPOT. Por el experimento

_ELISPOT, se puede confirmar que un CTL preparado por el

método como se describe arriba puede reconocer
especificamente las células objetivo, y que las sefales
generadas por tal reconocimiento puede transmitirse
intracelularmente. Adicionalmente, puede confirmarse por los
métodos conocidos que los CTLs preparados por el método
descrito arriba tienen actividad citotdéxica especifica contra

las células objetivo. Los ejemplos de tales métodos incluyen,
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por ejemplo, ensayo de liberacién de cromo usando células que
expresan tanto el antigeno HLA-A2 como TOMM34.

En un aspecto, la presente invencidén proporciona CTLs
que son preparados por transduccién con el
polinucledétido/polinucledtidos que codifican a los
polipéptidos de la subunidad TCR (esto es, el polinucledtido
que codifica ambas de las subunidades TCR o polinucledtidos
gue codifican cada una de las subunidades TCR), en donde el

TCR formado por tales subunidades TCR puede enlazar a un

complejo del péptido TOMM34 que tiene una secuencia de

~aminodcidos seleccionada de entre las SEQ ID NOs: 1, 5, 31 y

32 y antigeno HLA-A2 sobre la superficie.

Los CTLs convertidos son capaces de alojar a las células
cancerosas in vivo, y pueden ser expandidos por métodos de
cultivo in vitro ampliamente conocidos (por ejemplo, Kawakami
y colaboradores, J Immunol., 142, 3452-3461 (1989)). Los CTLs
de la presente invencidén pueden ser utilizados para formar
una composicién inmunogénica util en ya sea o tanto en el
tratamiento como la prevencién del cancer en un paciente que

tiene la necesidad de terapia o proteccidén (W02006/031221).

IX. Agentes o composiciones farmacéuticas

Dado que la expresién de TOMM34 estd especificamente
elevada en el cancer, los ejemplos de los cuales incluyen,
pero no se limitan a AML, CML, céncer de vejiga, cancer de
mama, céncér cervical, cancer colorrectal, cancer de esodfago,
cancer de higado, osteosarcoma, cancer de prdstata, carcinoma

renal, SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave. en comparacidn

00nia3
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con el tejido normal, los péptidos o polinucledtidos de la
presente invencidén pueden ser utilizados en el tratamiento
y/o profilaxis del céncer y/o la prevencién de la recurrencia
post-operatoria de los mismos. Por ende, la presente
invencién .proporciona un agente o composicién farmacéutica
formulada para el tratamiento y/o 1la profilaxis y/o del
cancer, vy/o para la prevencién de la recurrencia post-
operatoria del mismo, tal agente o composicién que incluye
como un ingrediente activo uno o més de los péptidos, o
polinuclebétidos de esta invencién en la forma de un
ingrediente activo. Alternativamente, los presentes péptidos
pueden ser expresados sobre la superficie de cualquier de los
exosomas o.células que anteceden, tales como las APCs para
ser utilizadas como agentes o composiciones farmacéuticas.
Adicionalmente, los CTLs mencionados con anterioridad cuyo
objetivo es cualquiera de los péptidos de 1la presente
invencién,. pueden ser igualmente utilizados como el
ingrediente activo de los presentes agentes o composiciones
farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién

también se utilizan en la forma de una vacuna. En el contexto

-de la presente invencidén, la frase “vacuna” (igualmente

denominada como una “composicidén inmunogénica”) se refiere a
una composicién que tiene la funcidén de mejorar, aumentar y/o
inducir la.inmunidad anti-tumoral luego de su inoculacidén en
animales.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn

pueden ser utilizados para tratar y/o prevenir cénceres, y/o

[ )
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para la prevencidén de la recurrencia post—operiyoria de los

mismos, en sujetos o pacientes incluyendo el ser humano vy

"cualquier otro mamifero incluyendo, pero sin limitarse a,

ratén, rata, conejillo de indias, conejo, gato, perro, oveja,
cabra, cerdo, ganado, caballo, mono, mandril, y chimpance,
particularmente un animal comercialmente importante o un
animal domesticado.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona
también la utilizacién de wun ingrediente activo en la
elaboracién de un agente o composicién farmacéutica para el
tratamiento de cancer o tumor, dicho 1ingrediente activo
seleccionado a de entre:

(a) un péptido de la presente invencidn;

(b) un &cido nucleico que codifica tal péptido como esta
descrito en el presente documento en una forma expresable;

(c) una APC o un exosoma que presenta un péptido de la
presente invencidén sobre su superficie; y

(d) una célula T citotdéxica de la presente invencion.

Alternativamente, la presente invencidn propofciona
ademds un ingrediente activo para ser utilizado en el
tratamiento y/o prevencién de los canceres o tumores, el
ingrediente activo seleccionado de entre:

(a) un péptido de la presente invencidn;

(b) un &cido nucleico que codifica tal péptido como esta
descrito en el presente documento en una forma expresable;

(c) una APC o un exosoma que presenta un péptido de la
presente invencién sobre su superficie; y

(d) una célula T citotdxica de la presente invencidn.

D
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Alternativamente, la presente invencidén adicionalmente
proporciona un método o proceso para la elaboracién de un
agente o composicidén farmacéutica para el tratamiento o
prevencién del céncer o tumor, en donde el método o proceso
incluye el paso de formular un portador farmacéutica o
fisioldgicamente aceptable con un ingrediente activo
seleccionado a partir de:

(a) un péptido de la presente invencidn;

(b) un &cido nucleico que codifica estos péptidos como
estd descrito en el presente documento en una forma
expresable;

(c) una APC o un exosoma que presenta un péptido de la

-presente invencidén sobre su superficie; y

(d) una célula T citotéxica de la presente invenciédn.

En otra modalidad, la presente invencidén igualmente
proporciona un método o proceso para la elaboracién de un
agente o composicién farmacéutica para el tratamiento o
prevencién'del cdncer o tumor, en donde el método o proceso
incluye los pasos de combinacién de un ingrediente activo con
un portador farmacéutica o fisiolégicamente aceptable, en
donde el ingrediente activo es seleccionado de entre:

(a) un péptido de la presente invencidn;

(b) un acido nucleico que codifica tal péptido como esta
descrito en el presente documento en una forma expresable;

(c) una APC o un exosoma que presenta un péptido de la
presente invencién sobre su superficie; vy

(d) una célula T citotéxica de la presente invenciédn.

Los agentes o composiciones farmacéuticas de la presente
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invencién pueden usarse para tratar y/o prevenir céncer, y/o
para prevenir una recurrencia post-operativa del mismo en
sujetos o pacientes incluyendo humano y cualquier otro
mamifero incluyendo, pero no limitado a, ratén, rata,
conejillo de 1indias, cbnejo, gato, perro, oveja, cabra,
cerdo, ganado, caballo, mono, mandril, 3% chimpancé,
particularmente un animal comercialmente importante o un
animal domesticado.

De acuerdo con la presente invencidén, se ha encontrado
gque los péptidos que incluyen la secuencia de aminoacidos
seleccionada de entre las SEQ ID NO: 1, 5, 31 y 32 son

péptidos de epitopo restringidos HLA-A2 o los candidatos que

~pueden inducir una respuesta inmunitaria potente y

especifica. En consecuencia, los presentes 'agentes o
composiciones farmacéuticas que incluyen cualquiera de estos
péptidos con las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 1,
5, 31 Y% 32 son particularmente adecuados para la
administracién a sujetos cuyo antigeno HLA es HLA-A2. Lo
mismo aplica para agentes o composiciones farmacéuticas que
incluyen polinucleétidos que codifican cualquiera de estos
péptidos (es decir, los polinucledtidos de esta invencioén).

Los canceres a ser tratados con los agentes o)

_composiciones farmacéuticas de la presente invencidén no se

limitan e incluyen cualquier cancer en el cual el TOMM34 este
involucrado (por ejemplo, se sobreexpresa), incluyendo, pero
no limitado a, AML, CML, cancer de vejiga, céancer de mama,
cdncer cervical, <céncer colorrectal, céncer de eséfago,

cancer de higado, osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma
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renal, SCLC, NSCLC, y tumor de/tejido suave.

Los agentes o composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden contener, ademds de los ingredientes activos
mencionados con anterioridad, otros péptidos que tienen la
capacidad de inducir 1los CTLs en contra de las ceélulas
cancerosas, otros polinucledétidos que codifican 1los otros
péptidos, otras células que presentan los otros péptidos, o
eétos. Los ejemplos de tales “otros” péptidos que tienen la
capacidad de inducir los CTLs en contra de las qélulas
cancerosas incluyen, pero no se limitan a, antigenos

especificos del céncer (por ejemplo, TAAs identificados).

De ser necesario, los agentes o) composiciones

farmacéuticas de la presente invencidén pueden opcionalmente

incluir otras sustancias terapéuticas en 1la forma de un
ingrediente activo, siempre que la sustancia no inhiba el
efecto antitumoral del ingrediente activo, por ejemplo,
cualquiera de los presentes péptidos. Por ejemplo, las
formulaciones pueden incluir sustancias o composiciones énti—
inflamatorias, analgésicos, quimioterapias, y similares.
Ademds de incluir otras sustancias terapéuticas en el
medicamento por si mismo, los medicamentos de la presente

invencién pueden ser igualmente administrados de forma unica

o secuencial <con wuna o més de ©otras composiciones

farmacolégicas. Las cantidades de medicamento y composicién
farmacoldégica dependen de, por ejemplo, que tipo de
composiciones farmacolégicas son utilizadas, la enfermedad
que esta siendo tratada, y los horarios y vias de

administracién.
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Aquellos de experiencia en la técnica facilmente

reconoceran que, ademas de los ingredientes en

particularmente mencionados en el presente documento, los

agentes o composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden incluir otras sustancias convencionales en
la técnica que se relaciocnen con el tipo de formulacidn en
cuestién (por ejemplo, rellenos, aglutinantes, diluyentes,
etc.)

En una modalidad de la presente invencidén, los presentes
agentes o composicioﬁes farmacéuticas pueden ser empacadas en
articulos de elaboraciédn, por ejemplo, como kits que
contienen materiales utiles para el tratamiento las
condiciones patolégicas de la enfermedad a ser tratada, por
ejemplo, el cancer. El articulo de elaboracién puede incluir
un recipiente de cualquier de los presentes agentes O
composiciones farmacéuticas con una etiqueta. Los recipiéntes
adecuados incluyen botellas, ampollas, y tubos de ensayo. Los
recipientes pueden formarse a partir de una variedad de
materiales, tales como vidrio o plastico. La etiqueta en el
recipiente debe indicar el agente o composicién utilizada
para el tratamiento o la prevencidén de una o mas condiciones

de la enfermedad. La etiqueta puede indicar igualmente las

~direcciones para su administracién y similares.

Adem&s del recipiente anteriormente descrito, un kit que
incluya un agente o composicién farmacéutica de la presente
invencién puede opcional y adicionalmente incluir un segundo
recipiente de contencién de un diluyente farmacéuticamente

aceptable. Adicionalmente se pueden incluir otros materiales

{ )
L]
D
e

\

(]



10

15

20

25

adecuados desde el punto e vista comercial y de su

utilizacién, lo que incluye otras soluciones amortiguadoras,

diluyentes, filtros, agujas, inyectadoras e inserciones en el

empaque con las instrucciones de uso.

Las composiciones farmacéuticas pueaen, si se desea, ser
presentadas en la forma de wun paquete o dispositivo
dispensador que puede contener una o mas unidades de formas
de dosificacién que contienen el ingrediente activo. El
paquete puede, por ejemplo, incluir una lamina metélica o
plastica, vtal como un pagquete tipo blister. El paquete o©
dispositivo dispensador puede estar acompafiado por las

instrucciones para la administracién.

(1) Agentes o composiciones farmacéuticas que contienen
los péptidos como el ingrediente activo

Los péptidos de esta invencién pueden ser administrados
directamente en la forma de wun agente o composicidn
farmacéutica, o en caso que se considere necesario, puede ser
formulada a través de los métodos de formulacidn
convencionales. En el ultimo caso, ademds de los péptidos de
esta invencién, pueden incluirse como apropiados, portadores,

excipientes y los que son utilizados de forma ordinaria para

“las farmacos, sin limitaciones particulares. Los ejemplos de

estos portadores son agua estéril, solucién fisioldgica
salina, solucién amortiguadora de fosfato, fluidos de cultivo
y similares. Adicionalmente, los agentes o composiciones
farmacéuticas pueden contener si se considera necesario,

estabilizantes, suspensiones, preservativos, tensoactivos vy
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similares. Los agentes o composiciones farmacéuticas de esta
invencién pueden ser utilizadoes para propdsitos
anticancerosos.

Los péptidos de la presente invencidn pueden ser
preparados en combinacién, lo que incluye dos o mas de los
péptidos de la presente invencién, para inducir a CTL in
vivo. Los péptidos pueden encontrarse en la forma de un
coctel o pueden ser conjugados entre si utilizando técnicas
convencionales. Por ejemplo, los péptidos pueden ser
quimicamente enlazados o expresados como una secuencia de
polipéptidos de fusidén sencilla que puede tener uno o varios
aminoacidos en la forma de una ligadura (por ejemplo,
ligadura de Lisina: K. S. Kawamura y colaboradores. J.
Immunol. 2002, 168: 5709-5715). Los péptidos en la
combinacién pueden ser los mismos o diferentes. Mediante la
administracién de los péptidos de esta invencién, los
presentan se presentan en una alta densidad por los antigenos
HLA sobre las APCs, entonces son inducidos los CTLs que
reaccionan especificamente en direccién al complejo formado
entre el péptido desplegado 3% el antigeno HLA.
Alternativamente, las APCs (por ejemplo, DCs) son removidos
de los sujetos y posteriormente son estimulados por los
péptidos de la presente invencidén, para obtener las APCs que
presentan cualquiera de los péptidos de esta invencién sobre
su superficie celular. Estas APCs son nuevamente
administradas a los sujetos, para inducir los CTLs en los
sujetos y, como un resultado, pueden aumentar la agresividad

hacia los tumores asociados con el endotelio.
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Los agentes o composiciones farmacéutic3§' para el
tratamiento y/o la prevencién del cancer, que incluyen
cualquiera de los péptidos de esta invencién como el
ingrediente activo, pueden igualmente incluir un adyuvante de
forma tal que se establecerd efectivamente 1la inmunidad
celular, o pueden ser administradas con otros ingredientes
activos, y pueden ser administradas por formulacidén en
granulos. Un adyuvante se refiere a un compuesto que mejora
la respuesta inmunitaria en contra de la proteina cuando se
administra conjuntamente (o sucesivamente) con la proteina
que tiene la actividad inmunoldégica. Un adyuvante que puede
ser aplicado incluye aquellos descritos en la literatura
(Clin Microbiol Rev 1994, 7: 277-89). Los adyuvantes
ejemplares incluyen fosfato de aluminio, hidréxido de
aluminio, alumbre, toxina de cdlera, toxina de salmonella,
adyuvante incompleto de Freund (IFA), adyuvante completo de
Freund (CFA), ISCOMatrix, GM-CSF, CpG, O/W -emulsidén, vy
similares, pero sin limitarse a los mismos.

Adicionalmente, las formulaciones de liposomas,
formulaciones granulares en las cuales el péptido estéd unido
a microesferas de unos pocos micrdémetros de diametro, y las
formulaciones en las cuales un lipido estd unido al péptido
puedén ser utilizadas convenientemente.

En otra modalidad de la presente invencién, los péptidos
de la presente invencidén pueden ser igualmente administrados
en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Los
ejemplos preferidos de las sales incluyen sales con un metal

alcalino, sales con un metal, sales con una base organica,
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sales con un &acido orgénico y sales con un &cido inorganico.
Como se usa en la presente, la frase “sal farmacéuticamente
aceptable” se refiere a aquellas sales que mantienen la
efectividad bioldgica y propiedades del compuesto y que se
obtienen por reaccién con bases o acidos inorganicos tales
como acido clqrhidrico, 4dcido Dbromhidrico, &cido sulfurico,
dcido nitrico, A&cido fosférico, é&cido metansulfénico, éacido
etansulfénico, &cido p-toluensulfénico, &cido salicilico vy
similares.

En algunas modalidades, los agentes o composiciones
farmacéuticas de 1la presénte invencién pueden incluir ademas
un componente que <ceba al CTL. Los lipidos han sido

identificados como sustancias o composiciones capaces de

"cebar el CTL in vivo en contra de antigenos virales. Por

ejemplo, los residuos de &cido palmitico pueden ser ligados a
la épsilon y a los grupos alfa aminos‘de un residuo de lisina
y posteriormente enlazados a un péptido de la presente
invencién. El péptido lipidado puede ser luego administrado
ya sea directamente en una micela o particula, incorporado en
un liposoma, o emulsificado en un adyuvante. Como otro
ejemplo del cebado lipidico de las respuestas del CTL, se
pueden utilizar lipoproteinas de E. coli, tales Como

tripalmitoil-S-glicerilcisteinil-seril-serina (P3CSS) para

"cebar el CTL cuando se liga de forma covalente a un péptido

apropiado (véase, por ejemplo, Deres y colaboradores, Nature
1989, 342: 561-4).
Los ejemplos de métodos adecuados de administracidn

incluyen, pero no se limitan necesariamente a, administracidn
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oral, intradérmica, subcutédnea, intramuscular, intradsea,
peritoneal, e intravenosa, o similares, y administracidn

sistémica o administracién local en la vecindad de los sitios

_objetivo. La administracién puede ser llevada a cabo mediante

administracién individual o} reforzada por multiples
administraciones. Se puede ajustar la dosis de los peéptidos
de esta invencién de forma apropiada de acuerdo con la
enfermedad a ser tratada, la edad del paciente, el peso, el
método de administracién y similares y habitualmente se ubica
entre 0.001 mg y 1.000 mg, por ejemplo, 0.01 mg hasta 100 mg,
por ejemplo, 0.1 mg hasta 10 mg, por ejemplo, 0.5 mg hasta
5mg, y puede ser administrada una vez durante entre unos dias

vy hasta unos meses. Aquellos con experiencia en esta técnica

.podran apropiadamente seleccionar la dosis adecuada.

