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Nueva inmunoterapia contra diversos tumores como elancer de pulmon, incluido
el carcinoma de pulmoén amicrocitico (NSCLC)

La presente invencion se refiere a péptidos, acidokicos y células para la utilizaciéon

en métodos inmunoterapéuticos. En concreto, laeptesinvencion se refiere a la

inmunoterapia contra el cancer. La presente ingense refiere, ademas, a epitopos
peptidicos de linfocitos T citotdéxicos (CTL) asawa a tumor, solos o en combinacion
con otros péptidos asociados a tumor que sirverogmncipios activos farmacéuticos

de composiciones vacunales que estimulan respuiestasitarias antitumorales. La

presente invencion se refiere a 67 nuevas secsemaatidicas y sus variantes
derivadas de moléculas HLA de clase | y clase Icéielas tumorales humanas que
pueden ser utilizadas en composiciones vacunalea gasencadenar respuestas
inmunitarias antitumorales.

Antecedentes de la invencion

El cancer de pulmon es el responsable de la mageritas muertes por cancer en
hombres y mujeres. Es el tipo de cancer mas imper&n el mundo, tanto en términos
de incidencia como de mortalidad. En el afio 2008 sdujeron 1,61 millones de casos
nuevos y 1,38 millones de muertes a causa del miEoropa y Norteamérica presentan
las tasas més altas.

Desde 1987 el numero de mujeres que fallece canla adusa del cancer de pulmoén
supera el de las fallecidas por cAncer de mamaaBbio, la mortalidad masculina ha
descendido notablemente desde 1991 hasta 2003jrcoitmo aproximado del 1,9%
anual. La mortalidad femenina por cancer de puls®mestd estabilizando después de
haber aumentado sin cesar durante varias décaddmsDiendencias en la mortalidad
por cancer de pulmoén reflejan el descenso del enostde tabaco en los ultimos 30
afos.

Segun los célculos del Instituto Nacional del CanleeEstados Unidos (NCI), en 2013
se produciran en ese pais 230. 000 casos nueveander de pulmoén y 160. 000
muertes relacionadas con el mismo.

A efectos del tratamiento, el cancer de pulmoénlasifica en microcitico o de células

pequefias (13%; SCLC, por sus siglas en inglés) wmicrocitico o de células no

pequefias (87%; NSCLC, por sus siglas en ingléQrdgldstico es por lo general malo.
En las personas con cancer de pulmon, la supenoiavetinco afios después del
diagnostico ronda el 15%. Con frecuencia en el rmvandel diagnostico el cancer ya
presenta un estadio avanzado. En el diagnéstic®Q%40% de los casos de NSCLC
se encuentra en el estadio IV y el 60% de los deCS¢e halla en ese mismo estadio
V.

El tratamiento depende del tipo (microcitico o awouético) y del estadio tumoral y

comprende: cirugia, radioterapia, quimioterapisesapias biologicas dirigidas como
bevacizumab (AVASTIN) y erlotinib (TARCEVA®). El tratamiento de eleccién para
los tumores localizados suele ser la cirugia. HEssudecientes indican que la
administracion de quimioterapia después de la @rugejora la supervivencia en los
casos en que el cancer de pulmoén amicrocitico ageatra en estadios iniciales. Como



el cancer suele estar diseminado en el momentoeegidescubierto, con frecuencia se
recurre simultaneamente a la radioterapia y la muérapia, a veces combinadas con la
cirugia. El tratamiento de eleccion contra el cémge pulmén microcitico consiste en
guimioterapia sola o combinada con radiacion; csie e2gimen un gran porcentaje de
pacientes experimenta remision, que en ciertosa@sprolongada.

La supervivencia relativa a 1 afio en el cancer wlengn ha mejorado ligeramente,

pasando del 37% en 1975-1979 al 42% en 2002, enngealida gracias a los avances
en la técnica quirargica y los tratamientos comthirsa No obstante, la supervivencia a
5 afos en todos los estadios combinados apenagalebl16%. Si el cancer de pulmén
se detecta cuando todavia esta localizado la Supaoia aumenta hasta el 49%, pero
solo el 16% de los casos se diagnostican en esdi@sticial.

A la vista de esta situacion, existe la necesigadugvas opciones terapéuticas eficaces
y seguras contra las neoplasias malignas comaeécéle pulmon, en particular contra
el cancer de pulméon amicrocitico (NSCLC), el camgdstrico y los tumores cerebrales
de diversos fenotipos, que mejoren el bienestapdeiente reduciendo el nimero de
quimioterapicos y otros agentes que pueden cafessioe secundarios graves.

La presente invencion emplea péptidos que estimelasistema inmunitario del
paciente y que actlan como agentes antitumoral&Esma no invasiva.

Resumen de la invencién

En un primer aspecto de la presente invenciomMearicion se refiere a un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccioeadaupo integrado por la SEQ
IDN.°1 alaSEQ ID N.°65, yla SEQ ID N.° 76aa3EQ ID N.° 84, asi como la SEQ
ID N.° 92 o0 una secuencia variante de las mismasgquhoméloga al menos en un 80%,
preferiblemente al menos un 90% (preferiblemenémtida al menos en un 80% o al
menos en un 90%) a las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.6& SEQ ID N.° 76 a SEQ ID
N.° 84, asi como la SEQ ID N.° 92, en que dichawmte estimula linfocitos T que
presentan reaccion cruzada con dicho péptido, o wmn sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, no siendo dicho péptido up@ptido entero.

La presente invencién se refiere, ademas, a uridpégde la presente invencion que
comprende una secuencia seleccionada del grupastie en las SEQ ID N.° 1 a
SEQ ID N.° 65, ylas SEQ ID N.° 76 a, y SEQ ID B4 y la SEQ ID N.° 92 o0 una
variante de las mismas, que es homologa al men@ )Un preferiblemente al menos
un 90%, (preferiblemente idéntica al menos en Wb 8al menos en un 90%) a las
SEQ ID N.°1 a SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID N.° 78EQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.°
92, en que dicho péptido o variantes del mismcetiema longitud total en el caso de las
SEQIDN.°1aSEQIDN.°65ylas SEQ ID 78 a SEQ.° 84 y la SEQ ID N.° 92 de
entre 8 y 100, preferiblemente entre 8 y 30, y m&feriblemente de entre 8 y 14
aminodcidos, y en el caso de las SEQ ID N.° 76 geféntre 12 y 100, preferiblemente
de entre 12 y 30, y mas preferiblemente de entiee 112 aminoacidos.

Las tablas siguientes muestran los péptidos comferen la presente invencion, sus
respectivas SEQ ID N.°, y las posibles proteinagnarias de tales péptidos. Todos los
péptidos de las Tablas 1a, 1b y 1c se unen al &kl A*02, y los péptidos de la



Tabla 1d se unen a los alelos HLA-DR. Los péptidim¢a Tabla 1c son, ademas, Utiles
para el diagndstico y/o el tratamiento del canéstrico y/o del glioblastoma.

Los péptidos de clase Il de la Tabla 1d son, adentéss para el diagnostico y/o el
tratamiento del cancer gastrico y otros tipos deeaque sobreexpresan o presentan en
exceso la MMP12 o el POSTN.

Asi pues, la presente invencion se refiere en etmca un péptido de la presente
invencion que comprende una secuencia conformé&a@@ID N.° 76 o una variante de
la misma, que es homédloga al menos un 80%, préferémte al menos un 90%,

(preferiblemente idéntica al menos en un 80% oexiam en un 90%) a la SEQ ID N.°
76, en gue dicho péptido o variante del mismo tiem& longitud total de entre 12 y

100, preferiblemente de entre 12 y 30, y mas plééenente de entre 12 a 18

aminoacidos. La presente invencion se refiere ecreto a un péptido de la presente
invencion consistente en la secuencia conformeS&@ ID N.° 76.

Asimismo, la presente invencién se refiere en @ioca un péptido de la presente
invencion que comprende una secuencia conform&E@@ID N.° 77 o una variante de
la misma, que es homdloga al menos un 80%, préferdnte al menos un 90%,

(preferiblemente idéntica al menos en un 80% oexiam en un 90%) a la SEQ ID N.°
77, en que dicho péptido o variante del mismo tiema longitud total de entre 12 y

100, preferiblemente de entre 12 y 30, y mas pldémente de entre 12 a 18

aminoacidos. La presente invencion se refiere ecreto a un péptido de la presente
invencién consistente en la secuencia conformes&@ ID N.° 77.

Tabla 1a Péptidos de la presente invencion

SEQ ID|Cédigo de Proteina(s)

N.O: péptido Secuencia originaria(s)

1 ABCA13-001 ILFEINPKL ABCA13

2 MMP12-003 KIQEMQHFL MMP12

3 ABCA13-00z ALDENLHQL ABCA13

4 DST-001 NLIEKSIYL DST

5 MXRA5-001 TLSSIKVEV MXRA5

6 DST-002 KLDETNNTL DST

7 CDK4-001 TLWYRAPEV CDK4/ CDK6
HNRNPH1,

8 HNRNPH-001 SMSGYDQVL HNRNPH?2

9 TANC2-001 ALMDKEGLTAL TANC2

1C RNF21:-001 VLSVVEVTL RNF21:

11 SLC34AZ-001 VLLPVEVATHYL SLC34Az

12 SMYD3-001 SLIEDLILL SMYD3
AKR1C1,

13 AKR-001 YLIHFPVSV AKR1C2

14 RCN1-001 FQYDHEAFL RCN1,RCN3

15 IL8-001 KLAVALLAA IL8

16 P2RY6-001 TVIGFLLPFA P2RY6

17 HUWE21-001 RLLGPSAAADILQL |HUWE1

18 VCAN-001 TLYPHTSQV VCAN




19 DROSHA-001 AVVEFLTSV DROSHA

20 VCAN-002 ALVDHTPYL VCAN

21 PLEKHAS8-001 AILDTLYEV PLEKHAS8

22 ACACA-001 FLIPIYHQV ACACA

23 ITGA11-001 FLHHLEIEL ITGA1l

24 COL12A1-00z FLVDGSWSV COL12A1

25 ELANE-001 GLYPDAFAPV ELANE

26 SERPINB3-001 | KLFGEKTYL SERPINB3

27 KIF26B-001 TVAEVIQSV KIF26B

28 ANKH-001 SISDVIAQV ANKH

29 NXF1-001 RLEEDDGDVAM NXF1

3C RGS4«001 KIYNEFISV RGS¢

31 GFPTZ001 AIDGNNHEV GFPTZ

32 CERC-001 KLSWDLIYL CERCAM

33 GALNTZ2-001 ALLRTVVSV GALNTZ2

34 HNRNPM-001 ALGAGIERM HNRNPM

35 BNC1-001 VLFPNLKTV BNC1

36 FKBP1(-001 TLVAIVVGV FKBP1(
FZD1, FzZD2,

37 FZD-001 VLAPLFVYL E7D7
ATP2A1,

38 ATP-001 SLHFLILYV ATP2A2

3¢ LAMC2-001 RLLDSVSRL LAMC2

40 MXRA5-002 GLTDNIHLV MXRAS5
HSPAZ2,

a1 HSP-002 SILTIEDGIFEV HSPAS

42 VPS13B-001 SLWGGDVVL VPS13B

43 CSE1-001 ALFPHLLQPV CSE1L

44 DPYSL4-001 NLLAEIHGV DPYSL4

45 SEC61¢-001 AIMGFIGFFV SEC61(

46 ORMDL1-00z TLTNIHNL ORMDL1

47 PCNXL3-001 GVLENIFGV PCNXL3

48 SNRNP20-001 GLIEIISNA SNRNP200

Tabla 1b: Péptidos adicionales de la presente invencion

SEQ ID Proteina(s)
N.©: Caodigo del péptidpSecuencia originaria(s)
49 SAMSN1-001 RLLJAAENFL SAMSN1
50 STAT2-001 SLLPVDIRQYL STAT2
51 CNOT1-001 YLAPFLRNV CNOT1
52 SHMT?2-001 ALLERGYSL SHMT?2

53 JUNB-001 YLPHAPPFA JUNB

54 TACC3-001 KLVEFDFLGA TACC3
55 CNOT1-002 SLADFMQEV CNOT1
56 RAD54B-001 SLYKGLLSV RAD54B
57 EEF2-002 GLAEDIDKGEV EEF2

58 CCNAZ2-001 SLIDADPYL CCNAZ2

59 NET1-001 ILVSWLPRL NET1




60 Cllorf24-001 VVDKTLLLV Cllorf24
61 RCC1-001 TLISRLPAV RCC1
62 MAGEF1-001 ILFPDIIARA MAGEF1
63 NCAPD2-001 SLAGDVALQQL NCAPD2
64 C120rf44-001 AMLAVLHTV C120rf4+
65 HERC4-001 KVLEILHRV HERC<

Tabla 1c: Péptidos adicionales que también aparecen sobesagos en el

glioblastoma y/o el cancer géastrico

SEQ ID Proteina(s
N.©: Caodigo del péptidpSecuencia originaria(s)
66 IGF2BP:-001 KIQEILTQV IGF2BP:
67 CDC6-001 ILQDRLNQV CDC6
68 FAP-003 YVYQNNIYL FAP

69 WNT5A-001 AMSSKFFLV WNT5A
70 TPX2-001 KILEDVVGV TPX2

71 HMMR-001 KLLEYIEEI HMMR

72 ADAM8-001 KLLTEVHAA ADAMS8
73 COL6A3-00z FLLDGSANV COL6A3
74 THY1-001 SLLAQNTSWLL THY1

75 DI02-001 ALYDSVILL DIO2

Tabla 1d: Péptidos de MHC de clase Il de la invencion

SEQ ID Proteina(s)

N.O: Cabdigo del péptidpSecuencia originaria(s)

76 MMP12-002 INNYTPDMNREDVDYAIR MMP12

77 POSTN-002 TNGVIHVVDKLLYPADT | POSTN
Tabla 1e: Otros péptidos preferidos de la presente invengig@abundan en otros tipos
de cancer

SEQ ID Proteina(s)

N.°: Cadigo del péptido| Secuencia originaria(s)

78 SLI-001 SLYDNQITTV SLIT1, SLIT2

79 TLX3-001 SLAPAGVIRV TLX3

80 CEP192-001 SLFGNSGILENV| CEP192

81 ANKS1A-001 ALYGRLEVV ANKS1A

82 CEP250-002 ALWEKNTHL CEP250

83 MDN1-001 ALANQKLYSV MDN1

84 OLFM1-001 ILMGTELTQV OLFM1

92 NEFH-001 HLLEDIAHV NEFH

Tabla 1f: Otros péptidos de la presente invencion que abuedartros tipos de cancer

SEQ
N.°:

ID

Caédigo del péptido

Secuencia

Proteina(s)
originaria(s)




85 BUB1B-001 KIVDFSYSV BUB1B
86 PI4KA-001 AMATESILHFA PI4KA
87 AURKB-001 RVLPPSALQSV AURKB
88 SLC3A2-001 SLLESNKDLLL SLC3A2
89 IFT81-001 ALASVIKEL IFT81

9C COG<4-001 SLVAVELEKV COG¢

91 NCBP1-001 AMFENFVSV NCBP]

La presente invencion se refiere, ademas, a losidodpconformes a la presente
invencion que tienen la capacidad de unirse a uok&aula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o clhse

La presente invencion se refiere, ademas, a losidodpconformes a la presente
invencion en que dichos péptidos consisten o camsissencialmente en una secuencia
de aminoacidos conforme a las SEQ ID N.° 1 a SEQI.F65, y las SEQ ID N.° 76 a
SEQ ID N.° 84, yla SEQ ID N.° 92.

La presente invencion se refiere, ademas, a losidodpconformes a la presente
invencion en que dicho péptido estd modificadoiyétuye enlaces no peptidicos.

La presente invencion se refiere, ademas, a losidogpconformes a la presente
invencion, en que dicho péptido forma parte de prmdeina de fusion, en concreto
fusionado con los amino&cidos N-terminales de kewa invariable (li)asociada al
antigeno HLA-DR, o fusionado con un anticuerpo rftegrado en la secuencia del
mismo), como por ejemplo un anticuerpo que es éspede células dendriticas.

La presente invencion se refiere, ademas, a um écidleico que codifica los péptidos
conformes a la presente invencion.

La presente invencidon se refiere, ademas, al acidieico conforme a la presente
invencion que es ADN, ADNc, APN, ARN o combinacisr® los mismos.

La presente invencion se refiere, ademas, a unvdetexpresion capaz de expresar un
acido nucleico conforme a la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a unidoémonforme a la presente
invencion, a un acido nucleico conforme a la pri#senvencion o a un vector de
expresion conforme a la presente invencion pamae@ken medicina.

La presente invencion se refiere, ademas, a anpiesieconformes a la presente
invencion y a métodos para fabricarlos.

La presente invencion se refiere, ademas, a raespide linfocitos T (TCR), en
concreto TCR solubles (sTCR), conformes a la pteserencion, asi como a métodos
para fabricarlos.

La presente invencion se refiere, ademas, a unéadébspedadora que comprende un
acido nucleico conforme a la presente invencionum azector de expresion como el
descrito antes.



La presente invencion se refiere, ademés, a laacélospedadora conforme a la
presente invencion que es una célula presentadaatiyeno.

La presente invencion se refiere, ademas, a laacélaspedadora conforme a la
presente invencion en que la célula presentadoaatiigeno es una célula dendritica.

La presente invencion se refiere, ademas, a undo@ara la produccién de un péptido
conforme a la presente invencion, comprendiendbodimétodo el cultivo de la célula
hospedadora conforme a la presente invencionaigkelmiento del péptido a partir de la
célula hospedadora o de su medio de cultivo.

La presente invencion se refiere, ademas, a undmétovitro para la produccién de
linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, compreeddo el método la puesta en
contactoin vitro de CTL con moléculas MHC de clase | o Il humanagadas con
antigeno expresadas en la superficie de una gglekentadora de antigeno adecuada
durante el tiempo suficiente para activar dicho GJd una manera especifica del
antigeno, siendo dicho antigeno cualquier péptixidarme a la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, al méodale con la presente invencion,
en que el antigeno se carga en moléculas MHC d& dleo Il expresadas en la

superficie de una célula presentadora de antiggacuada poniendo en contacto una
cantidad suficiente de antigeno con la célula pteslera de antigeno.

La presente invencion se refiere, ademas, al mé&todforme a la presente invencién
en que la célula presentadora de antigeno comprendector de expresién capaz de
expresar dicho péptido, el cual contiene las SEQNDP 1 a SEQ ID N.° 92,
preferiblemente las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.° @asySEQ ID N.° 76 a SEQ ID N.°
84, asi como la SEQ ID N.° 92, o secuencias deadnidos variantes de las mismas.

La presente invencion se refiere, ademas, a litfecT citotoxicos (CTL) activados,
producidos con el método conforme a la presenteenicidn, que reconocen
selectivamente una célula que expresa de formaraaiber un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos conformpragente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, a undodgtara destruir células diana en un
paciente cuyas células diana expresan de formaaabeun polipéptido que comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos coeforanla presente dimension,
conteniendo el método de administracion al pacianteimero eficaz de linfocitos T
citotoxicos (CTL) conforme a la presente invencion.

La presente invencion se refiere, ademas, al usm coedicamento o en el proceso de
fabricacion de un medicamento de cualquiera depégsidos descritos, de un acido
nucleico conforme a la presente invencion, de wtovede expresion conforme a la

presente invencién, de una célula conforme a Isgmte invencion, o de un linfocito T

citotoxico activado conforme a la presente invemcio

La presente invencion se refiere, ademas, a utagorme a la presente invencion en
el que dicho medicamento es una vacuna.



La presente invencion se refiere, ademas, a ucagorme a la presente invencion en
el que el medicamento es activo contra el cancer.

La presente invencion se refiere, ademas, a utagorme a la presente invencion en
el que dichas células cancerosas son células deercae pulmoén, gastrico,
gastrointestinal, colorrectal, de pancreas o drisi como células de glioblastoma.

La presente invencion se refiere, ademas, a pesteimarcadoras y biomarcadores
concretos basados en los péptidos conformes aekemie invencion que pueden ser
utilizados para el diagnéstico y/o el prondsticd déncer de pulmén, géstrico,
gastrointestinal, colorrectal, de pancreas o dmriési como el glioblastoma.

Ademas, la presente invencion se refiere al usoestas nuevas dianas para el
tratamiento del cancer.

La estimulacion de la respuesta inmunitaria depeled& presencia de antigenos que
sean reconocidos como extrafios por el sistema iianion del hospedador. El
descubrimiento de la existencia de antigenos adoxia tumor brinda la posibilidad de
utilizar el sistema inmunitario del hospedador pamatrarrestar el crecimiento tumoral.
En la actualidad se estdn estudiando varios meuarispara aprovechar los
componentes humoral y celular del sistema inmuaitan la inmunoterapia contra el
cancer.

Elementos especificos de la respuesta inmunitatidar son capaces de reconocer y
destruir especificamente las células tumoraleaidmiento de linfocitos T citotoxicos
(CTL) a partir de poblaciones de células infiltra@a el tumor o de la sangre periférica
apunta a su importante papel en la defensa inmmianitatural contra el cancer. En
concreto, en dicha respuesta desempefian un papeitamte los linfocitos T CD8-
positivos, los cuales reconocen péptidos incorpizaeh las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), quermalmente estan compuestos
por 8 a 10 residuos de aminoacidos procedentesatieias o productos ribosomicos
defectuosos (DRIP) localizados en el citosol. Laééeculas MHC humanas también se
denominan antigenos leucocitarios humanos (HLA).

Existen dos clases de moléculas MHC: Las moléddld€ de clase | estan presentes
en la mayoria de las células nucleadas. Las mal@dHC estan compuestas por una
cadena pesada alfa y beta-2-microglobulina (receptde MHC de clase I) o por una
cadena alfa y una cadena beta (receptores de MHE€lade Il). La conformacion
tridimensional da como resultado una hendidura d&nuque interviene en la
interacciébn no covalente con los péptidos. Las M##Cclase | presentan péptidos
derivados de la protedlisis de proteinas principali® endogenas, DRIP y péptidos
grandes. Las moléculas MHC de clase Il se encuergrancipalmente en células
presentadoras de antigeno (APC) especializadadeduisicamente presentan péptidos
de proteinas exdgenas o transmembrana que sonriddgupor las APC durante el
proceso de endocitosis y después procesados. bgslejos formados por un péptido y
moléculas MHC de clase | son reconocidos por litdscT citotéxicos CD8-positivos
portadores del adecuado TCR (receptor de linfo€ftomientras que los complejos
formados por un péptido y moléculas MHC de clas®il reconocidos por linfocitos T
colaboradores CD4-positivos portadores del TCR @atbe. Es sabido que los TCR, los
péptidos y las MHC estan presentes en una relasit@guiométrica de 1:1:1.



Los linfocitos T colaboradores CD4-positivos deseiign un papel importante en la
induccién y en el mantenimiento de respuestas aficgor parte de los linfocitos T
citotoxicos CD8-positivos. La identificacion de tmpios derivados de antigenos
asociados a tumor (TAA) que sean reconocidos perlitdocitos T CD4-positivos
reviste suma importancia para el desarrollo de caedéntos que estimulen una
respuesta inmunitaria antitumoral (Kobayashi et2002; Qin et al., 2003; Gnjatic et
al., 2003).Los linfocitos T colaboradores generarebseno del tumor un entorno de
citocinas que es propicio para los CTL (Mortaralet2006) y que atrae a las células
efectoras, como por ejemplo los propios CTL, c&IUMK, macréfagos, granulocitos
(Hwang et al., 2007).

En ausencia de inflamacion, la expresion de laséoumds MHC de clase Il se

circunscribe principalmente a las células del sisteanmunitario, en concreto a las
células presentadoras de antigeno (APC) espedaizaomo por ejemplo monocitos,
células derivadas de monocitos, macréfagos y c@ldendriticas. En pacientes con
cancer se ha descubierto con sorpresa que lasaséluhorales expresan moléculas
MHC de clase Il (Dengijel et al., 2006).

En modelos de mamifero como el ratén se ha dendostjee los linfocitos T CD4-
positivos pueden inhibir la manifestacién de lanadves sin el concurso de las células
efectoras CTL (los linfocitos T CD8-positivos) aawés de la inhibicion de la
angiogénesis mediante la secrecion de interferomga(IFNy).

Ademas se ha demostrado que los linfocitos T CD®tipos pueden contrarrestar la
progresion tumoral mediante la induccién de redpsede anticuerpos al reconocer
péptidos de antigenos asociados a tumor preserntadosoléculas HLA de clase Il.

A diferencia de lo que sucede con los péptidosiados a tumor reconocidos por
moléculas HLA de clase |, hasta la fecha el nanterscrito de ligandos de clase |
derivados de antigenos asociados a tumor (TAAggsefio.

Puesto que la expresion constitutiva de las makéctiLA de clase Il solo se da
normalmente en las células inmunitarias, se crefsible aislar péptidos de clase |l
directamente de los tumores primarios. Pero Dergjal. descubrieron varios epitopos
de MHC de clase Il en tumores (WO 2007/028574, E/8A 088 B1; (Dengjel et al.,
2006).

Los antigenos que son reconocidos por los linfscltaitotoxicos especificos de tumor,
es decir, sus epitopos, pueden ser moléculas dasvde cualquier clase de proteina,
como enzimas, receptores, factores de transcripa@fm que se expresan y, en
comparacion con células inalteradas del mismo origstan reguladas al alza en células
del tumor correspondiente.

Como ambos tipos de respuesta, la dependiente @&yd® de CD4, contribuyen de
modo conjunto y sinérgico al efecto antitumoralidantificacion y caracterizacién de
los antigenos asociados a tumor que son reconogidiosos CTL CD8+ (ligando:
molécula MHC de clase | + epitopo peptidico) o o linfocitos T colaboradores
CD4-positivos (ligando: molécula MHC de clase lepitopo peptidico) es importante
para el desarrollo de vacunas antitumorales.



La presente invencion también se refiere a dosomugvsumamente Utiles péptidos
MHC de clase Il (conforme a las SEQ ID N.° 76 y.7Estos péptidos son
especialmente utiles para el diagnostico y/o diamngéento del cancer gastrico, el
NSCLC y otros tipos de cancer que sobreexpresaprg&entan en exceso la MMP12 y
el POSTN, respectivamente.

La presente invencién también se refiere a lasrdaralas variantes de longitud de los
péptidos MHC de clase Il de la invencién conforradas SEQ ID N.° 76 o 77. Tal y
como se ha mencionado antes, el péptido confortaeS&EQ ID N.° 76 consiste en la
secuencia de aminoacidos INNYTPDMNREDVDYAIR (péptide MMP12), y el
péptido conforme a la SEQ ID N° 77 consiste en dausncia de aminoacidos
TNGVIHVVDKLLYPADT (péptido de POSTN-002). Las varites de longitud son, en
general, péptidos alargados por los extremos N- @fterminal (entre 1 y 5,
preferiblemente 1 a 10 aminoacidos) o acortadodqgsoextremos N- y/o C-terminales
(entre 1 y 5 aminoacidos), que pueden unirse a MHfesencadenar una respuesta
inmunitaria celular como se describe en la presemoria. Es conocido en la técnica
que los péptidos que se unen a proteinas de tlasetienen limitaciones de tamafio y
su longitud puede variar entre 11 y 30 aminoacitlashendidura de union al péptido
de las moléculas MHC de clase Il esta abierta pdyos extremos, lo que permite la
union de péptidos relativamente largos. Aunque egmento «central» de nueve
residuos de longitud es el principal implicado érmrezonocimiento del péptido, las
regiones situadas a ambos lados también son inmpestpara definir la especificidad
del péptido con el alelo de clase Il (véase, pemejo, Meydan C, et al., Prediction of
peptides binding to MHC class | and Il alleles mporal motif mining. BMC
Bioinformatics. 2013;14 Suppl 2:S13. Epub 2013 280 Por medio de las numerosas
herramientas informaticas disponibles, como la®diubas, la persona versada en la
técnica podra identificar el motivo de union y detmar asi las posibilidades de
extensién y/o delecién de los péptidos MHC de clasenforme a las SEQ ID N.° 76 o
77, con el fin de crear variantes de longitud.

Para que un péptido desencadene una respuestaitiamaucelular debe unirse a una
molécula MHC. Este proceso depende del alelo demtdécula MHC y de
polimorfismos especificos de la secuencia de amidoé del péptido. Los péptidos de
union a MHC de clase | suelen tener de 8 a 12 uesidle aminoacido de longitud y
normalmente contienen en su secuencia dos resicoservados («anclajes») que
interactian con la hendidura de union correspotelida la molécula MHC. De este
modo cada alelo MHC posee un «motivo de union» dgtermina qué péptidos se
pueden unir especificamente a la hendidura de unién

En la reaccién inmunitaria dependiente de las MHCcldse |, los péptidos no solo

tienen que ser capaces de unirse a ciertas moélH&C de clase | expresadas por las
células tumorales, también tienen que ser recoosgdr linfocitos T portadores de

receptores TCR especificos.

Los antigenos que son reconocidos por los linfeciteaitotéxicos especificos de tumor,
esto es, sus epitopos, pueden ser moléculas dasivial cualquier clase de proteina,
como enzimas, receptores, factores de transcrip@fm que se expresan y, en
comparacion con las células inalteradas del misngem, estan reguladas al alza en
células del tumor correspondiente.



La clasificacion actual de los antigenos asocia®smor comprende los siguientes
grupos principales:

a) Antigenos cancer-testiculo: Los primeros TAA cdésertos que pueden ser
reconocidos por linfocitos T pertenecen a estaeclgsie inicialmente se denominé
antigenos cancer-testiculo (CT) porque sus miengga@xpresan en tumores humanos
histolégicamente diferentes y en los tejidos noemasolo se encuentran en los
espermatocitos/espermatogonias del testiculo yawmente en la placenta. Como las
células del testiculo no expresan moléculas HLAckse | y I, estos antigenos no
pueden ser reconocidos por los linfocitos T de ti®los normales y por tanto se
consideran como especificos de tumor desde el plentasta inmunoldgico. Ejemplos
conocidos de antigenos CT son los miembros derdid&aMAGE y el NY-ESO-1.

b) Antigenos de diferenciacion: Estos TAA estéa gméss tanto en los tumores como en
el tejido normal del que deriva el tumor; la magosé encuentran en melanomas y en
melanocitos normales. Muchas de esas proteinasaedalas con el linaje melanocitico
participan en la biosintesis de la melanina y no especificas de tumor, lo que no
impide que sean muy utilizadas en la inmunoterapidra el cdncer. Algunos ejemplos
son la tirosinasa y Melan-A/MART-1 en el melanomel SA en el cancer de prostata.
c) TAA sobreexpresados: Se han detectado genescogiican TAA de amplia
expresion en tumores histolégicamente distintos ynemerosos tejidos normales, en
general con niveles de expresion mas bajos. Edblpogue muchos de los epitopos
procesados y posiblemente presentados por logdejidrmales lo sean por debajo del
limite necesario para ser reconocidos por los ditds T, pero que la sobreexpresion
por parte de las células tumorales rompa la todégavigente hasta ese momento y
desencadene la respuesta antitumoral. Ejemploacdekts de esta clase de TAA son
Her-2/neu, survivina, telomerasa o WT1.

d) Antigenos especificos de tumor: Estos TAA Uungms fruto de mutaciones de genes
normales (com@-catenina, CDK4, etc.). Algunos de esos cambiosouthres estan
relacionados con la transformacion neoplasica wlopsogresion. Los antigenos
especificos de tumor generalmente son capaces digciiinpotentes respuestas
inmunitarias sin riesgo de reacciones autoinmuagazontra los tejidos normales. Por
otro lado, casi siempre estos TAA solo son relesphara el mismo tumor exacto en el
gue fueron identificados y normalmente no se ertcaeren muchos otros tumores de
su tipo.

e) TAA resultantes de modificaciones postraducdemanormales: Estos TAA pueden
surgir a partir de proteinas que no son especificae sobreexpresan en los tumores,
pese a lo cual aparecen asociados a tumores poese® postraduccionales que se
activan principalmente en los tumores. Ejemplogste tipo surgen a raiz de patrones
de glucosilacion alterados que generan epitopososuen tumores como MUC1 o
fendmenos como el ayuste de proteinas durantegadiecion que en algunos casos
pueden ser especificos de tumor.

f) Proteinas de oncovirus: Estos TAA son proteinagdes que podrian desempefar un
papel critico en el proceso oncogénico y que, cextafias a causa de su origen no
humano, pueden desencadenar una respuesta denftostdis T. Ejemplos de tales
proteinas son las proteinas E6 y E7 del virus dpllgma humano de tipo 16, que se
expresan en el carcinoma cervical.

Para que las proteinas sean reconocidas por fositos T citotéxicos como antigenos
especificos 0 asociados a tumor y puedan seraddz como tratamiento han de
cumplir ciertos requisitos. El antigeno ha de esgrge principalmente en células



tumorales y no en tejidos normales sanos, o deenas ha de hacerlo en cantidades
comparativamente pequefias; en otra forma de redizareferida el péptido debe ser
presentado en exceso por células tumorales en cacifma con los tejidos normales
sanos. Ademas, no solo es conveniente que el aotigsté presente en un tipo de
tumor, sino que lo esté en concentraciones elevddasero de copias del
correspondiente péptido por célula). Los antigespecificos de tumor y los asociados
a tumor proceden con frecuencia de proteinas gtegvienen directamente en la
transformacion de la célula normal en tumoral dekadsu funcion en el control del
ciclo celular o en la supresion de la apoptosisemds, las dianas posteriores de las
proteinas directamente responsables de la trarséd@mpueden estar reguladas al alza
y, por ende, estar vinculadas indirectamente coturabr. Tales antigenos asociados
indirectamente al tumor también pueden ser diaedasdvacunas antitumorales (Singh-
Jasuja et al., 2004). En ambos casos es esen@dbhgecuencia de aminoacidos del
antigeno contenga epitopos para que ese péptiéptigp inmundgeno») derivado de
un antigeno asociado a tumor desencadene la réspdeslos linfocitos T en
condicionesn vitro o in vivo.

Bésicamente cualquier péptido capaz de unirse anatécula MHC puede actuar como
un epitopo de linfocito T. Un requisito para laundion de la respuesta de los linfocitos
T in vitro o in vivo es la presencia de linfocitos T dotados de un BdBcuado y la
ausencia de inmunotolerancia hacia ese epitopaetonc

Por consiguiente, los TAA son un punto de partideapel desarrollo de una vacuna

antitumoral. Los métodos de identificacion y cagdetacion de los TAA estan basados

en el uso de CTL que pueden ser aislados de pasiende sujetos sanos, o0 bien estan
basados en la generacion de perfiles de transgénicipatrones de expresion peptidica
gue difieren entre los tumores y los tejidos noawal

No obstante, la identificacion de genes sobreeapeEso expresados selectivamente en
tejidos tumorales o en estirpes de células tum®ralamanas no aporta informacion
precisa acerca del uso de los antigenos transdgétassos genes en la inmunoterapia.
Ello se explica porque solo una subpoblacion imfdial de epitopos de esos antigenos
resulta adecuada para aplicaciones de ese tipstopgee ha de haber un linfocito T con
el TCR correspondiente y la inmunotolerancia hasa epitopo concreto ha de ser
minima o nula. En una forma de realizacion muy eidd de la invencion es
importante por tanto seleccionar Unicamente agu@iptidos que sean presentados en
exceso o de forma selectiva contra los cuales sgeeire un linfocito T funcional y/o
proliferativo. Ese linfocito T funcional se defimmo todo linfocito T que tras la
estimulacién con un antigeno especifico experimertgansion clonal y es capaz de
ejecutar funciones efectoras («linfocito T efector»

En el caso de los TCR y de los anticuerpos conferrae la invencion la
inmunogenicidad de los péptidos subyacentes esndada. En los TCR y en los
anticuerpos de la invencion la presentacion esotbf determinante.

Los linfocitos T colaboradores desempefian un pag@rtante en la organizacion de la
funcién efectora de los CTL en la inmunidad antibuah Los epitopos de linfocito T
colaborador que desencadenan la respuesta deflmstlds T colaboradores de tip@sT
sustentan las funciones efectoras de los linfocltositotoxicos CD8-positivos, que
incluyen funciones citotdxicas contra las célulandrales que exhiben en su superficie



complejos de péptido asociado a tumor/MHC. De eedarios epitopos peptidicos
asociados a tumor de los linfocitos T colaboradasekbs o en combinacion con otros
péptidos asociados a tumor, pueden servir comaipis activos farmacéuticos de
composiciones vacunales que estimulan respuestamitarias antitumorales.

En la siguiente descripcion de las proteinas deémidos conforme a la invencion se
dan a conocer diversas utilizaciones contra otpos e cancer.

Casete de unién a ATP, subfamilia A (ABC1), miembrd3 (ABCA13)

La familia de transportadores transmembrana costea® union a ATP (ABC) cuenta
en el ser humano con al menos 48 genes y 7 suidardé genes. La proteina predicha
ABCA13 consiste en 5058 residuos de aminoacidosjuk la convierte en la mayor
proteina ABC descrita hasta la fecha (Prades,2@02). Knight et al. confirmaron que
la proteina ABCA13 se expresa en la corteza y @ipecampo del ratén y del hombre,
regiones relevantes en la esquizofrenia y el tnastbipolar (Knight et al., 2009). El
gen ABCA13 esta localizado en el cromosoma 7pl2n® region que alberga un
trastorno pancreatico hereditario (sindrome de $hman-Diamond) asi como un
locus implicado en la invasion del tumor por lirifos T y en la metastasis (INM7), lo
que lo convierte en un candidato posicional pa@s emfermedades (Prades et al.,
2002).

Metalopeptidasa de la matriz 12 (elastasa de macmigos) (MMP12)

La MMP12, también llamada metaloelastasa humana HHEl metaloelastasa de
macrofago (MME) es una endopeptidasa de zinc rexdaopor su capacidad para
degradar la elastina. Aparte de lo anterior, pasee amplia gama de sustratos que
engloba otras proteinas de la matriz como colagdiwonectina, laminina o
proteoglicanos, y otras ajenas a la misma combdalaantitripsina. La MMP12 podria
contribuir a la destruccion de los alveolos y aelaodelacion de las vias respiratorias
en el asma, el enfisema y la enfermedad pulmorstruattiva crénica (EPOC) (Cataldo
et al., 2003; Wallace et al., 2008). También ha splicada en la migracion de los
macrofagos, ya que puede convertir el plasminégarangiostatina y contribuir asi a la
inhibicion de la angiogénesis (Chakraborti et 2003; Chandler et al., 1996; Sang,
1998). A semejanza de otras metaloproteinasas laPMMinterviene en procesos
fisioldgicos como la embriogénesis, la cicatrizacife heridas y el ciclo menstrual
(Chakraborti et al., 2003; Labied et al., 2009), @smo en procesos patolégicos de
destruccion de tejidos.

Aunque en varios casos los datos proceden de umeflegnumero de pacientes, la
bibliografia contiene numerosas pruebas de queN#PMP aparece sobreexpresada a
menudo en el cancer (Denys et al., 2004; Hagemarai.,e2001; Ma et al., 2009;
Vazquez-Ortiz et al.,, 2005; Ye et al, 2008). Cadot la repercusion de la
sobreexpresion de la MMP-12 en los parametros praiostico clinicos es objeto de
controversia. Tal vez intervenga en la disoluci@ ld matriz, y por tanto en la
metastasis, pero también podria inhibir el creamaeumoral con la produccion de
angiostatina, proceso que influye negativamenta amgiogénesis (Gorrin-Rivas et al.,
2000; Gorrin Rivas et al., 1998; Kim et al., 2004).

En el cancer de pulmédn, las consecuencias de tegg&p de la MMP12 son igualmente
controvertidas. La sobreexpresion de la MMP12 en délulas epiteliales ha sido
descrita en la remodelacién del pulmoén provocaddgpmflamacion. La regulacion al



alza de la MMP12 podria estar involucrada en lasfiaamacion del enfisema en cancer
de pulmén (Qu et al., 2009). Los estudios en ammaligieren que la expresion de la
MMP12 en las células estromales o en los macréfagpsme el crecimiento de los

tumores pulmonares (Acuff et al., 2006; Houghtbalg 2006). No obstante, también
se ha descrito que la sobreexpresion de la MMP1Zuerores pulmonares esta

correlacionada con recidiva, metastatizacién y smaervivencia sin progresion mas
breve tras la reseccion quirtrgica (Cho et al. A226fmann et al., 2005).

Distonina (DST)

El gen DST (BPAGL1-e) codifica un miembro de la fitanide proteinas de la plakina,
proteinas de la placa de adhesiéon. La BPAG1-e peesx en el tejido epitelial, donde
ancla los filamentos intermedios de queratina a Hemidesmosomas (HD). Los
hemidesmosomas son complejos de adhesion multipicde que promueven la
fijacion estroma-epitelio en los epitelios estiasitios y complejos. La modulacion de
su funcién es primordial en diversos procesos biotis como la diferenciacion y la
migracion de los queratinocitos durante la cicati@n de heridas y la invasion de los
carcinomas, en que las células se desprendensteteuy adquieren un fenotipo movil
(Litjens et al., 2006).

El melanoma maligno es uno de los tipos de tumos agresivos. La BPAG1 se
expresa en estirpes celulares del melanoma hunf8ib (y G361) y en melanocitos
humanos normales. Las concentraciones de autoargasi anti-BPAG1 en el suero de
pacientes con melanoma resultan notablemente nmgoeeen el suero de voluntarios
sanos (p<0,01). Los autoanticuerpos anti-BPAG1lipadser un buen marcador para el
diagnéstico del melanoma (Shimbo et al., 2010)DIST ha aparecido asociada con la
invasion del cancer de mama (Schuetz et al., 2aB6pen BPAG1 probablemente
intervenga en la proliferacién, la apoptosis, kaBion y la metéstasis del carcinoma
nasofaringeo (NPC) (Fang et al., 2005).

Asociado a remodelacion de la matriz 5 (MXRAS)

El MXRA5, también llamado adlicano, codifica un fgaglicano de adhesion y

pertenece a un grupo de genes involucrado en ladelacion de la matriz extracelular
y en la adhesién entre células (Rodningen et 808R Pese a que la funcion del
MXRAS5 en el cancer se desconoce, se han identdioadtaciones soméaticas del
mismo en tumores procedentes de tejidos diverso® quel, cerebro, pulmoén y ovario.

El andlisis por RT-PCR del adlichn (MXRA5) ha comfado los hallazgos con

micromatrices referentes a su sobreexpresién ewrgsnde colon respecto al tejido
colénico normal (13 tumores colorrectales y 13dteginormales) (Zou et al., 2002). En
un estudio reciente el gen asociado a remodelagida matriz 5 fue el segundo mutado
con més frecuencia en el NSCLC (el primero fueR33) (Xiong et al., 2012).

Cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) / Cinasa depdiente de ciclina 6 (CDK6)

La CDK4 es un miembro de la familia de las proteiimasas de Ser/Thr. Es una
subunidad catalitica del complejo proteina-cinasa @ importante para la progresion
de la fase G1 del ciclo celular. La actividad de esnasa esta limitada a la transicion
de la fase G1 a la fase S del ciclo celular y etrob de su expresion es principalmente
transcripcional (Xiao et al., 2007). Las enzimask@ly CDK6 y sus reguladores, p. €j.

las ciclinas, desempefian cometidos esenciales eamblaiogénesis, la homeostasia y la
oncogénesis (Graf et al., 2010).



La expresion de la proteina CDK4 en tejidos de edrde pulmén ha resultado
notablemente mayor que en tejidos normales (P €10,0Los pacientes con una
expresion elevada de la CDK4 presentan un tiempmugdervivencia notablemente més
breve que los pacientes con una baja expresiéandtisis multivariable apunta a que el
grado de expresion de la CDK4 es un indicador mticawindependiente (P < 0,001) de
la supervivencia de los pacientes con cancer de@mul Asimismo, la supresion de la
expresion de la CDK4 también elevo significativateda expresion del regulador del
ciclo celular p21 (Wu et al., 2011a). En las c&yalmonares que expresan el oncogen
endbégeno K-Ras, la anulaciéon de la Cdk4 provoca mespuesta de senescencia
inmediata, a diferencia de lo que sucede con l&2Gdlka Cdk6. Esa respuesta no se
observa en los pulmones que expresan un solo @ldkdl ni en otros tejidos que
expresan K-Ras. Cuando se toman como obijetivo lkdesade la Cdk4 en tumores
avanzados detectables por tomografia computarizaaaién se provoca la senescencia
y se evita la progresion del tumor (Puyol et @1®.

Ribonucleoproteina heterogénea nuclear H1 (H) (HNRRH1) /

Ribonucleoproteina heterogénea nuclear H2 (H") (HNRPH2)

Ambos genes pertenecen a la subfamilia de las uitdeaproteinas heterogéneas
nucleares (hnRNP) cuya expresion es ubicua. LadlRrgon proteinas de union a ARN
que forman complejos con el ARN heterogéneo nu¢BNhn). Estas proteinas estan
asociadas con el pre-ARNm en el nucleo y pared&ririen su procesamiento asi como
en otros aspectos del metabolismo y del transpeitARNm.

La actividad de las hnRNP H parece estar impliGadéa patogenia y en la progresion
de los gliomas malignos como el centro de un cambadgeno en el ayuste, que podria
reflejar la reactivacion de los patrones de céhtipotente y mediar multiples aspectos
clave de la malignidad del tumor, incluida la egasile la apoptosis y la invasividad
(Lefave et al., 2011). La reduccién de la expresiéta hnRNP H o de A-Raf mediante
ARN pequefios de interferencia provoca la apopttegiendiente de MST2. En cambio,
la expresion forzada de la hnRNP H o de A-Raf e@oregstd en parte la apoptosis
inducida por etopésido (Rauch et al., 2010). Lalagjon al alza de las hnRNP H/H' se
constata en un limitado nimero de tejidos que nionewte expresan bajos niveles
citoplasmaticos de hnRNP H/H', por ejemplo, el adarcinoma pancreatico, el
carcinoma hepatocelular y el carcinoma géstricon@e et al., 2004).

Repeticion de tetratricopéptido, repeticibn de angirina y espiral enrollada 2
(TANC?2)

La familia TANC comprende TANC1 y TANC2, que fuerdascubiertos en 2005 (Han
et al., 2010). Las proteinas de la familia TANCeimtenen en la regulacion de las
espinas dendriticas, el aprendizaje espacial yeshrdollo embrionario, puesto que la
deficiencia de TANC1 en ratones reduce la densikaspinas en el hipocampo y
afecta al aprendizaje espacial, mientras que l&idetia de TANC2 causa muerte
embrionaria. Por el contrario, la sobreexpresionTA&C1 y TANC2 en neuronas
cultivadas aumenta la densidad de las espinasitieadty las sinapsis excitadoras. Las
proteinas TANC1 y 2 se expresan principalmentel eerebro, 6érgano en el cual una
proporcion significativa se localiza en las memhbgade vesiculas pequefias (Han et al.,
2010).

Proteina con dedo RING 213 (RNF213)



La RNF213 codifica una proteina portadora de unidionrde dedo RING de tipo
C3HC4, un tipo especializado de dedo de cinc quéer®e dos atomos de este metal y
que se cree que esté implicada en la mediaciontel@cciones entre proteinas.

Un grupo de investigacién ha aportado por primemzirdicios de la implicacion de la
RNF213 en la predisposicion genética a la enferchedia moyamoya (Liu et al.,
2011b). Otro estudio ha demostrado que el gen RBIF&ta relacionado con la
predisposicion a dicha enfermedad en la etnia diara(Wu et al., 2012).

Familia de transportador soluble 34 (fosfato s6dice miembro 2 (SLC34A2)

SLC34A2 es un transportador de fosfato dependidatsodio y sensible al pH. La
regulacion al alza de la expresion del gen SLC3é4AZumores diferenciados podria
reflejar procesos de diferenciacion celular durdatencogénesis ovarica, lo que podria
convertirlo en marcador para el diagnéstico y ehpstico del cancer de ovario (Shyian
et al., 2011). La RT-PCR confirma la expresion atkv de SLC34A2 en el cancer
papilar de tiroides (Kim et al., 2010b). También ls& constatado un aumento
significativo de la expresion del gen SLC34A2 gidts de cdncer de mama respecto a
tejidos normales (Chen et al., 2010a).

Portador de dominio SET y MYND 3 (SMYD3)

Se ha descrito con anterioridad que la regulacibnalaa de SMYD3, una
metiltransferasa especifica de la lisina 4 endtoha H3, desempefia un papel clave en
la proliferacion del carcinoma colorrectal (CCRygl carcinoma hepatocelular (CHC).
En otro estudio revelaron que la expresion de [&¥BBltambién es elevada en la gran
mayoria de tejidos de cancer de mama. A semejania gue sucede con el CCR y el
CHC, el silenciamiento del gen SMYD3 con ARN peqseile interferencia inhibié el
crecimiento de células de cancer de mama, lo quatap que un aumento de su
expresion también seria esencial para la prolif@ade dichas células (Hamamoto et
al., 2006). La reduccién de la expresion de SMYDBARN de interferencia regula a
la baja la expresion de c-Met e inhibe la migragida invasion celulares inducidas por
HGF (Zou et al., 2009). La SMYD3 cumple funcionesctales en la proliferacién y la
invasién/migracion de las células HelLa y podriaviseromo diana terapéutica en los
carcinomas de cuello uterino humanos (Wang e2@08b).

Familia de la aldo-ceto-reductasa 1, miembro C1 (AR1C1) / Familia de la aldo-
ceto-reductasa 1, miembro C2 (AKR1C2)

AKR1C1 y AKR1C2 solo difieren en siete residuosaseinoacidos (Le et al., 2010).
Ambas regulan la actividad de los androgenos, stgenos y la progesterona, asi
como la ocupacion y la transactivacion de los retdpes receptores (Penning et al.,
2000; Steckelbroeck et al., 2004). Las enzimas ABRé&xcepto AKR1C4 que es
especifica del higado, aparecen expresadas ersabvtgjidos normales y patolégicos
por lo que se han vinculado con diversas enfernedadmo el cancer de pulmdn,
mama, prostata, endometrio, la leucemia mieloid®ras (Brozic et al., 2011; Byrns et
al., 2011). La sensibilidad al cisplatino paredareasociada con los niveles de AKR1C
en estirpes celulares de cancer de pulmén epité€lizn et al., 2010b) y en pacientes
con NSCLC (Kuang et al., 2012; Stewart, 2010). psés, la sobreexpresion de la
AKR1C es un indicador de prondstico malo y de gameisistencia en el cancer de
pulmén amicrocitico (NSCLC) (Wang et al., 2007). da@breexpresion de la AKR1C2
también esta vinculada con la progresion de larendfdad en el cancer de préstata
(Huang et al., 2010). La reduccion de la expresienrAKR1C2 con ARNI inhibe la



carcinogénesifn vivo e in vitro, lo que apunta claramente a que los ARNSsi dirigido
contra la AKR1C2 podrian desempefar un papel druema el bloqueo de la
hepatocarcinogénesis (Dong-Dong, 2007).

Reticulocalbina 1, dominio de uni6on a calcio de tip mano EF (RCN1) /
reticulocalbina 3, dominio de union a calcio de tip mano EF (RCN3)

La reticulocalbina 1 es una proteina de unién eic#bcalizada en el lumen del reticulo
endoplasmatico. Los analisis inmunohistoquimicosn hdemostrado la amplia
distribucion de las RCN en varios 6rganos fetaleadyltos, principalmente en los
organos endocrinos y exocrinos. La sobreexpresetasl RCN podria intervenir en
procesos relacionados con la oncogénesis, la ivasmoral y la farmacorresistencia
(Fukuda et al., 2007). La reticulocalbina 1 (RCMNE) una proteina de la superficie
celular presente en estirpes celulares de canaotaial y cancer de préstata. La
expresion de la RCN1 en la superficie celular apareegulada al alza en células
endoteliales de médula 6sea que habian sido teatathefactor de necrosis tumoral alfa
(Cooper et al., 2008). La RCN1 esta regulada al eirel carcinoma colorrectal (CCR)
y ha sido localizada en células cancerosas y arlasébestromales cercanas a ellas.
Podria ser un nuevo candidato a marcador del CC&afvelbe et al., 2008). La RCN3
pertenece a la familia CREC (Cab45/reticulocallitfaZ45/calumenina), integrada por
proteinas de unién a Egportadoras de multiples manos EF que estan lecklizen la
via secretora (Tsuji et al., 2006). Se ha sugeqgde la RCN3 podria ser un gen
candidato importante en los oligodendrogliomas,opgg sabe muy poco sobre su
funcién (Drucker et al., 2009).

Interleucina 8 (IL-8)

La IL-8 es una quimiocina de la familia CXC que stimye uno de los principales
mediadores de la respuesta inflamatoria. Segregadaarios tipos de células, actua
como quimiotactica y como un potente factor angiog® Las quimiocinas CXC
(ELR+) como la IL-8 promueven la angiogénesis yrfgdser importantes en los tipos
de cancer de fenotipo angiogénico como el NSCL@riBerg et al., 1997). Hace poco
se ha descubierto que la IL-8 de origen tumoralkea#r las células tumorales circulantes
para que regresen al tumor inicial (en cancer deamaancer de colon y melanoma),
generando un fenotipo tumoral mas agresivo (Kiml.e2009). Las concentraciones de
IL-8 estan asociadas con el riesgo de céancer dem@mulvarios afios antes del
diagnéstico. La IL-8 junto con la CRP constituyetanbinacion de biomarcadores mas
robusta para la prediccion del cancer de pulmone(Rt al., 2011). Las mutaciones
activadoras de KRAS y EGFR regulan al alza la esiprede la IL-8 en el NSCLC; la
IL-8 se expresa mucho en los NSCLC de pacientesnear fumadores y ancianos, el
NSCLC con afectacion pleural, y los adenocarcinomas KRAS mutado; y, por
altimo, la IL-8 interviene en el crecimiento y laigracion celular en el NSCLC
impulsado por el oncogén KRAS (Sunaga et al., 2012)

Receptor pirimidinérgico P2Y, acoplado a proteina G6 (P2RY®6)

P2RY®6 pertenece a la familia de los receptoresladop a proteinas G. La familia la
componen varios subtipos de receptores de los dtidids adenosina y uridina dotados
de diferente selectividad farmacolégica, en ciedasos solapada. El subtipo P2Y6
alcanza una expresién especialmente alta en laemtac sefial de una funcién
importante en dicho 6rgano, aunque se desconoeealizacion celular en la placenta.
La P2Y6 podria desempefiar una importante funciéel dasarrollo, la diferenciacion y

la neoplasia trofoblastica (Somers et al., 1998)h& descrito un cometido importante



del receptor P2Y activado por pirimidinas en lapuesta inflamatoria del epitelio
pulmonar (Schafer et al., 2003).

Ligasa de ubiquitina E3, con dominios HECT, UBA y WVE, tipo 1 (HUWE1)

El HUWEL codifica un miembro de la familia de lgdsa de ubiquitina de tipo E3 con
HECT. El dominio HECT esté situado en el extremtefninal y contiene la cisteina
del sitio activo que forma el enlace tioéster imediario con la ubiquitina.

La ARF-BP1 (HUWEL1) es un mediador critico de laacfanes oncosupresoras de
ARF, tanto de la dependiente como de la indepetalida p53. Como tal, ARF-BP1
podria servir como diana terapéutica antitumoial,necesidad de tener en cuenta el
estado de p53 (Chen et al.,, 2005a). La inactivad@rARF-BP1 estabilizé la p53 y
estimulé la apoptosis (Chen et al.,, 2006). HUWEZXdtH9) se sobreexpresa en
numerosos tumores humanos y es esencial para life@cdén de un subgrupo de
células tumorales (Adhikary et al., 2005; Zhan@let2011a). En el cancer de mama,
HUWE1 aparece correlacionado de modo significatban factores prondsticos
relevantes asi como con el desenlace clinico (Gomi&i et al., 2009).

Versicano (VCAN)

VCAN es un miembro de la familia de proteoglicaagsecano/versicano. Se sabe que
VCAN esta relacionada con moléculas de la matrizaeglular como el hialuronano,
tenascina, fibulina-1, fibronectina, CD44 y L-seieg, fibrilina, integrina y la proteina
de enlacelipk protein) (Zheng et al., 2004). VCAN se expresa en difaemejidos. Al
inicio del desarrollo tisular se expresa mucho gpdés disminuye tras la maduracion
del tejido. La expresién también aparece elevad#aericatrizacion de heridas vy el
crecimiento tumoral (Ghosh et al., 2010). La inaation génica de VCAN por ARN de
interferencia en células de adenocarcinoma pulmdmamano (A549) inhibio
significativamente el crecimiento tumora vivo pero noin vitro (Creighton et al.,
2005). VCAN es una diana directa de p53. Tambidmadeallado una expresion elevada
en tejido estromal peritumoral de tumores prostdtien fase inicial, asi como en
tumores de mama, y también se le ha relacionaddéacolignidad del tumor (Yoon et
al., 2002).

Drosha, ribonucleasa de tipo 11l (DROSHA)

Drosha es una enzima ARNasa lll de clase 2 resptenda iniciar el procesamiento del
microARN (ARNmi), o de moléculas cortas de ARN daecélula expresa de forma
natural y que regulan una amplia gama de genesirgeeactian con el complejo
silenciador inducido por ARN (RISC) para inducirdegradacion del ARN mensajero
complementario (ARNm) como parte de la via de |IBINA La molécula de microARN
es sintetizada en forma de un largo transcrito gmimnconocido como pri-ARNmi, que
es procesada por Drosha para producir una estaucamacteristica de horquilla con
bucle de unos 70 pares de bases de longitud, @@maomo pre-ARNmi (Lee et al.,
2003). Drosha forma parte de un complejo proteinitemado complejo
microprocesador, que también contiene la proteégardon a ARN bicatenario Pasha
(también llamada DGCRS8) (Denli et al., 2004), laloesulta esencial para la actividad
de Drosha y es capaz de unirse a fragmentos mamacais del pri-ARNmi que son
necesarios para el procesamiento correcto (Han.,e2@06). La Drosha humana se
cloné en 2000, cuando se la identifico como unaniicleasa nuclear de ARNdc
involucrada en el procesamiento de precursorefld8l ribosémico (Wu et al., 2000).
Drosha fue la primera enzima ARNasa Ill humana wulascta y clonada. Las otras dos
enzimas humanas que participan en el procesamyeatactividad de los ARNmi son



las proteinas Dicer y Argonaute. Tanto Drosha c&asha estan situadas en el nlcleo
celular, donde tiene lugar la transformacion delABINmi en pre-ARNmi. A
continuacion esta ultima molécula es procesaddgpéiRNasa Dicer y convertida en
ARNmMIi maduros en el citoplasma celular (Lee et 2003). Drosha y otras enzimas
procesadoras del ARNmi podrian ser importanted proadstico del cancer (Slack and
Weidhaas, 2008).

Portadora de dominio de homologia con la pleckstren, familia A (especifico de
unién a fosfoinositida) miembro 8 (PLEKHAS)

El gen del fosfatidilinositol-4-fosfato adaptado(f2APP2 = PLEKHAS8) codifica una
transferasa citoplasmatica de lipidos dotada dedominio de homologia con la
pleckstrina que ha sido implicada en la maduragiéhtransporte de vesiculas desde el
trans-Golgi hasta la membrana plasmatica (Cao .et2809). La introduccion de
ribozimas especificas contra el gen FAPP2 en cgligacarcinoma de colon indujo su
apoptosis en presencia de anticuerpos agonisteasléAsimismo, células de glioma y
de tumor mamario transfectadas con ARNsi de FAPRRBifestaron una creciente
apoptosis (Tritz et al., 2009). Estudios postesdran puesto de manifiesto la funcién
de FAPP2 como proteina de transferencia de lipelosel metabolismo de los
glucoesfingolipidos en el aparato de Golgi (D'Anget al., 2012). La proteina 2 con
adaptador de fosfoinositol-4-fosfato (FAPP2) desefapun papel esencial en la sintesis
de los glucoesfingolipidos (GSL) y emplea su domi@iterminal para transportar la
glucosilceramida recién sintetizada desde la gilemyamida sintasa de la cara
citosdlica hasta el cis-Golgi donde se la someteevas transformaciones anabdlicas
(Kamlekar et al., 2013).

Acetil-CoA-carboxilasa alfa (ACACA)

La ACACA es una enzima con biotina que catalizadeboxilacién del acetil-CoA en
malonil-CoA, el paso limitante en la sintesis de daidos grasos (Tong and Harwood,
Jr., 2006). La regulacién al alza de la ACACA hdostonfirmada en numerosos tipos
de cancer humano, fendmeno que promueve la lipsgeneara satisfacer las
necesidades de las células cancerosas cuyo ragicimento y proliferacion demanda.
Ello convierte a la ACACA en una potencial dianaapéos tratamientos contra el
cancer, y abre la posibilidad de que los inhibidatesarrollados para el tratamiento de
metabolopatias puedan servir como antitumoralesn@/\d al., 2010a). Dos estudios
han demostrado que el silenciamiento de la ACACAARN de interferencia inhibe el
crecimiento e induce la muerte celular casi comisma magnitud observada tras el
silenciamiento de la expresion del gen FASN (Brusases et al., 2005; Chajes et al.,
2006). ElI TOFA (&cido 5-tetradeciloxi-2-furoico),n uinhibidor alostérico de la
ACACA, es citotoxico para las células de cancepaen6én NCI-H460 y las células de
carcinoma de colon HCT-8 y HCT-15 e induce la apsigt(Wang et al., 2009a). Otro
inhibidor muy potente de la ACACA, el sorafeno A9duea la lipogénesis y acelera la
oxidacién de los &cidos grasos en células de ca@eerostata. Las células cancerosas
detienen su proliferacion y acaban muriendo (Bexletral., 2007). Estos resultados
parecen indicar que, aparte de la acumulacion denii&oA, la inhibicién de la
lipogénesis basta en si misma para causar la mietdi@s células tumorales, cosa que
convertiria a la ACACA en una diana para los traeamos antineoplasicos
(Brusselmans et al., 2005).

Integrina, alfa 11 (ITGA11)



Las integrinas desempefian cometidos esencialesversas procesos celulares y del
desarrollo como el crecimiento, la diferenciacidlaysupervivencia de las células, asi
como en la oncogénesis y la invasion y la met&stdsilas células cancerosas. La
integrina alfa 11 (ITGAll/alfall) esta localizada les fibroblastos estromales y
aparece sobreexpresada habitualmente en el cawrcirmen pulmdén amicrocitico
(NSCLC). EI ARNm de la alfall aparecio sobreexmtesanto en el adenocarcinoma
de pulmoén como en el carcinoma epidermoide (Warad.,e2002). Se ha publicado que
la alfa 11 desempefia un papel importante en lacwgmh de los fibroblastos para
estimular el crecimiento de las células NSCLC emda@onesin vivo, estando mediada
en parte dicha actividad por su regulacion de paesién de IGF2 (Zhu et al., 2007). En
lo que concierne a las caracteristicas clinicopgiwas de los pacientes con NSCLC, la
sobreexpresion de hMTH1, SPD, HABP 2, ITGA1l, CQOAlly CK-19 aparecid
correlacionada de forma significativa con el estamitolégico (p<0,05). Asimismo, la
sobreexpresion de hMTH1, SPD, ITGA11l y COL11A1 estaorrelacionada con la
metastasis ganglionar y el prondstico malo (Chdrad. £2006).

Colageno, tipo XIlI, alfa 1 (COL12A1)

El gen COL12A1 codifica la cadena alfa del colageeotipo XIlI, miembro de la
familia de los colagenos FACIT (coldgenos asociaadibrillas con hélices triples
interrumpidas). El coldgeno de tipo XlI es un horimeéro asociado con el colageno de
tipo |, asociacion que supuestamente modifica iésracciones entre las fibrillas de
colageno | y la matriz circundante (Oh et al., 7982 COL12A1 podria intervenir en la
regulacion de la membrana basal proporcionandotpsienoleculares especificos entre
las fibrillas y otros componentes de la matriz(Tiyieet al., 2004). COL12Al se
expresa en el corazon, la placenta, el pulmén, discolo estriado y el
pancreas(Dharmavaram et al., 1998), asi como enwsdis tejidos conectivos como el
cartilago articular y epifisario (Gregory et alQ02; Walchli et al., 1994; Watt et al.,
1992). ElI COL12A1 apareci6é regulado a la baja enones con alta inestabilidad de
microsatélites en comparacion con el grupo estabie baja o nula inestabilidad de
microsatélites (Ortega et al., 2010).

Elastasa, expresada en neutréfilos (ELANE)

La elastasa neutrofilica (o elastasa leucocitiea)bién llamada ELA2 (elastasa 2,
neutréfilo) es una proteinasa de serina dotada rdplia especificidad de sustrato
perteneciente a la misma familia que la quimotnasiSegregada por los neutréfilos
durante la inflamacion, destruye las bacterias tejgdo hospedador (Belaaouaj et al.,
2000). La elastasa neutrofilica humana (ELANE) s de los principales actores en el
desarrollo de la enfermedad pulmonar obstructivénica y ha sido implicada
recientemente en la progresion del cancer de pulamicrocitico. Puede actuar en
diversos niveles: (i) intracelular, eliminando pejemplo la molécula adaptadora
llamada sustrato del receptor de insulina-1 (IRS{l) en la superficie celular,
hidrolizando receptores como el CD40; (iii) en spacio extracelular, generando
fragmentos de elastina, es decir morfoelastocin@sppdrian estimular la invasividad
de las células cancerosas y la angiogénesis (Maral, 2012). La elastasa neutrofilica
estimulé directamente la proliferacion de las @&ultumorales tanto en el
adenocarcinoma de pulmén de ratbn como humanaedriintroducirse a través de un
compartimento endosémico en el interior de laslagltumorales, donde degradé el
sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) (Hoagkhdt al., 2010).

Inhibidor de peptidasa serpina, clado B (ovoalbimia), miembro 3 (SERPINB3)



El antigeno del carcinoma epidermoide (SCCA), t@&mbilamado SERPINBS,
pertenece a la familia de los inhibidores de ps#eale serina de alto peso molecular
(serpinas) (Suminami et al., 1991). Se han descntes altos en el cancer de cabeza 'y
cuello y en otros tipos de cancer epitelial (Tok@98). Se ha descrito la sobreexpresion
de la SCCA en el tejido tumoral pero no en el tejieeritumoral, lo que apunta a su
posible utilidad como marcador para la detecci@boligica del CHC (Pontisso et al.,
2004). Las serpinas B3/B4, en especial la B4, paréesempefiar un papel importante
en la proliferacion aberrante del epitelio. El &@iglde las serpinas B3/B4 podria tener
valor prondstico en la prediccion de la progregignoral, sobre todos en los pacientes
con predisposicion al cancer de pulmon (Calabreaé,e2012). Por un lado, la SCCAL
(SERPINB3) inhibe la muerte celular provocada pafias lisosomicos, mientras que
por el otro sensibiliza las células frente a lapuesta de estrés del reticulo
endoplasmatico activando la caspasa-8 independiente de la via apoptética del
receptor de muerte. Algunos hallazgos indican queSERPINB3 juega un papel
importante en la inducciéon de la alteracién de dardra epidérmica. La SERPINB3
podria influir de manera determinante en la fundérbarrera de la epidermis (Katagiri
et al., 2010).

Familia de las cinesinas, miembro 26B (KIF26B)

La cinesina es una proteina perteneciente a uga d@aproteinas motoras propias de las
células eucariotas. Las cinesinas se desplazan kErdop de los filamentos de
microtubulos, impulsadas por la hidrolisis de AEBj pues, son ATPasas. El Kif26b,
gen de la familia de las cinesinas, es una diastepor de Salll (Nishinakamura et al.,
2011). La Kif26b es esencial para el desarrollorifigin porque regula la adhesion de
las células mesenquimaticas en contacto con lasyeneterales. La sobreexpresion de
la Kif26b in vitro causé un aumento de la adhesion celular por ouenaes con la
miosina no muscular (Terabayashi et al., 2012; Yéohia et al., 2010).

Anquilosis progresiva, homologa (raton) (ANKH)

La ANKH (homdéloga humana de la anquilosis progrsikegula el transporte del
pirofosfato inorganico (PPi) a través de la memaraerlular (Wang et al., 2008a).
Algunos datos sugieren que la expresion de ANKHuyfucionin vitro e in vivo
guedan reprimidas en entornos hipoxicos y queesitefesta regulado por HIF-1 (Zaka
et al., 2009). El gen de la ANKH humana apareceresguoin vivo en tejidos
concretos, con los niveles mas altos de ARNm arerdbro, el corazén y el musculo
estriado (Guo et al., 2001). Las mutaciones del 8iKH se han vinculado con la
displasia craneometafisaria autosémica dominantan@k et al., 2010). La ANKH
aparecio regulada al alza en estirpes celularesé&heer de cuello uterino con
amplificaciones en comparacion con estirpes siniéiogeiones (Kloth et al., 2007). La
amplificacion genémica de regiones del brazo crd@mmso 5p se ha observado con
frecuencia en el cancer de pulmén microcitico (SGUE que implica la presencia de
multiples oncogenes en dicho brazo. Coe et al.ritmon el descubrimiento de
microdeleciones que habian eludido la deteccién rpétodos convencionales y la
identificacién de TRIO y ANKH como nuevos oncogepetenciales (Coe et al., 2005).

Factor exportador de ARN nuclear 1 (NXF1)

En las células humanas, el factor exportador de MRNKF1 reside en el nucleoplasma
y en los complejos de los poros nucleares (Zhangl.et2011b). El transporte del

ARNmM desde el sitio de transcripcién en el niclesté el sitio de traduccién en el
citoplasma es un proceso esencial para la expre®olns genes eucariotas. En las



células humanas, el factor exportador de ARNm NXEmbién llamado TAP)
acompafa los transcritos de ARNm fuera del nicleiéngdose simultaneamente al
ARNmM, a las proteinas adaptadoras del ARNm y aticepees de fenilalanina—glicina
(FG) del complejo del poro nuclear (Kelly and Cdtp2009). El NXF1 es singular
entre los factores de transporte nucleares porguma proteina multidominio que no
guarda ninguna semejanza estructural ni mecanicistdas proteinas carioferinas que
transportan cargas proteinicas, ARNt y microARNaaés de los complejos del poro
nuclear. La exportacion de ARNm a cargo de NXFireproceso independiente de la
GTPasa Ran (Gruter et al., 1998). La exportacidriean de RNPm esta mediada por
factores transportadores como el NXF1 que se (RERmM y media su translocacion a
través del canal central de los poros nucleare€jMfediante interacciones transitorias
con nucleoporinas FG (Wickramasinghe et al., 201G)s ARNm pueden ser
transportados por vias de exportacion masivasqua interviene NXF1/TAP o por
vias més especializadas en las que participa taipeollamada de mantenimiento de la
region cromosomica 1 (CRM1) (Siddiqui and Bordedi 2.

Regulador de la sefalizacion con proteina G 4 (RGp4

La RGS4 actia como proteina aceleradora de GTRasasnodular la sefializacion de
los receptores opioidgsy 6 (MOR y DOR). La reduccion de la RGS4 inducida por
agonistas opioides ocurre a través de la via dablquitina-proteosoma y podria
contribuir al mantenimiento de la homeostasis eelein el estado de morfinomania
(Wang and Traynor, 2011). La RGS4 desempefia unl papertante en la regulacién
de la funcion de las células beta (Ruiz, | et28110). Xie et al. plantearon que la RGS4
seria un nuevo supresor de la migraciéon y la idvasiel cadncer de mama, pasos
importantes en las cascadas metastasicas (Xie .et2@09). La RGS4 aparece
sobreexpresada en el carcinoma de tiroides. Ldaeigu a la baja de su expresion en
células de cancer de tiroides redujo de manerdfisafiva la viabilidad de dichas
células, lo que apunta a su implicacién signifiaatien la oncogénesis tiroidea
(Nikolova et al., 2008). La RGS4 se expresé de fodiferencial en una estirpe de
células de cancer de pancreas humano y podriansgeru marcador para la invasion
local del tumor y las metastasis hepéticas delimamta pancreético (Niedergethmann
et al., 2007). La sobreexpresion de RGS4 retraalbey6 la tubulacién en las células
epiteliales pulmonares al inhibir selectivamentadévacion de p38 MAPK mediada
por proteina G y, por consiguiente, reduciendortdifpracion y la migracion de las
células epiteliales y la expresion del factor deciniento del endotelio vascular
(VEGF) (Albig and Schiemann, 2005).

Glutamina-fructosa-6-fosfato transaminasa 2 (GFPT2)

La GFPT2 interviene en el crecimiento de las nasyriel desarrollo inicial de las
neuronas, la sintesis/sefalizacion de los neurolodpty los receptores neuronales
(Tondreau et al., 2008). Variantes génicas de IBT@Fse han vinculado con la diabetes
de tipo 2 y la nefropatia diabética (Zhang et2004). Asimismo, el vinculo entre las
SNP con la GFPT2 sugiere que el gen implicado enddulacion de la via oxidativa
podria ser un contribuyente importante en la iesiicia renal crénica diabética
(Prasad et al., 2010). La metilacion del ADN deh g&FPT2 ha sido confirmada en
muestras de leucemia linfoblastica aguda (ALL) jriga Los pacientes que presentan
metilacion de mudltiples islas CpG presentan pepestvencia global (Kuang et al.,
2008). La GFPT2 interviene en el metabolismo dgluéamina y se ha observado que
se expresa mas en estirpes de células mesenquaisid&icnetabolismo de la glutamina
podria desempefiar un papel importante en la priograsmoral y los inhibidores de las



vias metabdlicas celulares podrian constituir umané de tratamiento epigenético
(Simpson et al., 2012).

Molécula de adhesion de las células endotelialesaterales (CERCAM)

La CERCAM esta ubicada en la superficie de laslaglendoteliales (Starzyk et al.,
2000) y se la ha emplazado en el cromosoma 9q34uril regién candidata del 9q,
vinculada con la escoliosis idiopatica familiar (el et al., 2012). El gen CEECAM1
se transcribe ampliamente en el sistema nervia@sowarios tejidos secretores como las
glandulas salivales, el pancreas, el higado y &&epita (Schegg et al., 2009). La
proteina CERCAM tiene una estructura similar adda$ enzimas ColGalT GLT25D1
y GLT25D2. Pero aunque su funcion se desconoceri@mdparece ser funcionalmente
distinta de la proteina afin GLT25D1, y a diferencie las proteinas GLT25D1 y
GLT25D2 no actia como glucosiltransferasa (Perrinalid et al., 2011).

UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina:polipéptido N-acigalactosaminil-transferasa

2 (GalNAc-T2) (GALNT2)

La GALNT?2 cataliza el primer paso de la O-glucadita de tipo mucinico que sufren
los péptidos en el aparato de Golgi. Estas enzimasfieren N-acetilgalactosamina
(GalNAc) desde la UDP-GalNAc al grupo hidroxilo derinas o treoninas en las
proteinas diana (Peng et al., 2010). La GALNT2 aparexpresada de forma
constitutiva y en bajas concentraciones en la niayie estirpes celulares examinadas
de adenocarcinoma humano de péancreas, colon, egioynanama (Sutherlin et al.,
1997). Los estudios han demostrado que los O-gbscgnlos genes GALNT son
esenciales en diversas funciones biologicas aso @mel desarrollo de enfermedades
humanas. Se han relacionado polimorfismos de wnrastleétido de la GALNT2 con
el riesgo de cancer de ovario epitelial (Terry let 2010) y de angiopatia coronaria
(Willer et al., 2008). La glucosilacién aberrant lds glucoproteinas de la superficie
celular provocada por alteraciones especificasadectividad glucosiltransferasa suele
estar asociada con la invasion y la metastasisataler. La GALNT2 interviene en la
migracion y la invasion tumoral en los carcinomastdcos (Hua et al., 2012), el
carcinoma hepatocelular (CHC) (Wu et al., 2011bk) glioma maligno humano (Liu et
al., 2011a).

Ribonucleoproteina heterogénea nuclear M (HNRNPM)

El gen HNRNPM pertenece a la subfamilia de lasmilmteoproteinas heterogéneas
nucleares (hnRNP), cuya expresion es ubicua. La MR es un componente
abundante de los complejos hnRNP humanos que poidde en el proceso de corte y
empalme del pre-ARNm regulando el ayuste de sui@rppe-ARNm (Hase et al.,
2006) o alterando la regulacion del ayuste alteroatlel receptor del factor de
crecimiento fibroblastico 2 (Hovhannisyan and Ganst 2007). Los analisis
protedmicos de spliceosomas purificadosvitro han detectado la HNRNPM en el
complejo H pre-spliceosémico y a lo largo del ensiaje del spliceosoma (Rappsilber
et al.,, 2002; Wahl et al., 2009). La HNRNPM formartp de la maquinaria del
spliceosoma por su interaccion con el subcompldpC&l /PLRG1 del spliceosoma
(Lleres et al., 2010). En células cancerosas husnalgainos resultados demuestran que
la retencién en el citoplasma de la IMP-3 y la HNRN provoca un descenso
significativo de la proliferacion. EI complejo naar IMP-3-HNRNPM es importante
para la sintesis eficiente de CCND1, D3 y G1 asic@ara la proliferacion de las
células cancerosas humanas (Rivera et al., 2013).