(2) Agentes o composiciones farmacéuticas que contiene
polinucledtidos como el ingrediente activo

Los agentes o composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden igualmente incluir 4&cidos nucleicos que
codifican a los péptidos descritos en el presente documento,
en una forma expresable. En el presente documento, la frase
“en una forma expresable” significa que el polinucledtido,
cuando es introducido en una célula, se expresard in VvVivo en
la forma de un polipéptido que induce inmunidad anti-tumoral.
En una aplicaciédén ejemplifiéada, la secuencia de acido
nucleico del polinucledtido de interés incluye elementos
regulatorios necesarios para la expresidén del polinucledtido.

Los polinucleétidos pueden ser equipados con el objeto de

o
e
o
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lograr una insercidén estable en el genoma de la célula

objetivo (véase, por ejemplo, Thomas KR & Capecchi MR, Cell

1987, 51: 503-12 para una descripcidén de los vectores casete

~de recombinacidén homdloga). Véase igualmente, por ejemplo,

Wolff y colaboradores, Science 1990, 247 : 1465-8; las
Patentes de los Estados Unidos de América Nos. 5,580,859;
5,589,466; 5,804,566; 5,739,118; 5,736,524; 5,679,647; y WO
98/04720. Los ejemplos de tecnologias de liberacidn basadas
en ADN incluyen “ADN desnudo”, facilitado (bupivacaina,
polimeros, mediados por péptidos) liberacidén, complejos
lipidicos catiénicos, y mediado por particulas (“pistola
genética”) o liberacién mediada por presidén (véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos de América No.
5,922,687).

Los péptidos de la presente invencidén pueden ser
igualmente expresados por vectores virales o bacterianos. Los
ejemplos de vectores de expresidén incluyen los huéspedes
virales atenuados, tales como de vacuna o viruela aviar. Este
enfoque involucra la utilizacién de una vacuna viral, por
ejemplo, como un vector para expresar secuencias de
nucleétidos gue codifican el péptido. Luego de su
introduccién en un huésped, la vacuna recombinante viral

expresa al péptido inmunogénico y en consecuencia produce una

respuesta inmunitaria. Los vectores de vacuna y los métodos

itiles en los protocolos de inmunizacién estan descritos en,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos de América No.
4,722,848. Otro vector es BCG (Bacille Calmette Guerin). Los

vectores BCG estan descritos en Stover y colaboradores,

IR
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Nature 1991, 351: 456-60. Seradn aparentes una amplia variedad
de otro vectores Utiles para la administracién terapéutica o

inmunizacién, por ejemplo, adenovectores y vectores

adenovirales, vectores retrovirales, vectores de Salmonella

tyfi, vectores de toxina antrax destoxificada, y similares.
Véase, por ejemplo, Shata y colaboradores, Mol Med Today
2000, 6: 66-71; Shedlock y colaboradores, J Leukoc Biol 2000,
68: 793-806; Hip y colaboradores, En Vivo 2000, 14: 571-85.

La liberacién de un polinucledtido en un paciente puede
ser sea directa, caso en el cual el paciente es directamente
expuesto a un vector portador de un polinucledétido, o
indirecta, caso en el <cual, las <células se transforman
primero con el polinucleétido de interés in vitro, entonces
las células son trasplantadas en el paciente. Estos dos
enfoques son conocidos, respectivamente, como terapias
génicas in vivo y ex vivo.

Para revisiones generales de loé métodos de terapia
génica, véase Goldspiel y colaboradores, Clinical Pharmacy
1993, 12: 488-505; Wu y Wu, Biotherapy 1991, 3: 87-95;
Tolstoshev, Ann Rev Pharmacol Toxicol 1993, 33: 573-96;
Mulligan, Science 1993, 260: 926-32; Morgan & Anderson, Ann
Rev Biochem 1993, 62: 191-217; Trends in Biotechnology 1993,

11(5): 155-215). Los métodos comunmente conocidos en la

“técnica de tecnologia de ADN recombinante que son aplicables

a la presente invencién estén descritos por Ausubel vy
colaboradores, en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, NY, 1993; y Krieger, en Gene Transfer and

Expression, A Laboratory Manual, Stockton Pres, NY, 1990.
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La administracién similar de péptidos, puede realizarse
la administracién de polinucledtidos oral, intradérmica,

subcutédnea, intradsea, peritoneal y/o inyeccidén intravenosa,

o similares, por ejemplo la administracién sistémica o la

administracién local encuentra utilidad en las cercanias de
los sitios objetivo. La administracién puede ser llevada a
cabo mediante administracién individual o reforzada por
miltiples administraciones. La dosis del polinucledétido en el
portador adecuado o en las células transformadas con el
polinucleétido que codifica los péptidos de esta invencién,
pueden ser ajustadas de forma apropiada de acuerdo con la
enfermedad a ser tratada, la edad del paciente, el peso, el

método de administracién y similares, y de forma ordinaria

~estd entre 0.001 mg y 1000 mg, por ejemplo, 0.001 mg y 100

mg, por ejemplo, 0.1 mg y 10 mg, por ejemplo, 0.5 mg hasta 5
mg, y puede ser administrada una vez cada pocos dias hasta
una vez cada pocos meses. Los expertos en la técnica pueden

seleccionar de forma apropiada las dosis adecuadas.

X. Métodos que utilizan los péptidos, los exosomas, las APCs

y los CTLs

Los péptidos y polinucledétidos de la presente invencidn
pueden ser utilizados para la preparacién o induccién de las
APCs y los CTLs. Los exosomas y las APCs de la presente
invencién pueden ser igualmente utilizados para inducir los
CTLs. Los péptidos, polinucledétidos, exosomas y las APCs
pueden ser utilizados en combinacién con cualquiera de otros

compuestos siempre que los compuestos adicionales no inhiban
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su capacidad de induccién de los CTL. Por ende, cualquiera de

los agentes o composiciones farmacéuticas de la presente

invencién mencionados con anterioridad pueden ser utilizados

para inducir los CTLs. Adicionalmente, se pueden igualmente

utilizar aquellos que incluyen los péptidos y polinucledtidos
para inducir las APCs tal como se explica mas adelante.

(1) Método para inducir las células que presentan
antigeno (APCs)

La presente invencién proporciona métodos para inducir
las APCs con alta capacidad de induccidén de los CTL, que
utilizan los péptidos o polinucledtidos de la presente
invencién.

Los métodos de la presente invencién incluyen el paso

~del contacto de las APCs con los péptidos de esta invencidn

in vitro, ex vivo o in vivo. Por ejemplo, el método de poner
en contacto las APCs con los péptidos ex vivo puede incluir
las etapas de:

a: la recoleccién de las APCs de un sujeto; y

b: poner en contacto las APCs de la etapa a, con el
péptido.

Las APCs no estén limitadas a un tipo particular de
células. Los ejemplos de APCs incluyen, pero no se limitan a,

DCs, células tipo Langerhans, macréfagos, células B, vy

~células T activadas, que son coconocidas por presentar

antigenos proteinicos sobre su superficie celular, de forma
tal de ser reconocido por los linfocitos. Preferiblemente,
los DCs pueden ser utilizados dado que tienen la mas fuerte

capacidad de induccién de los CTL entre las APCs. Cualquiera

RN
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de los péptidos de la presente invencidén pueden ser
utilizados solos o con otros péptidos de esta invencidn.

Por otro lado, cuando los péptidos de 1la presente
invencidédn son administrados a un sujeto,‘las APCs entran en
contacto con los péptidos in vivo, consecuentemente, las APCs
con alta capacidad de induccién de los CTL son inducidos en
el cuerpo del sujeto. Por ende, el método de la presente
invencién puede incluir la administracién de los péptidos de
esta invencién a un sujeto. De igual forma, cuando ios
polinucleétidos de esta invencién son administrados a un
sujeto en wuna forma expresable, los péptidos de esta
invencién son expresados y entran en contacto con las APCs in
vivo, consecuentemente, las APCs con alta capacidad de
induccién de los CTL son inducidos en el cuerpo del sujeto.
Por ende, en lugar del paso antes mencionado, el método de la
presente invencién puede incluir la administracién de los
polinucleétidos de esta invencidén a un sujeto. La frase
“forma expresable” es descrita anteriormente en la seccidn
“IX. Agente o composiciones farmacéuticas, (2) Agentes o©
composiciones farmacéuticas que contiene polinucledtidos como
el ingrediente activo”.

Alternativamente, la presente invencidén puede incluir la
introduccién del polinucledétido de esta invencidn en las APCs
para‘inducir las APCs con capacidad de induccién de los CTL.
Por ejemplo, el método puede incluir los pasos de:

a: la recoleccién de las APCs de un sujeto; y

b: la introduccién de un polinucledétido que codifica al

péptido de esta invenciédn.

{
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El paso b puede realizarse como se describe con
antelacién en la seccidén “WVI. Células que presentan
antigeno”.

Alternativamente, la presente invencidén proporciona un
método para la preparacién de una célula que presenta el
antigeno (APC), que especificamente induce 1la actividad CTL
en contra de TOMM34, donde el método puede incluir uno de los
siguientes pasos:

(a) poner en contacto una APC con un péptido de 1la
presente invencién in vitro, ex vivo o in vivo; y

(b) la introduccién de un polinucledétido que codifica un
péptido de la presente invencidn en una APC.

Alternativamente, la presente invencién proporciona

métodos para inducir una APC que tiene capacidad de induccidn

"CTL, en donde los métodos incluyen el paso seleccionado de

entre:

(a) poner en contacto una APC con el péptido de la
presente invencidn;

(b) introducir el polinucleétido que codifica el péptido
de la presente invencidén en una APC.

Los métodos de la presente invencidén pueden llevarse a
cabo in vitro, ex vivo o in wvivo. Preferiblemente, los
métodos de la presente invencidén pueden llevarse a cabo in
vitro o ex vivo. Las APCs usadas para induccién de las APCs
que tienen capacidad de induccidén de CTL pueden ser
preferiblemente APCs que expresan antigeno HLA-A2. Tales APCs
pueden prepararse por los métodos bien conocidos en las

técnicas de células mononucleares de sangre periférica

060076
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(PBMCs) obtenidas de un sujeto cuyo antigeno HLA es HLA-AZ.
Las APCs inducidas por el método de la presente invencidn
pueden ser APCs que presentan un complejo del péptido de la

presente invencidén y antigeno HLA (antigeno HLA-AZ) sobre su

superficie. Cuando las APCs inducidas por el método de la

‘presente invencién se administran a un sujeto con objeto de

inducir respuestas inmunitarias contra el <cancer en el
sujeto, el sujeto es preferiblemente el mismo a partir del
cual las APCs se derivan. Sin embargo, el sujeto puede ser
uno diferente del donador APC siempre y cuando el sujeto
tenga el mismo tipo HLA con el donador APC.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona
agentes o composiciones para uso al inducir una APC que tiene
capacidad de induccién de CTL, y tales composiciones incluyen
uno o mas péptidos o polinucledétidos de la presente
invencién. -

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona el
uso del péptido de la presente invencidén o el polinucledtido
que codifica el péptido en la fabricacidén de una composiciodn
formulada para inducir APCs.

Alternativamente, la presente invencidén proporciona
ademés el péptido de la presente invencién o el polipéptido
gque codifica el péptido para uso al inducir una APC que tiene

capacidad de induccién del CTL.

(2) El método para inducir los CTLs
La presente invencién igualmente proporciona los métodos

para inducir los CTLs que utilizan los péptidos,

o
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polinucledétidos, exoscmas o las APCs de esta invencidn.

La preéente invencién igualmente proporciona los métodos
para inducir los CTLs que utilizan un
polinucleétido/polinucledétidos que codifican polipéptidos

(esto es, subunidades TCR) que son capaces de formar un

receptor de célula T (TCR) que es capaz de reconocer un

complejo de los péptidos de la presente invencidén y los
antigenos HLA. Preferiblemente, los métodos para inducir los
CTLs pueden incluir al menos un paso seleccionado de entre:

a) el contacto de una célula T CD8 positiva con una
célula presentadora de antigeno y/o un exosoma que presenta
sobre su superficie un complejo de un antigeno HLA y un
péptido de la presente invencién; y

b) la introduccién de un polinucledtido/polinucledtidos
que codifican polipéptidos que son capaces de formar una TCR
que es capaz de reconocer un complejo de un péptido de la
presente invencién y un antigeno HLA en una ceélula T CD8
positiva.

Cuando los péptidos, los polinucleétidos, las APCs, ©
los exosomas de esta invencidén son administrados a un sujeto,
los CTLs son inducidos en el cuerpo del sujeto, y mejora la
intensidad‘de la respuesta inmunitaria dirigida a las células
cancerosas. Por ende, en lugar del paso mencionado
anteriormente, los métodos de la presente invencidén pueden
incluir el paso de la administracién de los péptidos, los
polinucleétidos, las APCs o exosomas de la presente invencidn
a un sujeto.

Alternativamente, los CTLs pueden ser inducidos también

IR
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por que se utilizan ex vivo, y luego de inducir CTL, los CTLs
activados pueden ser retornados al sujeto. Por ejemplo, el
método puede incluir los pasos de:

a: la_recéleccién de las APCs de un sujeto;

b: el contacto con las APCs del paso a, con el péptido;

c: el cultivo simultdneo las APCs del paso b con las
células T CD8-positivas.

Las APCs a ser cultivadas en conjunto con las células T
CD8-positivas en el paso c que antecede pueden ser igualmente
preparadas por medio de la transferencia de un gen que
incluye un polinucleétido de esta invencidén en las APCs
descritas con antelacién en la seccidn “VI. Células
presentadoras de antigeno”, sin embargo, la presente
invencién no se ve limitada en este sentido vy abarca
cualquiera. de las APCs que estdn efectivamente presentes
sobre la superficie de un complejo de un antigeno HLA y un
péptido de esta invencidn.

Alguien puede opcionalmente utilizar los exosomas que
presentan sobre su superficie un complejo de un antigeno HLA
y el péptido de la presente invencién en lugar de las APCs
mencionadas anteriormente. A saber, la presente invencidn
puede incluir el paso del cultivo simultaneo de exosomas gue
presentan sobre su superficie un complejo de un antigenc HLA

y el péptido de esta invencidén. Estos exosomas pueden ser

. preparados por los métodos descritos anteriormente en la

seccidén “VW. Exosomas”.

Adicionalmente, los CTLs de la presente invencidén pueden

-
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ser inducidos por 1la intrdduccién de wuna célula T CD8-
positiva en un polinucledétido/polinucledétidos que codifican
las subunidades TCR, en donde la TCR formada por tales
subunidades TCR es capaz de enlazar a un complejo de un
antigeno HLA 'y el péptido de esta invencién sobre una
superficie celular.. Esta transduccién puede ser llevada a
cabo tal como se describe con antelacidén en la seccidén “VIII.
Receptor de la Célula T (TCR)”.

Los métodos de la presente invencién pueden llevarse a
cabo in vitro, ex vivo o in vivo. Preferiblemente, 1los
métodos de la presente invencién pueden llevarse a cabo in
vitro o ex vivo. Las células T CD8-positivas usadas para
induccién de CTLs pueden prepararse por métodos bien
conocidos en la técnica de PBMCs obtenidas de un sujeto. En
modalidades preferidas, el donador para células T CD8-
positivas puede ser un sujeto cuyo antigeno HLA es HLA-AZ.
Los CTLs inducidos por los métodos de la presente invencidn
pueden ser CTLs gque pueden reconocer células que presentan un
complejo del péptido de la presente invencidén y antigeno HLA
sobre su superficie. Cuando los CTLs inducidos por el método
de la presente invenciédn sonvadministrados a un sujeto con
objeto de inducir respuestas inmunitarias contra cancer en el
sujeto, ei sujeto es preferiblemente el mismo a partir del
cual las células T CD8-positivas se derivan. Sin embargo, el
sujeto puede ser uno diferente del donador de célula T CD8-
positiva siempre y cuando el sujeto tenga el mismo tipo HLA
con el donédor de célula T CD8-positiva.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona un

L
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método o proceso para la elaboracién de una composicidn
farmacéutica para inducir los CTLs, en donde el método
incluye el paso de mezclar o formular el péptido de la
presente invencién con un portador farmacéuticamente
aceptable.

En otra modalidad, la presente invencidn proporciona una
composicién para inducir CTL, en donde la composicidn
comprende uno o mas péptidos, uno o mas polinucledétidos, o
uno o mas APCs o exosomas de la presente invencidn.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona el
uso del péptido, el polinucledétido, o APC o exosoma de la
presente invencién en la fabricacidén de una composicién
formulada para inducir un CTL.

Alternativamente, la presente invencidén proporciona
ademds el péptido, el polinucleétido, o APC o exosoma de la

presente invencién para uso al inducir un CTL.

(3) Método para inducir la respuesta inmunitaria

Ademas, la presente invencidén proporciona los métodos
para inducir una respuesta inmunitaria en contra de las
enfermedades relacionadas con TOMM34. Las enfermedades
adecuadas pueden incluir el céncer, ejemplos que incluyen,
pero que no estén limitados a, AML, CML, céancer de vejiga,
cidncer de mama, cancer cervical, cancer colorrectal, cancer
de esdfago, cancer de higado, osteosarcoma, cancer de
préstata, carcinoma renal, SCLC, NSCLC, y tumor de tejido
suave.

Los métodos de la presente invencidén pueden incluir el

&\
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paso de la administracién de agentes o composiciones que
contengan cualquiera de los péptidos de la presente invencidn
o los polinucledétidos que los codifican. Alternativamente, el
método de la presente invencién puede incluir el paso de la
administracién de exosomas o las APCs que presentan
cualquiera de los péptidos de la presente invencidn. Para los
detalles, véase el segmento de “IX. Agentes o composiciones
farmacéuticas”, particularmente la parte que describe el uso
de los agentes o composiciones farmacéuticas de la presente
invencién en forma de vacunas. Adicionalmente, los exosomas vy
las APCs que puede ser utilizados para los presentes métodos
con el fin de inducir la respuesta inmunitaria, estan
descritos en detalle bajo los segmentos de “W. Exosomas”,
“WI. Células que presentan el antigeno (APCs)”, y (1) vy (2)
de “X. Métodos que utilizan los péptidos, exosomas, las APCs
y los CTLS&, supra.