Basonuclina 1 (BNC1)

La basonuclina es una proteina con dedos de cem@upsenta una distribucion tisular
muy restringida (Tseng, 1998). Hasta el momentbddsonuclina ha sido detectada
principalmente en los queratinocitos basales deefoelios escamosos estratificados
(piel, epitelio bucal, eséfago, vagina y cérneanycélulas gametdgenas del testiculo y
el ovario (Tseng and Green, 1994; Weiner and Grdé&98). Existen indicios
considerables de que la basonuclina es un factvadscripcion de los genes del ARNr
(ADNr) especifico de ciertos tipos celulares. Laxdas de cinc de la basonuclina
interaccionan con tres sitios evolutivamente coresiys del promotor del ADNr (luchi
and Green, 1999; Tseng et al., 1999). La regulaspdgenética a través de la metilacion
de CpG cumple un cometido importante en la oncaigérasi como en la respuesta al
tratamiento oncoldgico. La BNC1 aparecio hipomdtlan estirpes de células humanas
de cancer de pulmén amicrocitico H1299 que sorstedes a la radioterapia. La
supresion de la expresion del ARNm de la BNC1 dalag H1299 también redujo la
resistencia de estas células a las radiacionegaioie@is (Kim et al., 2010a). La
metilacion aberrante del ADN de BNC1 también sedetectado en muestras de
leucemia linfocitica crénica (LLC) (Tong et al., 1#). En el carcinoma de células
renales (CCR), la metilacion del BNC1 estuvo astzi@on un peor prondstico,
independientemente del tamafio, el estadio o ebgtatitumor (Morris et al., 2010).

Proteina de unién a FK506 10, 65 kDa (FKBP10)

La proteina de union a FK506 10 (FKBP10) perterzetzefamilia de las peptidil-prolil
cis/trans isomerasas de tipo FKBP. Se localizaleetiEulo endoplasmético y actlia
como chaperona molecular (Ishikawa et al., 2008eR®n et al., 2000). Se expresa
mucho durante el desarrollo pulmonar y puede sactiskdda coordinadamente con
proteinas de la matriz extracelular a causa deresi pulmonares (Patterson et al.,
2005).

Receptor de la familiaFrizzled 1 (FZD1), receptor de la familiafrizzied 2 (FZD2),
receptor de la familiafrizzed 7 (FZD7)

Los genes FZD2, FZD1 y FZD7 pertenecen a la fardiibgen'frizzled; miembros de
esta familia génica codifican proteinas con 7 darsitransmembrana que actian como
receptores de las proteinas de sefializacion Wnt.

La expresion del gen FZD2 parece estar reguladalmesarrollo, con altos niveles de
expresion en el rifion y el pulmén del feto asi camcel colon y en el ovario adultos
(Sagara et al., 1998; Zhao et al., 1995).

La proteina FZD1 contiene un péptido sefal, un damico en cisteina en la regién
extracelular N-terminal, 7 dominios transmembrananymotivo de unién a dominio
PDZ en el extremo C-terminal. El transcrito de FA2lexpresa en varios tejidos, entre
ellos el pulmén, el corazén, rifidn, pancreas, ptésy ovario (Sagara et al., 1998). La
expresion de los receptorgizzled1 y 2 se ha hallado regulada al alza en el c&eer
mama (Milovanovic et al., 2004).

La proteina FZD7 contiene una secuencia sefial miital, 10 residuos de cisteina
tipicos del dominio extracelular rico en cisteiralds miembros de la familia Fz, 7
posibles dominios transmembrana y una cola intnreC-terminal con un motivo de
unién a dominio PDZ. La expresion del gen FZD7 puedjular a la baja la funcion de



las APC y potenciar las sefales mediadas por &daenina en los carcinomas de
esofago humano poco diferenciados (Sagara e98i8; Tanaka et al., 1998).

ATPasa, transportadora de Ca++, miocardio, contradén rapida 1 (ATP2A1),
ATPasa, transportadora de Ca++, miocardio, contradén rapida 2 (ATP2A2)

Ambos genes (ATP2A1 y ATP2A2) codifican Ca(2+)-A5Ra SERCA. Las ATPasas
de calcio (SR)1/ER del reticulo sarcoplasmaticoRSE) son bombas de calcio que
acoplan la hidrélisis del ATP con el transporte chdtio a través de la membrana del
reticulo sarcoplasmatico/reticulo endoplasmaticadMennan et al., 1997). Las SERCA
son codificadas por tres genes homologos: SERCAPPAL), SERCA2 (ATP2A2) y
SERCA3 (Wu et al., 1995). Han surgido a la luz ¢iml de que las SERCA podrian
influir directamente en el proceso de apoptosi®greiciacion y proliferacion celular
(Chami et al., 2000; Ma et al., 1999; Sakuntabhal.e1999).

Las mutaciones del gen ATP2A1, que codifica la SERCcausan algunas formas
autosdmicas recesivas de la enfermedad de Brodymimpatia que se caracteriza por
la alteracion de la relajacion muscular durantesélerzo (Odermatt et al., 1996).

La ATP2A2 es una ATPasa asociada a la enfermedaDader, un raro trastorno

cutaneo hereditario y autosomico dominante que asacteriza por queratinizacion
anormal y acantolisis (Huo et al., 2010). Las altemes germinales de la ATP2A2
pueden predisponer al cancer de pulmoén y de colnalteracion del gen ATP2A2

podria estar implicada en la carcinogénesis (Kar@teal., 2006). En una estirpe de
células de cancer de pulmén microcitico (H1339)eyadlenocarcinoma de pulmon
(HCC) el contenido de Ca2+ del reticulo endoplagmatparecié reducido en

comparacion con el epitelio bronquial humano norrlmenor contenido de Ca2+
aparecio relacionado con la menor expresion deERCA 2 que bombea calcio en el
reticulo endoplasmaético (Bergner et al., 2009). AAR2A2 tal vez podrian servir como
marcadores prondsticos para los pacientes con rcamalerrectal (CCR). Se ha

detectado en células tumorales circulantes (CT@),rgcidiva postoperatoria aparecio
correlacionada significativamente con la sobreesipredel gen (Huang et al., 2012).

Laminina, gamma 2 (LAMC2)

Las lamininas, familia de glucoproteinas de la maktracelular, son las principales
constituyentes de las membranas basales despi@Esdistintos tipos de coladgeno. Han
sido implicadas en una gran diversidad de procesmégicos como la adhesion, la
diferenciacion y la migracion celulares, la sef@dian, el crecimiento de las neuritas y
la metéstasis. El gen LAMC2 codifica la cadgBale la laminina 5, que forma parte de
esta proteina, uno de los componentes princip&da dona de la membrana basal. La
LAMC?2 apareci6 con frecuencia regulada al alzalpatesmetilacion de su promotor
en el cancer géastrico (Kwon et al., 2011). La LAM&?2ha hallado sobreexpresada en
zonas de melanoma angiotrépico en comparacion oonaszde melanoma avascular
(Lugassy et al., 2009). La LAMC2 es un biomarcaderla metéstasis del cancer de
vejiga, cuyo nivel de expresion aparecio asociadoal grado del tumor (Smith et al.,
2009b). Los genes LAMB3 y LAMC2 aparecieron coegpdos en 21 de 32 estirpes
celulares de cancer de pulmoén amicrocitico (66%) m®lo en una de 13 estirpes
celulares de cancer de pulmon microcitico (8%)chexpresion de los genes LAMB3 y
LAMC2 también se ha observado en las células dé&racuasos de cancer pulmoén
amicrocitico primario (todos los estudiados) pevcasi en las correspondientes células
de pulmdn no cancerosas (Manda et al., 2000).



Proteina de choque térmico de 70 kDa numero 2 (HSRA proteina de choque
térmico de 70 kDa numero 8 (HSPAS8)

La HSPA2 ha sido identificada como posible protednadgena que se expresa en
niveles anormales en un subgrupo de tumores humaoaoso el cancer de mama
(Mestiri et al., 2001), cancer de cuello de utésarg et al., 2010a), cancer urotelial de
vejiga (Garg et al., 2010b), carcinoma nasofarin@tbout et al., 2003) y tumores
malignos (Chouchane et al., 1997). En estirpedarelsi procedentes de varios tipos de
cancer humano también se ha observado cierto gtadactividad del gen HSPA2
(Scieglinska et al., 2008), en tanto que su siEn@nto en células cancerosas detiene
el crecimiento y disminuye el potencial oncégenohée et al., 2005; Xia et al., 2008).
Asimismo, el polimorfismo del gen HSPA2 aparececasim con mayor riesgo de
aparicion del cancer de pulmén (Wang et al., 201Dh)sobreexpresién del HSPA2
esta correlacionada con el aumento de la prolif@nacelular, escasa diferenciacion y
metastasis ganglionares en el cancer de mama,edfle cterino y uroterial de vejiga
humanos (Garg et al., 2010a; Garg et al., 2010IstiMet al., 2001).

El gen HSPAS8 codifica un miembro de la familia de proteinas de choque térmico de
70 Hsc70, que contiene tanto miembros de expreso@mstitutiva como
termoinducibles. La HSPAS8 se une a los polipéptitmsentes para facilitar el correcto
plegamiento de las proteinas (Beckmann et al., )19@@s Hsc70 actlan como
chaperonas moleculares facilitando la sintesisplejamiento, el ensamblaje y el
trdnsito de las proteinas entre los compartimeoghslares, asi como su degradacion
(Bukau and Horwich, 1998; Hartl and Hayer-Hartlp2)) La Hsc70 se expresan tanto
en células mamarias no malignas como en célulagnieer de mama (Kao et al., 2003;
Vargas-Roig et al., 1998) y la sobreexpresion de/hds70 en células cancerosas
guimiorresistentes (Ciocca et al., 1992; Lazarislet 1997) ha propiciado estudios
acerca del posible papel como marcador clinico skaseproteinas (Ciocca and
Calderwood, 2005). Esta chaperona hsc70 segregaddapestar implicada en la
proliferacion celular que podria explicar el ritrde crecimiento mas acelerado de las
células cancerosas que sobreexpresan la catepsihrde et al., 2010). Asimismo
Ruisin et al. describieron la asociacion entre olmprfismo de este gen y el riesgo de
cancer de pulmén (Rusin et al., 2004).

Proteina vacuolar de clasificacion 13 homdélogo Beffadura) (VPS13B)

La VPS13B fue descubierta como una proteina de meeratperiférica localizada en el
aparato de Golgi, donde se solapa con la proteiria ohatriz del cis-Golgi GM130. En
consonancia con su localizaciéon en el interioradeélula, la eliminacion de la VPS13B
con ARNi provoca la fragmentacion de la cinta delgsen diminutos dictiosomas
(Seifert et al., 2011). Kolehmainen et al. (2008salbrieron el gen COH1, también
conocido como VPS13B, dentro de la region critieh sindrome de Cohen en el
cromosoma 8qg22 (Kolehmainen et al., 2003). Las otes que ocasionan la pérdida
de la funcionalidad del gen VPS13B provocan el reim& de Cohen, de caréacter
autosémico recesivo (Seifert et al., 2011). Lasatiohes del VPS13B y de otros genes
se han descrito en diversos tipos de cancer gastraolorrectal con inestabilidad de
microsatélites (An et al., 2012).

Similar a la proteina de segregacion cromosémica E3 1 (levadura) (CSELL)

Se ha demostrado que el gen de sensibilidad adpt@gs celular (CSELL) regula
multiples mecanismos celulares como el punto déralodel huso mitético, asi como la
proliferacion y la apoptosis. La CSELL esta locale tanto en el citoplasma como en el



nucleo celular. La CSELL nuclear regula la actigdittanscripcional de la proteina p53,
una importante supresora de tumores (Rao et dl1;Zanaka et al., 2007). La CSE1L
citoplasmatica esta asociada con los microtubs®sia demostrado que esta asociacion
estimula la extensién de los invadopodios y proraukv migracién de las células
tumorales (Tai et al., 2010). La CSE1L presentaale@ada expresion en muchos tipos
de cancer, asi como en lesiones melanociticas fsnig malignas (Boni et al., 1999),
carcinoma endometrial (Peiro et al.,, 2001), camiaoovarico (Brustmann, 2004),
cancer de mama (Behrens et al., 2001), carcinomtelil de vejiga (Chang et al.,
2012), y se ha demostrado que su expresion est@lamionada con la progresion del
cancer. El silenciamiento de la CSE1L podria ctaristina estrategia terapéutica contra
el cancer de colon (Zhu et al., 2013).

Similar a dihidropirimidinasa 4 (DPYSL4)

La proteina afin a la dihidropirimidinasa 4 (DPY$les un conocido regulador del
desarrollo de las neuronas del hipocampo. La DPYiStetviene en la regulacién del
crecimiento, la polarizacion y la diferenciacion tes células epiteliales dentales
durante la morfogénesis de los primordios dentifesukawa et al., 2013). Algunos
estudios han demostrado el papel de la DPYSL4 emokible atenuacion del
crecimiento de las neuritas a través de la intdbicdle la polimerizacién de los
microtUbulos, y han revelado una desconocida asidciacon la vimentina durante la
condensacion nuclear que precede a la muerterdaitana (Aylsworth et al., 2009). El
gen supresor de tumores p53, con frecuencia muéadona amplia variedad de
tumores, desempeiia un papel importante en el marn¢emo de la integridad del
genoma. Agente antitumorales indujeron especificéenta sintesis del ARNm y la
expresion de la proteina DPYSL4 en células competgrara p53. La DPYSL4 es un
factor inducible por apoptosis, que esta controfaatda p53 como respuesta a dafios en
el ADN (Kimura et al., 2011).

Subunidad gamma de Sec61 (SEC61G)

La SEC6% es un componente del canal proteinico heterotibmé&ue comprende las
subunidades SEC6G1B vy v, y pertenece al translocon SEC61(Greenfield anghHi
1999). El complejo SEC61 forma un poro transmendbmgue permite el paso de los
polipéptidos nacientes al lumen del reticulo endaplatico, asi como la integracion de
las proteinas transmembrana en la bicapa de digémuwlo(Osborne et al., 2005). La
SEC6Y} es necesaria para la supervivencia de las céluasrales, asi como para la
respuesta celular frente al estrés del reticuloogladmatico. Aparece, ademas,
notablemente sobreexpresada en células malignadcyigamente ausente en células
normales (Lu et al., 2009). La reduccion de la esign de SEC61 provoco la
apoptosis y la supresion de la via de sefializadgdaupervivencia EGFR/AKT (Lu et
al., 2009), asi como la inhibicién del crecimiedtlas células tumorales (Neidert et al.,
2012).

Proteina similar a ORM1 1 S. cerevisiae) (ORMDL1)

Los genes humanos (ORMDL1, ORMDL2 y ORMDL3) se espn de forma ubicua
en tejidos fetales y adultos. Codifican proteimasgmembrana ancladas en el reticulo
endoplasmatico que probablemente intervienen pleghmiento de proteinas en dicho
organulo. A través del andlisis de secuencias geadmHjelmqgvist et al. (2002)
localizaron el gen ORMDL1 en el cromosoma 2g32HIMmqvist et al., 2002). Las
proteinas ORMDL son las principales reguladoratadaosintesis de ceramida en las
células de mamifero (Siow and Wattenberg, 2012). Q®MDL1 aparece



especificamente regulada a la baja cuando la pliesenl (PS1) presenta
mutaciones(Araki et al., 2008).

Proteina similar a pecanex 3@rosophila) (PCNXL3)

La proteina similar a pecanex 3 (PCNXL3) es undepna transmembrana de paso
multiple perteneciente a la familia pecanex.

El gen PCNXL3 ha sido localizado en la region creémica 11ql12. 1-q13. En la
region del cromosoma 11ql13 se localizaron tres amigwuntos de translocacién
asociados a tumores humanos entre los marcadofe34B33 y D11S546. El PCNXL3
podria ser un gen patolégico asociado a la regigd 3 (van et al., 2000).

Ribonucleoproteina nuclear pequefia de 200 kDa (US$NRNP200)

El corte y empalme del pre-ARNm esta catalizadogb@pliceosoma, un complejo de
susbunidades especializadas de ARN y proteinaelgnima los intrones del segmento
del pre-ARNm transcrito. El spliceosoma esta corsfu@or las ribonucleoproteinas
nucleares pequefias (snRNP) U1, U2, U4, U5 y U6tojuon unas 80 proteinas
conservadas. El SNRNP200 es un gen necesario paeardllar el daplex U4/U6, un
paso esencial para la activacion catalitica deteptoma (Maeder et al., 2009). La
expresion del SNRNP200 se ha detectado en el auraedebro, placenta, pulmon,
higado, musculo estriado, rifion y pancreas (Zhad.,e2009). En fecha reciente se ha
descubierto que las mutaciones del SNRNP200 estéaciaglas con la retinitis
pigmentosa autosémica dominante (adRP) (Benaghb,£2011; Liu et al., 2012).

Dominio SAM, dominio SH3 y sefiales de localizacidnuclear 1 (SAMSN1)

El SAMSN1 pertenece a una nueva familia de genesupriestos adaptadores y
proteinas del armazdn que contienen dominios SKSAM (motivo alfa estéril). La
SAMSNL1 se expresa en tejidos hematopoyéticos, najscarazén, cerebro, pulmén,
pancreas, células endoteliales y mielomas. Se masteado que la expresion enddégena
de SAMSNL1 aparece regulada al alza en linfocitoprignarios que han recibido
estimulos de diferenciacién y proliferacion, y expentos de transduccién sugieren el
papel estimulador de la SAMSN1 en la diferenciadi@nlos linfocitos B en células
plasméaticas (Brandt et al., 2010). Estirpes cedglgrcélulas primarias de pacientes con
leucemia mieloide aguda y mieloma multiple expreEaiSAMSN1 (Claudio et al.,
2001). La SAMSNL1 aparecio regulada a la baja esstape celular del carcinoma de
pulmén macrocitico Calu-6 (Yamada et al.,, 2008). BAMSN1 se expresé
diferencialmente en el cancer relacionado con liticallcerosa (Watanabe et al.,
2011).

Transductor de sefales y activador de la transcripén 2, 113 kDa (STAT2)

La STAT2 es una nueva contribuyente a la carcinegjéncolorrectal y cutdnea que
podria actuar aumentando la expresion génica y deresion de mediadores

proinflamatorios, lo que a su vez activa la viasd@alizacion oncogena de la STAT3
(Gamero et al., 2010). La STAT2 es un mediadoicorin la activacion de la apoptosis
inducida por los IFN de tipo I. Mas importante adefectos en la expresion o en la
localizacion nuclear de la STAT2 pueden mermarfikaeia de la inmunoterapia con

IFN de tipo | (Romero-Weaver et al., 2010). Log@stomas de bajo grado presentan
menos expresidon de STAT2 que los astrocitomas te gihdo. Los resultados

demuestran la relacion existente entre la sefigdzate STAT y de PPARgamma en

los tumores gliales y refuerzan el supuesto papgbitante de las proteinas STAT en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacién destumores (Ehrmann et al., 2008).



Complejo de transcripciéon CCR4-NOT, subunidad 1 (CNDT1)

El complejo desadenilasa CCR4-NOT humano constaealos de nueve subunidades
enzimaticas y no enzimaticas. La CNOT1 desempef@afumcion importante en la
actividad enzimatica del complejo CCR4-NOT, pogle es critica para el control de la
desadenilacién del ARNm y la degradacion del mishaeliminacion de la CNOT1
deteriora estructural y funcionalmente el complé€f@R4-NOT y propicia la
estabilizacion de los ARNm, lo que provoca el inoeato de la traduccidén y causa
apoptosis por estrés del reticulo endoplasmatiocetl al. concluyeron que la CNOT1
contribuye a la viabilidad de la célula aseguraladactividad de la desadenilasa CCR4-
NOT (Ito et al., 2011). La eliminaciéon por medio ABNsi de la CNOT1 enddgena o
de otras subunidades de CCR4-NOT en células deec&® mama ocasiona la
desregulacién de genes diana del ERalfa (aumenta itheluccion de genes diana del
ERa TTF1 y c-Myc). Tales hallazgos definen la funcidel complejo CCR4-NOT
humano como la de un represor transcripcional desefdalizacion de receptores
nucleares que es importante para entender lasmédsculares involucradas en el
cancer (Winkler et al., 2006).

Serina-hidroximetiltransferasa 2 (mitocondrial) (SHMT2)

El gen SHMT2 codifica la forma mitocondrial de wr&ima dependiente del piridoxal
fosfato que cataliza la reaccion reversible deetina y del tetrahidrofolato en glicina y
5,10-metilentetrahidrofolato. El producto codificagls responsable principalmente de la
sintesis de la glicina. En una enfermedad poligéommo el cancer de pulmén cabe
suponer que las interacciones entre genes desempatigpapel importante en la
determinacion de la variabilidad fenotipica de tbgersos subtipos de cancer. Las
interacciones entre los polimorfismos de MTHFRE6VITHFR1298 y SHMT podrian
repercutir de forma significativa en la inestakitidgenética en los pacientes con cancer
de pulmén. En lo referente a alteraciones citogestse ha demostrado que los
linfocitos procedentes de pacientes con cancer Wimdm que son expuestos al
carcindgeno del tabaco 4-(metilnitrosamino)-1-(@dd)-1-butanona [NNK] presentan
una frecuencia considerablemente mayor de dafogetiéticos cuando presentan las
variantes alélicas MTHFR 677, MTHFR 1298 y SHMTs{Ric-Collier et al., 2011).
Los estudios farmacogendmicos acerca del papgldiehorfismo del gen SHMT en la
eficacia de los protocolos con 5-FU y FOLFIRI ertipates con cancer colorrectal
revelaron un efecto notable que modificaba la siypencia global (Timar et al., 2006).

Protooncogén Jun B (JUNB)

JunB es miembro de la familia AP-1 (proteina adira-1) de factores de transcripcion
diméricos. El factor de transcripcion AP-1 intenge en la proliferacion, la
transformacion y la muerte celular (Shaulian andirka2002). JunB podria estar
regulado a través de la via del NF-éB y su regdiael alza inducida por HGF podria
desempefiar un papel importante en la regulacioma daoliferacion y la invasion
celular a través de la expresion de la MMP-9 (Lee Kim, 2012). JunB parece ejercer
un efecto oncégeno en linfomas, en particular hmde de Hodgkin (Shaulian, 2010).
JunB es un regulador retrogrado esencial de la ypldontribuye a mantener la
senescencia celular que bloquea la transformaci@igma de las células de
amplificacion transitoria (TAC), por lo que tendtiaa funcién importante en el control
de la carcinogénesis prostatica (Konishi et al0820JunB promueve la invasividad del
tumor y potencia la angiogénesis en el carcinomzétidas renales (ccRCC) defectuoso
para el gen VHL (Kanno et al., 2012).



Proteina transformante, dotada de espiral enrolladacida 3 (TACC3)

La TACC3 forma un complejo con la ch-TOG (gen sekpgesado en tumores de colon
y hepético) y la clatrina que entrelaza los midoatds en las fibras del cinetocoro. La
TACC3 se expresa en ciertos tejidos proliferatieosno testiculo, pulmén, bazo,
médula 6sea y timo, asi como en los leucocitosadgre periférica. La expresion de
TACC3 esta alterada en algunos tipos de tumoresahasn Dentro de la célula, la
TACC3 esté localizada tanto en los centrosomas cemtos microtubulos del huso,
pero no en los microtibulos astrales (Hood and &02011). La expresion de la
TACC3 aparecio correlacionada con la de la p53pgy pacientes cuyos tumores
presentaban una elevada expresion de ambas psoteiarifestaban un prondstico
notablemente peor que los pacientes con bajosesivkd expresion de ambas a tenor de
los resultados de las inmunotinciones (P = 0,08é)ha planteado que el aumento de la
TACC3 podria conferir una ventaja proliferativaNCLC y contribuir a la progresion
del tumor, y que la expresion de la TACC3 es uricadbr prondstico fiable del
resultado clinico del NSCLC (Jung et al., 2006).CII8 podria ser un regulador
negativo de la via de sefalizacion Notch (Bargal.e2010).

RAD54 homélogo B §. cerevisiae) (RAD54B)

La proteina de recombinacién y reparacion del ADNDB4B es una proteina
codificada por el gen homénimo en el ser humano.R&D54 se une al ADN
bicatenario y muestra actividad ATPasa en presaieiADN. La proteina RAD54B
humana es paraloga de la proteina RAD54, que desenfpnciones importantes en la
recombinacién homéloga. La recombinacion homoloB#l)( es esencial para la
reparacion exacta de las roturas bicatenarias B fDSB) (Sarai et al., 2008). La
reduccion de la expresion de RAD54B, gen que enaater presenta mutaciones
somadticas, causa inestabilidad cromosémica (CINg&mlas de mamifero (McManus
et al., 2009). La elevada expresion del gen RAD&dta asociada con un menor tiempo
hasta la progresién y con una peor supervivencbaglen pacientes con glioblastoma
(Grunda et al., 2010).

Factor de elongacion en la traduccion eucariota ZEF2)

El EEF2 codifica un miembro de la familia de lostéaes de elongacion de la
traduccion unidos a GTP. Esta proteina es un fadencial para la sintesis proteica.
Promueve la translocacion dependiente de GTP amadana proteinica naciente del
sitio A al sitio P del ribosoma. La EEF2 aparecéaménte expresada en el
adenocarcinoma de pulmén (LADC), pero no en etitepulmonar circundante sano.
Se ha sugerido que la eEF2 es un marcador anti@mapen el LADC, porque los
pacientes con elevada expresion de eEF2 presemtaimeidencia notablemente mayor
de recurrencia tumoral temprana y un pronosticonifiigtivamente peor. El
silenciamiento de la expresion de eEF2 aumentdolzgacion de las mitocondrias, la
autofagia celular y la sensibilidad al cisplatidalemés, la eEF2 aparecio SUMOilada
en células de LADC, y la SUMOQilacién de la eEF2uest correlacionada con la
resistencia farmacol6gica (Chen et al., 2011a)EE&2 es una diana atractiva para los
tratamientos antitumorales porque su inhibiciénetet con rapidez la sintesis proteica,
induce la apoptosis y provoca en dultima instanaanuerte de la célula. El
silenciamiento por medio de ARNsi de la EEF2 pradvedotoxicidad especifica en
células tumorales (Chen et al., 2011b; Wullned.e2808).

Ciclina A2 (CCNA2)



La CCNAZ2 pertenece a la familia altamente conservdel las ciclinas. Las ciclinas

actian como reguladores de las CDK-cinasas. Lasrsdig ciclinas manifiestan

distintos patrones de expresion y degradacion queribuyen a la coordinacion

temporal de cada episodio de la mitosis (Deshpahdk, 2005). La ciclina humana A2

es un regulador clave de la progresion de la fas@®ntrada en la mitosis. La CCNA2
se une y activa a las cinasas CDC2 o CDK2, lo qoenpeve tanto el ciclo celular

como las transiciones G1/S y G2/M (Honda et al.1220 Las mutaciones, las

amplificaciones y la sobreexpresién de este gem, ajteran la progresion del ciclo

celular, se observaron con frecuencia en diverso®ites y pueden contribuir a la
oncogénesis (Cooper et al., 2009; Kars et al., 2Rirh et al., 2011; Tompkins et al.,

2011). Asimismo, se ha descrito que la expresiOCABIA2 esta relacionada con un
prondstico malo en varios tipos de cancer (Yasneteal., 2003) y que la expresion
elevada de ciclina A estuvo correlacionada conopes de supervivencia mas cortos
(Dobashi et al., 1998).

Transformante de células neuroepiteliales 1 (NETH1

La NET1 forma parte de la familia de factores deritambio de nucle6tidos guanina de
Rho. Los miembros de esta familia activan las pmate Rho catalizando el intercambio
de GDP por GTP. La proteina codificada por NET&raxtciona con RhoA en el nicleo
celular y podria intervenir en la reparacion dedafios del ADN ocasionados por las
radiaciones ionizantes.

El gen NET1, a diferencia de los receptores op®idee expresa en células de
adenocarcinoma de mama, cuya migracion podriatéacfEcimovic et al., 2011). La
NET1 esta regulada al alza en tejido de cancerigdsiCG) e impulsa el fenotipo
invasivo de esta enfermedad (Srougi and Burrid§4,1P La NET1 juega un papel
importante en la migracion y la invasion de lasuleél de CG, aspectos clave en la
progresion de dicho cancer (Bennett et al., 201149. expresiones elevadas de RhoC y
NET1 en el cancer de préstata humano después t@ealasia endocrina a corto plazo
sugieren que ambas podrian convertirse en diamagéigticas durante dicha terapia
(Kawata et al., 2012).

Marco de lectura abierto 24 del cromosoma 11 (C11{24)

El gen Cllorf24 fue descubierto por Twells et &0@. Cllorf24 no comparte
ninguna similitud con otros genes conocidos y sicifin se desconoce. El andlisis por
transferencia Northern ha detectado una expre$édada de un transcrito de 1,9 kb en
el corazon, la placenta, higado, pancreas y c8ernan detectado niveles mas bajos en
el cerebro, el pulmén, musculo estriado, rifién,obgmdstata, testiculos, ovario e
intestino delgado, y niveles muy bajos en el timosyleucocitos (Twells et al., 2001).
La proteina de 449 aminoacidos de longitud Cllod8% localizada en la region
cromosOmica 11g13. Esta region aparece descrita aora region de sensibilidad a
multiples canceres (Gudmundsson et al., 2009; leuetal., 2011).

Regulador de la condensacion cromosémica 1 (RCC1)

El regulador de la condensacion cromosémica 1 (R@&8EI factor de intercambio de
nucledtidos de guanina de la GTPasa Ran. La gederacalizada de la Ran-GTP por
la RCC1 en la cromatina es critica para el transepowucleo-citoplasmatico, el

ensamblaje del huso mitético y la formacion de éabrana nuclear (Hitakomate et al.,
2010). Algunos datos indican que la union del creonoa a los reguladores mitéticos
como RCC1, Mad2 y survivina es esencial para lgneidn de la mitosis (Ho et al.,



2008). Wong et al. han descubierto que la concedtraen el nucleo de RanGTP
disminuye durante las primeras etapas de la ageptogjue esté correlacionado con la
inmovilizaciéon de la RCC1 en los cromosomas. Agispuihan propuesto que la RCC1
lee el cbdigo de histonas creado por la Mstl agsivpor caspasas para iniciar la
apoptosis reduciendo la concentracion de RanGTe® ieircleo (Wong et al., 2009).

Familia del antigeno de melanoma F, 1 (MAGEF1)

La mayoria de los miembros de la superfamilia MA@Rigeno asociado a melanoma)
se expresan en los tumores, testiculos y tejidatefe lo que ha sido descrito como un
patrén de expresion de cancer/testiculo (MAGE syfmi). Los péptidos del subgrupo
| han sido utilizados con éxito en vacunas pemflic de células dendriticas (Nestle et
al., 1998; Marchand et al., 1999; Marchand etl®99; Marchand et al., 1995; Thurner
et al., 1999). En cambio, ciertos genes MAGE (MASBEiBgrupo Il) como MAGEF1, se
expresan de manera ubicua en todos los tejidosoadufetales asi como en numerosos
tipos de tumor, entre ellos ovario, mama, cuelkriob, melanoma y leucemia (Nestle
et al., 1998; Marchand et al., 1999; Marchand et H#)99; Marchand et al., 1995;
Thurner et al.,, 1999). No obstante, la sobreexpresie MAGEF1 ha podido ser
detectada en el NSCLC (Tsai et al., 2007) y en98b @e una cohorte taiwanesa de
pacientes con cancer colorrectal (Chung et al.QR01

Complejo de condensina | no SMC, subunidad D2 (NCAP2)

Las condensinas son complejos heteropentaméricesfugron descubiertas como
componentes estructurales de los cromosomas mgdtita NCAPD2 es un
componente esencial del complejo de la condensimaaha necesario para la
condensacion cromosoémica durante la mitosis. Lairdicion de la NCAPD?2 afecta a
la alineacién de los cromosomas durante la metafasdrasa el inicio de la anafase
(Watrin and Legagneux, 2005). Recientes estudidgydmiento y asociacion sefialan a
un locus cromosdémico de 12pl3 como posible ubicad® variantes genéticas que
predisponen a la enfermedad de Alzheimer. Los sigalie asociacion de marcador
Unico revelaron las dos SNP contenidas en NCAPB23(r1174 y rs2072374) con
valores p nominales significativos (p = 0,0491 Y146, respectivamente). Estos
analisis genéticos aportan indicios de que el larosmosémico 12p13 esta asociado
con la enfermedad de Alzheimer en chinos (Li e2&l09).

Marco de lectura abierto 44 del cromosoma 12 (C12t#4)

Durante la basqueda en bases de datos de ortdlegosa proteina que interaccionara
con Atgl3 deDrosophila Mercer et al. (2009) identificaron el ATG101 huroa
también conocido como C12orf44 (Mercer et al., 2089 gen ATG101 se localizé en
el cromosoma 12q13. 13. De la supuesta proteinzZl8eamino4cidos se predijo que
debia ser una proteina hidrofila citosoélica (Hosakat al., 2009). La macroautofagia
es un proceso catabolico de degradacion de preteémganulos y macromoléculas
citoplasmaticas a través de lisosomas. Las prateEG, como la ATG101, son
necesarias para la formacion de autofagosomassul@sicon membrana doble que
rodean y secuestran la carga citoplasmatica amtda €usién con los lisosomas. La
ATG101 (C12orf44) es esencial para la autofagiar@eleet al., 2009).

Ligasa de proteina-ubiquitina E3 con dominios HECTy RLD numero 4 (HERC4)

La HERC4 pertenece a la familia HERC de las ligakasibiquitina, cuyos miembros
contienen un dominio HECT y al menos un dominioilsima RCC1 (MIM 179710)
(RLD). Se ha predicho que el dominio de 350 amiitmécHECT cataliza la formacién



de un tioéster con la ubiquitina antes de trantdieai un sustrato, y se ha predicho que
el RLD actia como un factor de intercambio de ritdes de guanina para las

proteinas G pequefias (Hochrainer et al., 2005)ghaa de ubiquitina de tipo E3 Herc4

se expresa ubicuamente en todos los tejidos, pelboe stodo en los testiculos,

especialmente durante la espermiogénesis. La ligdm@4 es necesaria para la
maduracién y la eliminacion de la gota citoplaso@tinecesaria para que el
espermatozoide adquiera plena funcionalidad (Rodegnd Stewart, 2007).

Proteina 3 de union al ARNm del factor de crecimieto insulinoide 2 (IGF2BP3)
IGF2BP3 pertenece a de la familia de proteinas mdénual ARNm del factor de
crecimiento insulinoide II, implicada en la local&én, el recambio y el control
traduccional del ARNm. La proteina contiene vadosninios KH (de homologia K)
gue son importantes para la unién al ARN y queade gjue estan implicados en la
sintesis y en el metabolismo del mismo. La expresigturre principalmente durante el
desarrollo embrionario, y ha sido descrita en adgummores. Por ello la IGF2BP3 es
considerada una proteina oncofetal (Liao et ab5p0La IGF2BP3 podria promover la
proliferacion de las células tumorales potenciatadsintesis de la proteina IGF-II e
induciendo la adhesion y la invasion de célulaseés de la estabilizacion del ARNm
de CD44 (Findeis-Hosey and Xu, 2012). Asimismogxaresion de IGF2BP3 ha sido
estudiada en numerosas neoplasias humanas coentescindicios de su intervencion
en la migracion, invasion y supervivencia celul@nyla metastasis tumoral (Jeng et al.,
2009; Kabbarah et al., 2010; Li et al., 2011; Lea@l., 2011; Lu et al., 2011; Hwang et
al.,, 2012; Samanta et al., 2012) asi como su posibplicacién en la angiogénesis
(Suvasini et al., 2011; Chen et al., 2012). Endadnacarcinoma de pulmoén se puede
detectar una mayor frecuencia de expresién de R2BBE3 en los adenocarcinomas
moderada o0 escasamente diferenciados, que podtiar esociada con un
comportamiento biolégico agresivo (Findeis-Hoseyakt 2010; Beljan et al., 2012;
Findeis-Hosey and Xu, 2012).

Homologo del ciclo de division celular 6. cerevisiae) (CDC6)

La proteina CDC6 actia como regulador en los pom@asos de la replicacion del
ADN. Esté localizada en el nucleo celular duraatethpa G1 del ciclo celular, pero se
traslada al citoplasma al inicio de la fase S. Asino, se supone que la CDC6 regula la
activacion del punto de control de la replicacidinaaés de su interaccion con ATR en
las células eucariotas superiores (Yoshida eR@llp). La CDC6 es esencial para la
replicacion del ADN y su desregulacion esta invidda en la carcinogénesis. Se ha
descubierto que la regulacion a la baja de la Ch@@iante ARN de interferencia
(ARNI) impide la proliferacion celular y promueva &poptosis (Lau et al., 2006). La
sobreexpresion de la CDC6 se ha constatado ersvidpims de céncer. Entre los tipos
de cancer que sobreexpresan el CDC6 se hayan ercgastrico (Tsukamoto et al.,
2008), tumores cerebrales (Ohta et al., 2001)jreara epidermoide bucal (Feng et al.,
2008), carcinoma de cuello uterino (Wang et al.09k) y mesotelioma maligno
(Romagnoli et al., 2009).

Proteina de activacion de fibroblastos, alfa (FAP)

La proteina de activacion de fibroblastos (FAP)uea glucoproteina de membrana
integral de tipo Il perteneciente a la familia @& lproteasas de serina. La supuesta
actividad proteasa de serina de la FAP alfa y stopade inducciornin vivo podrian
indicar la implicacion de esta molécula en el aantiel crecimiento de los fibroblastos

0 en las interacciones entre el epitelio y el mgsié#na durante el desarrollo, la



reparacion de tejidos y la carcinogénesis epitéiahnlan et al., 1994). La mayoria de
los tejidos adultos normales y los tumores epledidenignos presentan una escasa o
nula expresion de FAP. En cambio se detecta laesifr de FAP en el estroma de mas
del 90% de los tumores malignos de mama, colofes;tgpulmonares, cutaneos y
pancreaticos, asi como en los fibroblastos de aerh cicatrizacion, sarcomas de
partes blandas, y en algunas células mesenquimittales. La FAP tiene un papel
potencial en el crecimiento tumoral y la metastadisivés de los procesos de adhesion
y migracion celular, asi como en la rapida degrétade los componentes de la matriz
extracelular. Por ello estd presente en célulasofales que invaden la matriz
extracelular y en células endoteliales involucradasla angiogénesis, pero no se
expresa en las células inactivas del mismo tipdzidg et al., 2005; Kennedy et al.,
2009; Rettig et al., 1993; Rettig et al., 1994;r#aa et al., 1994; Zhang et al., 2010a).