La presente invencién igualmente proporciona un método ©
proceso para la elaboracidén de un agente © una composicidn
farmacéutica para inducir una respuesta inmunitaria, en donde
el método puede incluir el paso de la mezcla o la formulacidn
del ©péptido de 1la presente invencidén, con un portador
farmacéuticamente aceptable.

Alternativamente, el método de la presente invencidn
puede incluir el paso de la administracidén de una vacuna ©
una composicién farmacéutica de la presente invencidn que
contiene:

(a) un péptido de la presente invencién;

(b) un &cido nucleico que codifica tal péptido, como
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estd descrito en el ©presente documento en una forma

expresable;

(c) una APC o un exosoma que presenta un péptido de la
presente invencién sobre su superficie; o

(d) una célula T citotéxica de la presente invencidn.

En el contexto de la presente invencidn, se puede tratar
un cancer que sobre expresa a TOMM34 con estos ingredientes
activos. Los ejemplos de tal céancer incluyen, pero no se
limitan a AML, CML, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
cervical, céancer colorrectal, céncer de esdéfago, cancer de
higado, osteosarcoma, cancer de proéstata, carcinoma renal,
SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave. Consecuentemente, antes
de 1llevar a <cabo la administracién de 1las vacunas ©O
composiciones farmacéuticas que incluyen los ingredientes
activos, se prefiere confirmar si el nivel de expresién de

TOMM34 en las células o tejidos a ser tratados estad aumentado

en comparacién con las células normales del mismo dérgano. En

consecuencia, en una aplicacién, la presente invencidn
proporciona un método para el tratamiento de un cidncer que
(sobre) expresa a TOMM34, método éste que puede incluir los
siguientes. pasos:

i) la determinacién del nivel de expresidén de TOMM34 en
las células o tejido(s) obtenidos de un sujeto con el cancer
a ser tratado;

ii) la comparacién del nivel de expresidédn de TOMM34 con
un control normal; y

iii) la administracién de al menos un componente

006383
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seleccionado a partir de entre (a) a (d) a un sujeto con
cancer descrito anteriormente que sobre expresa TOMM34
comparado con un control normal.

Alternativamente, la presente invencién proporciona una
vacuna o composicién farmacéutica que incluye al menos un
componente seleccionado a partir de entre (a) hasta (d),
descrito anteriormente, para - ser utilizado en la
administracién a un sujeto que presenta cancer, dJue sobre
expresa TOMM34. En otro palabras, la presente invencidn
adicionalmente proporciona un método para la identificacién
de un sujeto a ser tratado con el polipéptido TOMM34 de 1la
presente invencién, método éste que incluye el paso de la
determinacién de un nivel de expresién de TOMM34 en las
células o tejidos derivados del sujeto, en donde un
incremento del nivel comparado con un nivel normal de control
del gen, indica que el sujeto puede tener cancer dque puede
ser tratado con el polipéptido TOMM34 de 1la presente
invencién. Los métodos de tratamiento del céancer de la
presente invencién estan descritos con mayores detalles mas
adelante.

Cualquier célula o tejido derivado del sujeto puede ser
utilizado para la determinacién de la expresién de TOMM34,
siempre que estos incluyan la transcripcidn objetiva o el
producto de la traduccién de TOMM34. Los ejemplos de muestras
adecuadas incluyen, pero no estdn limitadas a, tejidos vy
fluidos corporales, tales como sangre, esputo Yy orina.
Preferiblemente, la muestra de célula o de tejido derivada

del sujeto contiene una poblacidén celular que incluye una
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célula epitelial, idealmentd, una célula epitelial cancerosa
o una célula epitelial derivada del tejido sospechoso de ser
canceroso. Adicionalmente, en caso que se considere
necesario,’la célula puede ser purificada a partir de los
tejidos y fluidos corporales obtenidos, y posteriormente
utilizada como la muestra derivada del sujeto.

Un sujeto a ser tratado por el presente método es
preferiblemente un mamifero. Los mamiferos ilustrativos
incluyen, pero no estdn limitados a, por ejemplo, el ser
humano, el primate no humano, el ratén, la rata, el perro, el
gato, el caballo, y la vaca.

De acuerdo a la presente invencién, puede determinarse
el nivel de expresién de TOMM34 en las células o tejidos
obtenidos a partir de un sujeto. El nivel de expresidn puede
ser determinado en el nivel del producto de la transcripcidn
(4cido nucleico), que utiliza métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el ARNm de TOMM34 puede ser

cuantificado que utiliza sondas por medio de métodos de

“hibridizacién (por ejemplo, hibridizacién Northern). La

deteccién puede ser llevada a cabo en un chip, una serie. El
uso de una serie puede ser preferible para la deteccidn del
nivel de expresién de TOMM34. Aquellos expertos en la técnica
pueden preparar estas sondas utilizando la informacién de la
secuencia de TOMM34. Por ejemplo, el ADNc de TOMM34 puede ser
utilizado como las sondas. De ser necesario, las mismas
pueden ser marcadas con un marcador adecuado, tal como
tintes, sustancias fluorescentes e 1isdétopos y el nivel de

expresién del gen puede ser detectado como la intensidad de
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los marcadores hibridizados.

Adicionalmente, el producto de la transcripcién de
TOMM34 puede ser cuantificado wutilizando cebadores por
métodos de deteccién basados en amplificaciédn (por ejemplo,
RT-PCR). Estos cebadores pueden ser preparados basandose en
la informacién disponible de la secuencia del gen.

Especificamente, una sonda o cebador utilizado en el
presente método sufre hibridizacidén bajo condiciones severas,
moderadamente severas o poco severas en la forma del ARNm de
TOMM34. Tal como se utiliza en el presente documento, la
frase “condiciones severas {(hibridizacién)” se refiere a
condiciones bajo las cuales una sonda o cebador hibridizara
su secuencia objetivo, pero otras secuencias. Las condiciones
rigurosas son dependientes de la secuencia y seréan diferentes
bajo diferentes circunstancias. La hibridizacién especifica
de secuencias mas largas es observada a temperaturas mas
altas que las secuencias mas cortas. Generalmente, la
temperatura de una condicién severa es seleccionada para
estar entre 5 grados C mas bajo que el punto térmico de
derretimiento (Tm) para una secuencia especifica a una fuerza
iénica y pH definidos. El Tm es la temperatura (bajo una
fuerza idnica, pH y concentracién de acido nucleico
definidos) a la cual 50% de las sondas complementarias de la
secuencia objetivo sufren hibridizacién en la forma de la
secuencia objetivo en equilibrio. Dado gque las secuencias
objetivos estan generalmente presentes en exceso, a Tm, el
50% de las sondas estan ocupadas en equilibrio. Tipicamente,

se considera condiciones exigentes a aquellas en las cuales
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la concentracién salina es irMerior a alrededor de 1.0 M del
ién de sodio, tipicamente alrededor de entre 0.01 y 1.0 M del
ién de sodio (u otras sales) a un pH de entre 7.0 y 8.3 vy
siendo la temperatura de al menos cerca de 30 grados C para
las sondaé o cebadores cortos (por ejemplo, 10 a 50
hucleétidos) y al menos de cerca de 60 grados C para las
sondas o cebadores mas largos. Las condiciones rigurosas
pueden ser igualmente logradas con la adicién de sustancias
desestabilizadoras, tales como la formamida.

Una sonda o cebador de la presente invencidén tipicamente

es un oligonucledtido sustancialmente purificado. El

"oligonucleétido tipicamente incluye una regién de secuencia

de nucledétidos que sufre hibridizacién bajo condiciones
severas para al menos cerca de 2000, 1000, 500, 400, 350,
300, 250, 200, 150, 100, 50 & 25, secuencia de nucledétido de
hebra sencilla consecutiva de un 4acido nucleico gue incluye
una secuenéia TOMM34, o una secuencia de nucledétidos de hebra
anti-sentido de un &cido nucleico que incluye una secuencia

TOMM34, o de un mutante de aparicién natural de estas

' secuencias. En particular, por ejemplo, en una aplicacién

preferente, un oligonucleétido que tiene 5-50 de longitud,
puede ser utilizado en la forma de un cebador para la
amplificacién de los genes, a ser detectados. Idealmente, el
ARNm o el ADNc de un gen TOMM34 puede ser detectado con sonda
o cebador. de un oligonucledétido de un tamafio especifico,
generalmente entre 15-30b de longitud. El tamafio puede estar
en el intervalo desde al menos 10 nucledtidos, al menos 12

nucledtidos, al menos 15 nucledétidos, al menos 20
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nucleétidos, al menos 25 nucledtidos, al menos 30 nucledtidos
y las sondas y cebadores pueden estar en el intervalo en
tamafio desde 5-10 nucledétidos, 10-15 nucledtidos, 15-20
nucledétidos, 20-25 nucledtidos y 25-30 nucledtidos. En
aplicaciones preferentes, la longitud de la sonda o cebador
de un oligonucleétido puede ser seleccionado a partir de 15-
25. Los procedimientos, dispositivos, o reactivos de ensayo
para la deteccién del gen utilizando estas sondas o cebadores
de un oligonucleétido son bien conocidos (por ejemplo una

microserie de oligonucleétidos o PCR). En estos experimentos,

las sondas o cebadores pueden incluir igualmente secuencias

marcadoras o de enlace. Adicionalmente, las sondas ©
cebadores pueden ser modificados con un marcador detectable o
con el ligando de afinidad a ser capturado. Alternativamente,
en los procedimientos de deteccién basados en hibridizacidn,
puede utilizarse igualmente un polinucledétido gue tiene unos
pocos cientos (por ejemplo, cerca de 100-200) de bases hasta
unas bases de pocos kilos (por ejemplo, cerca de 1000-2000)
de longitud, para una sonda (por ejemplo, experimento
northern blotting o andlisis de una microserie de ADNc).
Alternativamente, el producto de la traduccidn puede ser
detectado para el diagnéstico de la presente invencién. Por

ejemplo, puede determinarse la cantidad de proteina TOMM34

(SEQ ID NO: 42) o el fragmento inmunolégico de la misma. Los

métodos para la determinacién de la cantidad de la proteina
como el producto de la traduccidén incluyen los métodos de
experimentos  inmunolégicos que utilizan un anticuerpo

especifico reconociendo la proteina. El anticuerpo puede ser
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monoclonal o policlonal. Adicionalmente, cualquier fragmento
o modificacién (por ejemplo, anticuerpo quimérico, scFv, Fab,
F(ab'),, Fv, etc.) del anticuerpo puede ser utilizado para la
deteccién, siempre que el fragmento o anticuerpo modificado
retenga la capacidad de acoplamiento con la proteina TOMM34.
Estos anticuerpos en contra de los péptidos de la presente
invencién y los fragmentos de los mismos, se proporcionan
igualmente en la presente invencién. Los métodos para
preparar estos tipos de anticuerpos para la deteccidén de
proteinas, son bien conocidos en la técnica, y cualquier
método puede ser eﬁpleado en la presente invencidén para
preparar estos anticuerpos y equivalentes de los mismos.

Como otro método para detectar el nivel de expresidn del
gen TOMM34, baséandose en su producto de la traduccidn, puede
medirse la intensidad de la coloracién por medio de un
andlisis inmunohistoquimico que utiliza wun anticuerpo en
contra de la proteina TOMM34. A saber, al tomar esta medida,
una fuerte coloracién indica una presencia/nivel incrementado
de la proteina y, al mismo tiempo, un alto nivel de expresidn
del gen TOMM34.

Se puede determinar que el nivel de expresidén de un gen
objetivo, por ejemplo, el gen TOMM34, en las células
cancerosas estd aumentado si el nivel aumenta del nivel de
control (por ejemplo, el nivel en las células normales) del
gen objetivo por, por ejemplo, 10%, 25%, o 50%; o aumenta
hasta mas de 1.1 veces, ma&s de 1.5 veces, mas de 2.0 veces,

mds de 5.0 veces, més de 10.0 veces o mas.

En el contexto de la presente invencién, un nivel de
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control determinado a partir de una muestra bioldgica que es
conocida por no ser cancerosa, es denominado como un “nivel
normal de contfol”. Por otrc lado, si el nivel de control es
determinado a partir de una muestra bioldgica cancerosa, este
es denominado como a “nivel canceroso de control”. La
diferencia entre el nivel de expresidén de una muestra y el
nivel de control puede ser normalizada al nivel de expresidn
de los &cidos nucleicos de pontrol, por ejemplo, genes de
mantenimiento, cuyos niveles de expresién se sabe no difieren
dependiendo del estado canceroso o no canceroso de la célula.

Los genes de control ejemplares entre otros incluyen beta-

“actina, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, y la

proteina ribosomal P1.

El nivel de control puede determinarse al mismo tiempo
que las células cancerosas que utilizan muestras previamente
recolectadas y almacenadas de sujetos cuyos estados de
enfermedad {(cancerosa o) no cancerosa) son conocidos.
Adicionalmente, las células normales obtenidas a partir de
regiones no cancerosas de un 4rgano que tiene un cancer a ser
tratado, pueden ser utilizadas como un control normal.

Alternativamente, el nivel de control puede ser determinado

‘por un método estadistico, baséndose en los resultados

obtenidos por medio del andlisis previamente determinado del
nivel de expresién del gen TOMM34 en las muestras de los
sujetos cuyos estados de enfermedad son conocidos.
Adicionalmente, el nivel de control puede ser derivado de los
patrones de una base de datos de expresién de las células

previamente evaluadas. Ademés, de acuerdo con un aspecto de
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la presente invencién, el nivel de expresiédn del gen TOMM34
en una muestra bioldgica puede ser comparado con multiples
niveles de control, determinados a partir de mualtiples
muestras de referencia. Es preferible utilizar un nivel de
control determinado de una muestra de referencia derivada de
un tejido similar al tipo del derivado de la muestra
biolégica del sujeto. Ademds, es preferible utilizar el valor
convencional de los niveles de expresidén del gen TOMM34 en
una poblacién con un estado de enfermedad conocido. El valor
convencional puede ser obtenido utilizando cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, puede utilizarse un

rango de desviacién estandar media de +/- 2 o +/- 3 como el

valor convencional.

En el contexto de la presente invencidén, un nivel de
control determinado de una muestra bioldgica que se conoce
para ser no canceroso se refiere comc un “nivel de control
normal” Por otro lado, si el nivel de contrcl se determina de
una muestra biolégica cancerosa, se refiere como un “nivel de
control canceroso”.

Cuando el nivel de expresién del gen TOMM34 incrementa
en comparacién con el nivel normal de control o es
similar/equivalente al nivel canceroso de control, se puede
diagnosticar que el sujeto padece de un cancer gque necesita
ser tratado.

La presente invencién igualmente proporciona un método
para (i) el diagnéstico de una sospecha que un sujeto padezca
de un cancer que necesita ser tratado, y/o (ii) la seleccidn

de un sujeto para recibir tratamiento del céncer, método éste
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que puede incluir los pasos dei

a) la determinacién del nivel de expresidén de TOMM34 en
las células o tejidos -obtenidos de un sujeto del que se
sospecha tener un cédncer a ser tratado;

b) la comparacién del nivel de expresidén de TOMM34 con
un nivel de control normal;

c) el diagndéstico del sujeto como el que presenta el
cidncer a ser tratado, si el nivel de expresidén de TOMM34 es
incrementado comparado con el nivel de control normal; y

d) la seleccién del sujeto que ha de recibir un
tratamiento para el cancer, si se diagnostica que el sujeto
padece del céncer a ser tratado, en el paso c).

Alternativamente, este método puede incluir los pasos
de:

a) la determinacién del nivel de expresién de TOMM34 en
las células o tejidos obtenidos de un sujeto del que se
sospecha pueda tener el cancer a ser tratado;

b) la.comparacién del nivel de expresidén de TOMM34 con
un nivel de control canceroso;

c) el diagnéstico del sujeto como el que presenta el
cancer a ser tratado, si el nivel de expresién de TOMM34 es
similar o) equivalente al nivel de control canceroso; y

d) la seleccién del sujeto que ha de recibir un
tratamiento para el céncer, si se diagnostica que el sujeto
padece del céncer a ser tratado, en el paso C).

La presente invencién igualmente proporciona un kit de
diagnéstico para el diagnéstico o determinacién de un sujeto

que tiene o se sospecha padece de un céncer que puede ser
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tratado con el polipéptido TOMM34 de la presente invencidn,
el cual puede ser igualmente utilizado en la evaluacidn del
prondéstico de céncer y/o monitoreo de la eficacia o
aplicabilidad de una inmunoterapia del cancer,
particularmente una inmunoterapia de cancer. Los ejemplos
ilustrativos de <canceres adecuados incluyen pero no se
limitan a, AML, CML, céancer de vejiga, cédncer de mama, cancer
cervical, céncer colorrectal, céncer de esdfago, céncer de
higado, osteosarcoma, cancer de proéstata, carcinoma renal,
SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave. Mas particularmente, el
kit puede preferiblemente incluir al menos un reactivo para

la deteccién de la expresién del gen TOMM34 en una célula

derivada del sujeto, tal reactivo seleccionado a partir del

[

.grupo de:

(a) un reactivo para la deteccidén del ARNm del gen
TOMM34 ;

(b) un reactivo para la deteccidén de la proteina TOMM34
o del fragmento inmunolégico de los mismos; y

(c) un reactivo para la deteccidén de 1la actividad
biolégica de la proteina TOMM34.

Los ejemplos de reactivos adecuados para la deteccidn
ARNm del gen TOMM34 pueden incluir los &cidos nucleicos que
especificamente se unen a o identifican el ARNm del TOMM34,
tal como los oligonucleétidos que tienen una secuencia
complementaria a una porcién del ARNm del TOMM34. Estos tipos
de oligonucledétidos son ilustrados por cebadores y sondas que

son especificos para el ARNm del TOMM34. Estos tipos de

oligonucledétidos pueden ser preparados basandose en métodos
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bien conocidos en la técnica. Si se considera necesario, el
reactivo para la deteccidén del ARNm del TOMM34 puede ser
inmovilizado sobre una matriz sdélida. Ademds, en el kit puede
incluirse més de un reactivo para la detecciédn del ARNm del
TOMM34.

Por otro lado, ejemplos de reactivos adecuados para la
deteccién de la proteina TOMM34 o del fragmento inmunoldgico
de la misma pueden incluir los anticuerpos de la proteina
TOMM34 o el fragmento inmunoldégico de los mismos. EIL
anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. Adicionalmente,
cualqguier fragmento o modificacién (por ejemplo, un
anticuerpo quimérico, scFv, Fab, F(ab'),, Fv, etc.) del

anticuerpo puede ser utilizado como el reactivo, siempre que

el fragmento o anticuerpo modificado mantenga la habilidad de

acoplamiento con la proteina  TOMM34 o el fragmento
inmunolégiéo de la misma. Los métodos para preparar estos
tipos de anticuerpos para la deteccidén de las proteinas, son
bien conocidos en la técnica, y cualquier método puede ser
utilizado en la presente 1invencidén para preparar estos
anticuerpos y los equivalentes de los mismos. Adicionalmente,
el anticuerpo puede ser marcado con moléculas para la
generacién de seflales por medio del acoplamiento directo o

una técnica de marcado indirecta. Los marcadores y 1los

‘métodos para el marcado de los anticuerpos y la deteccidn del

acoplamiento de los anticuerpos con sus objetivos son bien
conocidos en la técnica, y cualquier marcador y método puede
ser utilizado para la presente invencidén. Ademds, en el kit

puede utilizarse mas de un reactivo para la deteccidén de la
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proteina TOMM34.

El kit puede contener mds de uno de 1los reactivos
mencionados con anterioridad. El kit puede incluir
adicionalmente una matriz sdélida y una reactivo para acoplar
una sonda en contra de un gen TOMM34 o un anticuerpo en
contra de un péptido TOMM34, un medio y un recipiente para el
cultivo de células, reactivos de control positivos vy
negativos, y un anticuerpo secundario para la deteccidén de un
anticuerpo en contra de un péptido TOMM34. Por ejemplo, las
muestras de tejido obtenidas a partir de sujetos sin cancer o
que padecen de céancer, pueden ser reactivos de control
utiles. Un kit de la presente invencién puede adicionalmente
incluir otros materiales adecuados desde el punto de vista
comercial @y del usuario, lo que incluye soluciones
amortiguadoras, diluyentes, filtros, agujas, jeringas e
inserciones en el empaque (por ejemplo, escritas, grabadas,
en CD-ROM, etc.) con instrucciones para uso. Estos reactivos
y similares pueden ser introducidos en un recipiente con una
etiqueta. Los recipientes adecuados pueden incluir botellas,
ampollas, y tubos de ensayo. Los recipientes pueden formarse
a partir de una variedad de materiales, tales como vidrio o
plastico.

En una modalidad de la presente invencién, cuando el
reactivo es una sonda en contra del ARNm del TOMM34, el
reactivo puede ser inmovilizado sobre una matriz sélida, tal
como una cinta porosa, para formar al menos uno sitio de
deteccién. La regién de medicién o deteccidén de la cinta

porosa puede incluir una pluralidad de sitios, que contienen
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cada uno un acido nucleico (sonda). Una cinta de evaluacidn
puede también contener sitios para los controles negativos
y/o positivos. Alternativamente, los sitios de control pueden
ser ubicados sobre una cinta separada de la cinta de

evaluacién. Opcionalmente, los diferentes sitios de deteccidn

pueden contener diferente cantidades de acidos nucleicos

inmovilizados, es decir, una cantidad mayor en el primer
sitio de deteccién y menores cantidédes en los sitios
subsiguientes. Después de la adicién de una muestra de
evaluacién, el numero de sitios que muestran una sefdal
detectable proporciona una indicacién de la cantidad
cuantitativa de ARNm del TOMM34 presente en la muestra. Los
sitios de deteccién pueden ser configurados de cualquier de
forma adecuada y detectable y estdn tipicamente en la forma

de una barra o particula gue abarcan el ancho de una cinta de

evaluacién.

El kit de la presente invencién  puede incluir
adicionalmente una muestra de control positivo © una muestra
convencional de TOMM34. La muestra de control pésitivo de 1la
presente invencién puede ser preparada recolectando muestras
positivas .de TOMM34 vy experimentando posteriormente sus
niveles de TOMM34. Alternativamente, la proteina purificada
de TOMM34 o al polinucledtido, pueden aﬁadifsele a las
células que no expresan el TOMM34 para formar la muestra
positiva o la muestra de TOMM34 convencional. En la presente
invencién, el TOMM34 purificado puede ser una proteina
recombinante. El nivel de TOMM34 de la muestra de control

positivo es, por ejemplo, mas del valor de corte.
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En una modalidad, la presente invencidén adicionalmente
proporciona un kit de diagnéstico incluyendo, una proteina o
una proteina parcial de la misma capaz de reconocer
especificamente el anticuerpo de la presente invencidén o el
fragmento de los mismos.

Los ejemplos del péptido parcial de la proteina de la
presente invencién incluyen polipéptidos que consisten de al
menos 8, 'preferiblemente 15, y mas preferiblemente 20
aminocdcidos contiguos en la secuencia de aminodcidos de una
proteina de la presente invencién. E1 cédncer puede ser
diagnosticado por medio de la deteccidédn de un anticuerpo en
una muestra (por ejemplo, sangre, tejido), que utiliza una
proteina o un péptido (polipéptido) de la presente invencién.
El método para la preparacién de la proteina de la presente
invencién y los péptidos son tal como se describe con
antelacidn.

La presente invencién proporciona métodos para el
diagnéstico del céancer, que pueden ser llevados a cabo
mediante la determinacién de la diferencia entre la cantidad
de anticuerpo anti-TOMM34 y la de la correspondiente muestra
control como se describe anteriormente. El sujeto es
sospechoso de sufrir céncer, si las células o tejidos del
sujeto contienen anticuerpos en contra de los productos de
expresidn (TOMM34) del gen y la cantidad del anticuerpo anti-

TOMM34 es determinada por ser mayor que el valor de corte en

~el nivel comparado con el del control normal.

En otra modalidad, un kit de diagnéstico de la presente

invencién puede incluir el péptido de la presente invencidn y
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una molécula HLA acoplada al mismo. El método para la
deteccidén del CTLs especificos de antigeno gue utilizan
péptidos antigénicos y moléculas HLA han sido ya establecidos
(por ejemplo, Altman JD vy colaboradores, Science. 1996,
274 (5284): 94-6). Por ende, el complejo del péptido de 1la
presente invencidén y la molécula HLA puede ser aplicado al
método de deteccidén para detectar los CTLs de antigeno
especificos tumorales, permitiendo en consecuencia una mas
temprana deteccién de la recurrencia y/o metéstasis del
cdncer. Adicionalmente, este puede ser utilizado para la
seleccidén de sujetos aplicables con los farmacos incluyendo
el péptido de la presente invencién, en 1la forma de un
ingrediente activo, o la evaluacién del efecto del
tratamientq con los farmacos.

Particularmente, de acuerdo con los métodos conocidos

(véase, por ejemplo, Altman JD y colaboradores, Science.

'1996, 274 (5284) : 94-6), puede prepararse el complejo

oligomérico, tal como el tetrdmero, de la molécula HLA
radiomarcada y el péptido de la presente invencién. Cuando se
utiliza el complejo, el diagndstico puede ser hecho, por
ejemplo, a través de la cuantificacién de los CTLs
especificos antigeno-péptido en los linfocitos de la sangre
periférica derivados del sujeto sospechoso de sufrir céancer.
La presente invencidén adicionalmente proporciona un
método o agentes de diagnéstico para la evaluacidén de la
respuesta inmunoldgica del sujeto, utilizando epitopos de
péptido tales como se describen en el presente documento. En

una aplicacién de 1la invencién, los péptidos restringidos

001
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HLA-A2, tales como los descritos en el presente documento,
pueden ser utilizados como reactivos para la evaluacidén o la
prediccién de la respuesta inmunitaria de un sujeto. La
respuesta inmunitaria a ser evaluada puede ser inducida
poniendo en contacto un inmunégeno con células

inmunocompetentes in vitro o in vivo. En aplicaciones

‘preferidas, las células inmunocompetentes para evaluar una

respuesta inmunoldgica, pueden seleccionarse de entre sangre
periférica, linfocito de sangre periférica (PBL), y célula
mononuclear de sangre periférica (PBMC). Los métodos para
recolectar o aislar tales células inmunocompetentes son bien
conocidos en las técnicas. En algunas aplicaciones, puede
emplearse cualquier agente que ©puede resultar en la
produccién de CTLs especificos de antigeno que reconocen y
enlazan a los epitopos de péptido como el reactivo. EI

reactivo de péptido no se usa como el inmundgeno. LoOS

~sistemas experimentales que son utilizados para estos

andlisis incluyen desarrollos técnicos relativamente
recientes tales como . tetrameros, coloraciédn para los
experimentos de liberacidén de 1linfocinas intracelulares e
interferédn, o experimentos ELISPOT. En aplicaciones
preferentes, las células inmunocompetentes para ponerse en
contacto con el reactivo de péptido pueden ser células que
presentan antigeno incluyendo células dendriticas.

Por ejemplo, los péptidos de la presente invencidn

pueden ser utilizados en experimentos de coloracidén de

_tetramero para la evaluacién de células mononucleares de

sangre periférica para la presencia de los CTLs especificos

(e
Lo}
-
s

»
)



10

15

20

25

A

de antigeno que siguen a la exposicién a un antigeno celular
tumoral o un inmundégeno. El1 complejo tetramérico HLA puede
ser utilizado para visualizar directamente los CTLs
especificos de antigenos (véase, por ejemplo, Ogg vy
colaboradores, Science 279: 2103-2106, 1998; y Altman vy
colaboradores, Science 174: 94-96, 1996) vy determinar la
frecuencia de la poblacidén de CTLs especificos de antigeno en
una muestra de células mononucleares de sangre periférica. Un
reactivo de tetrdmero que utiliza un péptido de la invencidn
puede ser generado como sigue:

Un péptido que se acopla a una molécula HLA es replegado
en la presencia de la correspondiente cadena pesada de HLA y
de beta 2-microglobulina, para generar un complejo
trimolecular. En el complejo, el carboxilo terminal de la
cadena pesada es biotinilado en un sitio que fue previamente
preparado por ingenieria en la proteina. Posteriormente, la

estreptavidina es afiadida al complejo para formar el

tetramero constituido por el complejo trimolecular y la

estreptavidina. Por medio de estreptavidina marcado por
fluorescenéia, el tetramero puede ser utilizado para tedir
células antigénicas especificas. Las células pueden entonces
ser identificadas, por ejemplo, por medio de citometria de
flujo. Estos andlisis pueden ser utilizados con propdsitos
diagnésticbs o prondstico. Las células identificadas
utilizando el procedimiento pueden ser utilizadas también con
propdsitos terapéuticos.

La presente invencién igualmente proporciona reactivos

para la evaluacién de respuestas inmunitarias de memoria
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(véase, por ejemplo, Bertoni y <colaboradores, J. Clin.
Invest. 100: 503-513, 1997 y Penna y colaboradores, J Exp.
Med. 174: 1565—1570, 1991) incluyendo los péptidos de la
presente invencién. Por ejemplo, las muestras PBMC del
paciente de individuos con cancer a ser tratado, pueden ser
analizadas para averiguar la presencia de CTLs especificos de
antigeno que utilizan péptidos especificos. Una muestra de
sangre que contiene células mononucleares puede ser evaluada
por medio del cultivo de las PBMCs y estimulando las ceélulas
con un péptido de la invencidén. Luego de un periodo de
cultivo apropiado, la poblacidn celuiar expandida puede ser
analizada, por ejemplo, para averiguar la actividad de los
CTL.

Los péptidos pueden ser igualmente wutilizados como
reactivos para la evaluacién de la eficacia de una vacuna.
Las PBMCs obtenidas a partir de un paciente vacunado con un
inmunégeno, pueden ser analizadas utilizando, por ejemplo,
cualéuiera de los métodos descritos anteriormente. Se
determina el HLA del paciente y los reactivos de péptido
epitopo que reconocen a las moléculas alelo-especificas
presentes en el paciente son seleccionadas para el analisis.
La inmunogenicidad de 1la vacuna puede ser indicada por la
presencia de los CTLs epitopo-especificos en la muestra de
PBMC.

Los péptidos de 1la invencidén pueden ser igualmente
utilizados para elaborar anticuerpos, que utilizan técnicas

bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, CURRENT

PROTOCOLS INMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY; y Antibodies A

Qon:iol



10

15

20

25

A\
Laboratory Manual, Harlow y Lane, Cecld Spring Harbor
Laboratory Press, 1989), que puede utilizarse como reactivos
para diagnosticar o monitorear el cancer. Estos anticuerpos
pueden incluir aquellos que reconocen un péptido en el
contexto de una molécula HLA, es decir, los anticuerpos que

se unen a un complejo péptido-MHC.
Los péptidos y composiciones de la presente invenciodn

tienen un numero de usos adicionales, algunos de ellos

‘descritos en el presente documento. Por ejemplo, la presente

invencién proporciona un método para el diagnéstico o la
deteccién de un desorden caracterizado por la expresidn de un
polipéptido inmunogénico TOMM34. Estos métodos involucran la
determinacién de la expresidén del péptido de la presente
invencién, o un complejo de un péptido de acoplamiento HLA de
la presente invencién y una molécula HLA clase I en una
muestra biolégica. La expresidén de un péptido o de una
complejo de péptido y una molécula HLA clase I puede ser

determinada o detectada por el experimento con un companero

"de acoplamiento para el péptido o complejo. En una aplicacidn

preferente, un compafiero de acoplamiento que se une con el
péptido o complejo puede ser un anticuerpo que reconoce Yy
especificamente se une al péptido. La expresién de TOMM34 en
una muestra bioldgica, tal como una biopsia de un tumor,
puede ser igualmente evaluada por protocolos convencionales
de amplificacién de PCR que utilizan cebadores TOMM34. Un
ejemplo de la expresién de un tumor es presentado en el
presente documento y la descripcién adicional de las

condiciones ilustrativas y de los cebadores para la

gaa:
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amplificacién de TOMM34, puede ser hallada en W02003/27322.

Preferiblemente, los métodos de diagndstico involucran
la etapa de poner en contacto una muestra bioldgica aislada
de un sujeto con un agente especifico para el péptido de
acoplamiento HLA de TOMM34, para detectar la presencia del
péptido de la presente invencidén en la muestra bicldgica. Tal
como se utiliza en el presente documento, “el contacto de”
significa la colocacién de la muestra bioldgica en una
proximidad suficiente con el agente y bajo las condiciones
apropiadas de, ©por ejemplo, concentracién, temperatura,
tiempo, fuerza iénica, para permitir la interaccién
especifica entre el agente y el péptido de 1la presente
invencién que estdn presentes en la muestra bioldgica. En
general, las condiciones paras el contacto del agente con la
muestra bioldégica son condiciones conocidas para aquellos
expertos en la técnica con el objeto de facilitar una
interaccién especifica entre una molécula y su cognado (por
ejemplo, una proteina y su receptor afin, un anticuerpo y su

antigeno proteico afin, un &cido nucleico y su secuencia

complementaria afin) en una muestra bioldgica. Las

condiciones ilustrativas para facilitar una interacciédn
especifica entre una molécula y su cognado estan descritas en
la Patente de los Estados Unidos de América No. 5,108,921,

otorgada a Low y colaboradores.

El método de diagnéstico de la presente invencidn puede

ser llevado a cabo tanto in vivo como in vitro, asi como en
ambas. Consecuentemente, la muestra bioldgica puede ser
ubicada in vivo o in vitro en la presente invencidn. Por
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ejemplo, la muestra bioldgica puede ser un tejido in vivo y
el agente especifico para el polipéptido inmunogénico TOMM34
puede ser utilizédo para detectar la presencia de estas
moléculas en el tejido. Alternativamente, la muestra
bioldédgica puede ser recolectada o aislada in vitro (por
ejemplo, una muestra de sangre, una biopsia de un tumor, el
extracto de un tejido). En una aplicacién preferente
particular, la muestra bioldgica puede ser una muestra que
contiene células, mas preferiblemente una muestra que
contiene células tumorales recolectadas de un sujeto a ser
diagnosticado o tratado.

Alternativamente, el diagnéstico puede ser hecho,
utilizando un método que permite la cuantificacién directa de
la células T especificas de antigeno por coloracidén con
complejos multiméricos HLA marcados con fluoresceina (por
ejemplo, Altman, J. D. y colaboradores, 1996, Science 274:
94; Altman, J. D. y colaboradores, 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 10330). La coloracidén para las linfocinas

intracelulares, y experimentos de liberacién del interferdn-

~gamma © experimentos ELISPOT se proporcionan igualmente.

Parece que tanto la coloracién de tetrédmero, como la
coloracién de la linfocina intracelular como los experimentos
ELISPOT son al menos 10 veces méds sensibles que los
experimentos mas convencionales (Murali-Krishna, K. y
colaboradores, 1998, Immunity 8: 177; Lalvani, A. y
colaboradores, 1997, J. Exp. Med. 186: 859; Dunbar, P. R. Yy
colaboradores, 1998, Curr. Biol. 8: 413). Los pentameros (por

-

ejemplo, US 2004-209295A), dextrameros (por ejemplo, WO

(o)
o)
o)
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02/072631), y estreptdmeros (por ejemplo, Nature medicine 6.
631-637 (2002)) pueden ser igualmente utilizados.

Por ejemplo, en algunas modalidades, la presente
invencién proporciona un método para el diagndéstico o la
evaluacién de wuna respuesta inmunoldégica de un sujeto,
administrado al menos uno de los péptidos TOMM34 de la
presente invencién, método éste que incluye los pasos de:

(a) el contacto de un inmundgeno con células
inmunocompetentes bajo la condicién adecuada de induccidén de
CTL especifico para el inmundgeno;

(b) la deteccidén de o la determinacién del nivel de
induccién del CTL inducido en el paso (a); y

(c) la correlacién de la respuesta inmunolégica del
sujeto con el nivel de induccidén de los CTL.