Familia del sitio de integracion MMTV del tipo aptero (wingless), miembro 5A
(WNT5A)

En general, la Wnt5a regula diversas funciones larels como la proliferacion,
diferenciacion, migracion, adhesion y polaridadk(i¢hi et al., 2012). Se expresa en
células madre embrionarias humanas indiferenciddatoh, 2008). La WNT5A se
clasifica como miembro no transformante de la f@amiVNT, cuya implicacion en la
carcinogénesis no se ha dilucidado todavia. Preserd accion supresora de tumores
en algunos tipos de cancer (de tiroides, ceretbeamama, y colorrectal), pero aparece
regulado al alza de modo aberrante en tumores ld@dpuestomago y prostata (Li et
al., 2010). La WNT5A oncogena activa la via de Beéieion canonica WNT en células
madre cancerosas que estimula la autorrenovacide,vja no canénica WNT en la
interfase tumor-estroma que propicia la invasiota ymetastasis (Katoh and Katoh,
2007). La expresion de la WNT5A ha sido descritaligarsas entidades tumorales. Por
ejemplo, la expresion proteica anormal de Wnt5hasebservado en un 28% de casos
de céncer de prostata, en los que promueve la maaig (Yamamoto et al., 2010).
Asimismo, la sobreexpresion de WNT5A se ha vinauladn un mal prondéstico y/o
con el aumento del grado tumoral en el cancer deimyBadiglian et al., 2009),
melanoma (Da Forno et al., 2008; Weeraratna e2802), GBM (Yu et al., 2007),
cancer de pulmén (Huang et al., 2005) y cancerngatico (Ripka et al., 2007). En el
CHC, parece que la via canonica de Wnt contribugeir@ciacion del tumor y la via no
canonica a la progresion tumoral (Yuzugullu et2009).

TPX2, asociada a microtubulos, homélogaXenopus laevis) (TPX2)

El TPX2 es un factor que interviene en el ensaraldigl huso mitético. Es necesario
para asegurar el ensamblaje normal del huso nat§tide los microtibulos durante la
apoptosis. La TPX2 es necesaria para la nucleagbmicrotibulo dependiente de la
cromatina y/o del cinetocoro (Bird and Hyman, 208&)ss et al., 2009). La TPX2
sintetizadade novoes necesaria para la activacion de casi todagduasra A y la
sintesis plena de p53 y la fosforilaciém vivo durante la maduracion del ovocito
(Pascreau et al.,, 2009). La TPX2 es una proteinaiada al ciclo celular que se
sobreexpresa en numerosos tipos de tumor, comongiemas (Stuart et al., 2010),
carcinoma epidermoide de laringe (SCCL) (Cordes.e2010), carcinoma epidermoide
bucal (SCC) (Shigeishi et al., 2009), carcinomgzatecelulares (HCC) (Satow et al.,
2010), tumor pancreatico (Warner et al., 2009)ceamle ovario (Ramakrishna et al.,
2010) y carcinoma epidermoide de pulmén (Lin et 2006; Ma et al.,, 2006). A
menudo aparece sobreexpresada conjuntamente camaAAir lo que da pie a una



nueva unidad funcional con propiedades oncégenstei(ifi et al., 2010). La expresion
de TPX2 es un indicador prondstico del cancer dmfu (Kadara et al., 2009).

Receptor de la motilidad mediada por el hialuronandRHAMM) (HMMR)

El receptor de motilidad mediada por hialuronancARM (HMMR) ejerce diferentes
funciones tanto en el interior de la célula comdeemembrana celular. La RHAMM se
exporta a la superficie de la célula donde se LAeido hialurénico (AH) e interactla
con el receptor del AH CD44. Procesos como la idatil celular, la cicatrizacion de
heridas y la invasién estan modulados por la RHAKBdhr and Engeland, 2008). La
RHAMM (receptor de la motilidad mediada por el brahano) es uno de los receptores
del hialuronano (HYA) (Gares and Pilarski, 2000asLcélulas cancerosas también
exhiben sitios de union (CD44, RHAMM, etc.) pardidA y este las protege contra el
ataque de las células inmunitarias. La concentnag@® HYA en suero a menudo esta
elevada en los pacientes con metéstasis (Delpegh, 4997). Ademas, la interaccion
de HYA con RHAMM (HMMR) y CD44 en las células canesas se ha postulado
como importante para la progresion y la diseminmaciél tumor (Li et al., 2000b). La
RHAMM también se sobreexpresa en varios tipos fidotéumoral (Tzankov et al.,
2011), (Kramer et al., 2010), (Twarock et al., 2018higeishi et al., 2009), (Zlobec et
al., 2008) y (Li et al., 2000a)).

Metalopeptidasa ADAM dominio 8 (ADAMS8)

La ADAMS pertenece a la familia ADAM (dominio deddietegrina y metaloproteasa).
Muchos tipos de ADAM, incluida la ADAMS8, se expresan tumores malignos
humanos, donde intervienen en la regulacion deatdwidades de los factores de
crecimiento y las funciones de las integrinas, qoaducen a la estimulacién del
crecimiento y la invasién celular (Mochizuki and &0, 2007). La expresion de
ADAMS8 aparecié correlacionada positivamente corE€IFR. Ambos se expresaron
principalmente en el citoplasma y en la membrahdare(Wu et al., 2008). ADAMS8 se
expresd con profusion en la gran mayoria de neiaglate pulmén examinadas. La
expresion exogena de ADAM8 aumento la actividadratagia de células de mamifero,
un indicativo de su posible papel relevante enrlzgmesion del cancer de pulmoén
(Ishikawa et al., 2004). La ADAMS8 ha sido vinculadan un prondéstico malo del
cancer de pulmén (Hernandez et al., 2010). La sobresion de ADAM8 estuvo
asociada con una supervivencia mas corta y fue uem Ipredictor de metastasis a
distancia en el CCR (Roemer et al., 2004b; Roernal.,e2004a). Ademas, los niveles
de expresion y las actividades proteasa de ADAM#Bexeron correlacionados con la
actividad invasiva de las células de glioma, lo oukca su posible papel relevante en
la invasién tumoral en el cancer cerebral (Wildelatel., 2006).

Proteina de la cadena alfa-3 del colageno (VI) (CGIA3)

El COL6A3 codifica la cadena alfa-3, una de las tradenas alfa del colageno de tipo
VI. Los dominios de la proteina se unen a proteidasla matriz extracelular,
interaccion que explica la importancia de este gald en la organizacion de los
componentes de dicha matriz.

La remodelacion de la matriz extracelular debida sobreexpresion del colageno VI
contribuye a la resistencia al cisplatino de |dalaé de cancer de ovario. La presencia
de colageno VI estuvo correlacionada con el graaduimor, un factor pronéstico del
cancer de ovario (Sherman-Baust et al., 2003). QA8A3 estd sobreeexpresada en el
tumor colorrectal (Smith et al., 2009a), carcinamheaglandulas salivales (Leivo et al.,



2005) y se expresa de forma diferencial en el cdgéstrico (Yang et al., 2007). La
COLG6AS ha sido identificada en uno de siete gemesvariantes de corte y empalme
especificas de tumor. Las alteraciones validadasalte y empalme especificas de
tumor resultaron muy uniformes, lo que permitiétidiguir con claridad entre las
muestras normales y las cancerosas Yy, en algusos t®luso entre diferentes estadios
tumorales (Thorsen et al., 2008).

Antigeno de superficie celular Thy-1 (THY1)

La Thy-1 (CD90) es una glucoproteina con anclajgldeosilfosfatidilinositol (GPI) de
25-37 kDa que se expresa en muchos tipos celulasidos linfocitos T, timocitos,
neuronas, células endoteliales y fibroblastos.dtevacion de Thy-1 puede promover la
activacion de los linfocitos T. La Thy-1 tambiérteirviene en numerosos procesos
bioldgicos no inmunitarios, tales como la adhesiélular, el crecimiento de neuritas,
crecimiento y supresion de tumores, migracion, tdikacion de heridas y muerte
celular. La Thy-1 es un regulador importante deiriésracciones entre células y entre
célula y matriz, con importantes intervenciones lanregeneracion nerviosa, la
metastasis, inflamacion y fibrosis (Rege and Hag@0606b; Rege and Hagood, 2006a).
Asimismo, la Thy-1 parece ser un marcador de ldoagégesis adulta pero no de la
embrionaria. La regulacién al alza de la Thy-1 parte de las citocinas sin la
implicacion de ningun factor de crecimiento indiaamportancia de la inflamacion en
la patogenia de la angiogénesis adulta (Lee e1@98). En los nucleos de células de
cancer de pulmon se observa una notable sobreéxpms la Thy-1 respecto al tejido
normal o células de tumor benigno de pulmoén, yresde los factores relacionados con
el prondstico de los pacientes con NSCLC. Asi pleghy-1 podria ser un nuevo
marcador maligno latente en la patologia del cAdegouimén(Chen et al., 2005b). La
Thy-1 se puede considerar un marcador indirectovat@os tipos de células madre
(células madre mesenquimaticas, células madreibapd&células ovales») (Masson et
al., 2006), células madre queratinociticas (Nakamairal., 2006) y hematopoyéticas
(Yamazaki et al., 2009).

Desyodinasa, yodotironina, tipo 1l (DIO2)

La proteina codificada por el gen DIO2 perteneda &éamilia de las yodotironina-
desyodinasas. Aparece expresada notablemente tnoitkes y podria contribuir de
forma significativa al aumento relativo de la prodidn de la hormona tiroidea T3 en
pacientes con enfermedad de Graves y adenomadetsi(Meyer et al., 2008); (de
Souza Meyer et al., 2005)). Los patrones de exjmegénica de los tipos carcinoma
nasofaringeo de progresion local y de progresidistancia difieren significativamente.
La expresion del gen DIO2 es mayor en el tipo dg@sion con metastasis a distancia
que en el tipo de crecimiento e invasion localaledse del craneo, lo que puede estar
estrechamente relacionado con el potencial metestéel carcinoma nasofaringeo
(Liang et al., 2008). En tumores cerebrales apatat® el ARNm de DIO2 como la
actividad de la propia DIO2 (Murakami et al., 200D actividad D2 también esta
presente en el pulmén y es similar tanto en etldefianceroso como en el tejido
pulmonar circundante (Wawrzynska et al., 2003).

Periostina, factor especifico de osteoblastos (POSY

El POSTN es un gen que codifica una proteina conilisides con la familia de la
fasciclina, que esta implicada en la supervivegelalar y la angiogénesis, por lo que
se ha erigidocomo un marcador prometedor de largsam tumoral en varios tipos de
cancer humano (Ruan et al., 2009).



Se ha detectado la expresion elevada del ARNm gerlastina o de la propia proteina
en la mayor parte de los tumores sélidos, entos @l carcinoma de mama (Zhang et
al., 2010b), colon (Kikuchi et al., 2008), cabezaugllo (Kudo et al., 2006), pancreas
(Kanno et al., 2008), tiroides papilar (Puppin et a008), préstata (Tischler et al.,
2010), ovario (Choi et al., 2010), pulmén (Takanaitral., 2008) e higado (Utispan et
al., 2010), asi como en el carcinoma epidermoidesiddago (Kwon et al., 2009). La
periostina se expresa de forma andmala en el caheepulmén, donde aparece
correlacionada con angiogénesis, invasién y medigdsid@akanami et al., 2008). El
silenciamiento de la periostina en células de dadeepulmén amicrocitico A549
(NSCLC) inhibe el crecimiento y reduce la capacidaslasiva de las células
tumorales(Wu et al., 2013).

SLIT1 (homdlogo de slit 1 Drosophila)), SLIT2 (homologo de slit 2 Drosophila))

Las SLIT (SLIT1, SLIT2 y SLIT3) son una familia d@oteinas de secrecion que
intervienen en las interacciones posicionales dasecélulas y el entorno durante el
desarrollo mediante la sefalizacion a través depteces ROBO (Hinck, 2004). La
sefializacion SLIT/ROBO no se limita al desarrojola pérdida de estas sefiales
probablemente desempefia un papel importante endaegion tumoral. Los genes Slit
y Robo se consideran candidatos a supresores derdsinporque Sus promotores
aparecen con frecuencia hipermetilados en vanos tile cancer epitelial (Narayan et
al., 2006; Schmid et al., 2007; Latil et al., 200B)h cerca del 50% de los tumores de
mama humanos analizados la expresion de los gdr@® $ SLIT3 esta reprimida
(Sharma et al., 2007). La hipermetilacién de SL$€2ha detectado con frecuencia en el
NSCLC y se ha vinculado con diversas caractergstiiaicas (Suzuki et al., 2013).

TLX3 (leucemia de linfocitos T, homeosecuencia 3)

El TLX3 (también llamado RNX o HOX11L2) pertenecdaafamilia de los genesde
homeosecuencia huérfanos que codifican factoregamscripcion nucleares que se
unen al ADN. Los miembros de la familia de genesdiDse caracterizan por contener
en el homeodominio altamente conservado, en canereta posicion 47, una treonina
gue sustituye a una citosina (Dear et al., 1998)TLX3 solo se expresa en el bulbo
raquideo en desarrollo y es necesaria para la atarfermacién de las neuronas
sensoriales viscerales de proyeccion de primernoydde la mayoria de los centros
(nor)adrenérgicos del tronco encefalico, especialenéos involucrados en el control
fisiologico de los sistemas cardiovascular y redpiio (Qian et al., 2001). La
expresion de la TLX3 también se ha detectado erstragede leucemia procedentes de
un 20% de nifios y un 13% de adultos afectados gaarelmia linfocitica aguda de
linfocitos T (Cave et al., 2004), aunque este ganca ha estado implicado en la
diferenciacion normal de dichos linfocitos (Ferramrd al., 2004).

CEP192 (proteina centrosémica de 192 kDa)

Los centrosomas desempefian una funcion importantar@®s procesos celulares como
la formacién del huso y la segregacion de los cemmmas. La CEP192 es una proteina
centrosdmica que desempefia un papel esencial @mdénesis y la funcion del
centrosoma en mamiferoBrosophilay C. elegans(Gomez-Ferreria et al., 2012).
Estimula la formacion del andamiaje sobre el coal domplejos anulares de gamma
tubulina y otras proteinas implicadas en la nuadeacle los microtubulos y en el
montaje del huso adquieren la funcionalidad durémtaitosis (Gomez-Ferreria et al.,
2007).



ANKS1A (con repeticién de anquirina y dominio de mtvo alfa estéril 1A)

La proteina 1A con repeticion de anquirina y domi8AM es una proteina que en el
ser humano esta codificada por el gen ANKS1A (Nagasl., 1996). La ANKS1A fue
descrita por primera vez como diana y transmisaaseiales de receptores con
actividad tirosina-cinasa como EGFR y PDGFR (Paneeyal., 2002) y, mas
recientemente, como compafiera de interaccién depter con actividad tirosina-
cinasa EphA8 (Shin et al., 2007). En un estudigerge se genotiparon polimorfismos
mononucleotidicos (SNP) en 348 pacientes con NSéla&hzado, identificAndose 17
SNP candidatos relacionados con el pronéstico.9MB estan localizados en la regién
gendmica del gen ANKS1A (Lee et al., 2013).

CEP250 (proteina centrosémica de 250 kDa)

El gen CEP250 codifica una proteina central defrosoma necesaria para mantener la
cohesion entre los centriolos durante la interéideciclo celular (Mayor et al., 2002).
Por medio del andlisis de hibridos de radiacion, étral. (1998) localizaron el gen
CEP250 en la region centromérica del cromosomea@@ximadamente en 20gll. 2
(Fry et al., 1998). Mayor et al. (2002) descubniegoe la sobreexpresién de CEP250 en
una estirpe de células de osteosarcoma humano gaozda formacion de grandes
estructuras asociadas al centrosoma. La sobre@prés CEP250 no interfirié con la
separacion de los centrosomas ni la division celdtaque indica que la actividad
regulada en el ciclo celular separa a la CEP230s)eentrosomas (Mayor et al., 2002).

MDN1 (MDN1, homéloga de midasina (levadura))

La MDN1, homologa de midasina (levadura) es undefma codificada por el gen

MDN1 en el ser humano. La midasina esta present® am gen de copia Unica que
codifica una proteina de unos 600 kDa muy consanedtodos los eucariotas de los
gue se dispone de datos. En el ser humano el gea kealizado en 6q15 y codifica

una proteina predicha de 5596 residuos (632 kDayb@ino and Gibbons, 2002).

Recientemente la MDN1 se ha hallado mutada enrelecéde mama del subtipo B

luminal. La MDN1 podria intervenir en el desarrolio en la resistencia a la

hormonoterapia de este subtipo agresivo (Cornah,&t014).

OLFML1 (olfactomedina 1)

La OLFM1, también llamada noelina-1, es una gluctgina de secrecion perteneciente
a una familia de proteinas portadoras de un dondeiolfactomedina; desempefia una
funcién importante en la regulacion de la producaié células de la cresta neural por
el tubo neural (Barembaum et al., 2000). La olfexeidina se detecté originalmente
como el principal componente de la capa mucosa eueuelve las dendritas
quimiosensoriales de las neuronas olfatorias (Kulkat al., 2000). La expresion de la
proteina olfactomedina 1 resultod significativamentayor en el adenocarcinoma de
pulmén que en otros tipos histolégicos de cancerpdEndon y que en tejidos
pulmonares normales (Wu et al., 2010). Asimismaegl OLFM1 aparece desregulado
en el cancer de endometrio, el sarcoma de Ewinfj neeroblastoma (Wong et al.,
2007; Allander et al., 2002; Khan et al., 2001).

BUB1B (gemacion desinhibida por bencimidazoles 1 hwlogo beta (levadura))

El BUB1B, también llamado BubR1, es un componeelepdnto de control central de
la mitosis que se une e inhibe el complejo promdéola anafase activado por la Cdc20



(APC/CCdc20), una ligasa de ubiquitina de tipo E8 tpicia la anafase al orquestar la
escision por parte de la separasa de los anilloesieos que mantienen unidas las
cromatidas hermanas (Baker et al., 2004). La Bub&%06lo contribuye a la correcta
segregacion de los cromosomas a través de la @étivdel punto de control mitético
sino también mediante la regulaciéon de los anclaeslos cromosomas al huso
(Malureanu et al., 2009; Lampson and Kapoor, 20BB)muchos tipos de cancer se ha
constatado la alteracion de la funcion de puntoadgrol del huso. Las mutaciones de
BubR1 se han relacionado con la aneuploidia vateegan mosaico (MVA), un raro
sindrome humano caracterizado por aneuploidizaposeglisposicion a los tumores y
diversos rasgos progeroides, tales como esperanzdal breve, retraso del crecimiento
y mental, cataratas y dismorfismo facial (Matsuatral., 2006).

PI4KA (fosfatidilinositol 4-cinasa, catalitica, alf)

En las células humanas se expresan cuatro fofifaigitol 4-cinasas (P14K) distintas.
Dichas isoenzimas (PI4KA, PI4KB, PI4K2A y Pl4K2Batalizan la fosforilacion del
fosfatidilinositol (PtdIns) en la cara citoplasneatide la membrana celular, que conduce
a la produccién de fosdatidilinositol 4-fosfatodPts4P) (Minogue and Waugh, 2012).
La PI4KA se encuentra principalmente en el retienldoplasmatico (RE). Su actividad
parece regular tanto la formacion de los sitiosal&la del RE (Blumental-Perry et al.,
2006) como la concentracion de Ptdins4P en la memabplasmética (Balla et al.,
2008). Un grupo de investigacion ha descubierto €uARNm de la PI4KA es méas
abundante en el CHC que en los tejidos sanos nesmiébta regulacion al alza estuvo
correlacionada significativamente tanto con la rdifeiacion escasa como con la
proliferacion activa del CHC. Asi pues, la PI4KAdp@a servir como nuevo marcador
molecular para mejorar los actuales modelos prausstdel CHC (llboudo et al.,
2014).

AURKB (cinasa aurora B)

La cinasa aurora B es una proteina que intervien& ainion del huso mitético al
centréomero (Kim et al., 2011). Esta situada en rasrotibulos cercanos a los
cinetocoros (Kunitoku et al., 2003). Las cinasasi@ aparecen sobreexpresadas en
varias estirpes de células tumorales, lo cual apansu posible intervencién en la
oncogénesis, motivo por el cual ya se han conwerid dianas potenciales para el
diagnéstico y el tratamiento del cancer (Fu et 2007). En fecha reciente se ha
identificado la «firma génica» de cinco genes (TAPAURKB, BRRN1, CDK1 y
FUS) que estan estrechamente relacionados conekenkdces de los pacientes con
NSCLC. Los resultados indican que los genes imgiisaen la condensacion
cromosomica, como AURKB, probablemente estén vadng con propiedades
similares a las de las células madre y podrian egieda supervivencia en el
adenocarcinoma de pulmoén (Perumal et al., 2012).

SLC3A2 (familia de transportador soluble 3 (activadres del transporte de
aminodcidos dibasicos y neutros), miembro 2)

La SLC3A2 comprende la subunidad ligera del trartagdor de aminoacidos neutros
grandes (LAT1) que también se conoce como CD9&t@lude diferenciacién 98)
(Lemaitre et al., 2005). El heterodimero CD98 cstesien una cadena pesada
transmembrana de paso unico de tipo Il (CD98hchiégmllamado cadena pesada de
antigeno 4F2 o FRP-1; codificado por los genes 3120&n el hombre y Slc3a2 en el
ratén) tiene ~80—-85 kDa y esta unida por puentadfdro a una cadena ligera de paso
multiple de ~40 kDa (Deves and Boyd, 2000). La Cix98nterviene en la



amplificacion de la sefalizacion de las integrigasn el transporte de aminoécidos;
ambas funciones pueden contribuir a la supervigenda proliferacion celular (Cantor
and Ginsberg, 2012). Muchos tumores expresan la88OISLC3A2), estando
correlacionada la expresion con un mal pronésticdos linfomas de linfocitos B.
Asimismo, casi todos los estudios que han examite@xpresion de la CD98hc o de
las cadenas ligeras CD98 en tumores soélidos derauegte su expresion esta
correlacionada con tumores progresivos o metasgéiira et al., 2009).

IFT81 (transporte intraflagelar 81 homdélogo Chlamydomonas))

El transporte intraflagelar (IFT) de precursorefams como la tubulina desde el
citoplasma hasta el extremo del cilio intervienelamronstruccion del cilio, organulo

filiforme comun en las células eucariotas. La reitut de la expresion de IFT81 y los
experimentos de rescate con mutantes puntualesstiemum que la unién de la IFT81 a
la tubulina es necesaria para la ciliogénesis srcédulas humanas (Bhogaraju et al.,
2013). Junto con la IFT74/72, la IFT81 constitupecomplejo central para construir las
particulas IFT necesarias para la formacion del (lilucker et al., 2005).

COG4 (componente del complejo oligomérico de Gold)

El complejo COG consiste en ocho subunidades nwasr&O0G1-8 (Ungar et al.,
2002; Whyte and Munro, 2001) organizadas en doscsuplejos: COG1-4 (L6bulo A)

y COG5-8 (Lobulo B) (Ungar et al.,, 2005). ElI conjpleCOG interviene en la
aproximacion de las vesiculas que reciclan lasepras residentes en el aparato de
Golgi (como las enzimas de glucosilacion) (Pokraysket al., 2011). El gen COG4 ha
sido localizado en el cromosoma 16g22. 1 (Reyndess., 2009). Ungar et al. (2002)
concluyeron que dicho gen es critico para la estrag la funcion del aparato de Golgi
y puede influir en el trafico a través de las meanbs intracelulares (Ungar et al.,
2002).

NCBP1 (proteina de unién al casquete nuclear subutad 1, 80 kDa)

El complejo proteinico de union al casquete espuoteina de union al ARN que se une
al casquete 5' de la ARN-polimerasa Il. Kataokale1994) describieron la clonacién
de un gen codificante de una proteina de uniémasuete nuclear de 80 kD (NCBP1)
hallada en extractos nucleares de células HeLapgdda intervenir en el ayuste del
ARNmM y en la exportacion del ARN (Kataoka et a894). Mediante la hibridacion con

ADN genomico procedente de un panel hibrido delaglsomaticas, Chadwick et al.

(1996) localizaron el gen NCBP1 en 9g34. 1 (Chakwical., 1996).

NEFH (neurofilamento, polipéptido pesado)

El gen NEFH codifica la cadena pesada del neurnélgo, uno de los componentes
principales de los neurofilamentos del citoesqoeteturonal. EI gen del polipéptido

pesado del neurofilamento (NEFH, 200 kD) residéadmanda cromosémica 22q12. 2 y
se ha propuesto como marcador de ADN para el d&igoopresintomatico en las

familias con neurofibromatosis de tipo 2 (NF2).dédida o la regulacion a la baja del
NEFH ha sido descrita sobre todo en tumores dé&tnsa nervioso autbnomo y en
neurocitomas centrales humanos (Mena et al., 288dal et al., 1994). De igual modo
se ha observado ausencia o disminucion de la e&pree NEFH en el cancer de
préstata humano (Schleicher et al., 1997), el tuepitelioide de células claras (Tanaka
et al., 2000) y el carcinoma pulmonar microcitid®oljos et al., 2006). Resulta
destacable que la sobreexpresién del NEFH altemstauctura y la funcién celular

normales y propicio la muerte celular (Szebenyilet2002).



Descripcién detallada de la invencion

En la presente memoria todos los términos correlpora la definicion indicada a
continuacion, salvo en los casos en que se inditfaecosa.

El término «péptido» tal y como se utiliza en laggmte memoria designa una serie de
residuos de aminoécidos, conectados entre si nmenéd mediante enlaces peptidicos
entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los ad@ados adyacentes. Los péptidos
tienen preferiblemente 9 aminoacidos de longitwtp pueden tener 8 aminoacidos y
hasta 10, 11, 12, 13 o 14 de longitud, y, en &b cleslos péptidos de MHC de clase I

pueden tener hasta 15, 16, 17, 18, 19 o 20 amuhasidie longitud.

Ademas, el término «péptido» incluye sales de wmee sle residuos de aminoéacidos,
conectados entre si normalmente por enlaces pepgientre los grupos amino-alfa y
carbonilo de los aminodcidos adyacentes. Preferamte las sales son sales
farmacéuticamente aceptables.

El término «péptido» incluye «oligopéptido». Elndno «oligopéptido» tal y como se
utiliza en la presente memoria designa una seriesiduos de aminoacidos, conectados
entre si normalmente por enlaces peptidicos emsrgrupos amino-alfa y carbonilo de
los aminoécidos adyacentes. La longitud del oligtdé no es crucial para la
invencion, siempre que se mantenga el epitopotops adecuados. Los oligopéptidos
suelen tener menos una longitud inferior a unosy3fayor de 15 residuos de
aminodcidos, aproximadamente.

El término «los péptidos de la presente invencion@uira los péptidos de los que
consiste o0 comprende un péptido tal y como se fiaidie antes segun las SEQ ID N.°
1aSEQ ID N.292.

El término «polipéptido» designa una serie de tesdle aminoacidos conectados entre
si normalmente por enlaces peptidicos entre logogramino-alfa y carbonilo de los
aminodcidos adyacentes. La longitud del polipéptidoes crucial para la invencion,
siempre que contenga los epitopos adecuados. Feddi@ de los términos «péptido» y
«oligopéptido», el término «polipéptido» se refiarenoléculas que contengan mas de
unos 30 residuos de aminoacidos de longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucledtioe codifica dicha molécula es
«inmunogénico» (y, por lo tanto, es un «inmundgeaosa presente invencion) si es
capaz de inducir una respuesta inmunitaria. Enasb ae la presente invencion, la
inmunogenicidad se define mas especificamente danuapacidad para desatar una
respuesta por parte de los linfocitos T. Por lotdamn «inmundgeno» seria una
molécula que es capaz de inducir una respuestanitaria, y en el caso de la presente
invencion, una molécula capaz de inducir una restpude los linfocitos T. En otro
aspecto, el inmunogeno puede ser el péptido, eplspondel péptido con MHC, el
oligopéptido y/o la proteina que es utilizado pgeaerar anticuerpos o TCR especificos
contra él.

Un «epitopo» de linfocito T de clase | requierepdéptido corto que esté unido a un
receptor MHC de clase |, formando un complejo teon@adena alfa de MHC de clase



I, beta-2-microglobulina y péptido) que puede smonocido por un linfocito T que
lleve un receptor de linfocito T que coincida y geeuna al complejo MHC/péptido con
la afinidad adecuada. Los péptidos que se unes mddéculas MHC de clase | suelen
tener una longitud de entre 8 y 14 aminoacidosbjthalmente de 9.

En el ser humano hay trescus genéticos diferentes que codifican las molécul&kCM
de clase | (las moléculas MHC del ser humano tamisi€ denominan antigenos
leucocitarios humanos (HLA)):HLA-A, HLA-B y HLA-CHLA-A*01, HLA-A*02 y
HLA-B*07 son ejemplos de distintos alelos de MHCatlese | que se pueden expresar
a partir de esoecus

Tabla 2. Frecuencias de expresion F del HLA*AO2 y de lesoipos HLA-DR mas
frecuentes. Las frecuencias se infieren de lasiémecas haplotipicas;@n la poblacion
norteamericana adaptadas de Mori y cols. (Mori.etl897) empleando la férmula de
Hardy-Weinberg F=1-(1-@%. Las combinaciones de A*02 con determinados alelos
HLA-DR podrian ser mas abundantes o menos de kradp a partir de sus frecuencias
aisladas debido al desequilibrio de ligamientoaRaés detalles véase Chanock y cols.
(Chanock et al., 2004).

Frecuencias de expresion de los serotipos HLA-DRILA*02 en
subpoblaciones de Norteamérica

Alelo HLA | Americanos de Afroamericano | Americanos deHispanoamericanos
raza blanca origen asiatico

A*02 49,1% 34,1% 43,2% 48,3%

DR1 19,4% 13,2% 6,8% 15,3%

DR2 28,2% 29,8% 33,8% 21,2%

DR3 20,6% 24,8% 9,2% 15,2%

DRA4 30,7% 11,1% 28,6% 36,8%

DR5 23,3% 31,1% 30,0% 20,0%

DR6 26,7% 33,7% 25,1% 31,1%

DR7 24,8% 19,2% 13,4% 20,2%

DR8 5,7% 12,1% 12,7% 18,6%

DRS 2,1% 5,8% 18,6% 2,1%

Por tanto, a efectos terapéuticos y de diagnéstizta muy deseable contar con un
péptido que se una, con la afinidad adecuada, iasvaeceptores HLA de clase I
distintos. Un péptido que se une a varias moléddlas de clase Il distintas recibe el
nombre de ligando promiscuo.

En la presente memoria, la referencia a una seueecADN incluye tanto el ADN
monocatenario como el bicatenario. Por lo tantselzuencia especifica, a menos que el
contexto indique otra cosa, se refiere al ADN mamecario de dicha secuencia, a la
doble cadena formada por dicha secuencia con spleorantaria (ADN bicatenario) y

a la cadena complementaria de dicha secuencig&riino «region codificante» hace
referencia a la porcion de un gen que, o bien dadonatural o normal, codifica el
producto de expresion de dicho gen en su ambiesrténgico natural, por ejemplo, la
regién que codificén vivo el producto de expresion natural del gen.



La region codificante puede formar parte de un gemmal, mutado o alterado, o
incluso puede provenir de una secuencia de ADNem gintetizada integramente en el
laboratorio con métodos bien conocidos por los egpeen la sintesis de ADN.

El término «secuencia nucleotidica» hace referergiaun heteropolimero de
desoxirribonucledtidos.

La secuencia nucleotidica que codifica un péptml@opéptido o polipéptido, en
particular puede ser natural o estar construiddodma sintética. Generalmente, los
segmentos de ADN que codifican los péptidos, pptidés y proteinas de la presente
invencion se ensamblan a partir de fragmentos deNADY ligadores cortos de
oligonucledtidos, o a partir de una serie de oligdeotidos, con el fin de proporcionar
un gen sintético capaz de ser expresado en unadutrahscripcional recombinante que
comprenda elementos reguladores derivados de waropgcrobiano o virico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria ehitgo «un nucleotido que codifica un
péptido» se refiere a una secuencia de nucledidesodifica el péptido y que incluye
codones atrtificiales (sintetizados por el hombre)irdcio y terminacion compatibles
con el sistema bioldgico en el que la secuenceegpresarse.

El término «producto de expresién» define al pgltmd o a la proteina que es el
producto de traduccién natural de la traducciéngeel y cualquier secuencia de acidos
nucleicos que codifiquen los equivalentes reswdgmte la degeneracion del codigo
genético y, por tanto, que codifican el mismo araaido o aminoacidos.

El término «fragmento», cuando se refiere a unaiesesa codificante, define una
porcibn de ADN que no comprende la region codifieaentera, cuyo producto de
expresion retiene esencialmente la misma activadfohcion biologica que el producto
de expresion de la region codificante completa.

El término «segmento de ADN» hace referencia aalimero de ADN, en forma de un
fragmento separado o0 como componente de un cotesttadADN mayor, que deriva de
ADN aislado por lo menos una vez en una forma suoilbmente pura, es decir, sin
materiales enddgenos contaminantes y en una cdrdidancentracion que permite la
identificacion, la manipulacion y la recuperaci@l degmento y de sus secuencias de
nucleétidos constituyentes mediante métodos biogoBrestandar como, por ejemplo,
mediante un vector de clonacion. Dichos segmergosusinistran en forma de un
marco de lectura abierto sin interrupciones poueecias internas no traducidas, o
intrones, que suelen estar presentes en los ganasatas. Las secuencias de ADN no
traducidas pueden estar presentes en direcciddo@inétrearh desde el marco de
lectura abierto, donde no interfieren con la malaigidn o la expresion de las regiones
codificantes.

El término «cebador» define una secuencia cortadados nucleicos que puede
aparearse con una cadena de ADN y que proporciorteemo 3'OH libre en el que
una polimerasa de ADN puede comenzar la sintesis uda cadena de
desoxirribonucledtidos.

El término «promotor» define una regién de ADN imgtla en la unién de la
polimerasa de ARN para iniciar la transcripcion.



El término «aislado» define el material que se axtde su entorno original (por
ejemplo, el entorno natural si ocurre de forma nadtuPor ejemplo, un polinucleétido o
un polipéptido natural presente en un animal viwo esta aislado, pero el mismo
polinucledtido o polipéptido, separado de parte dodios los materiales coexistentes en
el sistema natural, esta aislado. Dichos polindicleé podrian ser parte de un vector
ylo dichos polinucleétidos o polipéptidos podriaer partes de una composicion y
seqguir estando aislados de forma que dicho vectmmwposicién no fuera parte de su
entorno natural.

Los polinucleétidos, y los polipéptidos recombirnio inmundgenos, descritos de
acuerdo con la presente invencion también puederseptarse en una forma
«purificada». El término «purificado» no implicarpma absoluta; mas bien, se utiliza
como definiciobn relativa y puede incluir preparagis altamente purificadas o
preparaciones tan sélo parcialmente purificadds; tmmo los expertos en la materia
entienden dichos términos. Por ejemplo, los clomeBviduales aislados de una
genoteca de ADNc se han purificado de manera comwesl hasta obtener una
homogeneidad electroforética. Se contempla expresstara purificacion del material

de inicio o del material natural hasta, al menospuden de magnitud; preferiblemente,
dos o tres Ordenes de magnitud; y, con mayor medé, cuatro o cinco 6rdenes de
magnitud. Ademds, se contempla expresamente gigmbiido reivindicado que tiene

una pureza de, preferiblemente, el 99,999%, o.ealas, del 99,99% o el 99,9%; y, mas
convenientemente, del 99% por peso o mayor.

Los productos de expresion de los polipéptidos ¥ dmidos nucleicos descritos
conforme a la presente invencion, asi como losovestde expresion que contienen
dichos acidos nucleicos y/o dichos polipéptidos,edmn utilizarse en «forma
enriquecida». Tal y como se usa aqui, el términorigeecido» significa que la
concentracion del material es, al menos, unas 2105, 100 o 1000 veces su
concentracion natural (por ejemplo), mas ventajesden 0,01% por peso, VY,
preferiblemente, aproximadamente de 0,1% al mggpeso. También se contemplan
preparaciones enriquecidas de alrededor del 0,%8p5%, 10% y 20% por peso. Las
secuencias, constructos, vectores, clones y otateriales que comprenden la presente
invencion pueden utilizarse, segun convenga, éaraua enriquecida o aislada.

El término «fragmento activo» define un fragmentoe ggenera una respuesta
inmunitaria(es decir, que posee actividad inmunéapenando se administrasolo u,
opcionalmente, con un adyuvante adecuad@oun animal, que puede ser un mamifero
como, por ejemplo, un conejo o un ratén, sin ekaduin ser humano; dicha respuesta
inmunitaria adopta la forma de estimulacion de tegpuesta de linfocitos T en el
animal receptor como, por ejemplo, el ser humamfddma alternativa, el «fragmento
activo» también se puede usar para inducir unaiessa de linfocitos n vitro.

Tal y como se usan aqui, los términos «porcionegreento» y «fragmento», cuando se
utilizan en relacion a los polipéptidos, hacen neieia a una secuencia continua de
residuos, como residuos de aminodacidos, secuenmaeq un subconjunto de una
secuencia mayor. Por ejemplo, si un polipéptidosemete a un tratamiento con
cualquiera de las endopeptidasas habituales, cantiopkina o la quimotripsina, los
oligopéptidos resultantes de dicho tratamiento esgmtaran porciones, segmentos o
fragmentos del polipéptido inicial. Utilizados eglacion con los polinucledétidos,



dichos términos se refieren a los productos genergdr el tratamiento de dichos
polinucledtidos con cualquiera de las endonuclesbiuales.

Conforme a la presente invencion, el término «idext porcentual» o «porcentaje
idéntico», al referirse a una secuencia, signifjga una secuencia se compara con una
secuencia reivindicada o descrita después de alimescuencia que se va a comparar
(la «secuencia comparada») con la secuencia descritivindicada (la «secuencia de
referencia»). La identidad porcentual se deterraimtances con la siguiente formula:

Identidad porcentual = 100 [1 -(C/R)]

donde C es el numero de diferencias entre la sezuele referencia y la secuencia
comparada a lo largo de la alineacion entre laesezsia de referencia y la secuencia
comparada, donde

(I) cada base o aminoacido de la secuencia deergfi@r que no tiene una base o
aminoacido alineados en la secuencia comparada y

(I) cada hueco de la secuencia de referencia y

(1) cada base o aminoacido alineado de la sedaate referencia que difiere de una
base o aminoéacido alineado de la secuencia comgaradstituye una diferencia y

(IV) la alineacion tiene que comenzar en la posididle las secuencias alineadas;

y R es el nimero de bases o amino&cidos de larsgaude referencia a lo largo de la
alineacién con la secuencia comparada con cualuieco creado en la secuencia de
referencia, también contabilizado como una base aminoécido.

Si existe una alineacion entre la secuencia cordpayda secuencia de referencia para
la que la identidad porcentual, calculada como se especificado arriba, es

aproximadamente igual o mayor que una identidadgmual minima especificada,

entonces la secuencia comparada guarda la iderpiol@gntual minima especificada

con la secuencia de referencia, aunque puedanireaisteaciones en las que la

identidad porcentual calculada arriba resulte megoe la identidad porcentual

especificada.

Los péptidos originales (no modificados) descragsi se pueden modificar mediante
la sustitucion de uno o mas residuos en sitiogatites, posiblemente selectivos, dentro
de la cadena peptidica, si no se especifica derareera.