En la presente invencidén, el inmundégeno preferiblemente
incluye al menos uno de (a) un péptido TOMM34 de la presente
invencién, por ejemplo, péptidos que tienen la secuencia de
aminodcidos seleccionada de entre las SEQ ID NOs: 1, 5, 31 y
32 , y péptidos modificados de la misma (péptidos que tiene

tales secuencias de aminodcidos, y los péptidos en los cuales

tales secuencias de aminodcidos han sido modificadas con 1,2

o més sustitucién(es) de aminoacidos)). Entre tanto, las
condiciones utilizadas en la induccidén del CTL especifico del
inmunégeno son ampliamente conocidas en la técnica. Por
ejemplo, las células inmunocompetentes pueden ser cultivadas
in vitro, bajo la presencia del inmundégenos para inducir el
CTL especifico de inmunégeno. A los fines de inducir a los

CTLs especificos del inmundgeno, se puede afladir cualquiera
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de los factores de estimulacién al cultivo celdlar. Por
ejemplo, el IL-2 es un factor de estimulacidén preferible para
la induccién de los CTL. En algunas aplicaciones, el paso del
monitoreo o la evaluacidén de la respuesta inmunoldégica de un
sujeto a ser tratado con terapia anticancerosa a base de
péptidos puede ser llevada a cabo antes de, durante y/o luego
del tratamiento. En general, durante un protocolo de terapia
anticancerosa, los péptidos inmunogénicos son administrados
de forma repetida a un sujeto a ser tratado. Por ejemplo, los

péptidos inmunogénicos pueden ser administrados cada semana

durante 3-10 semanas. Consecuentemente, la respuesta

inmunolégica del sujeto puede ser evaluada o monitoreada
durante el protocolo de terapia anticancerosa.
Alternativamente, el paso de la evaluacidén o el monitoreo de
la respuesta inmunolégica a la terapia anticancerosa puede
llevarse a‘cabo al final del protocolo de terapia. De acuerdo
a la presente invencidén, la induccién mejorada del CTL
especifico de inmundgeno comparada con un control, indica que
el sujeto a ser evaluado o diagnosticado respondid
inmunolégiéamente a los inmundgenos que han sido
administrados. Los controles adecuados para la evaluacién de
la respuesta inmunoldégica pueden incluir, por ejemplo, una
induccidn del nivel de CTL cuando las células
inmunocompétentes entran en contacto con <controles sin
péptidos, o con péptidos que presentan una secuencia de
aminodcidos distinta a cualquiera de los péptidos TOMM34.
(por ejemplo, una secuencia aleatoria de aminoacidos). En una

aplicacién preferente, la respuesta inmunoldgica del sujeto
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es evaluada con una forma esbecifica de la seiﬁgncia,
comparadndola <con una respuesta inmunoldégica entre cada
inmunégeno administrado al sujeto. En particular, aun cuando
la mezcla de algunos tipos de péptidos TOMM34 es administrado
al sujeto, la respuesta inmunoldgica puede variar dependiendo
de los péptidos. En ese caso, comparando la respuesta
inmunoldégica entre cada péptido, pueden identificarse los

péptidos con los que el sujeto presenta una respuesta mas

alta.

XI. Anticuerpos

La presente invencién adicionalmente proporciona
anticuerpos que se acoplan a los péptidos de la presente
invencién. Los anticuerpos preferiblemente se acoplan de
forma especifica al péptido de la presente invencidén y no se
acoplaradan (o lo haradn con debilidad) a los componentes no
peptidicos de la presente invencién. Alternativamente, los
anticuerpos se acoplan al péptido de la invencidén, al igual
que a los homélogos del mismo.

Se puede utilizar anticuerpos contra el péptido de la
invencién en el diagnéstico del céncer y en los experimentos
de diagnéstico, y en las metodologias de imagenologia. De
igual forma, estos anticuerpos pueden ser de utilidad en el
tratamiento, diagnéstico y/o prognosis de otros céanceres,
siempre que TOMM34 igualmente se exprese o sobre exprese en
el paciente con géncer. Ademas, los anticuerpos
intracelularmente expresados (por ejemplo, los anticuerpos de
cadena unica) pueden hallar una utilidad terapéutica en el
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tratamiento de los céanceres en los cuales la expresidn de

~TOMM34 se encuentra implicada, algunos ejemplos de los cuales

entre otros incluyen el AML, CML, cancer de vejiga, cancer de
mama, cancer cervical, cancer colorrectal, céancer de esdéfago,
cadncer de higado, osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma
renal, SCLC, NSCLC, y tumor de tejido suave.

La presente invencidén igualmente proporciona varios
experimentos inmunolégicos para la deteccidén de y/o
cuantificacién de la proteina TOMM34 (SEQ ID NO: 42) o los
fragmentos de los mismos incluyendo los polipéptidos de la
presente invencidén. Estos experimentos pueden incluir uno o
mas anticuerpos anti-TOMM34 capaces de reconocer y acoplarse
a la proteina TOMM34 o a los fragmentos de la misma, en forma
apropiada. En la presente invencién, los anticuerpos anti-
TOMM3 4 acoplados al polipéptido TOMM34 reconocen
preferiblemente un polipéptido de la presente invencidn. Se
puede confirmar la especificidad de enlace de un anticuerpo
con una evaluacién de la inhibicién. Es decir, cuando el
acoplamiento entre un anticuerpo a ser analizado y el
polipéptiao TOMM34 de longitud completa es inhibido bajo la

presencia de <cualquier fragmento de ©polipéptidos de la

_presente invencién, se muestra que este anticuerpo se acopla

especificamente al fragmento. En el contexto de la presente
invencién, estos experimentos inmunoldégicos son llevados a
cabo dentro de diversos formatos de experimentos
inmunolégicos ampliamente conocidos en la técnica, lo que
entre otros incluye varios tipos de experimentos

radioinmunoldgicos, técnicas inmuno-cromatogréaficas, ensayos

w
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de inmunoabsorcidn enlazadaos a la enzima (ELISA),
experimentos de inmunofluorescencia enlazados a la enzima
(ELIFA), y similares.

Los ensayos inmunoldégicos pero que no utilizan
anticuerpos relacionados con la invencién pueden igualmente
incluir ensayos de inmunogenicidad de las células T (de
inhibicién o estimulacién), al digual que ehsayos de
acoplamiento de complejo de histocompatibilidad principal
(MHC) . Adicionalmente, los métodos inmunoldégicos de
imagenologia capaces de detectar los canceres que expresan a
TOMM34 son igualmente utilizados en la invencidén, lo que

entre otros incluye los métodos radioescintigraficos de

‘imagenologia que wutilizan los anticuerpos marcados de la

presente invencién. Se puede utilizar estos ensayos
clinicamente en la deteccidén, monitoreo y pronéstico de los
canceres que expresan a TOMM34, lo que entre otros incluye el
AML, CML, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer cervical,
cancer colorrectal, cancer de esdéfago, cancer de higado,
osteosarcoma, cancer de prbstata, carcinoma renal, SCLC,
NSCLC, y tumor de tejido suave.

La presente invencidén proporciona anticuerpos que sé
acoplan al péptido de 1la invencién. E1 anticuerpo de la
invencién puede ser utilizado en cualquier forma, tal como
anticuerpos policlonales o monoclonales, e incluyen antisuero
obtenido utilizando la inmunizacién de un animal tal como un
conejo con el péptido de la invencidn, todas las clases de
anticuerpos monoclonales y policlonales, anticuerpos humanos

y anticuerpos humanizados producidos por recombinacidn
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Un péptido de la invencidén utilizado en la forma de un

genética.

antigeno para obtener un anticuerpo, puede ser derivado de
cualquiera de las especies de animales, pero preferiblemente
se deriva de un mamifero tal como un ser humano, ratédn, o
rata, idealmente de un ser humano. Un péptido derivado de un
ser humano puede ser obtenido a partir del nucleétido o
secuencia de aminodcidos descritos en el presente documento.

De acuerdo a la presente invencidén, el péptido a ser
utilizado en la forma de un antigeno de inmunizacidn puede
ser una proteina completa o un péptido parcial de la misma.
Un péptido parcial puede incluir, por ejemplo, el fragmento
amino (N)-terminal o carboxi (C)-terminal de ﬁn péptido de la
presente invencidn.

En el presente documento, un anticuerpo es definido como
una proteina que reacciona ya sea con la longitud total o con
un fragmento de un péptido TOMM34. En wuna aplicaciodn
preferente, el anticuerpo de la presente invencidén puede
reconocer fragmentos de péptidos de TOMM34 que presentan una
secuencia de aminoadcidos seleccionada de entre las SEQ 1ID
NOs: 1, 5, 31 y 32. Los métodos para la sintesis de
oligopéptidos son bien conocidos en la técnica. Luego de la
sintesis, los péptidos pueden ser opcionalmente purificados
previamente para wutilizarlos como un inmunégeno. En la
presente invencién, el oligopéptido (por ejemplo, 9- o 1lOmer)
puede ser conjugado o enlazado con transportadores para
mejorar su inmunogenicidad. La hemocianina de una variedad de

lapa (KLH) es bien conocida como el portador. El método para
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la conjugacién del KLH y del péptido es igualmente bien
conocido en la técnica.

Alternativamente, un gen que codifica un péptido de la

~invencién o fragmento del mismo puede ser insertado en un

vector de expresién conocido, que es posteriormente utilizado
para transformar una célula hospedera tal como se describe en
el presente documento. El péptido o fragmento del mismo
deseado puede ser recuperado del exterior o interior de las
células hospederas mediante cualquier método convencional, vy
puede ser utilizado posteriormente en la forma de un
antigeno. Alternativamente, todas las células gque expresan el
péptido o sus lisados o un péptido quimicamente sintetizado
pueden ser utilizados como el antigeno.

Cualquier animal mamifero puede ser inmunizado con el
antigeno, pero preferiblemente, la compatibilidad con las
células parentales utilizadas para la fusidén de las células
es tomada en cuenta. En general, pueden utilizarse 1los
animales de las familias Rodentia, Lagomorpha o de los
primates. Los animales de la familia Rodentia incluyen, por
ejemplo, el ratén, la rata y el hamster. Los animales de la
familia Lagomorpha incluyen, por ejemplo, el conejo. Los
animales de la familia de los primates incluyen, por ejemplo,
un mono de Catarrhini (mono de viejo mundo) tal como el
Macaca fascicularis, el mono Rhesus, el mandril sagrado y los
chimpancés.

Los métodos para la inmunizacién de animales con
antigenos son conocidos en la técnica. La inyecciédn

intraperitoneal o subcutdnea de los antigenos es un método
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convencional para la inmunizacién de mamiferos. Méas
especificamente, los antigenos ©pueden ser diluidos vy
suspendidos en una cantidad apropiada de solucidn
amortiguadora salina de fosfato (PBS), solucidén fisioldgica
salina, etc. Si se desea, la suspensidén del antigeno puede
ser mezclada .con una cantidad apropiada de un adyuvante
convencional, tales como el adyuvante completc de Freund, que
es elaborado en una emulsidén y posteriormente administrado a
los animales mamiferos. Preferiblemente, esto es seguido por
varias administraciones de antigenos mezclados con una
cantidad de adyuvante incompleto de Freund, de forma
apropiada, cada 4 a 21 dias. También puede utilizarse un
portador apropiado para la inmunizacién. Luego de la
inmunizacién descrita anteriormente, el suero puede ser
examinado por medio de un método convencional para conocer si
se incrementaron los anticuerpos en la cantidad deseada.

Los anticuerpos policlonales en contra de los péptidos
de la presente invencidén pueden ser preparados recolectando
sangre del mamifero inmunizado examinado para el incremento
de los anticuerpos deseados en el suero, y por medio de la
separacién del suero de la sangre utilizando cualquier método
convencional. Los anticuerpos policlonales incluyen un suero
gue contiene los anticuerpos policlonales, asi como también
puede aislarse del suero la fraccién que contiene 1los
anticuerpos policlonales. Las inmunoglobulinas G o M pueden
ser preparadas a partir de wuna fraccidén dque reconozca
Unicamente el péptido de la presente invencidén, por ejemplo,

una columna de afinidad acoplada con el péptido de la
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presente invencién, y la purificacién adicional de esta
fraccién que utiliza la columna de proteina A o de proteina
G.

Para preparar los anticuerpos monoclonales, las células

inmunitarias son recolectadas del mamifero inmunizado con el

antigeno y se examinan para conocer el nivel de incremento
deseado de los anticuerpos en el suero, tal como se describe
con antelacién, y son sometidas a la fusién de las células.
Las qélulas inmunitarias utilizadas para la fusién de las
células pueden ser obtenidas preferiblemente del bazo. Otras
células parentales preferentes a ser fundidas con el
inmunocito descrito anteriormente incluyen, por ejemplo,
células del mieloma de mamiferos, e idealmente células del

mieloma que presentan una propiedad adquirida para la

seleccién de las células fundidas por las farmacos.

Las células de inmunocitos y mieloma descritas
anteriormente pueden ser fundidas de acuerdo con los métodos
conocidos, por ejemplo, el método de Milstein y
colaboradores. (Galfre y Milstein, Methods Enzymol 73: 3-46
(1981)).

Los hibridomas obtenidos resultantes wutilizando la
fusién de las células, pueden ser seleccionados por medio del
cultivo de los mismos en un medio de seleccidn convencional,

tal como un medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina

~que contiene el medio). El1 cultivo celular es tipicamente

continuado en el medio HAT durante varios dias a varias
semanas, siendo el tiempo suficiente para permitir que mueran

todas las demds células, con la excepcién del hibridoma
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deseado (células no fundidas). Posteriormente, puede llevarse
a cabo la dilucidén de limitacidén convencional para monitorear
y clonar wuna célula hibridoma que produce el anticuerpo
deseado.

Adicionalmente el método descrito anteriormente, en el

~cual un animal distinto al ser humano es inmunizado con un

antigeno para la preparacién del hibridoma, los linfocitos
humano tales como aquellos infectados por el virus EB, pueden
ser inmunizados con un péptido, péptido este que expresa las
células o sus lisados in vitro. Posteriormente, los
linfocitos inmunizados son fundidos con un derivado de
células de mieloma de un ser humano gque son capaces de
dividir indefinidamente, tal como en la U266, para conseguir
un hibridoma que produzca un anticuerpo humano deseado capaz
de unirse al péptido puede obtenerse (Solicitud de Patente
Japonesa Publicada No examinada No. (JP-A) Sho 63-17688).

Los hibridomas obtenidos son posteriormente
trasplantados a la cavidad abdominal de un ratdén y se extraen
los liquidos asciticos. Los anticuerpos monoclonales
obtenidos pueden ser purificados por, por ejemplo,
precipitaqién de sulfato de amonio, una columna de proteina A
o de proteina G, intercambio idnico cromatogréfico DEAE y o
el acoplamiento de una columna de afinidad con el péptido de
la presente invencién. El anticuerpo de la presente invencidn

puede ser utilizado no unicamente para la purificacidén vy

“deteccidén del péptido de la presente invencidén, si no

igualmente en la forma de un candidato para los agonistas vy

antagonistas del péptido de la presente invencidn.
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Alternativamente, una célula inmunitaria, tal como un
linfocito inmunizado, que produce anticuerpos puede ser
inmortalizada por un oncogén y utilizada para la preparacidn
de anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos por ende, pueden
ser igualmente preparados de forma recombinante, utilizando
técnicas de ingenieria genética (véase, por ejemplo,
Borrebaeck vy Larrick, Therapeutic Monoclonal Antibodies,
publicado en el Reino Unido por MacMillan Publishers LTD
(1990)). Por ejemplo, un ADN que codifica un anticuerpo puede
ser clonado a partir de una célula inmunitaria, tal como un
hibridoma o un linfocito inmunizado que produce el
anticuerpo, insertadoven un vector apropiado, e introducido
en las células hospederas para preparar un anticuerpo
recombinante. La presente invencién igualmente proporciona
anticuerpos recombinantes preparados tal como se describe con
“antelacién.

Adicionalmente, un anticuerpo de la presente invencién
puede ser un fragmento de un anticuerpo o de un anticuerpo
modificado, siempre gque este se acople a uno o mas de los
péptidos de la invencién. Por ejemplo, el fragmento del
anticuerpo puede ser Fab, F(ab'),, Fv o Fv de cadena
individual (scFv), en el cual 1los fragmentos Fv de las
cadenas H y L son ligados por una ligadura apropiado (Huston
y colaboradores, Proc Natl Acad Sci USA 85: 5879-83 (1988)) .
Mas especificamente, un fragmento del anticuerpo puede ser
generado por el tratamiento de un anticuerpo con una enzima,

tal como papaina o) pepsina. Alternativamente, puede
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construirse un gen que codifica el fragmento del anticuerpo,
inserténdolo en un vector de expresidén y que se expresa en
una célula hospedera apropiada (véase, por ejemplo, Co y
colaboradores, J Immunol 152: 2968-76 (1994); Better vy
Horwitz, Methqu Enzymol 178: 476-96 (1989); Pluckthun vy
Skerra, Methods Enzymol 178: 497-515 (1989); Lamoyi, Methods
Enzymol 121: 652-63 (1986); Rouseaux y colaboradores, Methods
Enzymol 121: 663-9 (1986); Bird y Walker, Trends Biotechnol
9: 132-7 (1991)).

Un anticuerpo puede ser modificado por medio de la
conjugacién con una variedad de moléculas, tales como
polietilenglicol (PEG). La presente invencién proporciona
estos anticuerpos modificados. El anticuerpo modificado puede
ser obtenido al modificar quimicamente un anticuerpo. Estos
métodos de modificacidédn resultan convencionales en el campo.