Preferentemente tales sustituciones estarian asuad final de la cadena de
aminoacidos. Dichas sustituciones pueden ser deat@ta conservadora como, por
ejemplo, si un aminoacido es reemplazado por unn@wido de estructura y
caracteristicas similares, como en el caso de umoaeido hidrofébico que es
sustituido por otro aminoéacido hidrofobico. Aun ntésservador seria el reemplazo de
aminoacidos de tamafio y naturaleza quimica igsiindar como, por ejemplo, si una
leucina se reemplaza por isoleucina. En diversagl®es de variaciones de secuencias
en familias de proteinas homoélogas naturales, metadas sustituciones de
aminodcidos se toleran con mas frecuencia que, gtrdstas muestran a menudo una
correlacion con similitudes de tamafio, carga, pidar e hidrofobicidad entre el
aminodcido original y su reemplazo, siendo éstdbdae para la definicibn de las
«sustituciones conservadoras».



Las sustituciones conservadoras se definen coneocarhbios dentro de uno de los
cinco grupos siguientes: Grupo 1: residuos aliétisequefios, no polares o ligeramente
polares (Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); Grupo 2: resslymlares cargados negativamente y
sus amidas (Asp, Asn, Glu, GIn); Grupo 3: residpotares cargados positivamente
(His, Arg, Lys); Grupo 4: residuos alifaticos gresdno polares (Met, Leu, lle, Val,
Cys); y Grupo 5: residuos grandes aromaticos (Pyre,Trp).

Las sustituciones menos conservadoras pueden angliceemplazo de un aminoacido

por otro con caracteristicas similares pero difgiggto de alguna manera en el tamafio,
como en el reemplazo de un residuo de isoleucimaajamina. Los reemplazos muy

poco o0 nada conservadores pueden implicar la gcistit de un aminoacido acido por

otro polar, o incluso por uno de caracter basigtag sustituciones «radicales» no se
pueden descartar, sin embargo, como potencialmpeetectivas, ya que los efectos

quimicos no son totalmente predecibles y las sw#bites radicales bien pueden

provocar efectos inesperados imposibles de predeaitra forma a partir de principios

quimicos simples.

Naturalmente, dichas sustituciones pueden impliteas estructuras distintas de los
aminoacidos L habituales. De esta forma, amino&cibDo podrian sustituir a los

aminoacidos L que habitualmente se encuentran erpéptidos antigénicos de la
invencién y, aun asi, quedar englobados en la igegam de la presente memoria.
Ademas, los aminoacidos que contienen grupos Rsténdar (es decir, grupos R
distintos de los que se encuentran en los 20 awmiohmg comunes de las proteinas
naturales) también se pueden usar para hacerusimtiés, con el fin de producir

inmundgenos y polipéptidos inmundgenos conformagpaesente invencion.

Si se descubre que las sustituciones en mas dpasion resultan en un péptido con
actividad antigénica sustancialmente equivalenteagor, como se define mas abajo,
entonces las combinaciones de dichas sustituciemgsobaran para determinar si las
sustituciones combinadas provocan efectos adibvaigérgicos en la antigenicidad del
péptido. Como maximo, se sustituiran hasta 4 pmsés simultdneamente dentro del
péptido.

Los péptidos de la invencion se pueden alargaathasitro aminoacidos, es decir, se
pueden afadir 1, 2, 3 0 4 aminoacidos en cualgombinacion entre 4:0 y 0:4.

En laTabla 3 se exponen combinaciones de las elongacionesrooeda la invencion:

C-terminal N-terminal
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Los aminoécidos para la elongacion pueden serdwptle la secuencia original de la
proteina o cualquier otro aminoacido. La elongadiéne por finalidad mejorar la
estabilidad o la solubilidad de los péptidos.

El término «respuesta de linfocitos T» define lalifgracion y la activacion especificas
de las funciones efectoras inducidas por un péiddtro o in viva En el caso de los
linfocitos T citotéxicos (CTL) restringidos a MHC=tlase |, las funciones efectoras
pueden consistir en la lisis de células diana ptaeseras naturales de péptido o bien
sensibilizadas de manera repetida con un péptidonoun precursor del mismo; la
secrecion de citocinas, preferiblemente de inténfglamma, TNF-alfa o IL-2 inducida
por péptido; la secrecibn de moléculas efectoragfepblemente granzimas o
perforinas inducidas por péptido; o la desgranalaci

Preferiblemente, cuando los CTL especificos parpépiido de la SEQ ID N.° 1 a la
SEQ ID N.° 92 se prueben contra los péptidos sigki$, la concentracion de péptido a
la cual los péptidos sustituidos consiguen la miatl aumento maximo de la lisis

respecto al valor de fondo es como méximo de ad@dde 1 mM, preferiblemente

como maximo de alrededor de 1 uM, mas preferibléeneomo méximo de alrededor
de 1 nM, y ain mas preferentemente como maximolrddeslor de 100 pM, y mas

preferentemente como maximo de alrededor de 10 Tavhbién se prefiere que el

péptido sustituido sea reconocido por los CTL de d&un individuo, de al menos dos,
y mas preferiblemente de tres individuos.

Asi pues, los epitopos de la presente invencidrgrueser idénticos a los epitopos
especificos de tumor o asociados a tumor natum@l@sieden incluir epitopos que
difieran como maximo en 4 residuos del péptidoaferencia, siempre que conserven
basicamente la misma actividad antigénica.

La estimulacién de la respuesta inmunitaria depethelda presencia de antigenos,
reconocidos como extrafios por el sistema inmuoitadel hospedador. El
descubrimiento de la existencia de antigenos admgia tumores ha abierto la
posibilidad de utilizar el sistema inmunitario debspedador para intervenir en el
crecimiento del tumor. En la inmunoterapia del eéinactualmente se estan explorando
diversos mecanismos para aprovechar las ramas humorcelular del sistema
inmunitario.

Elementos especificos de la respuesta inmunitafilac son capaces de reconocer y
destruir las células tumorales. El aislamiento idéoditos T citotoxicos (CTL) entre
poblaciones de células infiltradas en el tumor ca&mgre periférica sugiere que dichas
células desempefian una funcion importante en l&nsks inmunitarias naturales
contra el cancer. En particular, en esta respulestampefian una importante funcién los
linfocitos T CD8 positivos (CD8+), los cuales reooan moléculas de clase | de los
péptidos portadores del complejo mayor de histoeadimiidad (MHC) de entre,
normalmente, 8 y 12 residuos, que derivan de prased de productos ribosémicos
defectuosos (DRIP) localizados en el citosol. Laééeculas MHC humanas también se
designan antigenos leucocitarios humanos (HLA).

Las moléculas MHC de clase | se encuentran en yari@ade las células nucleadas que
presentan péptidos resultantes de la escisiongpitite de proteinas principalmente
enddgenas, citosdlicas o nucleares, DRIPS y péptitts largos. A pesar de lo anterior,



en las moléculas MHC de clase | también se suailenngrar péptidos derivados de
compartimentos endosémicos o fuentes exdgenasa bibliografia sobre el tema, a
esta forma de presentacion de clase | poco hab#feiala denomina presentacion
cruzada.

Teniendo en cuenta que ambos tipos de respuestiapkndiente de CD8 y de CD4,
contribuyen conjuntamente y de forma sinérgicaf@tte antitumoral, el desarrollo de
vacunas antitumorales requiere de la identificacfdaracterizacion de antigenos
asociados a tumor que sean reconocidos por lagiing T citotoxicos CD8(molécula
MHC de clase 1) o CD4(molécula MHC de clase Il). Un objeto de la présen
invencion es, por tanto, proporcionar composiciodespéptidos dotadas de péptidos
gue se unan a complejos MHC de ambas clases.

A la luz de los efectos secundarios graves y Iesogague supone el tratamiento contra
el cancer es evidente la urgente necesidad de andpros métodos prondsticos y
diagndsticos. Asi pues, existe la necesidad deuteésotros factores que puedan servir
como biomarcadores para el cancer en general yrelec de pulmén en particular.
Existe igualmente la necesidad de identificar fi@@staque puedan ser utilizados en el
tratamiento contra el cdncer en general y contcamdter de pulmén en particular.

La presente invencidn proporciona péptidos que &@ilas para el tratamiento de
canceres/tumores, preferentemente de pulmon, nedsrgmtemente de carcinoma de
pulmén amicrocitico (NSCLC) que sobrepresentan esgmtan exclusivamente los
péptidos de la invencion. Con técnicas de espeetriende masas se ha demostrado la
presentacion natural por moléculas HLA de estodig@p en muestras de cancer de
pulmén primario humano (véanse ejemplo 1y figyra 1

Se ha demostrado que el gen o proteina originé@msbién denominados «proteina
entera» 0 «proteina subyacente») de la que delwmnpéptidos estan altamente
sobreexpresados en el carcinoma de pulmén amicmcit en el caso de las SEQ ID
N.° 66 a 75 en el cancer gastrico y en el glioblast en comparacién con tejidos
normales (véase ejemplo 2 y figura 2 para el NSQa@Que demuestra el alto grado de
asociacion con el tumor de los genes originariademas, los propios péptidos estan
fuertemente sobrepresentados en el tejido tumarad po en los tejidos normales
(véanse ejemplo 3y figura 3). .

Los péptidos de union a HLA pueden ser reconocigms el sistema inmunitario,
especificamente por los linfocitos T. Los linfositd destruyen las células que
presentan el complejo HLA/péptido reconocido, pcéjulas de cancer de pulmoén que
presentan los péptidos derivados.

Los péptidos de la presente invencion han demassadapacidad para estimular las
respuestas de los linfocitos T y/o estan sobreptades y, por tanto, pueden ser
utilizados para la produccion de anticuerpos y/o0RT@n concreto TCR solubles,
conforme a la presente invencion (véanse ejempldigura 4). Asimismo, cuando los
péptidos estan acomplejados con el MHC correspoteljgueden ser utilizados para la
produccion de anticuerpos y/o TCR, en concreto BGRbles, conforme a la presente
invencion también. Los métodos pertinentes sonadne por los expertos y también
se pueden hallar en la bibliografia pertinente. psés, los péptidos de la presente
invencion son Utiles para generar en un paciengerespuesta inmunitaria con la que



destruir células tumorales. La respuesta inmuaitsei puede inducir en el paciente con
la administracion directa de los péptidos descotde sustancias precursoras adecuadas
(p. €j. péptidos alargados, proteinas o acido imodeque codifiquen dichos péptidos),
idealmente en combinaciébn con un agente que petelaciinmunogenicidad (un
adyuvante). Cabe esperar que la respuesta inmanganerada por esa vacunacion
terapéutica sea muy especifica contra las célutasrales porque los tejidos normales
no contienen los péptidos diana en un niumero cabfeide copias, lo cual evita el
riesgo de reacciones autoinmunitarias perjudici@lestra las células normales del
paciente.

Las composiciones farmacéuticas comprenden losdospen forma libre o en forma de
una sal farmacéuticamente aceptable. Tal y comatiea aqui, una «sal aceptable
desde el punto de vista farmacéutico» hace refexemain derivado de los péptidos
revelados en el que el péptido se modifica elaltraales acidas o basicas del agente.
Por ejemplo, las sales &cidas se preparan a gardr base libre (hormalmente la forma
neutra del farmaco tiene un grupo —Nt¢utro), lo que implica la reaccién con un acido
adecuado. Los &cidos adecuados para preparar&adiss incluyen tanto los acidos
organicos, como por ejemplo &cido acético, prop@nglicolico, piravico, oxalico,
malico, maldénico, succinico, maléico, fumaricotésco, citrico, benzoico, cinnamico,
mandélico, metanosulfénico, etanosulfénico, p-tobsailfonico, salicilico y similares,
como también los inorganicos, como por ejemplohitbiico, bromhidrico, sulfurico,
nitrico, fosférico y similares. A la inversa, laales basicas de fracciones acidas que
pueden estar presentes en un péptido se prepdizandd una base aceptable desde el
punto de vista farmacéutico, como por ejemplo hidid de sodio, hidroxido de
potasio, hidroxido de amonio, hidréxido de caltimmetilamina o similares.

En una forma de realizacién especialmente prefeladacomposiciones farmacéuticas
comprenden los péptidos en forma de sales de acigtico (acetatos), trifluoroacetatos
o0 acido clorhidrico (cloruros).

Ademas de su utilidad para el tratamiento del canlos péptidos de la presente

invencion también son utiles con fines diagnéstiddebido a que los péptidos se

generaron a partir d®lulas de cancer de pulmdna que se determind que no estaban
0 que estaban presentes en cantidades inferiores ¢gjidos normales, estos péptidos
pueden usarse para diagnosticar la presencia dénaer.

La presencia de los péptidos reivindicados en IAgpde tejidos puede ayudar al
patélogo en el diagndstico del cancer. El patolpgede saber si el tejido es maligno o
esti inflamado o afectado en general por medioadéeteccion de determinados
péptidos con anticuerpos, espectrometria de masa®s métodos conocidos por los
expertos en la materia. La presencia de grupos éfgidos puede permitir la
clasificacion o subclasificacion de los tejidoscédelos.

La deteccién de péptidos en muestras de tejidorranfgoermite decidir acerca del
beneficio de terapias que impliquen al sistema mtatio, especialmente si se sabe o se
espera que los linfocitos T intervengan en el misoam de accidén. La pérdida de
expresion de MHC es un mecanismo bien conocido anexliel cual las células
malignas o infectadas escapan a la vigilanciaiddrma inmunitario. De esta forma, la
presencia de los péptidos demuestra que las céunlazadas no hacen uso de este
mecanismo.



Los péptidos de la presente invencion pueden atiiez para analizar las respuestas de
los linfocitos contra dichos péptidos, como lapuestas de los linfocitos T o de los
anticuerpos contra el péptido o el péptido unidmaéculas MHC. Estas respuestas
linfocitarias pueden usarse como marcadores dedptioo para decidir las siguientes
etapas de la terapia. Estas respuestas tambiénerpugshrse como marcadores
indirectos en enfoques inmunoterapéuticos dirigidaaducir respuestas de linfocitos
por medios distintos, como, por ejemplo, mediargeunacién con proteinas, acidos
nucleicos, material autélogo o la transferencidinfecitos a un receptor. En la terapia
génica, las respuestas de los linfocitos contrpégaidos se pueden tener en cuenta en
el momento de valorar los efectos secundarios. daitarizacion de las respuestas de
los linfocitos también puede ser una herramienki@se en los estudios de seguimiento
de terapias de trasplante como, por ejemplo, petectar las enfermedades de injerto
contra el hospedador y del hospedador contraesitmj

Los péptidos de la presente invencion pueden uspasa generar y desarrollar
anticuerpos especificos contra complejos MHC/péptiastos pueden ser utilizados
como terapia para dirigir toxinas o sustanciasa@tias contra el tejido enfermo. Otra
aplicacion de estos anticuerpos consistiria ergidiriadiondclidos contra el tejido

enfermo en aplicaciones de diagndstico por la imagemo la TEP. Este uso puede
ayudar a detectar metastasis pequefias o deterahiteamafio y la ubicacion precisa de
los tejidos enfermos.

Por tanto, existe otro aspecto de la invencidonggoporciona un método para producir
un anticuerpo recombinante que se une especifidamgerun complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o llegiorma un complejo con un
antigeno restringido a HLA, comprendiendo dichoadét inmunizar un mamifero no
humano modificado genéticamente que comprendaaséiule expresen dicho complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clasdl con una forma soluble de
una molécula MHC de clase | o Il unida a dicho garib restringido a HLA;
aislamiento de moléculas de ARNm a partir de célpieductoras de anticuerpos de
dicho mamifero no humano; produccion de una fagotgee contenga moléculas
proteicas codificadas por dichas moléculas de ARMmjslamiento de al menos un
fago de dicha fagoteca, en que al menos ese fagerga dicho anticuerpo que se une
especificamente al citado complejo mayor de histgedibilidad humano (MHC) de
clase | o Il unido con dicho antigeno restringiddLaA.

Existe otro aspecto mas de la invencion que préaposcun anticuerpo que se une
especificamente a un complejo mayor de histocotmpdéid humano (MHC) de clase |

o Il que forma un complejo con un antigeno residiog HLA, en el que el anticuerpo
es preferentemente un anticuerpo policlonal, aetmm monoclonal, anticuerpo

biespecifico y/o un anticuerpo quimérico.

Existe otro aspecto mas de la presente invencitatiomado con un método para
producir dicho antigeno que se une especificamantan complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o llegiorma un complejo con un
antigeno restringido a HLA, comprendiendo dichoadét inmunizar un mamifero no
humano modificado genéticamente que comprendeaséule expresan dicho complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clasdl con una forma soluble de
una molécula MHC de clase | o Il que forma un cajplcon dicho antigeno



restringido a HLA; aislamiento de moléculas de ARBrmartir de células productoras
de anticuerpos de dicho mamifero no humano; pradoae una fagoteca que contenga
moléculas proteicas codificadas por dichas molécda ARNm; y aislamiento de al
menos un fago de dicha fagoteca, en que al merofags contenga dicho anticuerpo
gue puede unirse especificamente al citado compigjgor de histocompatibilidad
humano (MHC) de clase | o Il formando un complepa dicho antigeno restringido a
HLA. Métodos pertinentes para la produccion destaaticuerpos y de complejos
mayores de histocompatibilidad de clase | monoeatesy, asi como de otras
herramientas para la produccién estos anticuerpaswelan en WO 03/068201, WO
2004/084798,W0 01/72768, WO 03/070752, y en Coh&rDénkberg G, Lev A, Epel
M, Reiter Y. Recombinant antibodies with MHC-restied, peptide-specific, T-cell
receptor-like specificity: new tools to study aetigpresentation and TCR-peptide-
MHC interactions. J Mol Recognit. 2003 Sep-Oct;1&@34-32. ; Denkberg G, Lev A,
Eisenbach L, Benhar I, Reiter Y. Selective targeih melanoma and APCs using a
recombinant antibody with TCR-like specificity dited toward a melanoma
differentiation antigen. J Immunol. 2003 Sep 1;5§J7197-207; y en Cohen CJ, Sarig
O, Yamano Y, Tomaru U, Jacobson S, Reiter Y. Digwtnotypic analysis of human
MHC class | antigen presentation: visualizationamfitation, and in situ detection of
human viral epitopes using peptide-specific, MHE64ieted human recombinant
antibodies. J Immunol. 2003 Apr 15; 170(8):4349-Gle a efectos de la presente
invencioén se incorporan explicitamente como refgieean su integridad.

Preferiblemente el anticuerpo se une al complejouwca afinidad de unién inferior a 20
nanomolar, preferentemente a 10 nanomolar, lo seatonsidera «especifico» en el
contexto de la presente invencion.

Otro aspecto de la invencion proporciona un métpdm producir un receptor de
linfocito T soluble que reconoce un complejo de tipgpMHC especifico. Dichos
receptores de linfocitos T solubles se pueden gerepartir de clones de linfocitos T
especificos, cuya afinidad se puede incrementampagéenesis dirigida a las regiones
determinantes de complementariedad. Para la sétedel receptor de linfocito T se
puede utilizar un fagoteca (US 2010/0113300, LidNdyossi G, Adams KJ, Lissina A,
Mahon TM, Hassan NJ, et al. Monoclonal TCR-red&ddiumor cell killing.Nat Med
2012 Jun;18(6):980-987). A fin de estabilizar lesaptores de linfocito T en la fagoteca
y en caso de uso practico como farmaco, las caddfzag beta se pueden enlazar por
ejemplo mediante enlaces de sulfuro no nativogsadnlaces covalentes (receptor de
linfocito T monocatenario), 0 mediante dominiosdimerizacion (véanse Boulter JM,
Glick M, Todorov PT, Baston E, Sami M, Rizkallah €, al. Stable, soluble T-cell
receptor molecules for crystallization and therdiosu Protein Eng 2003
Sep;16(9):707-711. ; Card KF, Price-Schiavi SA, 1By Thomson E, Nieves E,
Belmont H, et al. A soluble single-chain T-cell eptor IL-2 fusion protein retains
MHC-restricted peptide specificity and IL-2 bioaaty. Cancer Immunol Immunother
2004 Apr;53(4):345-357; y Willcox BE, Gao GF, Wy#R, O'Callaghan CA, Boulter
JM, Jones EY, et al. Production of soluble alphab&icell receptor heterodimers
suitable for biophysical analysis of ligand bindifyotein Sci 1999 Nov; 8 (11):2418-
2423). El receptor de linfocito T se puede enlazam toxinas, farmacos, citocinas
(véase US 2013/0115191), dominios que reclutenlalefectoras como un dominio
anti-CD3, etc., con el fin de ejecutar funcionedipalares en células diana. Asimismo,
se puede expresar en linfocitos T destinadosranaferencia a un receptor.



Se puede encontrar mas informacion en WO 2004/G3868 WO 2004/074322A1.
En WO 2012/056407A1 aparece descrita una combinag& TCR solubles. Otros
métodos de produccion se revelan en WO 2013/057586A

Ademas, se pueden utilizar para verificar el diatjnd histopatoldgico de cancer
basado en una muestra de biopsia.

Para seleccionar los péptidos sobrepresentadad@dacun perfil de presentacion que
muestra la presentacién mediana de la muestraasi @ variacion de los duplicados.
El perfil yuxtapone muestras de la entidad tumdelinterés con muestras de tejido
normal de referencia. Cada uno de esos perfilgguede después consolidar en una
puntuacion de sobrepresentaciéon calculando el yalde un modelo lineal de efectos
mixtos (J. Pinheiro, D. Bates, S. DebRoy, Sarkar®DCore team. nime: Linear and
Nonlinear Mixed Effects Models. 2008) adjusting forultiple testing by False
Discovery Rate (Y. Benjamini and Y. Hochberg. Colitng the False Discovery Rate:
A Practical and Powerful Approach to Multiple Testi Journal of the Royal Statistical
Society. Series B (Methodological), Vol. 57 (No:2B9-300, 1995).

Para la identificacion y la cuantificacion relatiee los ligandos HLA mediante

espectrometria de masas se purificaron moléculag e muestras de tejido

criogenizadas y se aislaron los péptidos asociadb A. Los péptidos aislados se

separaron y se identificaron sus secuencias mediaramatografia de liquidos-

espectrometria de masas con ionizacion por namtr@bebulizacion (nanoESI) en

linea. Las secuencias peptidicas resultantes sicamm comparando el patréon de

fragmentacion de los TUMAP naturales registradparsir de muestras de NSCLC con
los patrones de fragmentacion de péptidos sinttieareferencia de secuencia idéntica.
Dado que los péptidos se identificaron directamentao ligandos de moléculas HLA

de tumores primarios, estos resultados proporcipnagbas directas del procesamiento
y la presentacion natural de los péptidos idemtifas en el tejido tumoral primario

obtenido de pacientes con NSCLC.

La plataforma para el descubrimiento de farmacdsnpada XPRESIDENT v2. 1
(véase por ejemplo US 2013-0096016, que se incarfidegramente a la presente
memoria) permite la identificacion y la selecci@andidatos a vacuna peptidica que
estdn sobrepresentados en funcién de la cuantfitaelativa de los niveles de
péptidos restringidos a HLA en tejidos cancerosspecto a diversos tejidos y 6rganos
normales. Ello se consiguié mediante el desarddida cuantificacion diferencial sin
marcaje con los datos adquiridos de CL-EM procesado una plataforma de analisis
de datos patentada que combina algoritmos paratifidacion de secuencias,
agrupamiento de espectros, recuento iénico, alirerdm del tiempo de retencion,
deconvolucion del estado de carga y normalizacion.

Se calcularon los niveles de presentacion incluyesstimaciones de error para cada
péptido y cada muestra. Se identificaron los péptigresentados exclusivamente en
tejido tumoral y los péptidos sobrepresentadogaiottumoral respecto a los tejidos y
Organos no cancerosos.

Se purificaron los complejos HLA-péptido procedsntde 50 muestras de tejido
tumoral de NSCLC criogenizadas, se aislaron lostig@p asociados a HLA y se
analizaron con CL-EM.



Todos los TUMAP contenidos en la presente solicisgd identificaron con esta
estrategia en muestras de tumores primarios de BS@ka confirmar su presentacion
en el NSCLC primario.

Los TUMAP identificados en mudltiples tejidos tumiesa NSCLC y normales se
cuantificaron con recuento i6nico de los datos deE®! sin marcaje. El método
supone que las areas de sefial de CL-EM de un pégdidn correlacionadas con su
abundancia en la muestra. Todas las sefales @aiaatst producidas por cada péptido
en varios experimentos de CL-EM se normalizaronmedidas de tendencia central, se
promediaron por muestra y se combinaron en un ahiagrde barras, llamado perfil de
presentacion. El perfil de presentacién combing&mdies métodos de analisis como la
busqueda en bases de datos de proteinas, agrupEciEgspectros, deconvolucion del
estado de carga (descarga) y alineamiento del tiefapetencion y normalizacion.

La presente invencion se refiere por tanto a unig@mue comprende una secuencia
seleccionada del grupo consistente en las SEQ 101 M.SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID
N.° 76 a SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92 o unaardge de las mismas que es al
menos un 90% homologa (preferiblemente idéntidaseSEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.°
65, y las SEQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84 y la SEQND 92 o una variante de las
mismas que induce la reaccion cruzada de linfoditosn dicho péptido, en que dicho
péptido no es un polipéptido entero.

La presente invencion se refiere ademas a un péptieé comprende una secuencia
seleccionada del grupo consistente en las SEQ 11 W.SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID
N.2 76 a SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92 o unaargte de la misma que es al menos
un 90% homaloga (preferiblemente idéntica) a laQ EE N.° 1 a SEQ ID N.° 65, y las
SEQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84, en que dicho péptiddicha variante tiene una
longitud total de entre 8 y 100, preferiblementéree® y 30, y mas preferiblemente
entre 8 y 14 aminoacidos.

La presente invencion se refiere ademas a los dosptconformes a la presente
invencion que tienen la capacidad de unirse a uokkaula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o clise

La presente invencion se refiere ademas a losduéptionformes a la invencion en que
dichos péptidos consisten o consisten esencialnentea secuencia de aminoacidos
conforme a las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.° 65, y3&9 ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84,y
la SEQ ID N.° 92.

La presente invencion se refiere ademas a losdqusptionformes a la invencion, en que
dicho péptido esta modificado y/o incluye enlacepeptidicos.

La presente invencion se refiere ademas a losduéptionformes a la invencion, en que
el péptido es una proteina de fusion, que en péaticcomprende aminoacidos N-
terminales de la cadena invariable asociada aearttiglLA-DR (li), 0 en que el péptido
esté fusionado (o integrado) con un anticuerpo,ocpar ejemplo, un anticuerpo que es
especifico para células dendriticas.



La presente invencion se refiere ademas a un &eidieico que codifica los péptidos
conformes a la invencion, siempre que el péptidea#la proteina humana entera.

La presente invencion se refiere ademas al 4cideico conforme a la invencion que
es ADN, ADNc, APN, ARN o combinaciones de los mismo

La presente invencion se refiere ademas a un vdetexpresion capaz de expresar un
acido nucleico conforme a la invencion.

La presente invencion se refiere ademas a un péptidforme a la invencién, a un
acido nucleico conforme a la invencién o a un vecte expresion conforme a la
invencion para el uso en medicina.

La presente invencién se refiere ademas a unaackbdpedadora que comprende un
acido nucleico conforme a la invencion o un veder expresion conforme a la
invencion.

La presente invencion se refiere ademas a la célokpedadora conforme a la
invencidn que es una célula presentadora de antigen

La presente invencion se refiere ademas a la célokpedadora conforme a la
invencién en que la célula presentadora de antigenma célula dendritica.

La presente invencion se refiere ademas a un m@@a@ola produccion de un péptido
conforme a la invencion, comprendiendo dicho métadocultivo de la célula
hospedadora descrita y el aislamiento del péptidartr de la célula hospedadora o de
su medio de cultivo.

La presente invencion se refiere ademas a un métoditro para la produccion de
linfocitos T citotoxicos (CTL) activados, compreeddo el método la puesta en
contactoin vitro de CTL con moléculas MHC de clase | o Il humarag@das con
antigeno expresadas en la superficie de una géfekentadora de antigeno adecuada
durante un periodo de tiempo suficiente para actdiaho CTL de una manera
especifica del antigeno, en que dicho antigenouafjuer péptido conforme a la
invencion.

La presente invencion se refiere ademas al métedoritb, en que dicho antigeno se
carga en moléculas MHC de clase | o Il expresadataesuperficie de una célula
presentadora de antigeno adecuada poniendo erciontza cantidad suficiente de
antigeno con la célula presentadora de antigeno.

La presente invencién se refiere ademas al métodforme a la invencion, en que la
célula presentadora de antigeno comprende un vdetexpresion capaz de expresar
dicho péptido que contiene las SEQ ID N.° 1 a SEQNI° 65, y las SEQ ID N.° 76 a
SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92, o dicha secuamig amino&cidos variante.

La presente invencion se refiere ademas a linfecltacitotoxicos (CTL) activados,
producidos por el método conforme a la invenciare tggeconocen selectivamente una
célula que expresa de forma aberrante un polipgjoticc comprende una secuencia de
aminoacidos descrita.



La presente invencion se refiere ademas a un méadodestruir células diana en un
paciente cuyas células diana expresan de formaaabeun polipéptido que comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos coeforan la presente invencion,
comprendiendo dicho método la administracion aliggae de un numero eficaz de
linfocitos T citotdxicos (CTL) conforme a la invadn.

La presente invencion se refiere ademas al usoudker péptido conforme a la
invencion, un acido nucleico conforme a la invencidn vector de expresion conforme
a la invencién, una célula conforme a la invencnn linfocito T citotéxico activado
conforme a la invencién como medicamento o enldadacion de un medicamento.

La presente invencion se refiere ademas al usmooefa la invencién, en que dicho
medicamento es una vacuna.

La presente invencidn se refiere ademés a un ugoraee a la invencion en el que el
medicamento es activo contra el cancer.

La presente invencion se refiere ademas a un ugoroee a la invencion en que dichas
células cancerosas son células de cancer de pulgdstrico, gastrointestinal,
colorrectal, pancreas o rifion.

La presente invencion se refiere ademas a unasipast marcadoras y biomarcadores
particulares que pueden ser utilizados para elgstao del cancer de pulmén.

Ademas, la presente invencién se refiere al usondevas dianas descritas de
conformidad con la presente invencion para elrmaato del cancer.

El término «anticuerpo» 0 «anticuerpos» se utiimala presente memoria en sentido
amplio e incluye tanto anticuerpos policlonales comonoclonales. Ademas de las
moléculas de inmunoglobulina intactas o0 «enteraktérmino «anticuerpos» también
incluye fragmentos o polimeros de esas moléculagnmenoglobulina y versiones
humanizadas de moléculas de inmunoglobulina, siempe exhiban cualquiera de las
propiedades deseadas (p. ej. la unién especifiea gelipéptido marcador de cancer
de pulmén, liberacién de una toxina en una célala&hcer de pulmdén que exprese en
un nivel elevado un gen marcador del cancer de @uliy/o inhibir la actividad de un
polipéptido marcador del cancer de pulmén) confoarteeinvencion.

Si es posible los anticuerpos de la invencion skdyoadquirir de fuentes comerciales.
Los anticuerpos de la invencion también se puealerncir con métodos consabidos. La
persona versada en la técnica entiende que pateafialos anticuerpos de la invencion
se pueden emplear tanto los polipéptidos marcadibeesancer de pulmén enteros
como fragmentos de los mismos. El polipéptido redepara generar un anticuerpo de
la invencién se puede purificar parcial o completate de una fuente natural o se
puede producir con técnicas de ADN recombinante.

Por ejemplo, un ADNc que codifiqgue ABCA13, MMP12SD MXRA5, CDKA4,

HNRNPH, TANC2, 1RNF213, SMYD3 y SLC34A2, o cualquatro polipéptido de las
SEQID N.°1 a SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID N.° 76EQ ID N.° 84 y la SEQ ID No.
92, o un fragmento de los mismos, se puede expmsarlulas procariotas (p. e€j.



bacterias) o eucariotas (p. ej. células de levadlsacto o mamifero), a partir de la cual
se purificard una proteina recombinante con la spigenerara una preparacion de
anticuerpo monoclonal o policlonal que se una dfipamente al polipéptido marcador

del cancer de pulmodn utilizado para generar etaetpo conforme a la invencion.

Una persona versada en la técnica sabra que laagére de dos o mas conjuntos
diferentes de anticuerpos monoclonales o policemahaximiza la probabilidad de
obtener un anticuerpo dotado de la especificidda &finidad necesarias para el uso
previsto (p. ej. ELISA, inmunohistoquimica, técsicke imageimn vivo, tratamiento con
inmunotoxinas). Los anticuerpos son analizados paszar la actividad deseada con
meétodos conocidos, de acuerdo con el fin previata jps anticuerpos (p. €j. ELISA,
inmunohistoquimica, inmunoterapia, etc.; para meétsligs sobre la generacion y el
analisis de anticuerpos, véase por ejemplo, HaalogvLane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cqdry Harbor, N. Y., 1988, new
2" edition 2013). Por ejemplo, los anticuerpos puesen analizados con pruebas
ELISA, Western blot, tinciébn inmunohistoquimica dertes de tejido de cancer de
pulmén congelados o fijados en formol. Despuésadeatacterizacioim vitro inicial,

los anticuerpos destinados a uso terapéutico ondgigo in vivo se analizan con
métodos de ensayo clinico conocidos.

El término «anticuerpo monoclonal» tal y como sézaten la presente memoria se
refiere a un anticuerpo obtenido a partir de urialgmdn notablemente homogénea de
anticuerpos, es decir; los anticuerpos individuaes comprenden la poblacion son
idénticos excepto por mutaciones posiblemente algsique pueden estar presentes en
pequefio namero. Los anticuerpos monoclonales dprdaente memoria incluyen
especificamente anticuerpos «quiméricos» en losigaeoarte de la cadena pesada y/o
ligera es idéntica u homéloga a secuencias comelspiates en anticuerpos derivados de
una especie concreta o pertenecientes a una clasbctase concreta de anticuerpos,
mientras que el resto de la cadena o cadenas escaé& homodloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de edfecies o pertenecientes a otra clase
0 subclase de anticuerpos, asi como a fragmentdalet anticuerpos, en tanto que
exhiban la actividad antagonista deseada (N.°qmtEE. UU. 4. 816. 567, que se
incorpora a la presente memoria integramente cefaoencia).

Los anticuerpos monoclonales de la invencion segu@reparar con métodos basados
en hibridomas. En dichos métodos un raton u otim@nhospedador adecuado es

vacunado con un agente inmunizante que estimua Bnfocitos que produce o que se

capaces de producir anticuerpos que se unen dspawhte al agente inmunizante.

Otra alternativa consiste en inmunizar los linfogih vitro.

Los anticuerpos monoclonales también se puedericéabcon métodos de ADN
recombinante, como los descritos en la Pat. delEE.N.° 4. 816. 567. El ADN que
codifica los anticuerpos monoclonales de la invemguede ser facilmente aislado y
secuenciado con procedimientos convencionalesj.(gor sondas oligonucleotidicas
capaces de unirse especificamente a los genesagiifican las cadenas pesadas y
ligeras de anticuerpos de ratén).

Los métodosin vitro también son adecuados para la preparaciéon deueargms
monovalentes. La digestion de anticuerpos parauginffagmentos de los mismos, en
particular fragmentos Fab, se puede llevar a cabhdécnicas ordinarias conocidas por



los expertos en la materia. Por ejemplo, la digastie puede realizar con papaina.
Ejemplos de la digestién de papaina aparecen tesemn WO 94/29348, publicada el
22 de diciembre de 1994 y en la Pat. de EE. UU.AN342. 566. La digestion de
anticuerpos con papaina normalmente produce dgsnématos de union a antigeno
idénticos llamados fragmentos Fab, cada uno dadadon sitio de unién al antigeno,
asi como un fragmento residual Fe. El tratamieoto gepsina da como resultado un
fragmento dotado de dos sitios de union a antigeese a lo cual es capaz de unirse al
antigeno.

Los fragmentos de anticuerpo, estén unidos a sgagencias o no, también pueden
incluir inserciones, deleciones, sustituciones naimodificaciones seleccionadas de
regiones particulares o de residuos de aminoaeisioscificos, siempre que la actividad
de los fragmentos no se vea significativamenteraaite o afectada respecto al
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo intactessa€Emodificaciones pueden ofrecer
alguna propiedad adicional, como eliminar o afiadiinodcidos capaces de establecer
puentes de sulfuro para aumentar la biolongevigdtbrar las caracteristicas de
secrecion, etc. En cualquier caso el fragmentantieLeerpo debe poseer una propiedad
bioactiva, como actividad de unién, regulacion dé&n al dominio de union, etc. Las
regiones activas o funcionales del anticuerpo puege identificadas por mutagénesis
de una region especifica de la proteina, seguidalgp@xpresion y el andlisis del
polipéptido expresado. Tales métodos son obvios paeda persona versada en la
técnica y pueden incluir la mutagénesis dirigida &®do nucleico que codifica el
fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos de la invencion también pueden cenaer anticuerpos humanizados
0 anticuerpos humanos. Las formas humanizadastaeienpos no humanos (p. €j. de
ratbn) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenasmenoglobulina o fragmentos de
las mismas (como Fv, Fab, Fab' u otras secuenaasinibn a antigeno de los
anticuerpos) que contienen una pequefia secuengiadie de inmunoglobulinas no
humanas. Los anticuerpos humanizados incluyen iogiaghulinas humanas
(anticuerpo receptor) en que los residuos de ungidmre determinante de
complementariedad (CDR) del receptor son sustitupn residuos de una CDR de una
especie no humana (anticuerpo donante) como natm conejo que esta dotada de la
especificidad, la afinidad y la capacidad deseafas.algunos casos, los residuos
estructurales (FR) del fragmento Fv de la inmunmgfioa humana son sustituidos por
residuos no humanos correspondientes. Los antiesidrpmanizados también pueden
comprender residuos que no estan presentes niattielierpo receptor ni en el CDR
importado o0 en las secuencias estructurales. Eergerel anticuerpo humanizado
comprendera casi todas de al menos uno, y nhorm&ndendos dominios variables, en
los que todas o casi todas las regiones CDR camegpan a las de la inmunoglobulina
no humana y todas o casi todas las regiones FR Ber@e una secuencia consenso de
la inmunoglobulina humana. ElI anticuerpo humanizattealmente también
comprendera al menos una porcion de una regioriardesde la inmunoglobulina (Fc),
normalmente de una inmunoglobulina humana.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humamobien conocidos en la técnica.
En general, a un anticuerpo humanizado se le inter uno o varios residuos de
aminodcidos de origen no humano. Estos residuoandeoacidos no humanos con
frecuencia son denominados residuos «importadas»,ngrmalmente se extraen del
dominio variable «importado». La humanizacién sedaullevar a cabo basicamente



sustituyendo la o las secuencias CDR de roedolagsecuencias correspondientes de
un anticuerpo humano. Por tanto, tales anticuextusnanizados» son anticuerpos
quiméricos (Pat. EE. UU. N.° 4. 816. 567), en log gna parte notablemente mas
pequefia que un dominio variable humano intactoid@ sustituida por la secuencia

correspondiente de una especie no humana. Endtgardos anticuerpos humanizados
normalmente son anticuerpos humanos en los quarsesustituido algunos residuos

CDR y posiblemente algunos residuos FR por residaastios analogos de anticuerpos
de roedor.

Se pueden emplear animales transgénicos (p. epesit que tras la inmunizacién sean
capaces de producir un repertorio completo de warios humanos sin producir

inmunoglobulinas endégenas. Por ejemplo, se haitespe la delecibn homocigota

del gen de la regién de union de la cadena peseldanticuerpo en ratones quimeéricos
y mutantes germinales provoca la inhibicion congplé¢ la produccion enddgena de
anticuerpos. La transferencia de la matriz géniedadinmunoglobulina de la linea

germinal humana a dichos ratones mutantes deda farminal dara como resultado la
produccion de anticuerpos humanos tras la exposali@ntigeno. También se pueden
producir anticuerpos humanos en fagotecas.

Los anticuerpos de la invencion se administran epilemente a un sujeto
incorpordndolos en un vehiculo farmacéuticamenteptable. Normalmente a la
formulacion se le aflade una cantidad apropiadandesal farmacéuticamente aceptable
para que sea isotonica. Ejemplos de vehiculos fafutmamente aceptables son
solucion salina, solucién Ringer y solucion de desd. Es preferible que el pH de la
solucion oscile aproximadamente entre 5 y 8, y mi&eriblemente entre 7 y 7,5
aproximadamente. Otros vehiculos incluyen prepanas de liberacién prolongada
como matrices semipermeables de polimeros hidrodébsélidos que contengan el
anticuerpo, en matrices con forma modelada, p. pgliculas, liposomas o
microparticulas. Para las personas versadas emclaca sera evidente que son
preferibles ciertos vehiculos dependiendo, por pijende la via de administracion y de
la concentracion del anticuerpo que se va a adiranis

Los anticuerpos se pueden administrar al sujettiepte o células mediante inyeccion
(intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramlas, etc.), o con otros métodos
como la infusion que aseguren su liberacion eworeémte sanguineo. Los anticuerpos
también se pueden administrar por via intratumoragritumoral para ejercer un efecto
terapéutico a la par sistémico y local. Se prefeiayeccion local o intravenosa.

Las dosis y pautas de administracion mas adecuadaspueden determinar
empiricamente; la toma de decisiones a este resfmata parte de los conocimientos
de la materia. Las personas versadas en la matdyen que la dosis de anticuerpos a
administrar depende, por ejemplo, del sujeto que vecibir al anticuerpo, la via de
administracion, el tipo concreto de anticuerpo yottes medicamentos que se le estén
administrando. La dosis diaria tipica de anticuenpando se utiliza sé6lo puede oscilar
entre 1 png/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal ® poé dia, dependiendo de los
susodichos factores. Tras la administracién detaetpo como tratamiento contra el
cancer de pulmon, su eficacia se puede evaluaadesvmodos bien conocidos por el
meédico especialista. Por ejemplo se puede contelaamano, el niamero y/o la
distribucion del cancer de pulmén en el sujeto pamedel tratamiento utilizando
técnicas de imagen oncolégicas estandar. Todo uantio administrado con fines



terapéuticos que detenga el crecimiento del tunealyzca su extension y/o impida la
aparicién de nuevos tumores en contraste con lu@da de la enfermedad si no se
produjera la administracion del anticuerpo, es nticaerpo eficaz para el tratamiento
del cancer de pulmon.

Como los marcadores tumorales de pulmén ABCA13 yR® de la invencién se
expresan mucho en las células de cancer de pulnms® expresan poquisimo en las
células normales, la inhibicién de la expresiorA8CAL13 y MMP12 o de la actividad
de sus polipéptidos se puede integrar en cualggstrategia terapéutica para el
tratamiento o la prevencion del NSCLC.

El principio de la terapia antisentido se basaadmnpotesis de que es posible suprimir la
expresion génica de secuencias especificas (ya pseavia transcripcional o
traduccional) mediante la hibridacion en el intede la célula del ADN gendmico o del
ARNmM con una molécula antisentido complementaglaos. La formacion de ese acido
nucleico bicatenario hibrido trastoca la transaédipalel ADN gendmico que codifica el
antigeno tumoral que constituye la diana, o] alterael
procesamiento/transporte/traduccion y/o estabilided ARNm del antigeno tumoral
diana.

Los &cidos nucleicos antisentido se pueden haegerlla las células con diversas
estrategias. Por ejemplo, a un sujeto se le puea@ministrar directamente
oligonucleotidos antisentido o ARN antisentido €p, por inyeccién intravenosa) de
una forma que les permitan ser absorbidos pordadas tumorales. Otra alternativa
consiste en la introduccion en célulasvivo de vectores virales o plasmidicos que
codifiqguen ARN antisentido (o fragmentos de ARN)slefectos antisentido también se
pueden inducir con secuencias codificantes, pemealgnitud de los cambios fenotipicos
es muy variable. Los cambios fenotipicos induciplmsla terapia antisentido se valoran
en funcibn de los cambios en, p. €. las conceomas del ARNm diana,
concentraciones de la proteina diana y/o nivelextieidad de dicha proteina.

En un ejemplo concreto, la inhibicién de la funcitd marcador tumoral pulmonar con
terapia génica antisentido se puede lograr condhairastracion directa de ARN
antisentido del marcador tumoral pulmonar a untsuj&l ARN antisentido del
marcador tumoral se puede producir y aislar contéoaica estandar, pero se produce
més facilmente con la transcripcidn vitro utilizando un ADNc antisentido del
marcador tumoral controlado con un promotor efige(lp. ej. el promotor de T7). La
administracion a células del ARN antisentido defraador tumoral se puede efectuar
con cualquiera de los métodos de administraciG@ctiirde acidos nucleicos descritos a
continuacioN.

Una estrategia alternativa para inhibir la funciiel ABCA13 y de la MMP12 con
terapia génica consiste en utilizar la expresidmagelular de un anticuerpo anti-
ABCA13, MMP12 o una porcion de un anticuerpo arBiéd13, MMP12. Por
ejemplo, el gen (o fragmento de gen) que codifitanticuerpo monoclonal que se une
especificamente a un polipéptido de ABCA13, MMP12jue inhibe su actividad
bioldgica se sitia bajo el control transcripciot@luna secuencia reguladora especifica
(p. €j. especifica de tejido o de tumor), dentroudevector de expresién de acidos
nucleicos. El vector se administra a continuaciéupeto de tal modo que es asimilado
por las células de cancer de pulmén u otras celglassegregaran los anticuerpos anti-



ABCA13, MMP12 y bloquearan la actividad bioldgica lbs polipéptidos ABCA13 y
MMP12. Preferentemente, los polipéptidos ABCA13 MRIL2 estdn presentes en la
superficie extracelular de células de cancer gastri

En los métodos susodichos, que incluyen la admaaigin y la absorcion de ADN
exégeno por las células del sujeto (transduccidmansfeccion génica), los acidos
nucleicos de la presente invencion pueden estargocados en un vector en forma de
ADN o de &cidos nucleicos desnudos para suminikisa@cidos nucleicos a las células
para inhibir la expresion de la proteina marcadi@latumor géstrico. El vector puede
estar disponible en una preparacién comercial, comeector adenovirico (Quantum
Biotechnologies Inc., Laval, Quebec, Canada). barficion del 4cido nucleico o del
vector en las células se puede materializar a dral@ varios mecanismos. Como
ejemplo, puede ser a través de liposomas con @@paes comerciales de liposomas
como LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE (GIBCO-25 BRL, IncGaithersburg, Md.,
EE. UU.), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemanig) TRANSFECTAM
(Promega Biotec, Inc., Madison, Wis., EE. UU.), amo otros liposomas
desarrollados segun los procedimientos habituateka @éécnica. Asimismo, el acido
nucleico o el vector de esta invenciébn se puedeningstrar in vivo mediante
electroporacion, una tecnologia que ofrece Genespinc. (San Diego, Calif., EE.
UU.) o mediante un aparato SONOPORATION (ImaRx Ria&eutical Corp., Tucson,
Arizona, EE. UU.).

Como ejemplo, el vector puede ser un sistema voamo un sistema de vector
retrovirico que puede encapsidar un genoma reitoviecombinante. El retrovirus
recombinante infecta las células y con ello inoaaacido nucleico antisentido que
inhibe la expresién de ABCA13, MMP12. El método @rapara introducir el acido
nucleico alterado en células de mamifero no sedimi uso de vectores retroviricos.
Existen otras técnicas comunes para llevar a cat® grocedimiento, tales como
vectores adenoviricos, vectores viricos adenoadogigdAAV), vectores lentiviricos,
vectores retroviricos seudotipados. También seguatllizar técnicas de transduccién
fisica, como liposomas y a través de receptoresog eonecanismos de endocitosis. La
presente invencion se puede utilizar en conjuncmm cualquiera de estos y de otros
meétodos usuales de transferencia génica.

Los anticuerpos también se pueden utilizar parayass diagnosticosn vivo. En
general, el anticuerpo se marca con un radionddte¢tomo™in, *Tc, **C, 34, *H,
*p 0%3) de modo que el tumor puede ser localizado cmmimwgammagrafia. En una
forma de realizacion, anticuerpos o fragmentosodemismos se unen a los dominios
extracelulares de dos o mas dianas ABCA13, MMPXE? yalor de afinidad (Kd) es
inferior a 1 x 10 pM.

Los anticuerpos para uso diagnostico pueden sezadh@s con sondas adecuadas para
posibilitar la deteccion con diferentes métodoscdgt Los métodos para la deteccion
de sondas incluyen, entre otros, microscopia derdhcencia, Optica, confocal y
electronica; resonancia magnética y espectroscopagjioscopia, tomografia
computadorizada y tomografia por emisibn de pas#so Las sondas adecuadas
incluyen, entre otras, fluoresceina, rodamina,reogiotros fluoréforos, radioisétopos,
oro, gadolinio y otros lantanidos, hierro paramaigoé flior-18 y otros radionuclidos
emisores de positrones. Ademas, las sondas puedebi ® multifuncionales y ser
detectables por mas de uno de los métodos enunserbds anticuerpos pueden



marcarse directa o indirectamente con dichas soridadijacion de sondas a los
anticuerpos incluye la unién covalente de la sota@corporacién de la sonda en el
anticuerpo, y la unién covalente de un compueselagte para unir la sonda, entre
otros métodos consabidos en la técnica. Para ¢méc#s de inmunohistoquimica, la
muestra de tejido patoldgico puede ser fresca galada o puede estar incluida en
parafina y fijada con un conservante como formdl.c&te fijado o incluido que
contiene la muestra se pone en contacto con uguanpio primario marcado y un
anticuerpo secundario, de modo que el anticuerporg#ea para detectar la expresion
in situde las proteinas ABCA13, MMP12.

La presente invencién proporciona pues un péptide comprende una secuencia
seleccionada del grupo consistente en las SEQ 11 W.SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID

N.° 76 a SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92 o unaiarte de las mismas que es
homologa en un 90% a las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID6N,% las SEQ ID N.° 76 a SEQ

ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92 o una variante der@ismas que inducira la reaccion
cruzada de los linfocitos T con dicho péptido.

Los péptidos de la invencion tienen la capacidadrdese a una molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clag®e clase 1.

En la presente invencion el término «homologo»e§iere al grado de identidad (véase
antes Identidad porcentual) entre las secuenciaslesecuencias de aminoécidos, es
decir secuencias peptidicas o polipeptidicas. lsmditha «homologia» se determina
comparando las dos secuencias alineadas en camelicptimas con las secuencias a
comparar. La homologia de secuencia se puede aalodando una alineacién con el
algoritmo ClustalW, por ejemplo. Bases de datodigaidh proporcionan software para el
analisis de secuencias, en concreto, Vector NTINEEYX y otras herramientas de
analisis.

Una persona versada en la materia sera capazatarvsil los linfocitos T inducidos por
una variante del péptido especifico seran capageagatcionar con el propio péptido
(Fong et al., 2001); (Zaremba et al., 1997; Colettilet al., 2006; Appay et al., 2006).

Por «variante» de la secuencia de aminoacidosnkenfores quieren decir que las
cadenas laterales de, por ejemplo, uno o dos deekiduos de aminoacidos estan
alteradas (por ejemplo sustituyéndolas con la cadeteral de otro residuo de
aminoacido natural o alguna otra cadena lateratnddo que el péptido sigue siendo
capaz de unirse a una molécula HLA basicamenta d@dma manera que un peéptido
gue consiste de la secuencia de aminoacidos iredicad las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID
N.°© 65, y las SEQ ID N.1 76 a SEQ ID N.° 84, y BBID N.° 92. Por ejemplo, un
péptido se puede modificar para que mejore o alomemantenga la capacidad para
interaccionar y unirse a la hendidura de union e molécula MHC adecuada, como
HLA-A*02 o -DR, y de un modo que mejore o al memaantenga la capacidad para
unirse al TCR de CTL activados.

Estos CTL pueden después reaccionar con célulasatarntas que expresen un
polipéptido que contenga la secuencia de aminogcidtural del péptido afin definido
en los aspectos de la invencién. Como se puedecilatfula bibliografia (Rammensee
et al., 1997) y de las bases de datos cientifi@mnMmensee et al., 1999), ciertas
posiciones de los péptidos de union a HLA son nbmaate residuos de anclaje que



forman una secuencia central que encaja en el endéwunion del receptor HLA, que
esta definida por las propiedades polares, elésicras, hidrofébicas y espaciales de las
cadenas polipeptidicas que constituyen la hendidaranién. Asi pues, una persona
versada en la técnica sera capaz de modificaelzgescias de aminoacidos expuestos
enlas SEQID N.°1a SEQIDN.°65ylas SEQ IPT& a SEQ ID N.° 84, y la SEQ
ID N.° 92, manteniendo los residuos de anclaje cidog, y sera capaz de determinar si
tales variantes mantienen la capacidad de uniéolécoas MHC de clase | o Il. Las
variantes de la presente invencidén conservan lacidgd para unirse a los TCR de los
CTL activados, que después pueden reaccionar dolas§ matar las que expresan un
polipéptido que contenga la secuencia de aminogcidtural del péptido afin definido
en los aspectos de la invencion.

Aquellos residuos de aminoacidos que no contribugeistancialmente a las
interacciones con el receptor del linfocito T pueder modificados sustituyéndolos por
otros aminoacidos cuya incorporacion no afecteasgsilmente a la reactividad de los
linfocitos T y no suprima la unién al MHC pertinenfAsi pues, aparte de la condicién
indicada, el péptido de la invencion puede serquiet péptido (en cuyo término los
inventores incluyen oligopéptidos o polipéptidoglye incluya las secuencias de
aminoacidos o una porcion o una variante de lamaggdal y como se indican.

Tabla 4: Variantes y motivo de los péptidos segun las §EQ.°1, 2, 4,5y 7

Posicion| 1| 2| 3| 4 5 6 7 8 9
ABCA13-001 | Codigo del péptido Il (L |F|E|I |[N|P|K|L
SEQ ID No. Variantes \%
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M
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A Vv
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A
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V V
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V
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T
T A
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También pueden ser adecuados péptidos mas largidsismo es posible generar
epitopos de MHC de clase |, que aunque suelen tmtee 8 y 11 aminoacidos de
longitud, mediante el procesamiento peptidico datigpés mas largos o proteinas que
incluyan el epitopo en cuestion. Se prefiere gaedsiduos que flanquean el epitopo de
interés sean residuos que no afecten sustanciaradatdigestion proteolitica necesaria
para exponer el epitopo durante el procesamiento.

En consecuencia, la presente invencién tambiénoptma péptidos y variantes de
epitopos de MHC de clase | en los que el péptidariante tienen una longitud total de
entre 8 y 100, preferiblemente entre 8 y 30, y préferiblemente entre 8 y 14, esto es
8,9, 10, 11, 12, 13, 14 aminoéacidos, que en & dados péptidos de union de clase Il
también puede ser de 15, 16, 17, 18, 19, 20, RlanBnoacidos.

Por supuesto, el péptido o variante conforme adagmte invencién tendréa la capacidad
para unirse a una molécula del complejo mayor si®tompatibilidad humano (MHC)
de clase I. La union de un péptido o una variante eomplejo MHC se puede analizar
con métodos conocidos en la técnica.

En una forma de realizacion preferida de la inv@mel péptido consiste o consiste
esencialmente en una secuencia de aminoacidosroanfolas SEQ ID N.° 1 a SEQ ID
N.2 65, y las SEQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84, y BGSID N.° 92.

Consiste esencialmente en» significa que un péptitddorme a la presente invencion,
ademas de la secuencia conforme a cualquiera GEQsID N.° 1 a SEQ ID N.° 65, y

las SEQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID 8°0 una variante de las mismas
contiene segmentos adicionales de aminoacidosseextbemos N- y/o C-terminal que

no forman parte necesariamente del péptido queidis@ccomo un epitopo para el
epitopo de moléculas MHC.

No obstante, dichos segmentos pueden ser impostgater facilitar la introduccion
eficaz del péptido conforme a la presente inveneidrlas células. En una forma de
realizacion de la presente invencion, el péptidoues proteina de fusion que



comprende, por ejemplo, los 80 aminoacidos N-temted de la cadena invariable
asociada al antigeno HLA-DR (p33, en lo sucesiwg) ¢hl y como aparece en el NCBI,

namero de acceso de GenBank X00497. En otras ksidos péptidos de la presente
invencion se pueden fusionar con un anticuerpy tmo se describe en la presente
memoria, 0 con una parte funcional del mismo, ertiqudar integrandolo en la

secuencia del anticuerpo, para que vayan dirigidepecificamente por dicho

anticuerpo, o por ejemplo, con un anticuerpo queeggecifico para las células
dendriticas.

Asimismo, el péptido o variante pueden ser modifisamas para mejorar la estabilidad
y/o la uniébn a las moléculas MHC con objeto de deadenar una respuesta
inmunitaria mas potente. En la técnica se conocetodos para ese tipo de
optimizacién de la secuencia peptidica, entre elms ejemplo, la introduccién de
enlaces peptidicos inversos o de enlaces no pegidi

En un enlace peptidico inverso los residuos de @écido no estdn unidos por enlaces
peptidicos (-CO-NH-) sino que el enlace esta indertEstos seudopéptidos de tipo
retro-inverso se pueden sintetizar con métodosadas en la técnica, por ejemplo los

descritos por Meziere et al. (1997) J. Immunol.,18230-3237, incorporado a la

presente memoria como referencia. Esta estrategitica sintetizar seudopéptidos que
contengan cambios que afectan al esqueleto prinpgra no a la orientacion de las

cadenas laterales. Meziere et al. (1997) demuegtrarestos seudopéptidos son utiles
para la union al MHC vy las respuestas de los litdecT cooperadores. Los péptidos
retro-inversos contienen enlaces NH-CO en lugaerdaces peptidicos CO-NH y son

mucho mas resistentes a la protedlisis.

Ejemplos de enlaces no peptidicos son: ~8H, -CH,S-, -CHCH,-, -CH=CH-, -
COCH,-, -CH(OH)CH>- y -CH,SO-. La patente de EE. UU. 4. 897. 445 proporcioma
meétodo para la sintesis en fase sélida de enlacgeptidicos (-ChNH) en cadenas
polipeptidicas que implica la sintesis de polip#ggicon procedimientos ordinarios y la
sintesis del enlace no peptidico con la reaccidmndeminoaldehido con un aminoacido
en presencia de NaCNBH

Péptidos que comprenden las susodichas secuercipgeslen sintetizar con grupos
quimicos adicionales en sus extremos amino y/oogddocon el fin de mejorar su

estabilidad, biodisponibilidad y/o afinidad. Poemplo, a los extremos amino de los
péptidos se les pueden afadir grupos hidrofébioosoccarbobenzoxilo, dansilo o t-
butiloxicarbonilo. De modo similar, se puede coloea los extremos amino de los
péptidos un grupo acetilo o un grupo 9-fluorenilmxétarbonilo. Ademas a los

extremos carboxilo de los péptidos se les puedadia@n grupo hidrofébico, el t-

butiloxicarbonilo, o un grupo amido.

Ademas, los péptidos de la invencion pueden seégtiados de tal forma que se altere
su configuracion estérica. Por ejemplo, se puedigautel D-isbmero de uno varios
residuos de aminoéacido del péptido en lugar deddmiero habitual. Y todavia mas, se
puede sustituir al menos uno de los residuos dena@unido de los péptidos de la
invencion por uno de los consabidos aminoacidospresentes en la naturaleza.
Alteraciones de ese tipo pueden servir para mejarastabilidad, la biodisponibilidad
y/o la capacidad de unién de los péptidos de larinn.



De forma similar, un péptido o variante de la irmién puede ser modificado
guimicamente haciendo reaccionar aminoacidos dgmsciantes o después de la
sintesis del péptido. Ejemplos de tales modificasoson bien conocidos en la técnica
y se resumen p. €j. en R. Lundblad, Chemical Readen Protein Modification, 3rd
ed. CRC Press, 2005, que se incorpora en la peesedtoria como referencia. La
modificacién quimica de aminoacidos incluye, erdts tipos, la modificacion por
acilacién, amidinacion, piridoxilacion de lisina, Igailacion  reductiva,
trinitrobenzilacion de grupos amino con acido 2@ifitrobenzenosulfénico (TNBS),
modificacion amida de los grupos carboxilo y madiion del grupo sulfhidrilo
mediante oxidacion con acido perférmico para tramsér la cisteina en acido cisteico,
formacion de derivados mercuriales, formacion deulfliros mixtos con otros
compuestos tiol, relacién con maleimida, carboxilm&ttn con &cido yodoacético o
yodoacetamida y carbamoilacion con cianato en ptdliab, sin limitacion a los
anteriores. A este respecto, se remite a la pergmnsada en la técnica al Capitulo 15 de
Current Protocols In Protein Science, Eds. Coligaal. (John Wiley and Sons NY
1995-2000) donde podra obtener una metodologia erensa en relaciébn con la
modificacién quimica de proteinas.

En resumen, la modificacion de p. ej. los residaggnilos de las proteinas se basa a
menudo en la reaccion de compuestos dicarbonilacaayes como fenilglioxal, 2,3-
butanediona, y 1,2-ciclohexanediona para formaaducto. Otro ejemplo es la reaccion
de metilglioxal con residuos de arginina. La ciseise puede modificar sin la
modificacion simultdnea de otros sitios nucleoficcomo sucede con la lisina y la
histidina. Asi pues, para la modificacion de ldeisa hay disponible un gran namero
de reactivos. Las paginas web de empresas comoaSMpnich (http://www.sigma-
aldrich.com) ofrecen informacién sobre reactivosaretos.

La reduccidn selectiva de los puentes disulfuréadeproteinas también es habitual. El
tratamiento térmico al cual se someten los produstofarmacéuticos a veces genera y
oxida puentes disulfuro.

El reactivo K de Woodward se puede utilizar paradificar residuos de &cido
glutdmico concretos. Se puede emplear N-(3-(diaratito)propil)-N’-etilcarbodiimida
para formar enlaces cruzados intramoleculares entresiduo de lisina y un residuo de
acido glutdmico.

Por ejemplo, el dietilpirocarbonato es un reactopleado para la modificacion de
residuos histidilo en proteinas. La histidina ta#nbipuede ser modificada con 4-
hidroxi-2-nonenal.

La reaccion de los residuos de lisina y otros gsupamino es util, por ejemplo, para la
union de péptidos a superficies o para la formaaién enlaces cruzados entre
proteinas/péptidos. La lisina es el sitio de fiacdel poli(etilen)glicol y el principal
sitio de modificacion en la glucosilacion de progs.

Los residuos de metionina de las proteinas se puetmlificar por ejemplo con
yodoacetamida, bromoetilamina y cloramina T.



Los residuos tirosilo se pueden modificar con tetrametano y N-acetilimidazol. La
formacién de enlaces cruzados por medio de la fudmade ditirosina se puede
consumar con peréxido de hidrégeno/iones de cobre.

En estudios recientes sobre la modificacion dgitdfano se han empleado N-
bromosuccinimida, 2-hidroxi-5-nitrobenzilbromuro 0 3-bromo-3-metil-2-(2-
nitrofenilmercapto)-3H-indol (BPNS-escatol).

La modificacién de proteinas y de péptidos terapésitton PEG prolonga a menudo la
semivida en circulacién, mientras que la conjugadé proteinas con glutaraldehido,
polietilenglicol diacrilato y formaldehido por medile enlaces cruzados se emplea para
la preparacion de hidrogeles. La modificacion quoémde alérgenos destinados a
inmunoterapia se efecta a menudo con la carbagmlaon cianato de potasio.

Un péptido o variante que estd modificado o quiuyrcenlaces no peptidicos es una
forma de realizacion preferida de la invenciongéneral, se pueden sintetizar péptidos
y variantes (al menos las que contienen enlaceidiEys que unen residuos de
aminoacidos) con la sintesis peptidica Fmoc-potlamen fase soélida, tal y como
muestran Lu et al (1981) y las referencias inclli@am el mismo. La proteccion
provisional del grupo N-amino se consigue con ejpgr9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc). La escision repetida de este grupo pratectry sensible al pH basico se lleva
a cabo con piperidina al 20% en N,N-dimetilformaanitlos grupos funcionales de las
cadenas laterales se podrian proteger si se trax@fan en éteres de butilo (en el caso
de la serina, treonina vy tirosina), ésteres deldo(¢in el caso del acido glutamico y
aspartico), derivados butiloxicarbonilicos (en laine y la histidina), derivados
tritilados (en la cisteina) y derivados 4-metoxd;@&;trimetilbenzenosulfonilicos (en la
arginina). Cuando los residuos C-terminales sotagiina o asparragina se utiliza el
grupo 4,4'-dimetoxibenzhidrilo para proteger logpgs funcionales amido de la cadena
lateral. El soporte en fase sélida se basa en lim@m de polidimetil-acrilamida
constituido por los tres monomeros dimetilacrilaanigmonoémero estructural),
bisacriloiletiliendiamina (entrelazante) y acrilallsosina metiléster (funcionalizador).
El agente escindible que mantiene unido el péitibresina es un derivado del 4cido
4-hidroximetilfenoxiacético, sensible a pH acid@dds los derivados de aminoacidos
se afiaden en forma de derivados anhidridos simefieformados salvo la asparragina
y la glutamina, que se afiaden utilizando un praocediito de acoplamiento inverso con
N,N-diciclohexil-carbodiimida/1-hidroxibenzotriazol Todas las reacciones de
acoplamiento y desprotecciébn se controlan con pliodentos de ensayo con
ninhidrina, acido trinitrobencenosulfénico o isatiiJna vez completada la sintesis, los
péptidos se separan del soporte de resina y al animpo se eliminan los grupos
protectores de las cadenas laterales mediantatamiento con acido trifluoroacético al
95% con una mezcla de capturadosEmayengersal 50%. Los capturadores utilizados
normalmente son etanditiol, fenol, anisol y aguepehdiendo de la eleccion exacta de
los aminoacidos constituyentes del péptido que st& sintetizando. La sintesis de
péptidos también es posible combinando metodolodéagase solida y de fase en
solucion (véase por ejemplo (Bruckdorfer et alQ80y las referencias citadas en la
misma).

El &cido trifluoroacético se elimina por evaporacién vacio y se procede a la
trituracion con dietiléter para obtener el péptidmto. Todos los capturadores
(scavengers se eliminan con un procedimiento de extraccimpg que con la



liofilizacibn de la fase acuosa proporciona el fEptbruto exento de ellos. Los
reactivos para la sintesis de péptidos se puedeseguir en general por ejemplo de
Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd, Nottingham NG7 2Q&ino Unido.

La purificacion se puede practicar con una técaicaa combinacion de técnicas como
recristalizacion, cromatografia por exclusion dedéo, cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia por interaccion hidrofébicganormalmente, cromatografia de
liquidos de alto rendimiento con fase inversa,gjemplo con elucién con gradiente de
acetonitrilo/agua.

El andlisis de los péptidos se puede llevar a céibpando cromatografia en capa fina,
electroforesis, en concreto electroforesis capiedtraccion en fase solida (CSPE),
cromatografia de liquidos de alto rendimiento @sefinversa, analisis de aminoacidos
tras hidrolisis acida y mediante andlisis por espewtria de masas por bombardeo con
atomos rapidos (FAB), asi como analisis por espexdtria de masas MALDI y ESI-Q-
TOF.

Otro aspecto de la invencidon proporciona un acidmleico (por ejemplo un

polinucleotido) que codifica un péptido o una varapeptidica de la invencion. El
polinucledtido puede ser, por ejemplo, ADN, ADNd?M, ARN o combinaciones de
los mismos, monocatenarios y/o bicatenarios, o dsrmativas o estabilizadas de
polinucledtidos, como por ejemplo, polinucledtidms un esqueleto de fosforotioato y
que pueden contener intrones siempre que codifejupéptido. Por supuesto, el
polipéptido solo puede codificar péptidos que cogém residuos de aminoacidos
naturales unidos por enlaces peptidicos natur@la®. aspecto mas de la invencion
proporciona un vector de expresién capaz de expresgolipéptido conforme a la
invencion.

Se han desarrollado diversos métodos para unmymdiétidos, especialmente ADN, a
vectores, por ejemplo a través de extremos colesimmplementarios. Por ejemplo, al
segmento de ADN se le pueden afiadir prolongaciodes homopolimeros
complementarios para insertarlo en el vector de ABINector y el segmento de ADN
se unen a continuacion por medio de puentes deddddp entre las colas
homopoliméricas complementarias para formar mo#&scdé ADN recombinante.

Otro método alternativo para unir el segmento déNADIos vectores son los ligadores
sintéticos que contienen uno o mas sitios de cegin. Existen ligadores sintéticos

comerciales que contienen diversos sitios paraefa®nucleasas de restriccion que
facilitan varios proveedores como Internationalt&bnologies Inc. New Haven, CN,

EE. UU.

Un método deseable para modificar el ADN que codiél polipéptido de la invencion
emplea la reaccion en cadena de la polimerasadaing exponen (Saiki et al., 1988)).
Este método puede ser utilizado para introduciAN en un vector adecuado, por
ejemplo disefiando los sitios de restriccibn adeasilad puede ser empleado para
modificar el ADN de otros modos Utiles conocidodatécnica. Si se opta por vectores
virales, son preferibles los vectores poxviric@lenoviricos.

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retrowisic se puede expresar en un
hospedador adecuado para producir un polipéptidacqmprenda el péptido o variante



de la invencién. Asi pues, el ADN que codifica éptido o variante de la invencion
puede ser utilizado conforme a técnicas conocidaedificado adecuadamente
siguiendo las ensefianzas contenidas en la prasem@ria para construir un vector de
expresion que se emplee para transformar una d@sfzedadora a fin de que exprese y
produzca el polipéptido de la invencién. Tales ig incluyen las reveladas en las
patentes de EE. UU. N.° 4. 440. 859, 4. 530. 90%82. 800, 4. 677. 063, 4. 678. 751,
4.704. 362, 4. 710. 463, 4. 757. 006, 4. 766.y045810. 648.

El ADN (o ARN en el caso de los vectores retroasicque codifica el polipéptido que
constituye el compuesto de la invencién se puede aom una amplia variedad de
secuencias de ADN distintas para introducirlo enhoepedador adecuado. EI ADN
acompafante dependera de la naturaleza del hogpedathodo de introducir el ADN
en su interior y de si se pretende que se integueese mantenga como un episoma.

En general el ADN se inserta en un vector de eigmegomo un pldsmido, con la
orientacién adecuada y el marco de lectura corneata posibilitar la expresion. Si es
preciso el ADN se puede unir a secuencias de niicbsodde control que regularan la
transcripcion y la traduccion y que son reconocptasel hospedador deseado, aunque
el vector de expresion ya suele incorporar talegroles. A continuacion el vector se
introduce en el hospedador mediante técnicas emstafith general, el vector no
consigue transformar todos los hospedadores, lohgué necesario seleccionar las
células hospedadoras que hayan quedado transfemblda técnica de seleccion
consiste en incorporar en el vector de expresiéa secuencia de ADN con los
elementos de control necesarios que codifique sgoraeleccionable en la célula
transformada, como por ejemplo de resistenciaibiétitos.

Otra alternativa consiste en incorporar el gensterasgo seleccionable en otro vector
con el que se cotransforma la célula hospedadora.

Las células hospedadoras que hayan sido transfaswa el ADN recombinante de la
invencion se cultivaran durante el tiempo sufi@enen las condiciones apropiadas que
las personas versadas en la técnica conocen stdadé las ensefianzas reveladas en la
presente memoria para que el polipéptido puedaesame y, finalmente, ser
recuperado.

Son muchos los sistemas de expresion conocidosp drauterias E. coli, Bacillus
subtilis etc.), levadurasSaccharomyces cerevisiagc.), hongos filamentosos (género
Aspergillus,etc.), células vegetales, animales o de insecte$eriblemente el sistema
consistira en células de mamifero, como las célold® disponibles de la ATCC Cell
Biology Collection.

Un tipico vector plasmidico de expresion constiutipara células de mamifero
comprende el promotor del CMV o del SV40 con uné qwli-A adecuada y un
marcador de resistencia como la neomicina. Un dneg el pSVL que ofrece
Pharmacia, Piscataway, NJ, EE. UU. Un ejemplo @tovele expresion inducible para
mamifero es el pMSG, también suministrado por Phaian Otros vectores plasmidicos
de levadura son pRS403-406 y pRS413-416, en gepeoakidos por Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE. UU. Loasptidos pRS403, pRS404,
pRS405 y pRS406 son plasmidos integrativos de leaadYlp) que incorporan los
marcadores seleccionables de levadura HIS3, TREU2Ly URA3. Los plasmidos



pRS413-416 son plasmidos centroméricos de levgap). Los vectores dotados del
promotor del CMV (por ejemplo de Sigma-Aldrich) poocionan una expresion
transitoria o estable, expresion en el citoplasrsaavecion, y marcaje de los extremos
N-terminal o C-terminal en varias combinacionesFd&G, 3xFLAG, cmyco MAT.
Estas proteinas de fusion permiten la detenciérpuldficacién y el analisis de la
proteina recombinante. Las fusiones con doble et#gwaportan flexibilidad a la
deteccion.

La potente regidén reguladora promotora del citormegais (CMV) humano ofrece
niveles de expresion constitutiva de la proteing elavados, de hasta 1 mg/l en células
COS. En estirpes celulares menos potentes losesivid proteinas suelen rondar ~0,1
mg/l. La presencia del origen de replicacion ded@\genera niveles elevados de
replicacion del ADN en células COS que tolerarelalicacién del SV40. Los vectores
de CMV, por ejemplo, pueden contener el origen pMdtrivado del pBR322) para la
replicacion en células bacterianas, el gen de lactamasa para la seleccién por
resistencia a la ampicilina, hGH poliA, y el origln Los vectores que contienen la
secuencia lider de la preprotripsina (PPT) pued@alzar la secrecion de las proteinas
de fusién FLAG hacia el medio de cultivo, dondepseden purificar por medio de
anticuerpos ANTI-FLAG, resinas y placas. En la ié&rse conocen otros vectores y
sistemas de expresion aptos para el uso con uiealadrde células hospedadoras.

En otra forma de realizacion dos o mas péptidoariantes peptidicas especificas de la
invencion se codifican y se expresan en orden acésmilar a constructos de «collar
de cuentas»). Al hacerlo, los péptidos o los véemmeptidicas se pueden enlazar o
fusionar juntas mediante segmentos de aminoacidtzzantes, como por ejemplo
LLLLLL, o se pueden unir sin ningun otro péptidacoinal entre ellos.

La presente invencidén también se refiere a undachhspedadora transformada con un
vector polinucleotidico de la presente invencioma. ¢élula hospedadora puede ser
procariota o eucariota. Las células bacterianasl@ueser las células hospedadoras
procariotas mas adecuadas en determinadas cirnoi@tanormalmente son cepas de
E. coli como por ejemplo las cepas DH5 disponibles dehddela Research
Laboratories Inc., Bethesda, MD, EE. UU., y RR1pdisbles de la American Type
Culture Collection (ATCC) de Rockville, MD, EE. UYN. © ATCC 31343). Las
células hospedadoras eucariotas preferidas sotaséle levadura, de insecto y de
mamifero, preferiblemente células de vertebradoccestirpes celulares de colon y de
fibroblastos de ratén, rata, mono o ser humano.céaslas hospedadoras de levadura
incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que en genertresisponibles de Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE. UU. Lalsleé hospedadoras de mamifero
preferidas incluyen las células de ovario de hamstéo (CHO) disponibles de la
ATCC como CCL61, las células embrionarias de ratémno NIH/3T3 disponibles de la
ATCC como CRL 1658, las células COS-1 de rifion @mandisponibles de la ATCC
como CRL 1650 y las células 293 que son célulaalesrembrionarias humanas. Las
células de insecto preferidas son las células 89sg pueden transfectar con vectores
de expresion baculoviricos. Se puede encontrarremaion general referente a la
eleccion de las células hospedadoras mas adecpadagiemplo en el manual de
Paulina Balbas y Argelia Lorence «Methods in MolacBiology Recombinant Gene
Expression, Reviews and Protocols», Part One, Seé&atition, ISBN 978-1-58829-
262-9, y otra bibliografia conocida por las persoversadas en la materia.



La transformacion de las células hospedadoras adasicon el constructo de ADN de
la presente invencién se consuma con métodos ddosatpue normalmente dependen
del tipo de vector utilizado. En lo referente @rénsformacion de células hospedadoras
procariotas, véanse por ejemplo Cohen et al (197ay. Natl. Acad. Sci. USA 69,
2110, y Sambrook et al (1989) Molecular Cloningl@boratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, EE. UlA transformacion de células de
levadura aparece descrita en Sherman et al (19&88hdds In Yeast Genetics, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, EE. UElL método de Beggs (1978)
Nature 275,104-109 también resulta util. En lo qoecierne a los reactivos adecuados
para transfectar las células de vertebrados, pan@p el fosfato de calcio y el DEAE-
dextrano o las formulaciones con liposomas, se guadquirir de Stratagene Cloning
Systems, o Life Technologies Inc., Gaithersburg, MID877, EE. UU. La
electroporacion también es Util para la transfoiérag/o transfeccion de las células y
es perfectamente conocida su aplicacién en laftranacion de células de levadura,
bacteria, insecto y vertebrado.

Las células transformadas con éxito, es decimjlgscontengan un constructo de ADN
de la presente invencion, se pueden identificar tégnicas bien conocidas como la
PCR. Otra alternativa consiste en detectar la poisele la proteina en el sobrenadante
por medio de anticuerpos.