Alternativamente, se puede obtener un anticuerpo de la

presente invencién en la forma de un anticuerpo quimérico,

entre una regién variable derivada de un anticuerpo no humano
y la regién constante derivada del anticuerpo humano, o en la
forma de un anticuerpo humanizado, incluyendo la regidn
determinante de complementariedad (CDR) derivada del
anticﬁerpo‘no humano, la regién de marco (FR) y la regidn
constante derivada del anticuerpo humano. Estos anticuerpos
pueden ser preparados utilizando la tecnologia conocida. La
humanizacién puede ser llevada a cabo por medio de la
sustitucién de CDRs de roedores o las secuencias CDR de las
correspondientes secuencias de un anticuerpo humano (véase,

por ejemplo, Verhoeyen y colaboradores, Science 239:1534-1536
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(1988)). Consecuentemente, estos anticuerpos humanizados son
anticuerpos guiméricos, en donde sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la
correspondiente secuencia de las especies no humanas.
Igualmente pueden utilizarse los anticuerpos

completamente humanos, incluyendo las regiones variables

" humanas adicionales a un marco humano y a las regiones

constantes. Estos anticuerpos pueden ser producidos
utilizando varias técnicas conocidas en la técnica. Por
ejemplo, los métodos in vitro involucran el uso de librerias
recombinantes de fragmentos de anticuerpos humanos
desplegados sobre el bacteriéfago (por ejemplo, Hoogenboom &
Winter, J. Mol. Biol. 227:381 (1991). De 1igual forma, se
puede producir anticuerpos humanos mediante la introduccidn
de ubicaciones de inmunoglobulina humana en animales
transgénicos, por ejemplo, ratones en los cual los genes de
inmunoglobulina endégena han sido parcial o completamente
inactivados. Este enfoque es descrito, por ejemplo, en las
Patentes de 1los Estados Unidos de América Nos. 6,150,584,
5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425;
5,661,016.

Se puede purificar los anticuerpos obtenidos conforme se
indicé con anterioridad hasta su homogeneidad. Por ejemplo,
se puede llevar a cabo la separacién y purificacidn del
anticuerpo de acuerdo con los métodos de separacion Yy

purificacién utilizados para las proteinas en general. Por

-ejemplo, se puede separar el anticuerpo y aislarlo por medio

de la seleccién apropiada y del uso combinado de

v
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cromatografias en columna, tales como la cromatografia de
afinidad, filtracién, ultrafiltracidén, desalacidn, didlisis,
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS y el enfoque
isoeléctrico (Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow vy
David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)), pero no se
limita a estos. Se puede utilizar una columna de proteina Ay
una columna de proteina G como la columna de afinidad.
Algunos ejemplos de las columnas de proteina A que pueden ser
utilizadas, por ejemplo, incluyen Hyper D, POROS y Sefarosa
F.F. (Pharmacia).

A excepcién de la afinidad, algunos ejemplos de métodos
de cromatografia adecuados, por ejemplo, incluyen la
cromatografia de intercambio idénico, la cromatografia
hidrofébica, la filtracidén en geles, la cromatografia en fase
inversa, la cromatografia de adsorcidén y similares
(Strategies for Protein Purification and Characterization: A
Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak y
colaboradores, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996)).
Se puede llevar a cabo los procedimientos cromatograficos por
cromatografia en fase liquida, por ejemplo, por HPLC y FPLC.

Por ejemplo, se puede utilizar 1la medicién de la
absorbancia, el ensayo por inmunoabsorcién ligada a la enzima
(ELISA), el inmunoensayo enzimdtico (EIA), el
radioinmunoensayo (RIA) y/o la inmunofluorescencia para medir
la actividad antigénica de acoplamiento del anticuerpo de la
invencién. En ELISA, el anticuerpo de la presente invencidn
es inmovilizado sobre una placa, se aplica un péptido de la

invencién a la placa y luego se le aplica una muestra
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contentiva del anticuerpo apropiado, por ejemplo, el
sobrenadante del cultivo de 1las células productoras del
anticuerpo o los anticuerpos purificados. Luego, se aplica un
anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario Yy
gue estd marcado con una enzima, tal como una .fosfatasa
alcalina y se incuba la placa. Luego, después de lavarla, se
agrega un sustrato enzimdtico, tal como fosfato de p-
nitrofenilo, a la placa y se mide la absorbancia con el
objeto de evaluar la actividad antigénica de acoplamiento de
la muestra. Se puede utilizar un fragmento del péptido, por
ejemplo, un - fragmento C-terminal o N-terminal, como el
antigeno, a los efectos de evaluar la actividad de
acoplamiento del anticuerpo. Se puede utilizar un BIAcore
(Pharmacia) para evaluar la actividad del anticuerpo de
acuerdo con la presente invencidn.

Los métodos que anteceden hacen posible detectar o medir
el péptido de la invencidén, mediante la exposicién del
anticuerpo de 1la invencién a wuna muestra dJque se asume
contiene el péptido de la invencién y la deteccién o medicidn
del complejo inmunolégico formado por el anticuerpo y el
péptido.

Dado que el método de deteccién o medicidén del péptido
de acuerdo con la invencién puede especificamente detectar o
medir un péptido, el método puede ser de utilidad en una

variedad de experimentos en los cuales se utiliza el péptido.

XII. Vectores y células hospederas
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La presente invencidén igualmente proporciona un vector y
una célula hospedera en la cual se introduce un nucledtido
que codifica al péptido de la presente invencidn. Un vector
de la presente invencién puede ser de wutilidad en el
mantenimiento de un nucledétido, especialmente un ADN, de la

presente invencién en la célula hospedera y asi expresar al

'péptido de la presente invencién o administrar el nucledtido

de la presente invencidén como terapia génica.

Cuando E. coli es la célula hospedera y el vector es
ampliado y producido en una gran cantidad en E. coli (porx
ejemplo, JM109, DH5 alfa, HB101l o XL1Blue), el vector debe
tener “ori” para ser ampliado en E. coli y un gen marcador
para la seleccién de la E. coli transformada (por ejenmplo,
un gen con resistencia farmacoldégica seleccionado con una
farmaco tal como ampicilina, tetraciclina, kanamicina,

cloramfenicol o similares). Por ejemplo, se puede utilizar

'los vectores de las series M13 y pUC, pBR322, pBluescript,

pCR-Script, etc. Adicionalmente, se puede igualmente
utilizar pGEM-T, pDIRECT y pT7 en la subclonacidén Yy
extraccidn. del ADNc, al igual que los vectores
anteriormente descritos. Cuando se utiliza un vector para
producir la proteina de la presente invencidn, se puede
utilizar un vector de expresién. Por ejemplo, un vector de
expresién a ser expresado en E. coli debe tener las
caracteristicas que anteceden para ser ampliado en E. coli.

Cuando se utiliza una E. coli tal como JM109, DH5 alfa,

.HBlol o XL1 Blue, como la célula hospedera, el vector debe

tener un promotor, por ejemplo, el promotor lacZ (Ward vy

vy
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colaboradores, Naturaleza 341: b544-6 (1989); FASEB J 6:
2422-7 (1992)), el promotor araB (Better y colaboradores,
Ciencia 240: 1.041-3 (1988)), el promotor T7 o similares,
que pueda eficientemente expresar al gen deseado en E.
coli. En este sentido, se puede, por ejemplo, utilizar

pGEX-5X-1 (Pharmacia), “QIAexpres system” (Qiagen), pEGFP y

'PET (en este caso, el huésped preferiblemente es BL21l, el

cual expresa a la ARN polimerasa de T7), en lugar de los
vectores que anteceden. Adicionalmente, el vector puede
igualmente contener una secuencia de serlal para la
secrecién del péptido. Un ejemplo de una secuencia de sefial
que dirige al péptido a ser secretado al periplasma de la
E. coli es la secuencia de sefial pelB (Lei y colaboradores,
J Bacteriol 169: 4.379 (1987)). Los medios para la
introduccién de los vectores en las células hospederas

objetivo, por ejemplo, incluyen el método que wutiliza

"cloruro de calcio y el método de electroporacién.

Ademés de E. coli, se puede, por ejemplo, utilizar
vectores de expresién derivados de mamiferos (por ejemplo,
pDNAc3 (Invitrogen) y pEGF-BOS (Nucleic Acids Res 18(17):
5322 (1990)), pEF, pCDM8), vectores de expresidn derivados
de células de 1insectos (por ejemplo, el sistema de
expreéién del baculovirus “Bac-to-BAC” (GIBCO BRL),
pBacPAK8), vectores de expresidén derivados de plantas (por
ejemplo, pMH1, pMH2), vectores de expresién derivados de

virus animales (por ejemplo, pHSV, pMV, pAdexLcw), vectores

de expresién derivados de retrovirus (por ejemplo,

pZIpneo), un vector de expresién derivado de las levaduras
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(por ejemplo, “Pichia Expression Kit” (Invitrogen), pNVll,
SP-Q01) vy vectores de expresién derivados de Bacillus
subtilis (por ejemplo, pPL608, pKTHS50), en la produccidn
del polipéptido de la presente invencidn.

Para poder expresar el vector en células animales,
tales como las células CHO, COS o NIH3T3, el vector debe
tener un promotor necesario para llevar a cabo su expresidn
en estas células, por ejemplo, el promoto£ Sv40 (Mulligan y
colaboradores, Naturaleza 277: 108 (1979)), el promotor
MMLV-LTR, el promotor EFl alfa (Mizushima vy colaboradores,
Nucleic BAcids Res 18: 5322 (1990)), el promotor CMV vy
similares y preferiblemente de un gen marcador para la
seleccién de transformantes (por ejemplo, un gen con
resistencia farmacolégica seleccionado con una farmaco (por
ejemplo, neomicina, G418)). Algunos ejemplos de vectores
conocidos con estas caracteristicas, por ejemplo, incluyen
pMAM, pDR2, pBK-RSV, pBK-CMV, pOPRSV y pOP13.

Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes
a aquellos 'descritos en la presente pueden usarse en la
practica o prueba de la presente invencidn, se describen los
métodos y materiales adecuados. Todas las publicaciones,
solicitudes de patente, patentes, y otras referencias
mencionadas en la presente se incorporan como referencia en
su totalidad. En caso de conflicto, la presente
especificacién, incluyendo definiciones, controlard. Ademés,
los materiales, métodos, y ejemplos son ilustrativos
Unicamente no se pretenden para ser limitantes.

Se presentan los siguientes ejemplos con el propdsito de

aggion
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ilustrar la presente invencién y de ayudar a aquellos
normalmente diestros en esta técnica a desarrollarla vy
utilizarla. No se prevé que los ejemplos de manera alguna

limiten el alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Materiales y Métodos

Lineas celulares

Se adquirié T2, la linea celular de B-linfoblastoide
HLA-A*0201-positiva y CO0S7, la linea celular renal del mono
verde africano, de ATCC.

Seleccién de candidatos a partir de los péptidos derivados de

TOMM34

Se utilizaron Los péptidos 9-mer y 10-mer derivados de
TOMM34 que se acoplan a la molécula HLA-A*0201 usando el
software de prediccién del acoplamiento “BIMAS”

(http://www.bimas.cit.nih.gov/molbio/hla bind) (Parker et al.

(J Immunol 1994, 152(1): 163-75), Kuzushima et al. (Blood 2001,
98 (6) : 1872-81). Estos péptidos fueron sintetizados por
Biosintesis (Lewisville, Texas) de acuerdo con un método
tradicional de sintesis en fase sélida y purificado por
cromatografia liquida en fase inversa de alto rendimiento
(HPLC). Se determiné la pureza (>90%) y la similitud de 1los
péptidos por HPLC analitica y andlisis espectrométrico de
masas, respectivamente. Los péptidos fueron disueltos en
sulféxido de dimetilo a 20 mg/ml y almacenados a una

temperatura de -80 grados C.
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A
Induccidén in vitro de CTL

Se utilizaron células dendriticas derivadas de monocitos
(DCs) como las células que presentan antigenos para inducir
las respuestas de los linfocitos T citotéxicos (CTL) contra

los péptidos presentes en el antigeno leucocitario humano

- (HLA) . Las DCs fueron generadas in vitro conforme se describe

en otra parte'(Nakahara S y colaboradores, Cancer Res 2003,
63(14): 4112—8). Especificamente, se separaron las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) aisladas de un
voluntario normal (HLA-A*0201 positivo) con 1la solucidn
Ficoll-Plaque (Pharmacia) por adherencia a una placa plastica
de cultivo de tejido (Becton Dickinson), de forma tal de
enriquecerlas como la fraccidén monocitaria. La poblacidén rica
en monocitos fue cultivada en la presencia de 1000 U/ml del
factor estimulador de la formacidn de colonias de
granulocitos-macréfagos (R&D System) y de 1000 U/ml de
interleucina (IL)-4 (R&D System) en Medio AIM-V (Invitrogen)
que contiene suero autélogo térmicamente inactivado (AS) al
2%. Luego de transcurridos 7 dias de cultivo, 1las DCs
inducidas éon citoquinas fueron cargadas con 20 micro-g/ml de
cada uno de los péptidos sintetizados, en la presencia de 3
micro-g/ml de beta 2-microglobulina, durante 3 horas a 37
grados C, en Medio AIM-V. Las células generadas parecian
expresar a las moléculas asociadas con las DCs, tales como

CD80, <CD83, CD86 y HLA clase II, sobre sus superficies

"celulares (datos no ilustrados). Estas DCs cargadas con los

péptidos fueron luego inactivadas por irradiacién X (20 Gy) y

mezcladas a una relacién de 1:20 con las células T CD8+
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autélogas, las cuales fueron obtenidas por seleccidn positiva
con el Equipo de Aislamiento CD8 Positivo (Dynal). Estos

cultivos fueron colocados en placas de 48 pozos (Corning);

cada pozo contenia 1.5 x 10 DCs cargadas con los péptidos, 3

x 10° células T CD8+ y 10 ng/ml de IL-7 (R&D System) en 0.5
ml de medio AIM-V/AS al 2%. Tres dias mas tarde, estos
cultivos fueron complementados con IL-2 (CHIRON) a una
concentracién final de 20 IU/ml. En los dias 7 y 14, las
células T fueron ademds estimuladas con las DCs autdlogas
cargadas con los péptidos. En cada oportunidad, las DCs
fueron preparadas de la misma manera anteriormente descrita.
Se evaluaron los CTLs contra las células TISI cargadas con
los péptidos luego de la 3ra ronda de estimulacidén con los

péptidos del dia 21 (Tanaka H y colaboradores, Br J Cancer 5

de Enero de 2001, 84(l): 94-9; Umano Y y colaboradores, Br J

Cancer 20 de Abril de 2001, 84(8): 1052-7; Uchida N vy
colaboradores, Clin Cancer Res 15 de Diciembre de 2004,
10(24): 8577-86; Suda T y colaboradores, Cancer Sci Mayo de
2006, 97(5): 411-9; Watanabe T y colaboradores, Cancer Sci

Agosto de 2005, 96(8): 498-506).

Procedimiento de Expansidon de CTL

Los CTLs fueron expandidos en el cultivo utilizando un

método similar a aquel descrito por Riddell y colaboradores.

(Walter EA y colaboradores, N Engl J Med 19 de Octubre de 1995,

333(16): 1038-44; Riddell SR y colaboradores, Nat Med Febrero
de 1996, 2(2): 216-23). Se suspendidé un total de 5 x 10° CTLs

en 25 ml de medio AIM-V/AS al 5% con 2 tipos de lineas de
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células humanas de B-linfoblastoide, inactivadas con Mitomicina
C, en la presencia de 40 ng/ml del anticuerpo monoclonal anti-
CD3 (Pharmingen). Un dia luego de dar inicio a los cultivos, se

afiadieron 120 IU/ml de IL-2 a los cultives. A, los cultivos se

les agregd medio AIM-V/AS al 5% fresco que contiene 30 IU/ml de

IL-2 en los dias 5, 8 y 11 (Tanaka H y colaboradores, Br J
Cancer 5 de Enero de 2001, 84 (1): 94-9; Umanoc Y, y
colaboradores, Br J Cancer 20 de Abril de 2001, 84(8): 1052-7;
Uchida N y colaboradores, Clin Cancer Res 15 de Diciembre de
2004, 10(24): 8577-86; Suda T y colaboradores, Cancer Sci Mayo
de 2006, 97(5): 411-9; Watanabe T y colaboradores, Cancer Sci

Agosto de 2005, 96(8): 498-506).

Establecimiento de los clones CTL

Se prepararon diluciones que tuvieran 0.3, 1 vy 3
CTLs/pozo en 96 placas de micro titulacidén de fondo curvo
(Nalge Nunc International). Los CTLs fueron cultivados con 1
x 10% células/pozo de 2 tipos de lineas de células humanas de
B-linfoblastoide, 30 ng/ml del anticuerpo anti-CD3, y 125
U/ml de IL-2 en un total de 150 micro-1l/pozo de Medio AIM-V
contentivo de AS al 5%. Se afiadieron 50 micro-1/pozo de IL-2
al medio 10 dias mas tarde para lograr una concentracidn
final de 125 U/ml de IL-2. Se evaludé la actividad de CTL en

el dia 14 y los clones CTL fueron expandidos utilizando el

'_mismo método descrito con antelacién (Uchida N y

colaboradores, Clin Cancer Res 15 de Diciembre de 2004,
10(24): 8577-86; Suda T y colaboradores, Cancer Sci Mayo de

2006, 97(5): 411-9; Watanabe T y colaboradores, Cancer Sci

)
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Agosto de 2005, 96(8): 498-500).

Actividad CTL especifica

Para evaluar la actividad CTL especifica, se 1llevd a

-cabo un ensayo de mancha inmunitaria ligada a enzima

interferdn (IFN) ~gamma (ELISPOT) 3% un ensayo de
inmunoabsorcién ligada a enzima IFN-gamma (ELISA). Se
prepararon células TISI cargadas con los péptidos (1 X
10*/pozo) como células estimuladoras. Se utilizaron las

células cultivadas en 48 pozos como células respondedoras. Se
llevaron a cabo los ensayos ELISPOT con IFN-gamma y ELISA con
IFN-gamma de conformidad con el procedimiento del fabricante.

Establecimiento de las células que expresan poderosamente a

cualquiera o ambos del gen objetivo y HLA-A02

Se amplificé el ADNc que codifica el marco de lectura
abierta de los genes objetivo o HLA-A*0201 por PCR. ElL
producto amplificado por PCR fue clonado en el vector de
expresién. Los plésmidos fueron transfectados en COS7, la
linea de células de los genes objetivo y libre de HLA-A*0201,
utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo con los
procedimientos recomendados por el fabricante. Luego de
transcurridos 2 dias de la transfeccidn, las células
transfectadas fueron cosechadas con versene (Invitrogen) Yy
utilizadas como las células objetivo (5 x 10% células/ pozo)

en la determinacién de la actividad CTL.