Se apreciard que ciertas células hospedadoras devdacion son Utiles para la
preparacion de péptidos de la invencion, por ejempb células bacterianas, de
levadura e insecto. Con todo, para ciertos méttetapéuticos pueden ser Utiles otras
células hospedadoras. Por ejemplo, se puederautii&ulas presentadoras de antigeno
como las células dendriticas para expresar losdodptle la invencion de tal forma que
puedan ser cargados en las moléculas MHC oportdsagues, la presente invencion
proporciona una célula hospedadora que comprendeido nucleico o un vector de
expresion conforme a la invencién.

En una forma de realizacion preferida la célulgpbdadora es una célula presentadora
de antigeno, en particular una célula dendriticglala presentadora de antigeno. Las
APC cargadas con una proteina de fusién recomlgirgut contiene acido prostatico
fosfatasa (PAP) son en la actualidad objeto destig@cion como tratamiento contra el
cancer de prostata (Sipuleucel-T) (Small et 8D62 Rini et al., 2006).

Otro aspecto de la invencion proporciona un mépata la produccion de un péptido o
de su variante, comprendiendo dicho método elautlie una célula hospedadora y el
aislamiento del péptido a partir de dicha célutlesu medio de cultivo.

En otra forma de realizacion el péptido, el Acidaleico o el vector expresion de la
invencion se emplean en medicina. Por ejemplo,éeltigo o su variante se pueden
preparar para ser administrados por inyeccionvatrasa (i. v.), inyeccion subcutanea
(s. c.), inyeccién intradérmica (i. d.), inyecciéntraperitoneal (i. p.), inyeccién
intramuscular (i. m.). Los métodos preferidos garayeccion del péptido incluyen s.
C.,i.d.,i. p.,i. m. ei. v. Los métodos preflas para la inyeccion del ADN incluyen i.
d.,,i.m, s.c, i p.ei v. Se pueden admiaistiosis de péptido o de ADN de por
ejemplo entre 50 ug y 1,5 mg, preferiblemente 185au500 pg, dependiendo del
péptido o ADN de que se trate. Dosis en esos alesvse han empleado con éxito en
varios ensayos (Walter et al Nature Medicine 18432261 (2012)).



Otro aspecto de la presente invencion incluye urodeéin vitro para producir
linfocitos T activados, comprendiendo dicho métoldo puesta en contacto en
condicionesin vitro de linfocitos T con moléculas MHC humanas cargadas
antigeno expresadas en la superficie de una géfekentadora de antigeno adecuada
durante un periodo de tiempo suficiente para activa linfocitos T de una manera
especifica de antigeno, siendo el antigeno un dmptonforme a la invencion.
Preferentemente se emplea una cantidad suficieateatigeno con una célula
presentadora de antigeno.

Preferentemente la célula de mamifero carece em@sin nivel o funcién reducida del
transportador de péptidos TAP. Las células adesuqda carecen del transportador de
péptidos TAP incluyen las células T2, RMA-S yDRi®sophila TAP es el transportador
relacionado con el procesamiento de los antigenos.

La estirpe celular humana deficiente en carga q#idws T2 estd disponible en la
American Type Culture Collection, 12301 ParklawnvBy Rockville, Maryland 20852,
EE. UU. con el N.° de catalogo CRL 1992; la estigee células deDrosophila
Schneider line 2 esta disponible en la ATCC colNef de catalogo CRL 19863; la
estirpe de células de raton RMA-S est4 descritéagre et al 1985.

Preferentemente, la célula hospedadora no expustansialmente moléculas MHC de

clase | antes de la transfeccion. También es poéfegue la célula estimuladora

exprese una molécula importante que proporcionesefial coestimuladora para los
linfocitos T, como B7. 1, B7. 2, ICAM-1 y LFA 3. kasecuencias de acidos nucleicos
de numerosas moléculas MHC de clase | y de lasaomlale® co-estimuladoras estan
disponibles publicamente en las bases de datosdé&nBEMBL.

Si se utiliza como antigeno un epitopo de MHC deell, los linfocitos T son CTL
CD8-positivos.

Si una célula presentadora de antigeno es traadBeqara expresar un epitopo de ese
tipo, la célula comprendera preferentemente unovedd expresion capaz de expresar
un péptido que contenga las SEQ ID N.° 1 a SEQ.AX%H, y las SEQ ID N.° 76 a SEQ
ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92, o una variante deséguencia de aminoécidos de las
mismas.

Existen otros métodos para generar QT kitro. Por ejemplo, los métodos descritos en
Peoples et al (1995) y Kawakami et al (1992) empledocitos autélogos infiltrados
en el tumor para generar los CTL. Plebanski e189%) recurre a linfocitos autélogos
de sangre periférica (PLB) para la preparacion ate GTL. Jochmus et al (1997)
describen la produccion de CTL autdlogos estimwandlulas dendriticas con el
péptido o el polipéptido, o a través de la infesaddn virus recombinantes. Hill et al
(1995) y Jerome et al (1993) emplean linfocitosalBada produccion de CTL autdlogos.
Asimismo, para la preparacion de CTL autdlogos seden usar macréfagos
estimulados con péptido o polipéptido o infectadms virus recombinantes. S. Walter
et al. 2003 describe la sensibilizaciém vitro de linfocitos T mediante células
presentadoras de antigeno artificiales (aAPC),eguetro modo adecuado para generar
linfocitos T contra el péptido de eleccion. En esstudio, las aAPC se generaron
adhiriendo complejos MHC:péptido preformados a lgesficie de particulas de



poliestireno (microperlas) con biotina:estreptawdiEste sistema permite controlar con
exactitud la densidad de MHC en las aAPC, lo quenppe desencadenar respuestas de
linfocitos T especificas de antigeno con una aval&z o baja a partir de muestras de
sangre, de una forma selectiva y altamente efidsdemas de los complejos
MHC:péptido, las aAPC deben incorporar acopladasuesuperficie otras proteinas con
actividad co-estimuladora como anticuerpos anti-&DZales sistemas de aAPC
también precisan a menudo el concurso de factaiebles adecuados, por ejemplo
citocinas como la interleucina-12.

Para la preparacion de linfocitos T también se eneadtilizar células alogénicas; en
WO 97/26328 se describe detalladamente un métodosguincorpora a la presente
memoria como referencia. Por ejemplo, ademas daasétieDrosophilay células T2,
para presentar antigenos se pueden usar otraascélgs como células CHO, células
de insecto infectadas con baculovirus, bactemasduras, células diana infectadas con
vaccinia. Asimismo se pueden utilizar virus vegetalvéase por ejemplo Porta et al
(1994)) que describe el desarrollo del virus desamo del chicharo como sistema de
alto rendimiento para la presentacion de péptidtra®os.

Los linfocitos T activados que estan dirigidos carbs péptidos de la invencion son
utiles como tratamiento. Asi pues, otro aspecttadevencion proporciona linfocitos T
activados obtenibles por los susodichos métodda ideencion.

Los linfocitos T activados producidos con el susbdi método reconoceran
selectivamente una célula que expresa de formaraaiber un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de las BER.°I1 a SEQ ID N.° 92,
preferiblemente una de las secuencias SEQ ID B.SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID N.°
76 a SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID N.° 92.

Preferiblemente el linfocito T reconoce la céluiteraccionando a través de su TCR
con el complejo HLA/péptido, por ejemplo uniéndesélos linfocitos T son utiles en
un método para destruir células diana en un paciemngas células diana expresen de
forma aberrante un polipéptido que comprenda ucaeseia de aminoacidos de la
invencion y al cual se le administre un nimeroagfide linfocitos T activados. Los
linfocitos T que le se administran al paciente guwegroceder de €l mismo y ser
activados del modo antes descrito, es decir, sdocitos T autdlogos. Otra alternativa
consiste en que los linfocitos T no sean del p&eigrprocedan de otro individuo. Por
supuesto, es preferible que dicho individuo estéo.sdor «individuo sano» los
inventores entienden un individuo que goce de bastado de salud general,
preferentemente con un sistema inmunitario competgn mas preferentemente, no
sufra ninguna enfermedad que analizada se le detect

En condicionesn vivg las células diana de los linfocitos T CD8-posisiconformes a
la presente invencion pueden ser células del tque a veces expresan MHC de clase
II) y/o células estromales circundantes al tuma@étulas tumorales) (que en ocasiones
también expresan MHC de clase II; (Dengjel et24106)).

Los linfocitos T de la presente invencion se puadsar como principios activos de una

composicién terapéutica. Por tanto, la invencidnbign proporciona un método para

destruir células diana en un paciente cuyas céllidgamm expresan de forma aberrante un
polipéptido que comprende una secuencia de amuohascide la invencion,



comprendiendo dicho método la administracion aligpde de un nimero eficaz de
linfocitos T como los definidos arriba.

Por «expresado de forma aberrante» los inventaeién quieren decir que el
polipéptido estd sobreexpresado en comparaciorosomiveles normales de expresion
0 que el gen esta reprimido en el tejido del quevaesl tumor pero en cambio se
expresa en éste. Por «sobreexpresado» los invengoieren decir que el nivel del
polipéptido es como minimo 1,2 veces mayor que ietlnen el tejido normal;
preferiblemente como minimo 2 veces mayor, y méfepblemente como minimo 5 o
10 veces mayor que el del tejido normal.

Los linfocitos T se pueden obtener por métodos cidos en la materia, como por
ejemplo los antes descritos.

Los protocolos para la llamada transferencia déoditos T a un receptor son
perfectamente conocidos en la técnica. Se puedmnear revisiones en (Gattinoni et
al., 2006) y (Morgan et al., 2006).

Cualquier molécula de la invencion, ya sea péptidigo nucleico, anticuerpo, vector
de expresion, célula, CTL activado, receptor diotito T o el &cido nucleico que los
codifique es util para el tratamiento de trastorcascterizados por células que eluden
la respuesta inmunitaria. Por consiguiente, cualgmolécula de la presente invencién
puede ser utilizada como medicamento o en la fatiba de un medicamento. La
molécula puede ser utilizada sola o combinada ¢ raolécula o moléculas de la
invencion o con cualquier o cualesquier molécutamcidas.

Preferiblemente, el medicamento de la presentengiée es una vacuna. Puede
administrarse directamente al paciente, en el @rgéectado o sistémicamente por via i.
d.,i.m., s.c.,i p.eiv., oaplicarse vivoen células derivadas del paciente o de una
estirpe celular humana que después se adminisgacante, o utilizarsm vitro para
seleccionar una subpoblacion de células inmun#adierivadas del paciente, al que
luego se le vuelven a administrar. Si el acido eigol se administra a células vitro,
puede ser util que las células sean transfectaalas que expresen simultaneamente
citocinas inmunoestimuladoras como la interleu@naEl péptido puede ser
esencialmente puro o combinarse con un adyuvamterioestimulador (véase abajo) o
puede ser utilizado en combinacion con citocinamumoestimuladoras, o ser
administrado con un sistema de liberacién adeceadm, por ejemplo, liposomas. El
péptido también se puede conjugar con un vehiquiopéado como la hemocianina de
lapa californiana (KLH) o el manano (véase WO 9548y Longenecker, 1993). El
péptido también podra estar etiqguetado, o ser voieipa de fusibn o una molécula
hibrida. Se espera que los péptidos cuya secusadiavela en la presente invencion
estimulen los linfocitos T CD4 o CD8. No obstardéeestimulacion de los CTL CD8 es
més eficiente si cuenta con la ayuda de los litdscl cooperadores CD4. Asi, para
epitopos de MHC de clase | que estimulan los CTI8dBRs secciones o la pareja de
fusidon de una molécula hibrida proporciona de foathecuada epitopos que estimulan a
los linfocitos T CD4. Los epitopos estimuladores de CD4 y CD8 son ddnscen la
materia e incluyen a los identificados en la praservencion.

En un aspecto, la vacuna comprende al menos umdpétwtado de la secuencia de
aminodcidos expuesta en las SEQ ID N.° 1 a SEQ .[DRly al menos otro péptido



adicional, preferiblemente dos a 50, mas prefariblgge dos a 25, incluso mas
preferiblemente dos a 20 y mas preferiblementetdes, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quineeisdis, diecisiete o dieciocho péptidos.
Los péptidos pueden derivar de uno o mas TAA eBpesiy se pueden unir a
moléculas MHC de clase I.

En otro aspecto, la vacuna comprende al menos piidpédotado de la secuencia de
aminodcidos expuesta en las SEQ ID No. 1 a SEQAD6N y las SEQ ID No. 76 a
SEQ ID No. 84, asi como en la SEQ ID No. 92 y ahaseun péptido adicional,
preferiblemente dos a 50, mas preferiblemente d2§, ancluso mas preferiblemente
dos a 20 y como mas preferible dos, tres, cuatngpg¢ seis, siete, ocho, nueve, diez,
once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis,isitée o dieciocho péptidos. Los
péptidos pueden derivar de uno o mas TAA espesificee pueden unir a moléculas
MHC de clase I.

El polinucledtido puede ser basicamente puro, arestintenido en un vector o un
sistema de liberacién adecuado. El 4&cido nucleiesule ser ADN, ADNc, APN, ARN o
una combinacion de los mismos. Los métodos parafdise introducir ese acido
nucleico son bien conocidos por los expertos emdderia. Se puede consultar una
revision general por ejemplo en (Pascolo et al0520Las vacunas polinucleotidicas
son féaciles de preparar, pero el mecanismo porual tales vectores inducen la
respuesta inmunitaria no se conoce con exactitosl viectores y sistemas de liberacion
adecuados incluyen ADN y/o ARN viral, como los lhsa en adenovirus, virus
vaccinia, retrovirus, herpesvirus, virus adenoamtms o hibridos que contengan
elementos de mas de un virus. Los sistemas deadiider no viricos como lipidos
catiénicos y polimeros catidnicos son conocidos lpsr entendidos en la materia.
También se pueden utilizar métodos fisicos como «pistola génica». El péptido o
péptidos codificados por el acido nucleico pueden uma proteina de fusién, por
ejemplo con un epitopo que estimule los linfocitgzara el respectivo CDR opuesto tal
y como se ha indicado antes.

El medicamento de la invencién también puede inalob o varios adyuvantes. Los
adyuvantes son sustancias que potencian o estirdaléorma inespecifica la respuesta
inmunitaria (p. ej. respuestas inmunitarias mediager CTL y linfocitos T
cooperadores (J) contra un antigeno, y podrian ser consideraddesuen el
medicamento de la presente invencion. Entre losnates adecuados se incluyen,
entre otros: 1018 ISS, sales de aluminio, AMPLIAXAS15, BCG, CP-870,893,
CpG7909, CyaA, dSLIM, ligandos de flagelina o TL&&rivados de flagelina, ligando
de FLT3, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA, resiquimod, ImuFact
IMP321, interleucinas como IL-2, IL-13, IL-21, imfter6n alfa o beta o derivados
pegilados de los mismos, IS Patch, ISS, ISCOMATRISCOMS, Juvimmurnig
LipoVac, MALP2, MF59, lipido monofosforilo A, Montéde IMS 1312, Montanide
ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, eniaiges de agua en aceite y de
aceite en agua, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTABSpA, sistema de
vectores PepT&] microparticulas de dextrano y basadas en pdiféco-glicélido)
[PLG], talactoferrina SRL172, virosomas y otrastigatas similares a virus, YF-17D,
VEGEF trap, R848, beta-glucano, Pam3Cys, estimul8@X e Aquila, que deriva de la
saponina, extractos de micobacterias y miméticoetgtos de la pared bacteriana, y
otros adyuvantes patentados como Detox de Ribil @@Superfos. Se prefieren los
adyuvantes como el adyuvante de Freund o el GM-CR anterioridad se han



descrito varios adyuvantes inmunolégicos (p. ej.5®)Fespecificos para las células
dendriticas, asi como la preparacion de los misfAdisson and Krummel, 1995;
Allison and Krummel, 1995). También se pueden e#acinas. Diversas citocinas se
han vinculado directamente con la influencia emigracién de las células dendriticas a
los tejidos linfoides (p. ej. TNF-), la aceleracide la maduracion de las células
dendriticas en células presentadoras de antigérienéés para los linfocitos T (p. €j.
GM-CSF, IL-1 e IL-4) (N. ° Pat. EE. UU. 5. 849. 58fcluida integramente en la
presente memoria) y que actian como inmunoadyuvdpteej. IL-12, IL-15, IL-23,
IL-7, IFN-alfa, IFN-beta) (Gabrilovich, 1996).

También se sabe que los oligonucleétidos de CpGuriostimuladores potencian los
efectos de los adyuvantes en el entorno de unansackin quedar restringido a
consideraciones tedricas, los oligonucleétidos @& Gictian activando el sistema
inmunitario innato (no adaptativo) a través de Iexeptorestoll-like (TLR),
principalmente el TLR9. La activacion del TLR9 ingada por CpG potencia las
respuestas celular y humoral especificas de awmtiffente a una amplia variedad de
antigenos, incluyendo antigenos peptidicos o mmdeivirus vivos o muertos, vacunas
de células dendriticas, vacunas de células auwlpgaonjugados de polisacaridos en
vacunas tanto profilacticas como terapéuticas. M&tacable aun es el hecho de que
potencia la maduracion y la diferenciacion de i&silas dendriticas, lo que da como
resultado una mayor activacion de las célulgsyTuna fuerte generacion de linfocitos
T citotoxicos (CTL), incluso sin la ayuda de losfticitos T CD4. El sesgo hacia T
inducido por la estimulacion del TLR9 se mantiem&uiso en presencia de adyuvantes
vacunales como el aluminio o el adyuvante de Frewmmbmpleto (IFA), que
normalmente tienden a decantar la respuesta hagid @s oligonucleotidos de CpG
muestran una actividad adyuvante alin mayor cuaadimrsulan o se administran
conjuntamente con otros adyuvantes o en formulasionomo microparticulas,
nanoparticulas, emulsiones lipidicas o formulacosienilares, que son especialmente
necesarias para inducir una respuesta potente @w@hohtigeno es relativamente débil.
También aceleran la respuesta inmunitaria y penmiige las dosis de antigeno se
reduzca en dos 6rdenes de magnitud, aproximadanwmeespuestas de anticuerpos
comparables a las de la dosis completa de vacan€®b en algunos experimentos
(Krieg, 2006). La patente de Estados Unidos N.4@. 705 Bl describe el uso
combinado de oligonucledétidos de CpG, adyuvantesaidos nucleicos y un antigeno
para estimular una respuesta inmunitaria especileaantigeno. Un componente
preferido de la composicion farmacéutica de la s invencion es un antagonista
CpG del TLR9 conocido como dSLIM (inmunomoduladar Borquilla doble),
fabricado por Mologen (Berlin, Alemania). Tambiénp®sible utilizar otras moléculas
de unién a TLR como ARN que se une a los TLR 7, ByRo TLR 9.

Entre los ejemplos de adyuvantes utiles tambiéninskiyen CpG modificados

quimicamente (p. €j., CpR, Idera), analogos ARNgloa poli(1:C) y derivados de los
mismos (p. ej., AmpliGen®, Hiltonol®, poli-(ICLCpoli(IC-R), poli(l:C12U), ARN o

ADN bacteriano sin CpG asi como anticuerpos y muésc pequefias inmunoactivas
como ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab, cedebr NCX-4016, sildenafilo,

tadalafilo, vardenafilo, sorafenib, temozolomidamsirolimus, XL-999, CP-547632,
pazopanib, VEGF Trap, ZD2171, AzZD2171, anti-CTLAdtiros anticuerpos que
reconocen estructuras clave del sistema inmunif@riej. anti-CD40, anti-TGF-beta,
anti-receptor TNF-alfa) y SC58175, que pueden aaleaforma terapéutica y/o como
adyuvantes. El experto en la materia puede detarnfaciimente las cantidades y



concentraciones de adyuvantes y aditivos Utilesl @ontexto de la presente invencion
sin necesidad de experimentacion excesiva.

Los adyuvantes preferidos son imiquimod, resiquim@M-CSF, ciclofosfamida,
sunitinib, bevacizumab, interferén alfa, oligonutidos CpG y derivados, poli-(I:C) y
derivados, ARN, sildenafilo, y formulaciones detfzalas con PLG o virosomas.

En una forma de realizacién preferida de la congi@sifarmacéutica conforme a la
invencion, el adyuvante se selecciona del grupgistante en factores estimuladores de
colonias, como el factor estimulador de coloniaggdnulocitos y macrofagos (GM-
CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod, geginod e interferon alfa.

En una forma de realizacién preferida, en la conmepips farmacéutica conforme a la
invencion el adyuvante se selecciona del grupoistamte en factores estimuladores de
colonias, como el factor estimulador de coloniaggdeulocitos y macréfagos (GM-
CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod yigasnod.

En una forma de realizacion preferida de la conga@sifarmacéutica conforme a la
invencion el adyuvante es ciclofosfamida, imiquineoesiquimod.

Los adyuvantes mas preferidos son: Montanide IM3213Montanide ISA 206,
Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, poli-ICLC (kbinol®) y AcM anti-CD40 o
combinaciones de los anteriores.

Esta composicién se destina a la administraciorvf@oparenteral como, por ejemplo,
subcutanea, intradérmica o intramuscular, o bigrvf@oral. Para ello, los péptidos vy,
opcionalmente, otras moléculas son disueltos o esaigos en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y preferiblemente acudemas, la composicion puede
contener excipientes como soluciones tamponadoagftinantes, disgregantes,
diluyentes, aromas, lubricantes, etc. Los péptidogbién pueden administrase junto
con sustancias estimulantes de la respuesta irsmianitomo las citocinas. Una lista
completa de excipientes utilizables para esta ceiigm aparece, por ejemplo, en A.
Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipiens8 Ed., 2000, American Pharmaceutical
Association and Pharmaceutical Press. La composmiéde usarse para la prevencion,
profilaxis y/o tratamiento de enfermedades adenosast o cancerosas. Las
formulaciones preferidas se pueden encontrar ed E3253, por ejemplo.

No obstante dependiendo del nimero y de las caistatas fisicoquimicas de los

péptidos de la invencion se precisa méas investigapara ofrecer formulaciones con
ciertas combinaciones de péptidos, en especial ioatibnes con mas de 20 péptidos
que sean estables durante mas de 12 a 18 meses.

La presente invencion proporciona un medicamentoeagultil para el tratamiento del
cancer, en particular carcinoma de pulmén amidomgitancer gastrico, carcinoma de
células renales, cancer de colon, adenocarcinaanaec de préstata, neoplasia benigna
y melanoma maligno.

La presente invencion también contempla un equigocpmprende
(a) un contenedor con una composicién farmacéutirao la descrita mas arriba, en
forma de solucién o liofilizada;



(b) opcionalmente, un segundo contenedor con swlugdconstituyente o diluyente
para la formulacion liofilizada; y
(c), opcionalmente, instrucciones de () uso dsdlacion o de (Il) reconstitucion y/o
uso de la formulacion liofilizada.

El equipo puede constar, ademas, de uno o vatidgainpones, (IV) diluyentes, (V)
filtros, (VI) agujas o (v) jeringuillas. Se prefeeque el contenedor sea un frasco, un
vial, una jeringuilla o un tubo de ensayo; puede rseltiuso. Se prefiere que la
composicién farmacéutica esté liofilizada.

Los equipos de la presente invencion comprendefeninlemente, una formulacién
liofilizada de la presente invencién en un contenextiecuado e instrucciones para su
reconstitucion y/o uso. Entre los contenedores mados se incluyen, por ejemplo,
frascos, viales (viales de cdmara doble, p. ernguillas (como jeringuillas de camara
doble) y tubos de ensayo. El contenedor puede éseho de una variedad de
materiales, como vidrio o plastico. Se prefiere aqleequipo y/o el contenedor
disponga(n) de instrucciones relacionadas con etecedor que indiquen como
utilizarlos y/o realizar la reconstitucion. Porrao, la etiqueta puede indicar que la
formulacién liofilizada debe reconstituirse pardester las concentraciones de péptido
descritas més arriba. La etiqueta también puedeaindue la formulacion es util o esta
destinada para su administracion subcutanea.

El recipiente que contenga la formulacion puedeusevial multiuso, lo que permite
administraciones repetidas (de 2 a 6 administrasiop. ej.) de la formulacion
reconstituida. El equipo puede constar, ademas,umesegundo contenedor que
comprenda un diluyente adecuado (por ejemplo, ah@i$n de bicarbonato sédico).

Al mezclar el diluyente y la formulacion liofilizag la concentracion final de péptidos
en la formulacion reconstituida es, preferiblemedeeal menos 0,15 mg/ml/péptido (=
75 ug) vy, preferiblemente, no mayor de 3 mg/mifgépt(= 1500 pug). El equipo
también puede incluir otros materiales deseablsdeden punto de vista comercial y
del usuario, como otros tamponadores, diluyentié®sf agujas, jeringuillas y folletos
con instrucciones de uso.

Los equipos de la presente invencion pueden codstan solo recipiente que contenga
la formulacion de las composiciones farmacéuticagarme a la presente invencion
junto con otros componentes o sin ellos (por ejemptros compuestos o

composiciones farmacéuticas de estos otros cong®)est, por el contrario, pueden

constar de recipientes distintos para cada unosledmponentes.

Preferiblemente, los equipos de la invencion inetuyna formulacion de la invencion
embalada para su uso en combinacién con la adnaici& conjunta de un segundo
compuesto (como adyuvantes [p. ej., GM-CSF], unn@gejuimioterapéutico, un

producto natural, una hormona o un antagonistanhibidor de la angiogénesis, un
agente de inducciéon de apoptosis 0 un quelant@accamposicion farmacéutica de la
misma. Los componentes del equipo pueden estaiaprexte combinados o bien cada
componente puede estar contenido en un recipigsitetd antes de la administracién al
paciente. Los componentes del equipo pueden prigpairse en una o varias soluciones
liquidas, preferiblemente en una solucion acuosaow, mayor preferencia, en una
solucion acuosa estéril. Los componentes del edaipbién se pueden proporcionar en



forma de sélido, que se podran convertir en liguich@diante la adicion de disolventes
adecuados, que se suministraran, preferiblememien eontenedor distinto.

El contenedor de un equipo terapéutico puede seialirun tubo de ensayo, un matraz,
un frasco, una jeringuilla o cualquier otro reaipéque pueda contener un sélido o un
liquido. Normalmente, cuando hay mas de un compene equipo contendra un
segundo vial u otro contenedor, lo que permiteokifitacion por separado. El equipo
también puede contener otro recipiente con unddiarmacéuticamente aceptable.
Preferiblemente, el equipo terapéutico contendeasamie de aparatos (por ejemplo, una
0 varias agujas, jeringuillas, cuentagotas, pipetas) que permitan la administraciéon
de los agentes de la invencion que componen etpieegquipo.

La formulacién farmacéutica de la presente invema@8 aquella adecuada para la
administracion de los péptidos por cualquier viacadda como la oral (enteral), nasal,
oftdlmica, subcutanea, intradérmica, intramusculairavenosa o transdérmica. Se
prefiere la administracion subcutanea y, con mayeferencia, la intradérmica. Se
puede utilizar una bomba de infusion para la adstredion.

Puesto que los péptidos de la invencion procedéréaeer de pulmén amicrocitico
(NSCLC), el medicamento de la invencion debe @tile preferentemente para tratar
ese tipo de cancer. En una forma de realizaciofeninla, puesto que los péptidos
derivados de ABCA13 y de MMP12 se aislaron del earde pulmén amicrocitico
(NSCLC), el medicamento de la invencion debe @tile preferentemente para tratar
ese tipo de céncer.

Los péptidos con las secuencias SEQ ID N.°. 78tar@bién se aislaron del carcinoma
de células de Merkel, y por tanto pueden ser atllis para tratar ese tipo de carcinoma.

Ahora se describira la presente invencion con jesglos siguientes que muestran las
formas de realizacion preferidas de la misma dotilustrativo, sin que con ello se
pretenda limitar la invencion. A efectos de la prdge invencién, todas las referencias
citadas en la presente memoria se incorporan arteggite a modo de referencia.

Descripcion breve de los dibujos

Figura 1: Ejemplo de espectro de masa de ABCA13e@ldemuestra su presencia en
la muestra 898 de NSCLC primario. Se llevo a caba cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas nanoES| comerwa de péptidos eluida de la
muestra de NSCLC numero 898. El cromatograma deasnds m/z 543,8318 +
0,001 Da, z = 2 muestra un pico de péptido ereeifib de retencion 86,36 min. B). El
pico detectado en el cromatograma de masa a 186 86in reveld una sefal de m/z
543,8318 en el espectro de EM. C) El espectro dasngesultante de la desintegracion
inducida por colisiones del precursor seleccionada 543. 8318 registrado en el
experimento de CL-EM nanoESI en el tiempo de réfenéndicado confirmé la
presencia de ABCA13-001 en la muestra de tumor NCBOB. D) Para verificar la
secuencia se registré el patron de fragmentacidmpéatido de referencia sintético
ABCA13-001 y se comparé con el patron de fragmedtagenerado por el TUMAP
natural mostrado en C.



Figure 2: Perfiles de expresion de ARNm de proteiseleccionadas en muestras de
tejidos normales y en 21 muestras de cancer degpulm

a) ABCA13 (Probeset ID: 1553605_a_at)

b) MMP12 (Probeset 1D:204580 _at)

Figura 3: Perfiles de presentacion de péptidos ldeAlase | seleccionados. Se calculd
un perfil de presentacién de cada péptido que daptanpresentacion media de la
muestra asi como las variaciones de los duplicdlgserfil yuxtapone muestras de la
entidad tumoral de interés con muestras de tejidmal de referencia.

a) ABCA13-001

b) DST-001

c) MXRA5-001

Figura 4: Ejemplos de resultados de la inmunogéaétin vitro especifica de péptido
de TUMAP de clase I. Linfocitos T CD8+ especifiaastifieron con multimeros HLA
unidos a dos fluorocromos distintos. Los diagram@gpuntos revelan las poblaciones
de multimero MHC-doble-positivo para el péptiddarastado (cuadros de la izquierda)
y la correspondiente estimulacion del control negacuadros de la derecha).

Figura 5: Propiedades de union de POSTN-002 y MMBO2 a los haplotipos HLA
investigados: El diagrama muestra las puntuaciahesunion de POSTN-002 y
MMP12-002 a los 6 haplotipos HLA-DR analizados.

Figura 6: Estabilidad de los complejos HLA-POSTN-GOMMP12-002 después de 24
h a37°C:El diagrama muestra los cocientes de latuptiones de unién detectados a
las 0 h y después de 24 h a 37°C de POSTN-002 MME12-002 con la molécula
HLA correspondiente.

Figure 7: Ejemplo de respuesta de los linfocitosCD4 generada por la vacuna
contraCEA-006 en un ensayo de tincion intraceldicitocinas (ICS) con la clase Il
Después de la sensibilizaciém vitro se analizaron PBMC del paciente 36-031 para
detectar las respuestas de los linfocitos T CD4raosl antigeno CEA-006 (cuadro
superior) y otro ficticio (cuadro inferior) en elomento combinado V8/FdE. Las
células fueron estimuladas con los péptidos cooredipntes y tefiidas con marcadores
de vialidad, anti-CD3, anti-CD8, anti-CD4 y efee®r(de derecha a izquierda: CD154,
TNF-alfa, IFN-gama, IL-2, IL-10), respectivamenteos linfocitos T CD4 viables
fueron analizados para determinar la proporciocéelas positivas para una o varias
moléculas efectoras.

Figura 8: Inmunogenicidad de varios péptidos dsecl& El diagrama muestra la tasa
de respuesta inmunitaria a 5 péptidos de clasistihtbs detectados en 16 pacientes en
el caso de los péptidos IMA950 y en 71 pacienteslefe los péptidos IMA910 en un
ensayo de tincion intracelular de citocinas.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1:



Identificacion y cuantificacion de los péptidos asmados a tumor presentados en la
superficie celular

Muestras de tejido

Los tejidos tumorales de pacientes fueron factitagor la Universidad de Heidelberg,
Heidelberg, Alemania. Los pacientes otorgaron sisentimiento informado por escrito
antes de la intervencion quirdrgica. Los tejidogegenizaron en nitrégeno liquido
inmediatamente después de la operacion y permaiorae-80°C hasta el aislamiento
de los TUMAP.

Aislamiento de los péptidos HLA de las muestras dejido

Las mezclas de péptidos HLA de las muestras d#otejiogenizadas se obtuvieron por
inmunoprecipitaciéon de los tejidos sdlidos siguendn protocolo ligeramente
modificado (Falk, K., 1991; Seeger, F. H. T., 1988 el anticuerpo especifico de
HLA-A*02 BB7. 2, el anticuerpo especifico de HLA-B,y C W6/32, sefarosa activada
con CNBr, tratamiento con 4cido y ultrafiltracion.

Métodos

Las mezclas de péptidos HLA se separaron en fund#&rsu hidrofobicidad con
cromatografia en fase invertida (sistema Acquity OPWaters) y los péptidos eluidos
se analizaron con un espectrometro de masas hibfi@eOrbitrap (ThermoElectron)
equipado con una fuente ESI. Las mezclas de p&ptid@argaron directamente en una
columna microcapilar de silice fundido (75 pm & 250 mm) rellena con material de
fase invertida C18 1,7 pm (Waters) aplicando undahwde 400 nl por minuto.
Posteriormente los péptidos se separaron con whegta binario de 180 minutos en
dos fases con 10% al 33% de B con un caudal del3®8& minuto. El gradiente estaba
compuesto por solvente A (acido formico al 0,1%aguna) y solvente B (acido férmico
al 0,1% en acetonitrilo). Para la introduccion &ifidente nanoESI se empled un capilar
de vidrio recubierto de oro (PicoTip, New Objec}iviel espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap se hizo operar en el modo dependiente alesdcon el método TOP5. En
resumen, se inicié un ciclo de barrido con un dardompleto de alta precision de masa
en el orbitrap (R = 30 000), al que siguieron loxsiEM/EM también en el orbitrap (R
= 7500) con los 5 iones precursores mas abundgrégslusion dinamica de los iones
preseleccionados. Los espectros de masas en t&wderterpretaron con SEQUEST y
control manual adicional. La secuencia peptidiemtificada se confirmé comparando
el patron de fragmentacibn generado por el péptdtural con el patron de
fragmentacion de un péptido de referencia sintélieadéntica secuencia. La Fig. 1
muestra un ejemplo de espectro obtenido de tejidmital correspondiente al péptido
asociado a MHC-I ABCA13-001 y su perfil de elucEmel sistema de UPLC.

La cuantificacion relativa de la CL-EM sin marcag efectué por recuento ionico, es
decir por extraccion y andlisis de las caractedstiCL-EM (Mueller et al. 2007a). El
método supone que el area de la sefial del péptitto @L-EM esta relacionada con su
abundancia en la muestra. La caracteristicas dagase procesaron ademas con
deconvolucién del estado de carga y alineamientdielapo de retencion (Mueller et
al. 2007b; Sturm et al. 2008). Por ultimo, todasdaracteristicas CL-EM se cotejaron
con los resultados de la identificacion de sec@asngdara combinar los datos
cuantitativos de muestras y tejidos diferentes tmm perfiles de presentacion de
péptidos. Los datos cuantitativos se normalizaropreporcion dos tercios de acuerdo
con la tendencia central para tener en cuentariacian entre los duplicados técnicos y
biolégicos. De ese modo cada péptido identificago psiede asociar con datos



cuantitativos que permiten la cuantificacion re@ntre muestras y tejidos. Asimismo,
todos los datos cuantitativos adquiridos de losdicktos peptidicos se revisaron
manualmente para comprobar la coherencia de lass daterificar la exactitud del
analisis automatico. Se calculé un perfil de presaén de cada péptido que mostraba
la presentaciéon media de la muestra asi como téi@nes de los duplicados. El perfil
yuxtapone muestras de NSCLC con muestras de tajidoal de referencia.

En la figura 3 se muestran perfiles de presentabedpéptidos sobrepresentados a modo
de ejemplo.

EJEMPLO 2

Perfiles de expresion de genes que codifican logpidos de la invencion

No todos los péptidos identificados como preseeteda superficie de las células

tumorales a través de las moléculas MHC son adesyaata la inmunoterapia, porque

la mayoria de ellos proceden de proteinas celulacemales que se expresan en
multitud de tipos de células. Muy pocos de esosigep estan asociados a tumores y
probablemente sean capaces de estimular los lia$o€i con una alta especificidad de
reconocimiento contra el tumor del cual derivarfirAde descubrir esos péptidos y de
minimizar el riesgo de que la vacuna genere autemdad los inventores se centraron
en los péptidos derivados de proteinas que aparsaemeexpresadas en las células
tumorales en comparacion con la mayoria de lodo®jnormales.

El péptido ideal seria el derivado de una protgimasea exclusiva del tumor y no esté
presente en ningun otro tejido. Para identificar p@ptidos que derivaban de genes
dotados con un perfil de expresién similar al ides péptidos identificados se
asignaron a las proteinas y después a los gemgsanios y se generaron los perfiles de
expresion de dichos genes.

Fuentes de ARN y preparacion

Las muestras de tejido extirpado fueron facilitapas la Universidad de Heidelberg,

Heidelberg, Alemania (véase Ejemplo 1); todos loacigntes otorgaron su

consentimiento informado por escrito. Las muedisejido tumoral se criogenizaron
en nitrégeno liquido inmediatamente después depdaagion y se homogeneizaron a
mano en un mortero con nitrégeno liquido. El ARMktse prepard a partir de estas
muestras con TRI Reagent (Ambion, Darmstadt, Alea)ay después se purificaron

con RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania); ambos mésosde efectuaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El ARN total de tejidos humanos sanos se obtuvocamiales comerciales (Ambion,
Huntingdon, Reino Unido; Clontech, Heidelberg, Aseria; Stratagene, Amsterdam,
Holanda; BioChain, Hayward, CA, EE. UU.). El ARN darios individuos (de 2 a 123
individuos) se mezclé de tal modo que el ARN deacamho de ellos estuviera
representado en la misma proporcion.

La calidad y la cantidad de las muestras de ARNvaeré con Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn, Alemania) y el RNB0O0OO Pico LabChip Kit
(Agilent).

Experimentos con micromatrices



El andlisis de la expresion génica de todas lasstrasede ARN de tejido tumoral y
normal se efectu6 con micromatrices oligonucleo#sli Affymetrix Human Genome
(HG) U133A o HG-U133 Plus 2. 0 (Affymetrix, Santéa, CA, EE. UU.). Todos los
pasos se llevaron a cabo siguiendo el manual danistirix. En resumen, a partir de 5—
8 ug de ARN total se sintetizé ADNc bicatenario SuperScript RTII (Invitrogen) y el
cebador oligo-dT-T7 (MWG Biotech, Ebersberg, Alemarsiguiendo las indicaciones
del manual. La transcripcidn vitro se llevd a cabo con el BioArray High Yield RNA
Transcript Labelling Kit (ENZO Diagnostics, Inc.affingdale, NY, EE. UU.) en el
caso de las matrices U133A y con el GeneChip IViellang Kit (Affymetrix) en el de
las matrices U133 Plus 2. 0, y después se proeetidragmentacién del ARNc, a su
hibridacion y tincion con estreptavidina-ficoeriti y un anticuerpo anti-estreptavidina
biotinilado (Molecular Probes, Leiden, Holanda)slimagenes se analizaron con el
Agilent 2500A GeneArray Scanner (U133A) o con efyAfetrix Gene-Chip Scanner
3000 (U133 Plus 2. 0), y los datos se analizaranetassoftware GCOS (Affymetrix),
aplicando los ajustes por defecto en todos losnpetréds. Para la normalizaciéon se
utilizaron 100 genes constitutivobldqusekeepingsuministrados por Affymetrix. Los
valores de expresion relativa se calcularon arpaetilos ratios logaritmicos de sefial
dados por el software y la muestra de rifiébn nosealjustoé de forma arbitraria en 1,0.