Resultados 1

Expresién Incrementada de TOMM34 en los canceres
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Los datos del perfil de expresidén génica en su conjunto
obtenidos de diversos canceres utilizando un micro-arreglo de
CADN revelan una elevacién en la expresién de TOMM34 (No. de

Accesoc al GenBank NM 006809; por ejemplo, SEQ ID No: 42). La

- expresién de TOMM34 estaba validamente elevada en 4 de 28 AMLs,

4 de 14 CMLs, 8 de 11 caénceres de vejiga, 1 de 4 canceres de
mama, 1 de 5 céanceres cervicales, 12 de 12 canceres
colorrectales, 5 de 17 canceres de esdfago, 6 de 6 canceres de
higado, 1 de 10 osteosarcomas, 1 de 26 cadnceres de prdstata, 1
de 19 carcinomas renales, 2 de 14 SCLC, 5 de 20 NSCLC y 10 de 51
tumores de tejido suave en comparacién con los correspondientes

tejidos normales (Tabla 1).

Tabla 1
indice de casos donde se observé una sobre-regulacién de
TOMM34 en el tejido canceroso en comparacién con el

correspondiente tejido normal.

Cancer Relacién
AML 4/28
CML 4/14
cédncer de vejiga 8/11
cédncer de mama 1/4
cidncer cervical 1/5
cancer colorrectal 12/12
cancer de esdfago 5/17
cancer de higado 6/6
osteosarcoma 1/10
cdncer de préstata 1/26
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Resultados 2

Prediccidon de

/

carcinoma renal 1/19
SCLC 2/14
NSCLC 5/20
tumor de tejido suave | 10/51

los péptidos derivados de TOMM34 que se acoplan

a HLA-AQ2

Las Tablas 2a y 2b ilustran a los péptidos 9mer y 1lOmer
gue se acoplan a HLA-AO2 de TOMM34
afinidad de enlace.

péptidos con posible capacidad de acoplamiento a HLA-AQ02 con

en el orden de alta

Se seleccioné y evaludé un total de 40

la finalidad de identificar los péptidos de epitopo.

‘Tabla 2a

Péptidos 9mer derivados de TOMM34 que se acoplan a HLA-A02

Posicion inicial |Secuencia de aminoacidos puntaje SEQID NO
30 ALYGRALRYV 222.566 1
77 ALALVPESI 60.51 2
52 VLYSNRAAC 27.026 3

VVVVVVVVVVV 110 TVLQIDDNV 11.034 4
220 LLCSNLESA 9518 5
230 YSNRALCYL 8115 6
103 MAYVDYKTV 7.883 7
80 LVPFSIKPL 7309 8
255 KLDGKNVKA 6.955 9
23 GOQYAEASAL 6.931 10
195 VLKEEGNEL 5.211 I
111 VLQIDDNNVT 5.194 12
238 LYLKQYTEA 4,101 13
1 MAPKFPDSV 3.038 14
113 QIDDNVTSA 2.577 15
253 ALKLDGKNY 2434 16
239 VLKQYTEAV 2028 17
144 LPSIPLVPYV 1.775 18
142 LKLPSIPLY 1.398 19
279 SSFADISNL 1.187 20
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Tabla 2b

Péptidos 1lOmer derivados de TOMM34 que se acoplan a HLA-A02

Posicion inicial |Secuencia de aminoacidos puntaje SEQ ID NO
143 KLPSiPLVPV 559,894 21
97 ALEKYPMAYV 56.309 22
79 ALVPISIKPL 49134 23
237 YLVLKQYTEA 34279 24
. 135 SLGPeWRLKL 21.362 25
219 SLLCsNLESA 20.716 26
238 LVLKqQYTEAV 18.757 27
127 RMTRaLMDSL 17.388 28
113 QIDDNVTSAV 15.684 29
241 KQYTeAVKDC 12,975 30
30 ALYGrALRVL 12.893 31
220 LLCSNLESAT 12.668 32
195 VLKEeGNELV 8314 33
112 LOIDANVTSA 8.075 34
194 RVLKeEGNEL 6916 a5
| 299 KLRQeVKONL 5.682 36
‘ 141 RLKLpSIPLYV 5.599 37
160 SLPSeNHKEM 4,968 38
175 KETTaTKNRV 4.733 39
186 SAGDVEKARYV 3.961 40

La posicién inicial indica el numero de residuo de
aminodcidos de la terminal N de TOMM34.

El puntaje de acoplamiento se deriva de “BIMAS”.

Induccién de CTL con los péptidos pronosticados de TOMM34

restringidos con HLA-A*0201

005130
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Se generaron los CTLs de los péptidos derivados de
TOMM34 de acuerdo con los protocolos descritos en “Materiales
y Métodos”. Se determindé la actividad CTL especifica de los

péptidos de conformidad con un ensayo ELISPOT con IFN-gamma

" (Figuras 1la-1d). Los siguientes numeros de pozo demuestran

produccién IFN-gamma potente como se compara con los pozos de
control: pozo numero #4 con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1)
(a), en #2 con TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5) (b), en #4 con
TOMM34-A02-10-30 (SEQ ID NO: 31) (c), y en #2 con TOMM34-A02-
10-220 (SEQ ID NO: 32). Por otro lado, no se determiné la
actividad CTL especifica por estimulacidén con otros péptidos
mostrados en la Tabla 2a y 2b, a pesar de que aquellos
péptidos tienen actividad de enlace posible con HLA-A*0201.
Como  un caso tipico de datos negativos, la produccidén IFN-
gamma especifica no se observéd del CTL estimulado con TOMM34-
A02-10-143 (SEQ ID NO: 21) (e). Como un resultado, esto
indica que 4 péptidos derivados de TOMM34 se seleccionaron

como los péptidos que pueden inducir CTLs potentes.

Establecimiento de las lineas de CTL y clon contra el péptido

derivado de TOMM34

Las células gue presentaron una actividad CTL espécifica
del péptido detectada de conformidad con el ensayo ELISPOT
con IFN-gamma en el pozo numero #4 con TOMM34-A02-9-30 (SEQ
ID NO: 1) se expandié y 1la linea CTL se establecid por
procedimiento de expansién como se describe en la seccidén de
arriba “Materiales y Métodos”. Se determiné la actividad CTL

de estas lineas de CTL de conformidad con el ensayo ELISA con



10

15

20

25

IFN-gamma (Figuras 2). La linea de CTL demostrd tener una
potente produccién de IFN-gamma contra las células objetivo
cargadas con el correspondiente péptido, en comparacidén con
las células objetivo sin carga peptidica. Adicionalmente, se
establecidé el clon CTL mediante la limitacién de la dilucidn
de la linea VCTL conforme se describe en “Materiales vy
Métodos” y se determindé la produccién de IFN-gamma del clon
CTL contra las células objetivo cargadas con los péptidos de
conformidad con un ensayo ELISA con IFN-gamma. Se
determinaron potentes producciones de IFN-gamma en los clones
CTL estimulados con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1) (Figura

3).

Actividad CTL especifica contra las células objetivo due

expresan a TOMM34 y HLA-A*0201

La linea CTL establecida formulada contra el péptido
TOMM-34-A02-9-30 (SEQ ID NO:1) se examind por la capacidad
para reconocer a las células objetivo que expresan a TOMM34 y
la molécula HLA-A*0201. Se prepararon células Cos7
transfectadas con tanto la longitud total de gen TOMM34 vy
HLA-A *201 (un modelo especifico para las células objetivo
que expresa el gen TOMM34 vy HLA-A *0201) como células
estimuladoras, y las células COS7 transfectadas con ya sea
longitud completa de TOMM34 o HLA-A* 0201 se usaron como los
controles. En la Figura 4, la linea CTL estimulada con
TOMM34-A022-9-30 (SEQ ID NO: 1) demuestra tener una potente
actividad CTL contra las células COS7 que expresan a tanto

TOMM34 como HLA-A*0201. Por otro lado, no se detectd

886732
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actividad CTL especifica significativa alguna contra 1los
controles. En consecuencia, estos datos claramente demuestran
que TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1) se procesd y presentd
endbégenamente en las células objetivo con la molécula HLA-
A*0201 y se reconocié por los CTILs. Estos resultados indican
que este péptido derivado de TOMM34 pudiese ser utilizado
como una vacuha contra el cancer en el tratamiento de los

pacientes con tumores que expresan a TOMM34.

Analisis de la homologia de los péptidos antigénicos

Los CTLs estimulados con TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1),
TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5), TOMM34-A02-10-30 (SEQ ID NO:
31) y TOMM34-A02-10-220 (SEQ ID NO: 32) demostraron tener una
actividad CTL significativa y especifica. Este resultado
puede deberse al hecho que la secuencia de TOMM34-A02-9-30
(SEQ ID NO: 1), TOMM34-A02-9-220 (SEQ ID NO: 5), TOMM34-A02-
10-30 (SEQ ID NO: 31) y TOMM34-A02-10-220 (SEQ ID NO: 32) son
homélogas a la del péptido derivado de otras moléculas que se
sabe sensibilizan al sistema inmunitario humano. Para excluir
esta posibilidad, se llevaron a cabo analisis de la homologia
con estas secuencias de péptidos utilizando como interrogante
el algoritmo BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi) el cual no

reveld secuencia alguna con una homologia significativa. Los

‘resultados de los andlisis de la homologia indican que la

secuencia de TOMM34-A02-9-30 (SEQ ID NO: 1), TOMM34-A02-9-220
(SEQ ID NO: 5), TOMM34-A02-10-30 (SEQ ID NO: 31) y TOMM34-

A02-10-220 (SEQ ID NO: 32) son uUnicas y que, por ende, a

0040133
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nuestro mejor saber y entender, es poco probable que estas
moléculas conlleven a una respuesta inmunoldbgica no
intencional a alguna molécula no relacionada. En conclusién,

se identificaron novedosos péptidos de epitopo HLA-A*0201

derivados de TOMM34. Adicionalmente, los resultados en la

presente demuestran que los péptidos de epitopo de TOMM34

pueden ser utilizados en la inmunoterapia del cancer.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencidédn proporciona nuevos TAAs, en
particular aquellos derivados de TOMM34 que pueden inducir
respuestas inmunoldgicas anti-tumorales potentes y
especificas y que tienen aplicabilidad en una amplia variedad
de tipos de cancer. Estos TAAs pueden ser de utilidad como
vacunas peptidicas contra las enfermedades asociadas con
TOMM34, por ejemplo, el céncer, mads particularmente, cancer
de vesicula, cdncer de mama, cdncer cervical, cancer
colorrectal, cancer de esbéfago, cancer de higado,
osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma renal, SCLC,
NSCLS y tumor de tejido suave

Aun cuando aqui se describe en detalle la presente
invencién haciendo referencia a sus aplicaciones especificas,
se entenderd que la descripcidén que antecede es ilustrativa y

de naturaleza explicativa y que se prevé que ilustre la

presente invencién y sus aplicaciones preferentes. A través

de la experimentacién de rutina, aquellos con experiencia en
esta técnica facilmente apreciaran que se puede efectuar

diversos cambios y modificaciones sin alejarse del espiritu vy

STREREA
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alcance de la presente invencién, cuyos objetivos y limites

son definidos por las reivindicaciones adjuntas.

NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidén, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo

contenido en las siguientes:

“
.
)
:.“J
-
S
wan
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido aislado caracterizado porque es seguido
por (a) o (b):

(a) un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo dque consiste de SEQ 1ID
NOs: 1, 5, 31 y 32;

(b) un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos en la cual uno, dos, o varios aminodcidos se
sustituyen, eliminan, insertan o agregan a una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID
NOs: 1, 5, 31 y 32 para proporcionar un péptido modificado
que mantiene la capacidad de enlazar a un antigeno HLA e
inducir la capacidad de induccién de los linfocitos T
citotéxicos (CTL).

2. El .péptido aislado de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque el antigeno HLA es
HLA-AZ.

3. El péptido aislado de conformidad con las
reivindicaciones 1 hasta 2, caracterizado porque el péptido
es un nonapéptido o decapéptido.

4. El1 péptido de conformidad con cualquiera de una de
las reivindicaciones 1 hasta 3, caracterizado porgque tiene al
menos una sustitucién seleccionada del grupo que consiste de:

(a) el segundo aminodcido de la terminal N es o se
modifica para ser un aminodcido seleccionado del grupo que
consiste de leucina y metionina, y

(b) el -aminodcido de terminal C es o se modifica para

006736
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ser un aminocacido seleccionado del grupo gque consiste de
valina y leucina.

5. El polinucledétido aislado caracterizado porque
codifica el péptido de conformidad con cualguiera de una de
las reivindicaciones 1 hasta 4.

6. Una composicién para inducir una CTL, caracterizada
porque la composicién comprende uno o mas péptidos de
conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones 1
hasta 4, o uno o mas polinucledétidos de conformidad con la
reivindicacidén 5.

7. Una composicién farmacéutica, caracterizada porque
comprende:

(a) uno o mas péptidos de conformidad con cualquiera de
una de las reivindicaciones 1 hasta 4;

(b) uno o mas polinucleétidos de conformidad con la
reivindicacién 5;

(c) una o mas APCs o exosomas que presentan un complejo
del péptido de conformidad con cualquiera de una de las
reivindicaciones 1 hasta 4 vy un antigeno HLA sobre su
superficie; o

(d) una o mds CTLs que reconocen una célula que presenta
un complejo del péptido de conformidad con cualqguiera de una
de las reivindicaciones 1 hasta 4 y un antigeno HLA sobre su
superficie, en combinacién con un portador farmacéuticamente
aceptable,

formulado para un propdsito seleccionado del grupo que
consiste de:

(1) tratamiento de un céncer existente,

o3
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(ii) profilaxis de un cancer,

(iii) prevencién de una recurrencia post-operativa
de un céancer, y

(iv) combinaciones de los mismos.

‘8. La composicidén farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizada ©porque se formula para
administracién a un sujeto cuyo antigeno HLA es HLA-AZ.

9. Un método para inducir una célula que presenta el
antigeno (APC) con capacidad de induccién de CTL,
caracterizado porgue comprende una etapa seleccionada del

grupo que consiste de:

(a) poner en contacto un APC con el péptido de
conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones 1
hasta 4 in vitro, ex vivo o in vivo, y

(b) introducir un polinucledétido que codifica el péptido
de conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones
1 hasta 4 en un APC.

10. Un método para inducir un CTL, caracterizado porque
comprende una etapa seleccionada del grupo que consiste de:

(a) co-cultivar una célula T CD8-positiva con una APC,
que presenta sobre su superficie un complejo de un antigeno
HLA y el péptido de conformidad con cualquiera de una de las
reivindicaciones 1 hasta 4,

(b) co-cultivar una c¢élula T CD8-positiva con un
exosoma, que presenta sobre su superficie un complejo de un
antigeno HLA y un péptido de conformidad con cualquiera de

una de las reivindicacién 1 hasta 4, vy

005738
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(c) introducir en una célula T un
polinucleétido/polinucledtidos que codifican los polipéptidos
de la subuhidad del receptor de célula T (TCR), en donde el
TCR formado por los polipéptidos de la subunidad TCR es capaz
de enlazar a un complejo de un antigeno HLA y el péptido de
conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones 1

hasta 4 sobre su superficie celular.

11. Un APC aislado, caracterizado porque presenta sobre
su superficie un complejo de un antigeno HLA y un péptido de
conformidad con cualquiera de unas de las reivindicaciones 1
hasta 4.

12. E1 APC de conformidad con 1la reivindicacidén 11,
caracterizado porque se induce por un método para inducir una

célula presentadora de antigeno (APC) con capacidad de

induccién de los CTL, que comprende una etapa seleccionada

del grupo que consiste de:

(a) poner en contacto un APC con el péptido de
conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones 1
hasta 4 in vitro, ex vivo o in vivo, y

(b) introducir un polinucleétido que codifica el péptido
de conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones
1 hasta 4 en una APC.

13. Un CTL aislado caracterizado porque dirige el

péptide de conformidad con cualquiera de unas de las

reivindicaciones 1 hasta 4.

14. El CTL de conformidad con 1la reivindicacién 13,

caracterizado porque se induce por un método para inducir una

000739
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célula presentadora de antigeno (APC) con capacidad de
induccién de los CTL que comprende una etapa seleccionada del

grupo que consiste de:

(a) co-cultivar una célula T CD8-positiva con una APC,
que presenta sobre su superficie un complejo de un antigeno
HLA y el péptido de conformidad con cualquiera de una de las
reivindicaciones 1 hasta 4,

(b) co-cultivar una célula T CD8-positiva con un
exosoma, que presenta sobre su superficie un complejo de un
antigeno HLA y un péptido de conformidad con cualquiera de
una de las reivindicaciones 1 hasta 4, y-

(c) introducir en una célula T un polinucledtido que
codifica los polipéptidos de la subunidad del receptor de
célula T (TCR), en donde el TCR formado por los polipéptido
de subunidad TCR es capaz de enlazar a un complejo de un
antigeno HLA y el péptido de conformidad con cualquiera de
una de las reivindicaciones 1 hasta 4 sobre una superficie
celular.

15. Un método para inducir una respuesta inmunitaria
contra cadncer en un sujeto, caracterizado porque comprende la
etapa de administrar al sujeto un péptido de conformidad con
cualquiera de una de las reivindicaciones 1 hasta 4 o un
fragmento inmunoldégicamente activo del mismo, o) un
polinucleétido que codifica el péptido o el fragmento.

16. Un vector caracterizado porque comprende una
secuencia de nuclebétido que codifica el péptido de

conformidad con cualquiera de una de las reivindicaciones 1
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hasta 4.

17. Una célula hospedera, caracterizada porque esta
transformada o transfectada con el vector de conformidad con
la reivindicacién 16.

18. Un exosoma gue presenta un complejo, caracterizado
porque comprende el péptido de conformidad con cualquiera de
una de las reivindicaciones 1 hasta 4 y un antigeno HLA.

19. El anticuerpo contra el péptido de conformidad con
cualguiera de wuna de las reivindicacicnes 1 hasta 4, o
fragmento inmunoldégicamente activo del mismo.

20. Un kit de diagnéstico, caracterizado porgue
comprende el péptido de conformidad con cualquiera de una de
las reivindicaciones 1 hasta 4, el polinucledétido de
conformidad con la reivindicacién 5 o el anticue:po o)
fragmento inmunoldégicamente activo de conformidad con la

reivindicacidén 19.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona péptidos aislados o
fragmentos derivados de SEQ ID NO: 42, que enlazan a un
antigeno HLA e inducen linfocitos T citotdéxicos (CTL). Los
péptidos pueden incluir una de las secuencias de aminoé&cidos
anteriormente mencionadas con la sustitucidén, eliminacidn,
insercién, o adicién de uno, dos, o varias secuencias de
aminoacido. La presente invencién también proporciona
composiciones farmacéuticas y métodos para tratar el cancer
que incluyen tales péptidos. Los péptidos de esta invencidn

pueden usarse para tratar cancer.
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PRT

Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

1

Ala Leu Tyr Gly Arg Ala Leu Arg Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

oW

RT
Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

2

Ala Leu Ala Leu Val Pro Phe Ser Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

2

3
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PRT

Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

3

val Leu Tyr Ser Asn Arg Ala Ala Cys

1

3



<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 4

Thr Val Leu Gln Ile Asp Asp Asn Val

i 5
<210> &5
<211> ‘9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptide artificialmente sintetizada

<400> 5

Leu Leu Cys Ser Asn Leu Glu Ser Ala

1 5
<210> &
<211> 9
<212> PRT

<213>» Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptidec artificialmente sintetizada

<400> 6

Tyr Ser Asn Arg Ala Leu Cys Tyr Leu

1 5
<210> 7
<211 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptidc artificialmente sintetizada

<400> 7

Met Ala Tyr Val Asp Tyr Lys Thr Val
1 5
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<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> &8

Leu Val Pro Phe Ser Ile Lys Pro Leu
1 5

<210> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 9

Lys Leu Asp Gly Lys Asn Val Lys Ala
1 5

<210> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptide artificialmente sintetizada

<400> 10

Gly Gln Tyr Ala Glu Ala Ser Ala Leu
1 5

<210> 11

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 11

Val Leu Lys Glu Glu Gly Asn Glu Leu
1 5
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<220>
<223>

<400>
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PRT

Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

12

Val Leu Gln Ile Asp Asp Asn Val Thr

ik

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

<220>
<223>
<400

5

13

9

PRT

Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada
13

Leu Val Leu Lys Gln Tyr Thr Glu Ala

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

14

[+]
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FRT
Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

14

Met Ala Pro Lys Phe Pro Asp Ser Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

15

9

PRT

Secuencia artificial

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

15

Gln Ile Asp Asp Asn Val Thr Ser Ala

1

5



<210> 16

<211y 8

<Z212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 16

Ala Leu Lys Leu Asp Gly Lys Asn Val

bl 5
<210> 17
211> 9
<212>» PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 17

Val Leu Lys Gln Tyr Thr Glu Ala Val

1 5
<210> 18
211> ¢
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 18

Leu Pro Ser Ile Pro Leu Val Pro Val
1 5

<210> 19

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 19

Leu Lys Leu Pro Ser Ile Pro Leu Val
1 5]

=)
€



<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 20

Ser Ser Phe Ala Asp Ile Ser Asn Leu

1 5
<210> 21
<211>» 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 21

Lys Leu Pro Ser Ile Pro Leu Val Pro Val

1 5 10
<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 22

Ala Leu Glu Lys Tyr Pro Met Ala Tyr Val
1 5 10

€210 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 23

Ala Leu Val Pro Phe Ser Ile Lys Pro Leu
1 5 10



<210> 24

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 24

Tyr Leu Val Leu Lys Gln Tyr Thr Glu Ala

1 5 10
<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 25

Ser Leu Gly Pro Glu Trp Arg Leu Lys Leu

1 5 10
<210> 26

21T 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada
<400> 26

Ser Leu Leu Cys Ser Asn Leu Glu Ser Ala

1 5 10

<210> 27

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 27

Leu Val Leu Lys Gln Tyr Thr Glu Ala Val
1 5 10



<210> 28
€211 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 28

Arg Met Thr Arg Ala Leu Met Asp Ser Leu

1 5 10
<210> 28
<211> 10
£212% PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 29

Gln Ile Asp Asp Asn Val Thr Ser Ala Val

1 5 10
<210> 30

e b e

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 30

Lys Gln Tyr Thr Glu Ala Val Lys Asp Cys
1 5 10

<210> 31

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 31

Ala Leu Tyr Gly Arg Ala Leu Arg Val Leu
1 5 10

7 ¥
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<210> 32

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 32

Leu Leu Cys Ser Asn Leu Glu Ser 2Zla Thr
1 3 10

<210> 33

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 33

Val Leu Lys Glu Glu Gly Asn Glu Leu Val

1 5 10
<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> wuna secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 34

Leu Gln Ile Asp Asp Asn Val Thr Ser Ala
1 5 10

<210> 35

<211> 10

<212> ERT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 35

Arg Val Leu Lys Glu Glu Gly Asn Glu Leu
1 5 10



<210> 36
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 36

Lys Leu Arg Gln Glu Val Lys Gln Asn Leu

1 5 10
210> 37

L2211y 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 37

Brg Leu Lys Leu Pro Ser Ile Pro Leu Val

1 5 10
<210> 38

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 38

Ser Leu Pro Ser Glu Asn His Lys Glu Met

1 5 10
<210> 39

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

<400> 39

Lys Glu Thr Thr Ala Thr Lys Asn Arg Val
1 5 10
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<210> 40
C21TS 0
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 40

Ser Ala Gly
1 5

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

41
2066
ADN
Homo

<400> 41
aggtctcgca

cggcgcttge
ctcgeecggece
ccgececggceaa
gcgcgetgeg
actccaaccg
gcacttcagc
cttatgaggce
ttgatgataa
actcgcttgg
ctcagaagag
ccaaagaaac
gagttctgaa
agaagtacag
cactctgcta
tcaagctgga

tcaaggacta

Secuencia artificial

Asp Val Glu Lys Ala Arg Val

sapiens

ggccccgoce
gcececggaadg
tggccacggyg
tgagagtttc
ggtgctgecag
agcagcatgt
actggccttg
tctggagaag
tgtgacgtca
gcctgagtgg
gtggaattcc
cacagctaca
ggaagaaggc
tgaaagcctc
tttggtcctyg
tggaaagaac

taaatccagc

10

cctecgecgeg
tgtgcegeac
atggccccca
cgcaacggcc
gcgcaaggtt
cacttgaagg
gttcccttea
taccctatgg
gccgtagaag
cgcctgaagce
ttgcecttecgy
zagaacagag
aatgagcttg
ttgtgtagta
aagcagtaca
gtgaaggcat

tttgcagaca

ggttcgetgt
cacacggggg
aattcccaga
agtacgccga
cttcagacce
atggaaactg
gcattaagece
cctatgttga
gcatcaacag
tgcectcaat
agaaccacaa
tgccttetge
taaagaaggg
acctggaatc
cagaagcagt
tctacagacg

tcagcaacct

tgggcggaga
aggaaggaag
ctctgtggag
ggccteccgeg
agaagaagaa
cagagactgc
cctgetgegg
ctataagact
aatgaccaga
ccecettggtyg
agagatggct
tggggatgtg
aaaccataag
tgccacgtac
gaaggactgc
ggctcaagcec

cctacagatt

una secuencia de péptido artificialmente sintetizada

tattcgcegce
gagctcecaa
gagctcegceg
ctctacggcce
agtgttctet
atcaaagatt
cgagcatctg
gtgctgcaga
gctctcatgg
cctgtttecag
aaaagcaaat
gagaaagcca
aaagctattg
agcaacagag
acagaagccc
cacaaagcac

gagcctagga

——

180

240

300

360

420

480

540

600

780

840

200

960

1020



atggtcctgce
gggcaactgg
ccgctecctga
tggcctcccea
agacatggtt
tceoctattec
tggctttgtc
cccaactcac
gataaaccta
tctccaggtg
gagccccagt
aatggttgtc
gagcccagtg
cagtgtccat
gcttcatagt
tgtgtttaag
ttatgeccttt
gggcattcaa
42

309

PRT
Homo

<210>
<211>
<2125
<213>
<400> 42

Met Ala Pro
1 5

Glu Ser
20

Asn

Gly Arg Ala

35

acagaagttg
aacccctgcec
aacccagcat
ccctgtaaga
gttgcaccag
cccagcccag
ctgcccaagt
tgcagttecat
aggccctgat
tacagctgcet
gccttcetgtt
cttgactctg
attgtggctg
getttcoctggg
tctttgtaat
ctgttgcatt
tcagctttge

adadaddaaaad

sapiens

Lys

Phe
25

cggcaggaag
tgaccttacc
gccccaagtg
ggctttgctt
aaaggtcccc
ctagctgatc
gggctgcaga
ctgaacaace
ccaaagcagc
gECEetgcee
cgggcectcec
tgctgctgee
ctcctectag
cagggacttg
atgttgaagt
aaaaagcttt
acctggaact

aaaaaa

30

tgaagcAgaa
cagagaagcc
agctctgaag
gttcaaatta
actagadqcta
acaccaacaqg
ctgagtgctg
tgagctectg
ctgttgagct
tgtcctgtce
tttggtggga
ttctgcagag
aggtgggaag
gttttttgtt
taatttgaat
cttctacate

ctgtagtaat

15

cctacactaa
atgggccacc
cccecetecte
aactcagtgt
agcgtgaagce
atcctcatca
cccttgtage
ggccgggatg
ggttcteccag
ttgcacagtc
aggcagagcc
aggcacctaa
gggcaagagg
ccaacagtgg
tgactgattt
aatatctget

aataaaagtt

aaacccaaca
tgectctgtge
aatcccttga
agtcaaacac
tgaagctctg
gcaaagcatt
ttcececcagac
gaaggagggy
ggctgcagte
tcctatgtct
ctgaccecttg
gctgtttaaa
cctcettggt
ccttecteoecgyg
tgttgaactg
gtgctttecat

attgcttatt

Phe Pro Asp Ser Val Glu Glu Leu Arg Ala Ala Gly
10

Arg Asn Gly Gln Tyr Ala Glu Ala Ser Ala Leu Tyr

Leu Arg Val Leu Gln Ala Gln Gly Ser Ser Asp Pro Glu

40

45

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1680

1740

1800

1860

1520

1880

2040

20686

00t *5b



Glu Glu Ser
50

Gly Asn Cys
65

Val Pro Phe
85

Ala Leu Glu
100

Gln Ile Asp
115

Thr Arg Ala
130

Pro Ser Ile
145

Val Leu

55

Arg
70

Ser

Lys

Asp Asn Val Thr Ser Ala Val

Leu Met Asp Ser Leu Gly Pro

1

Pro

Asp

Ile

Tyr

12

33

Leu

150

Leu Pro Ser Glu Asn

165

Thr Thr Ala
180

Ala Arg Val
195

His Lys Lys
210

Thr 1

Leu

Ala

Lys Glu Glu Gly Asn Glu

20

Ile Glu Lys Tyr Ser Glu

215

Leu Glu Ser Ala Thr

225

230

Lys Gln Tyr Thr Glu

245

Tyr Ser Asn Arg Ala

Cys Ile Lys Asp Cys

Lys Pro Leu Leu Arg

Pro Met Ala Tyr Val

10

0

Val Pro Val Ser Ala

His Lys Glu Met Ala

1

Asn Arg Val Pro Ser

18

0

75

90

5

70

5

60

12

140

155

2

220

9

11

5

b

19

05

80

5

0

s

0

la

Thr

Arg

Asp

Glu

Glu

Gln

180

Lys

Lla

Leun

Ser

Tyr Ser Asn Arg Ala Leu

235

240

Ala Val Lys Asp Cys Thr

250

255

Asp Gly Lys Asn Val Lys Ala Phe Tyr Arg Arg

260

265

270

Cys

Ser

Ala

Tyr

Gly

Trp

Lys

Ser

Val

Leu

Cys

Glu

Ala

His

Ala

Ser

Lys

Ile

Arg

Arg

Lys

Asp

Lys

Leu

Tyr

Ala

Gln

Leu

Leu

Ala

Thr

Asn

Leu

Trp

Ser

Val

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Lys

Ala

Tyr

Val

Arg

Lys

Asn

Lys

Glu

Gly

Ser

Val

Lys

His

Asp

Leu

Glu

Leu

Met

Leu

Ser

Glu

Lys

Asn

Asn

Leu

Leu

Lys



Ala Leu Lys Asp Tyr Lys Ser Ser Phe Ala Asp Ile Ser Asn Leu Leu
275 280 285

Gln Ile Glu Pro Arg Asn Gly Pro Ala Gln Lys Leu Arg Gln Glu Val
290 255 300

Lys Gln Asn Leu His

305

<210> 43
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 43
gtctaccagg cattcgctte at

<210> 44
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 44
tcagctggac cacagccgca gcgt

<210> 45
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 45
tcagaaatce tttctcttga c

<210> 46
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

22

24

21

4
=]

P
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<400> 20
ctagcctctg gaatcctttc tctt
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Clark&, Modet & C°

COLOMBIA

COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-33 Piso 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1) 6350824-Email: info@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de
ONCOTHERAPY SCIENCE, INC.

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de

ven actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en 2-1.
Sakado 3-chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi. Kanagawa 213-0012,
Japon.

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadania No, 41.654.882 de Bogota, v 1p. 20824 v CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374
de Tunja, v tp. 36448, con domicilio en Bogotd. Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen
ante cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitr to vfo cuoalquier otro en lo referente a los siguientes
asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propicdad [ndustrial, tales como: patentes de invencion, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades wvegetales; marcas, lemas.
nombres v enscilas comerciales y denominaciones de origen: asi como
sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre vio
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener w/o registrar derechos de autor, en
cualquiera de sus presentaciones asi como la proteccién de secretos
industriales y know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
vlo licencias de funcionamiento: asi como sus renovaciones o prorrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos v licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacidn, cancelacidn administrativa o judicial, nulidad.
proteccion al consumidor, concesion de licencias, proteccion de secretos
industriales v demds acciones v recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos amba indicados v en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacidn de perjuicios. También podrd(n) intervenir en
Jjuicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
v de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en
contra el (ella) ,

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir. recibir v tomar posesion de la cosa objeto de litigio ¥
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesidn,
admitir los hechos del proceso,

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.

Dado v firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

Kensuke Tomita

President and CEQ

legal representative(s) of ONCOTHERAPY SCIENCE. INC.

an organization existing under the laws of
JAPAN

and in present execution of its business activity, domiciled 2-1, Sakado 3-
chome, Takatsu-ku, Kawasaki-shi, Kanagawa 213-0012, Japan.

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja. residing in Bogotd, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, andfor any other, in all marters
concerning the following:

1) To apply, process, obtain and’or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models: Designs, plant
varicties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin: as well as their renewals. assignments. changes of name and/or
domicile, agreements and licenses,

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain andfor register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses: as well as their remewals or  assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, obscrvations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the cbtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. Thev can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) | (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attomneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at bt.}'raﬂ-;‘.t\f\f_y , Iz]?:zm
of 2ol

on this ’Z,c) day of A(“f',

/‘
crel O

Firma / signatura

)
=5
=3
s



Clarke, Modet & C°

COLOMNBIA

Yo, DILIA RODRIGUEZ D “ALEMAN, identificada como aparece al pie de mi
firma, domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53 Piso 6, Edificio Segovia
Bogota, Colombia, atentamente informo a usted que sustituyo el poder con
que obro a la doctora SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ, domiciliada en
Bogota, identificada con la Cédula de Ciudadania No. 22.468.787 vy
portadora de la tarjeta profesional No. 147.463 del CSJ, con las mismas
facultades con que me fueron conferidas para este caso.

M entamente,

(]

ILIA RODRIGUEZ D ‘,M
C.C. 41.654.882 deBogota
TP 20824 CS]J

Acepto sustitucion

SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ
C.C. No. 22.468.787
TP 147463 CSJ
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

silis
DE A
_ RECIBO DE CAJ No. 13 - 0063522
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Junio 27 de 2013 - 11:43:41
RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO BANCQ CUENTA No PAGQ FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 559956051 27/06/2013 74.410.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO — Vr CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
RERERES o $500.000.00
:} et e e —————————— ]
]

/PESOS MONEDA CORRIENTE™*

SON: **QUINIENTOS M

/
A/

. Responsable: _/ //[/
_ﬁ"* **#l- l'f W —

: i 1 / /’ 7
Recibo de Cajg Aplic al Expediente No.
Uil

iy

1~ PATENTEIYIl 78
1. 311 PRESENTACION  Folios: 164

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,45y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Wob: www sic.gov.co o-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: (571) §513240

o Junio 27 de 2013 - 11:43:53




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
Sl

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0064764

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 02 de 2013 - 09:31:32

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 83.008.643
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 63596 27/06/2013 320.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT._RENTISTICO CONCEPTQ

Ve UNDITARIO — Vr CONCEPTO
10 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 stmmmmgg PATENTE UNITARIA 30.000.00 300.000.00

$300.000.00

1
Bg_sgpps’able:

Recibo de 'arm.ﬂ@o al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IR

Fecha: 2013-07-02 15:07 40 Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 164

C

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www . sic.gov.co e-mai: info{@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: {571) 6513240
Julic 2 de 2013 -09.31.33




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

LR R N

530- -00000-0
215.07.40 Dep 2020 DIR.NUEVASCR
PRlBHES REINYENEION l:] WERRLOLL ?gh‘?‘i Q%L%TELQEIYII Eve?%?S FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 164

D Indicacion que se solicita una patente,

D Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta a solicitud
D Descripcidn de la invencién

D Dibujos de ser estos pertinentes '

[]

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D ' = Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

i Indicacién que se solicita una PCT
Copia de la solicitud en espafiol, tal como Ifue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

NINRERR

| Comprobante de pago de las tasas estab!ecidas'(de ser gl caso formato de descuento)

Completa * [ | Incompleta [ ]

DISERO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)
I:] Indicacion que se solicita Disefio industrial ;
D Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud -
Representacion grafica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
D disefio
1:] Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa D : Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | ] ' (Art. 92 Decision 486/00)

Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Uoano

Indicacién que ss solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud:

Completa D fncomp_:reta D

PI02-F08 (2009-11-18)