En la Fig. 2 se exponen ejemplos de perfiles deesign de genes originarios de la
presente invencion que aparecen muy sobreexpresastsxpresan exclusivamente en
el carcinoma de pulmén amicrocitico.

EJEMPLO 4

Inmunogenicidadin vitro de péptidos del NSCLC presentados por MHC de clade

A fin de recabar informacion sobre la inmunogeradidie los TUMAP de la presente
invencion llevamos a cabo estudios con un ensaysemsibilizacionin vitro de
linfocitos T basado en estimulaciones reiteradadirdecitos T CD8+ con células
presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) dagaon complejos péptido/MHC vy
anticuerpo anti-CD28. De ese modo hemos podido d&arohasta el momento la
inmunogenicidad de 9 TUMAP restringidos al HLA-ATR de la invencién, lo cual
prueba que estos péptidos son epitopos de linfocitocontra los cuales existen
linfocitos T precursores CD8+ en el ser humano i@ 4éh

Sensibilizaciénin vitro de linfocitos T CD8+

Para llevar a cabo estimulaciongs vitro con células presentadoras de antigeno
artificiales cargadas con complejo péptido-MHC (p®Hy anticuerpo anti-CD28,
primero aislamos linfocitos T CD8+ de productos ldacoféresis HLA-A*02 por
seleccion positiva con microperlas de CD8 (MilterBiotec, Bergisch-Gladbach,
Alemania) de donantes sanos obtenidas de Transfigalicine Tuebingen, Alemania,
tras el preceptivo consentimiento informado.

Los linfocitos CD8+ o PBMC aislados se incubarostAasu utilizacién en medio para
linfocitos T (TCM) consistente en RPMI-Glutamax\imogen, Karlsruhe, Alemania)
complementado con suero AB humano termoinactivatiolG® (PAN-Biotech,
Aidenbach, Alemania), penicilina 100 U/ml / estmpicina 100 pg/ml (Cambrex,
Colonia, Alemania), piruvato so6dico 1 mM (CC Probe®orla, Alemania),
gentamicina 20 pg/ml (Cambrex). En este paso tams@énadieron al medio TCM IL-



7 2,5 ng/ml (PromoCell, Heidelberg, Alemania) e2l10 U/ml (Novartis Pharma,
Nurenberg, Alemania).

La fabricacién de las microperlas tapizadas con QNéidti-CD28, la estimulaciones de
los linfocitos T y la lectura se llevaron a cabouensisteman vitro muy definido con
cuatro moléculas pMHC distintas en cada condiciénedtimulacién y 8 moléculas
pMHC distintas en cada condicion de lectura.

Todos los complejos pMHC utilizados para cargar dA#C y en la lectura en el
citometro se fabricaron con el método de intercamie ligandos del MHC por
induccion con UV (Rodenko et al., 2006) con pegeeafiadificaciones. Para determinar
la cantidad de monémero pMHC obtenida con el iam@tbo realizamos ensayos
ELISA en sandwich con estreptavidina (Rodenko.e806).

El Ab 9. 3, una IgG2a de raton anti-CD28 human@stimuladora purificada (Jung et
al., 1987) se biotinil6 quimicamente con sulfo-Mrbixisuccinimidobiotina siguiendo

las recomendaciones del fabricante (Perbio, Borlamania). Las microperlas eran
particulas de poliestireno de 5,6 um de didmefpzaéaas con estreptavidina (Bangs
Laboratories, lllinois, EE. UU.).

Los pMHC empleados para la estimulacion de losroted positivo y negativo fueron
A*0201/MLA-001 (péptido ELAGIGILTV de Melan-A/MARTE modificado) y
A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI de DDX5), respectivamesit

Placas de 96 pocillos se tapizaron con 800. 00@opeclas / 200 ul en presencia de 4 x
12,5 ng de diferentes pMHC biotinilados, se lavayatespués se les afiadié 600 ng de
anti-CD28 biotinilado en un volumen de 200 pl. leséimulaciones se iniciaron en las
placas de 96 pocillos incubando simultaneament®®likifocitos T CD8+ con 2x10
microperlas tapizadas y lavadas con 200 pl de T@Mptementado con 5 ng/ml de IL-
12 (PromoCell) durante 3-4 dias a 37°C. A contimracla mitad del medio se
recambié por TCM fresco complementado con IL-2 8l la incubacién prosiguio
otros 3-4 dias a 37°C. Este ciclo de estimulac&®efectud tres veces en total. Para la
lectura de los multimeros pMHC con 8 moléculas pM#i§tintas por condicién se
empled una estrategia de codificaciéon combinataidanensional segun lo descrito en
otro lugar (Andersen et al., 2012), con pequeiadifinaciones que comprenden el
acoplamiento con 5 fluorocromos distintos. Pomnidti los analisis de los multimeros se
llevaron a cabo tifiendo las células con el coleravital Live/deafinear IR dye
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), con anticuerpoti4CD8-FITC clon SK1 (BD,
Heidelberg, Alemania) y multimeros pMHC fluoresemntPara el analisis se equipd un
citbmetro BD LSRIlI SORP con los filtros y laserefeeauados. Las células especificas
de cada péptido se calcularon como porcentajeldekro total de linfocitos CD8+. La
evaluacion del andlisis multimérico se efectu6 ebrsoftware FlowJo (Tree Star,
Oregon, EE. UU.). La sensibilizacidn vitro de los linfocitos CD8+ multimero+
especificos se detectdé comparandola con las esiiiones del control negativo. El
criterio de inmunogenicidad del antigeno dado éigriiente: deteccion de al menos
un pocillo estimuladan vitro evaluable de un donante sano que contuviera dimpees
de linfocitos T CD8+ especificos tras la estimuacin vitro (esto es, el pocillo
contiene como minimo un 1% de linfocitos T multioverespecificos entre los
linfocitos T CD8+ y el porcentaje de células multhm+ especificas es como minimo
10x la mediana de las estimulaciones del contrgatieo).



Inmunogenicidadin vitro de péptidos del NSCLC

La inmunogenicidadn vitro de los péptidos de HLA de clase | estudiados ssleu
demostrar generando estirpes de linfocitos T elpesipara cada péptido. En la Figura
4 se muestran a modo de ejemplo los resultadas deometria de flujo de dos péptidos
de la invencion tras la tincion de multimeros efffmxs de TUMAP junto con la de los
controles negativos correspondientes. Los resigtadéo25 péptidos de la invencion se

resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Inmunogenicidadn vitro de péptidos de HLA de clase | de la invencién
Ejemplos de resultados de experimentos de inmuigidead in vitro realizados por el
solicitante con los péptidos de la invencion. <2@%; 20 % - 49 % = ++; 50 % - 70

%= +++; Yy > 70 % = ++++

SEQ IC

N.°: Pocillos Donantes
1 + ++

2 + ++

3 + ++

4 + ++

7 ++ ++++

8 + ++

9 + +

10 + ++

11 ++ ++++ (100%
15 ++ ++

16 + ++

19 + ++

18 + +++

21 ++ ++

22 + +++

24 + ++

30 + ++

31 + +++

32 + +++

33 + +++

35 + ++

37 + ++++ (100%
38 + ++

39 + ++

40 + ++

42 ++ ++++ (100%)
43 + +++

44 + ++

45 + +

46 + +++

47 + ++

48 + +

52 + +




53 ++ ++
54 + ++
55 + ++
56 ++ ++++ (100%)
62 ++ ++++
57 + ++
59 + +++
60 +++ ++++ (100%)
61 + +++
63 + ++
64 + +++
65 ++ +++
66 + +++
67 + ++

68 + +

69 ++ +++
70 + +++
71 + +++
72 + +++
73 + ++
74 + +++
75 + ++

78 ++ ++
79 + ++++
80 + ++
81 + ++
85 ++ ++++
86 + ++
87 + +++
88 + ++
92 + ++

EJEMPLO 5

Sintesis de péptidos

Todos los péptidos se sintetizaron mediante sitesi fase soélida estandar y
contrastada con el método de Fmoc. Después de rficpeion con RP-HPLC

preparativa, se llevd a cabo un procedimiento derdambio iGnico para incorporar
contraiones que fueran fisiologicamente compatilflesr ejemplo trifluoroacetato,

acetato, amonio o cloruro).

La identidad y la pureza de cada péptido se detanmn con espectrometria de masas y
RP-HPLC analitica. Tras el procedimiento de interg@ i6nico se obtuvieron los
péptidos en forma de liofilizado blanco o casi btacon una pureza de entre el 90% y
el 99,7%.

Todos los TUMAP se administraron preferiblementeasales de trifluoroacetato o de
acetato, aunque también es factible con otros tifmsales. En las mediciones del
ejemplo 4 se utilizaron sales trifluoroacéticasodepéptidos.



EJEMPLO 6

Intercambio de ligandos por UV

Los péptidos candidatos para las vacunas confaart@epresente invencion se siguieron
analizando para comprobar su inmunogenicidad med&msayos de sensibilizaciin
vitro. Los diferentes complejos de péptido-MHC necesapara estos ensayos se
produjeron con intercambio de ligandos por UV, téz®en la que un péptido sensible a
los rayos UV se escinde tras exponerlo a dichacaih y se intercambia por el péptido
de interés que se pretende analizar. Sdlo los datudi peptidicos que pueden unirse y
estabilizar las moléculas de MHC receptoras detig@pevitan la disociacion de los
complejos MHC. Para determinar el rendimiento deeécion de intercambio se llevo
a cabo un ELISA basado en la deteccion de la caligera (2m) de los complejos
MHC estabilizados. El ensayo se efectu6 siguiemdidneas generales el modo descrito
por Rodenko et al. (Rodenko B, Toebes M, Hadrup&R,Esch WJ, Molenaar AM,
Schumacher TN, Ovaa H. Generation of peptide-MHG<I complexes through UV-
mediated ligand exchange. Nat Protoc. 2006;1(3p432).

Placas MAXISorp de 96 pocillos (NUNC) se incubaréoda la noche con
estreptavidina 2g/ml en PBS a temperatura ambiente, se lavaron gk lyloquearon
durante 30 min a 37°C con un tampon de bloqueoopmenia BSA al 2%. Como
patrones se emplearon monémeros HLA-A*0201/MLA-0@flegados, en el intervalo
de 8-500 ng/ml. Los ménomeros de péptido-MHC reastdts de la reaccion de
intercambio por UV se diluyeron 100x con tampén ldequeo. Las muestras se
incubaron durante 1 h a 37°C, se lavaron cuatres/ese incubaron con anticuerpo anti-
B2m conjugado con HRP®@/ml durante 1h a 37°C, se lavaron de nuevo ysamn
con solucién de TMB que se detuvo conJSBy. La absorcion se midié a 450 nm.

Tabla 6: Intercambio de ligandos por UV

SEQ ID Nombre del Rendimiento medio | Rendimiento del
N.° péptido del intercambio en intercambio
%

81 ANKS1A-001 78 ++++
87 AURKB-001 54 +++
85 BUB1B-001 59 +++
48 SNRNP20-001 54 +++
80 CEP19:.-001 56 +++
90 COG4-001 57 +++
89 IFT81-001 57 +++
83 MDN1-001 67 +++
82 CEP250-002 70 +++
91 NCBP1-001 65 +++
92 NEFH-001 50 ++
84 OLFM1-001 48 ++

86 PI4KA-001 51 +++
11 SLC3AZz-001 56 +++
78 SLI-001 47 ++
79 TLX3-001 70 +++
2 MMP12-003 57 +++




68 FAP-003 31 ++
66 IGF2BP3-001 46 ++

4 DST-001 50 ++

5 MXRA5-001 57 +++
31 GFPTZ001 43 ++

1 ABCA13-001 93 ++++
6 DST-002 59 +++
40 MXRAB-002 56 +++
49 SAMSN1-001 47 ++

8 HNRNPH-001 26 ++
69 WNT5A-001 37 ++
15 IL8-001 41 ++

50 STATZ2-001 69 +++
72 ADAMBS8-001 67 +++
73 COL6A3-002 81 ++++
18 VCAN-001 41 ++
12 SMYD3-001 50 ++

3 ABCA13-00z 36 ++

35 BNC1-001 43 ++

7 CDK4-001 45 ++
19 DROSHA-001 68 +++
33 GALNT2-001 73 ++++
13 AKR-001 13 +

39 LAMC2-001 61 +++
56 RAD54B-001 48 ++

24 COL12A1-00z 55 +++
43 CSE1-001 55 +++
45 SEC61G-001 18 +
47 PCNXL3-001 87 ++++
9 TANC2-001 71 ++++
70 TPX2-001 56 +++
17 HUWE1-001 45 ++

54 TACC3-001 54 +++
32 CERC-001 62 +++
26 SERPINB3-001 47 ++
58 CCNA2-001 54 +++
44 DPYSL4-001 77 ++++
27 KIF26B-001 68 +++
51 CNOT1-001 57 +++
11 SLC34Az-001 51 +++
30 RGS4-001 49 ++
20 VCAN-002 49 ++
67 CDC6-001 48 ++
74 THY1-001 65 +++
10 RNF21:-001 84 ++++
61 RCN1-001 75 ++++
37 FzD-001 52 +++
71 HMMR-001 49 ++




60 C1l1lorf24-001 47 ++
53 JUNB-001 51 +++
25 ELANE-001 62 +++
61 RCC1-001 77 ++++
62 MAGEF1-001 83 ++++
22 ACACA-001 61 +++
21 PLEKHAS8-001 47 ++
57 EEF2-002 31 ++
41 HSP-002 47 ++
38 ATP-001 19 +

46 ORMDL1-002 61 +++
59 NET1-001 82 ++++
63 NCAPDZz-001 76 ++++
42 VPS13B-001 63 +++
64 C120rf44-001 34 ++
23 ITGA11-001 53 +++
75 DI02-001 50 ++

28 ANKH-001 52 +++

65 HERC<4001 61 +++
16 P2RY6-001 91 ++++

Los péptidos candidatos que presentan un rendin@ntntercambio elevado (superior
al 40%, preferiblemente superior al 50%, mas pitdanente superior al 70%, y como
mas preferible superior al 80%) se prefieren enegdnpara la generacion y la
produccion de anticuerpos o de fragmentos de Iesos, y/o receptores de linfocitos
T o de fragmentos de los mismos, ya que muestrasufigiente avidez hacia las
moléculas MHC y evitan la disociacion de los corjgdeMHC.

EJEMPLO 7
Union e inmunogenicidad de los péptidos de MHC ddase 1l seleccionados

Las proteinas HLA de clase Il se dividen en 3 jgtiprincipales, a saber, HLA-DR,
DP y DQ, que estan codificados por numerosos hapktLa combinacion de varias
cadenas y p aumenta la diversidad de las proteinas HLA deedlague se encuentran
en una poblacion arbitraria. Por tanto, los TUMAPHLA de clase Il seleccionados
tienen que unirse a varias moléculas HLA-DR diasr(tnostrar una capacidad de unién
promiscua) para ser capaces de contribuir a upagsta eficaz de los linfocitos T en
un porcentaje sustancial de pacientes.

En un ensayo de unidn vitro llevado a cabo por un proveedor externo se an&izo
unién promiscua de POSTN-002 y de MMP12-002 a samn@plotipos HLA-DR y la
estabilidad de los complejos formados del modocamh a continuacion.

Materiales y métodos

Lista de péptidos

N.° de ID del péptidc | Secuencii Origer Tamafi
secuencia




76 MMP12-002 INNYTPDMNREDVDYAIR| IMA-942 | 18

77 POSTN-002 TNGVIHVVDKLLYPADT | IMA-942 | 17

Lista de haplotipos HLA-DR investigados

Los 7 haplotipos HLA-DR investigados se han setawilo conforme a sus frecuencias
en una poblacion de norteamericanos HLA-A*02 y HRA24 positivos (Tablas 7.1y
7.2)

Los datos proceden del andlisis de 1,35 millones vdrintarios HLA-tipados

registrados en el Programa nacional de donantesédiella 6sea de EE. UU. (Mori et
al.,, 1997). La poblacion analizada se dividi6 el lgrupos étnicos siguientes:
americanos de raza blanca (N=997.193), afroameric@iN=110.057), americanos de
origen asiatico (N=81.139), latinoamericanos (N=1@8) y nativos americanos
(N=19.203).

Tabla 7.1Frecuencias haplotipicas en norteamericanos posigara el HLA-A*02:
Los haplotipos analizados se muestran subrayadgssn

Frecuencia haplotipica [% de individuos positivos pra HLA-
Haplotipo seroldgico A*02]
HLA-A HLA-DR |Caucésico | Africano Asiético Latino- Nativo
americano | americano
2 1 8,8 7,8 3,0 6,1 6,8
2 2 14,9 13,8 17,6 9,7 13,8
2 3 6,1 11,1 1,8 5,3 5,5
2 4 21,3 9,4 15,7 23,6 24,9
2 5 1,2 2,3 1,0 1,3 1,8
2 6 15,2 20,0 11,5 17,7 15,9
2 7 13,0 10,5 2,5 7,8 9,0
2 8 4,2 5,7 10,2 16,2 8,7
2 9 1,2 2,8 16,0 1,0 2,9
2 10 1,4 2,4 1,2 1,3 0,8
2 11 8,7 10,6 5.2 6,4 4,8
2 12 2,6 2,8 12,3 1,8 1,9
2 90 1,4 0,8 2,0 1,7 3,3
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Tabla 7. Zrecuencias haplotipicas en norteamericanos posigara el HLA-
A*24:Los haplotipos analizados se muestran sub@s/ad gris.

Frecuencia haplotipica [% de individuos positivos pra HLA-
Haplotipo serolégico A*24]
HLA-A HLA-DR |Caucésico | Africano Asiético Latino- Nativo
americano | americano
24 1 8,2 7,9 54 4,1 4,6
24 2 15,7 18,8 24,6 10,7 14,8
24 3 6,0 7,5 14 3,7 4,0
24 4 14,9 14,4 19,8 25,8 21,6
24 5 2,0 1,6 1,4 2,7 1,0
24 6 17,0 18,7 9,6 20,5 20,7
24 7 9,2 7,9 2,5 4,8 4,3




24 8 4,0 3,8 57 12,4 11,3

24 9 14 1,7 9,9 0,7 5,8

24 10 1,6 1,2 0,8 2,0 0,6

24 11 16,5 8,0 52 9,0 54

24 12 1,8 7,5 11,5 2,2 24

24 90 1,6 1,0 2,2 1,3 3.3
SUM 100,0 100,0 100,0 100.,0 100,0

Fundamento de la prueba

El ensayo de unién de MHC-péptido Prolmmune REVEAktermina la capacidad de
cada péptido candidato para unirse al haplotipo HieAclase Il seleccionado y de
estabilizar el complejo HLA-péptido. Asi, los pélats candidatos se ensambiarvitro
con una proteina HLA de clase Il concreta. El grdelancorporacién de cada péptido a
las moléculas HLA se mide mediante la presencia ausencia de la conformacion
nativa del complejo HLA-péptido ensamblado en ehranto 0 después de concluir el
procedimiento de replegamiento (denominado en asidci,on-rate).

La capacidad de unién del péptido candidato a usléaula HLA concreta se compara
con la de otro con propiedades de union muy fuédestrol positivo) y ello da como
resultado la puntuacién de unién MHC-péptido de BBW®. El péptido de control
positivo es seleccionado y suministrado por Prolmena partir de su experiencia con
cada haplotipo HLA.

Aparte de la afinidad del péptido por la moléculaAHtoncreta, el otro factor crucial
para que se desencadene la respuesta inmunitdsi@€sbilidad duradera del complejo
HLA-péptido. En consecuencia, el complejo HLA-pdptiformado se cuantificd
después de permanecer en incubacion 24 h a 37°€sthahilidad del complejo MHC-
péptido formado se calculé en forma de cocientegmiual de las puntuaciones de
unién al cabo de 24 h y las puntuaciones de unidservadas justo después del
replegamiento (esto es, en el momento 0).

Resultados

El analisis de POSTN-002 y de MMP12-002 en la paudb unién MHC-péptido
REVEAL® demostré que ambos péptidos se unen a varios tipgslcHLA. Quedd
demostrado que POSTN-002 y MMP12-002 formaban cejoplkon 5y con 4 de los 7
haplotipos HLA investigados, respectivamente (Figby. Ninguno de los dos péptidos
se uni6 a HLA-DR3 ni a HLA-DR6. Las puntuacionesutédn detectadas se hallaban
en el intervalo de entre el 0,02% y aproximadameht®,5% respecto al control
positivo, puntuaciones claramente superiores dddes péptidos que no se unian.

El andlisis de la estabilidad de los complejos HRASTN-002 y HLA-MMP12-002
formados revel6 que 3 y 2 de [6xomplejos HLA-péptido investigados eran estables
tras permanecer 24 h a 37°C, respectivamente @gjur

La comparacion de la puntuacién de union de esgidoé con la de otro de

inmunogenicidad conocida permite extraer conclesomcerca de la inmunogenicidad
de un péptido a tenor de su capacidad de unibraamoiécula HLA. Asi pues, para
hacer una comparacion de ese tipo se seleccionarom péptidos investigados a fondo



cuya inmunogenicidad se conocia. La inmunogenicdiaddichos péptidos se habia
determinadaex vivoen muestras de sangre de pacientes vacunadosnieeltidocitos
T CD4 sometidos a tincion intracelular de citoci(i&S).

En principio, las pruebas ICS analizan la calidada$ linfocitos T especificos en lo
relativo a sus funciones efectoras. Por lo tanw®, csltivaron in vitro células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y a goation se reestimularon con el
péptido de interés, un péptido de referencia yamrol negativo (aqui designatiock
«ficticio» en inglés). Después las células somstidareestimulacion se tifieron para
detectar la produccién de FN-gamma, TNF-alfa, i&42-10, asi como la expresion de
la molécula coestimuladora CD154. El recuento decédulas afectadas se hizo con un
citometro de flujo (Figura 7)Error! No se encuentra el origen de la referencia.

Los andlisis de la inmunogenicidad revelaron uspuesta inmunitaria del 100% tras la
vacunacion con los péptidos IMA950 (BIR-002 y MEQS) en 16 pacientes y del 44%
al 86% tras la vacunacion con los péptidos IMA9CEA-006, TGFBI-004 y MMP-
001) en 71 pacientes.

A fin de comparar las puntuaciones de union de FG&I2 y de MMP12-002 con las
de los péptidos IMA910 e IMA950, los péptidos sepdsieron en una tabla para cada
haplotipo HLA-DR investigado de acuerdo con la pacton de union detectada
(Tablas 8.1-8.5).

Tabla 8. omparaciéon de las puntuaciones de unién a HLA-BR POSTN-002 y de
MMP12-002 con las puntuaciones de union de péptigodase Il de inmunogenicidad
conocida:POSTN-002 y MMP12-002 aparecen subrayedagis.

Rango de péptido | Cddigo del péptida  Origen Puntuaén de

union relativa
HLA-DR1

1 BIR-002 IMA950 40,06

2 CEA-006 IMA910 1,31

3 MET-005 IMA950 0,87

4 POSTM00z IMA-942 0,24

5 MMP-001 IMA901 0,19

6 MMP12-002 IMA-942 0,04

7 TGFBI-004 IMA910 0,03

Tabla 8.2 Comparacion de las puntuaciones de unién a HLA-BRPOSTN-002 y de
MMP12-002 con las puntuaciones de union de péptidosase Il de inmunogenicidad
conocida:POSTN-002 y MMP12-002 aparecen subrayadagis.

Rango de péptido | Cddigo del péptida  Origen Puntuaén de
union relativa
HLA-DR1
1 MMP12-002 IMA-942 2,43
2 MMP-001 IMA901 0,7
3 POSTN-002 IMA-942 0,68
4 MET-005 IMA950 0,28




5 TGFBI-004 IMA910 0,2€
6 BIR-00z IMA950 0,0¢

7 CEA-00¢€ IMA910 0,0¢

Tabla 8. 3Comparacion de las puntuaciones de unién a HLA-BRBROSTN-002 y de
MMP12-002 con las puntuaciones de union de péptigodase Il de inmunogenicidad
conocida:POSTN-002 y MMP12-002 aparecen subrayadagis.

Rango de péptido | Cddigo del péptida  Origen Puntuaén de

union relativa
HLA-DR1

1 CEA-00€ IMA910 39,6¢

2 BIR-00z IMA950 6,12

3 MET-00E IMA950 5,8¢

4 MMP12-002 IMA -942 0,74

5 MMP-001 IMA901 0,0€

6 POSTM00zZ IMA -942 0,0z

7 TGFBI-004 IMA910 0,02

Tabla 8. 4Comparacion de las puntuaciones de unién a HLA-BRBOSTN-002 y de
MMP12-002 con las puntuaciones de union de péptieosase Il de inmunogenicidad
conocida:POSTN-002 y MMP12-002 aparecen subrayadagis.

Rango de péptido | Cdbdigo del péptida Origen Puntuaén de

union relativa
HLA-DR1

1 BIR-002 IMA950 103,9

2 MMP-001 IMA901 47,82

3 CEA-006 IMA910 24,27

4 MET-005 IMA950 0,12

5 POSTN-002 IMA-942 0,08

6 MMP12-002 IMA-942 0,04

7 TGFBI-004 IMA910 0,04

Tabla 8. 5Comparacion de las puntuaciones de unién a HLA-BRPOSTN-002 y de
MMP12-002 con las puntuaciones de union de péptigodase Il de inmunogenicidad
conocida:POSTN-002 y MMP12-002 aparecen subrayedagis.

Rango de péptido | Cdbdigo del péptida Origen Puntuaén de

union relativa
HLA-DR1

1 MET-005 IMA950 3,69

2 CEA-006 IMA910 0,63

3 POSTN-002 IMA-942 0,47

4 BIR-002 IMA950 0,27

5 TGFBI-004 IMA910 0,01

6 MMP-001 IMA901 0

7 MMP12-002 IMA-942 0

La comparacion de las puntuaciones de unién de RG®P y de MMP12-002 con las
puntuaciones de unién de otros péptidos de clasgyd inmunogenicidad era conocida
demostré que la capacidad de union de ambos pépesta localizada principalmente



en la mitad inferior de las tablas con la excepdémLA-DR2. La capacidad de unién
de ambos péptidos a HLA-DR2 esta localizada enitadrsuperior de la tabla, con
MMP12-002 como el primer candidato. A tenor de est&lisis cabe esperar que ambos
péptidos, POSTN-002 y MMP12-002, desencadenen &ambia respuesta inmunitaria.
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Reivindicaciones

1. Péptido que comprende una secuencia de amimsaceleccionada del grupo
consistente en las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.° as\6EQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84,
y la SEQ ID N.° 92, o una secuencia variante denliasas que es homoéloga al menos
en un 80% alas SEQ ID N.°1 a SEQ ID N.° 65, y\§BQ ID N.° 76 a SEQ ID N.° 84 y
la SEQ ID N.° 92, en que dicha variante estimulicaerpos y/o linfocitos T que se
unen especificamente a dicho péptido, o una salaf@éuticamente aceptable de las
SEQID N.°1 aSEQ ID N.°65, y las SEQ ID N.° 760 ID N.° 84, y la SEQ ID No.
92, en que dicho péptido no es el polipéptido sodyte entero.

2. Péptido conforme a la reivindicacion 1, en qighal péptido o variante del mismo
tiene una longitud total de entre 8 y 100, prefentente de entre 8 y 30, y mas
preferiblemente de entre 8 y 14 aminoacidos erasb de un péptido que comprenda
las SEQ ID N.° 1 a SEQ ID N.° 65, y las SEQ ID ®8% SEQ ID N.° 84, y la SEQ ID
N.° 92, y de entre 12 y 100, preferiblemente ehfey 30, y mas preferiblemente de
entre 12 y 18 amino4cidos en el caso de un péqtidacomprenda las SEQ ID N.° 76 o
SEQ ID N.° 77.

3. Péptido conforme a cualquiera de las reivindices 1 a 2, que tiene la capacidad de
unirse a una molécula del complejo mayor de histgagibilidad humano (MHC) de
clase l o .

4. Péptido conforme a cualquiera de las reivindicaes 1 a 3, en que dicho péptido
consiste 0 consiste esencialmente en una secudmaiminoacidos conforme a las SEQ
IDN.°1aSEQ ID N.°65,ylas SEQ ID N.° 76 a SIEQN.° 84, y la SEQ ID N.° 92.

5. Péptido conforme a cualquiera de las reivindicses 1 a 4, en que dicho péptido es
modificado, alargado por los extremos N-terminal @-terminal con hasta cuatro
aminodcidos, y/o incorpora enlaces no peptidicos.

6. Péptido conforme a cualquiera de las reivindcas 1 a 5, en que dicho péptido
forma parte de una proteina de fusion, en partiduisionada a los aminoacidos N-
terminales de la cadena invariable asociada ajemti HLA-DR (li), o esté fusionado

con un anticuerpo.

7. Acido nucleico que codifica un péptido conforaneualquiera de las reivindicaciones
1a6.

8. Acido nucleico conforme a la reivindicacion Tieges ADN, ADNc, APN, ARN o
combinaciones de los mismos.

9. Vector de expresidon capaz de expresar el acidieico conforme a la reivindicaciéon
7 u 8.

10. El péptido conforme a cualquiera de las reigaciones 1 a 6, el acido nucleico
conforme a la reivindicacion 7 u 8 o el vector gpresion conforme a la reivindicaciéon
9 para la utilizacion en medicina.



11. Célula hospedadora que comprende el &cidoinaodenforme a la reivindicacion 7
u 8 o el vector de expresion conforme a la reidadion 9, en que dicha célula
hospedadora no es una célula madre embrionariartauma

12. Célula hospedadora conforme a la reivindicadibnen que dicha célula es una
célula presentadora de antigeno, como por ejenmaaélula dendritica.

13. Composicién farmacéutica que comprende el g@mtbnforme a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamanéptable del mismo, y al menos
otro componente seleccionado de un grupo de velsicwW/o excipientes
farmacéuticamente aceptables, preferiblemente wigsig/o excipientes acuosos, como
soluciones tamponadoras, aglutinantes, disgregagitagentes, aromas, lubricantes, y
sustancias estimuladoras o moduladoras del sistemanitario, como citocinas,
inmuno-moduladores, adyuvantes y sustancias teiiapgéu con propiedades
inmunomoduladoras.

14. Método para producir el péptido conforme aquiaka de las reivindicaciones 1 a 6,
comprendiendo dicho método el cultivo de la célhtzspedadora conforme a la
reivindicaciéon 11 o 12 y el aislamiento de dichoptpd a partir de la célula

hospedadora o de su medio de cultivo.

15. Métodoin vitro para producir un linfocito T citotoxico (CTL) o uimfocito T
cooperador (linfocito Th) activados, comprendieddho método la puesta en contacto
invitro de CTL o de linfocitos Th con moléculas MHC desel&d o I| humanas cargadas
con antigeno expresadas en la superficie de undacglesentadora de antigeno
adecuada durante un periodo de tiempo suficienta getivar dicho CTL de una
manera especifica de antigeno, siendo dicho autiglepéptido conforme a cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6.

16. Método conforme a la reivindicacion 15, en gligho antigeno esta cargado en
moléculas MHC de clase | o Il expresadas en larfigjgede una célula presentadora de
antigeno adecuada mediante la puesta en contaatnadeantidad suficiente de dicho
antigeno con dicha célula presentadora de antigeno.

17. Método conforme a la reivindicacion 15 o 16,gele dicha célula presentadora de
antigeno comprende un vector de expresion capaxgiesar un péptido conforme a
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

18. Linfocito T citotoxico (CTL) o linfocito T coagrador (linfocito Th) activados,

producidos con el método conforme a cualquier dedévindicaciones 15 a 17, en que
dicho CTL o linfocito Th reconoce selectivamentea wélula que expresa de forma
aberrante un polipéptido que comprende una seiemei aminoacidos como la
expuesta en cualquiera de las reivindicacione§.1 a

19. Métodain vitro para producir un TCR o0 sTCR o un fragmento darl@snos que es
especifico para el péptido conforme a cualquieralade reivindicaciones 1 a 6,
comprendiendo la clonacion de dominios variableardénfocito T citotdxico (CTL) o

un linfocito T cooperador (linfocito Th) activadosnforme a la reivindicacion 18, y la



expresion de dichos TCR o sTCR o un fragmento slenismos en un hospedador y/o
sistema de expresion adecuados.

20. Agente de unién aislado, como un anticuerp@gniento del mismo, una proteina,
un acido nucleico, un péptido, un TCR o un sTCRidragmento de los mismos que se
une, y preferiblemente se une especificamentemideéconforme a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o a un complejo formado gdguéptido conforme a cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4 con una molécula MHC.

21. Receptor de linfocito T aislado que reaccioma en ligando HLA gue es al menos
un 80% idéntico a una secuencia de aminoacidoscieteada del grupo consistente en
las SEQ ID N.°1 a SEQ ID N.° 92.

22. El receptor de linfocito T aislado de la reditacion 21, en que dicha secuencia de
aminoacidos es idéntica al menos en un 90%, pbéderente en un 95%, y mas
preferiblemente 100% idéntica a las SEQ ID N.°SE& ID N.° 92.

23. Método para destruir células diana de un psgiean que dichas células diana
expresan de forma aberrante y/o presentan un ptliieéque comprende una secuencia
de aminoacidos como las expuestas en cualquiertageeivindicaciones 1 a 6,
comprendiendo dicho método la administracion aaldciente de un nimero eficaz de
linfocitos T citotoxicos (CTL) o de linfocitos Thonforme a la reivindicacion 18.

24. Utilizacibn como medicamento del péptido comfer a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, del acido nucleico confoaria reivindicacion 7 u 8, del vector
de expresion conforme a la reivindicacién 9, dedmla conforme a la reivindicaciéon
11 o 12, del linfocito T citotdxico activado confee a la reivindicacion 18 o del
anticuerpo o del TCR o sTCR conforme a cualquieréadeivindicaciones 20 a 22, en
gue dicho medicamento es activo contra el cancer.

25. Utilizacion conforme a la reivindicacion 24, goe dicho medicamento es una
vacuna.

26. Utilizacion conforme a la reivindicacion 24 &,2en que dicho cancer es
seleccionado entre el carcinoma de pulmén amiécoc{NSCLC), cancer de pulmon,
cancer gastrico y/o glioblastoma.

27. Utilizaciéon conforme a cualquiera de las rediéaciones 24 a 26 para el tratamiento
con trasplantes de células en seres humanos.

28. Linfocito T citotdxico (CTL) o linfocito T coagador (linfocito Th) humanos
autologos o alogénicos, transfectados mediantéc&necombinantes con un receptor
de linfocito T conforme a la reivindicacién 20.

29. Composicion farmacéutica que comprende:

(@) Entidad seleccionada de grupo consistente en:
(@al) péptido aislado conforme a cualquiera dedasndicaciones 1 a
6,
(@a2) receptor de linfocito T, sTCR o fragmento @& rhismos
conforme a cualquiera de las reivindicaciones 20,a



(@3) proteina de fusion conforme a la reivindica®o
(a4) é&cido nucleico conforme a la reivindicacion 8,
(ab) vector de expresion conforme a la reivindiéad,
(a6) célula hospedadora conforme a cualquierasdeigindicaciones
11a12,y
(@7) linfocito T citotéxico o linfocito T cooperadoonforme a la
reivindicaciéon 18, y
(b)  vehiculo farmacéuticamente aceptable, y optiosiate

(c) al menos otro componente seleccionado del gilepexcipientes
farmacéuticamente aceptables, como soluciones tzdpeas, aglutinantes,
disgregantes, diluyentes, aromas, lubricantesstasaias estimuladoras o
moduladoras del sistema inmunitario como citocimmaunomoduladores,
adyuvantes y sustancias terapéuticas con propisdaaenomoduladoras.
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COLOMBIA

E-MAIL: infoi@clarkemodet.com.co
SANTALLE DE BOGOTA. A.A. 92397 COLOMBIA

CLESION
Il (la) abajo firmante (En adelante EL CEDENTE)

1. WEINSCHENK, Toni
2, WALTER, Steffen

3. FRITSCHE, Jens

4, SONG, Colette

5. SINGH, Harpreet

en su caracter de inventor /disefador con domicilio
en;

1. Im Morgenrain 15, 73773 Aichwald, Alemania;
2. 2901 Wroxton Road, Houston 77035, USA;

3. Larchenweg {1, 72144 Dusslingen, Alemania,
4. Willi-Baumeister-Weg 21, 73760 Ostfildern,
Alemania;

8. Possartstrasse 16, 81679 Miinchen, Alemania

porel presente documento declara que cede todos y
cada uno de los derechos que le corresponden o
puedan corresponderle sobre la siguiente invencion,
medelo  de utilidad, diseio  industrial  No.
PCT/EP2014/066755

a: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH

con domicilio en Paul-Ehrlich-Strasse 15, 72076
Tuebingen, Alemania

En prueba de la mutua aceptacidn de esta cesion
ambas partes CEDENTE y CESIONARIO firman el
presente documento.

Dado v firmado en

ly ; —
Alos ¥ Diasde [3% De 2Ol

1. WEINSCHENK, Toni

ASSIGNMENT
The undersigned (Hereinafter THE ASSIGNOR)

. WEINSCHENK, Toni
. WALTER, Steffen

. FRITSCHE, Jens

. SONG, Colette

. SINGH, Harpreet

[ TR

Inventor /designor of domiciled at

1. Im Morgenrain 15, 73773 Aichwald, Germany:
2. 2901 Wroxton Road, Houston 7705, USA;

3, Lirchenweg 11, 72144 Dusslingen, Germany;
4. Willi-Baumeister-Weg 21, 73760 Ostfildern,
Germany;

5. Possartstrasse 16, 81679 Miinchen, Germany

do hereby declares that it assigns all and each of his
rights and privileges on the following invention,
industrial ~ design,  utility  model No.
PCT/EP2014/066755

to: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH

with domicile in Paul-Ehrlich-Strasse 15, 72076
Tuebingen, Germany

As a proof of the mutual acceptance of this
assignment, both parties ASSIGNOR and
ASSIGNEE sign the present document.

Granted and signed at

g2 i} -
on this U day of \}LT;LL'\ of <2@fb

Y

1. WEINSCHENK, Toni

El Cedente

2. WALTER, Steffen

The Assignor

2. IR, Steffen

A,

EEl Cedente

3. FRITSCHE, Jens

El Cedente

Thé Assignor

3. FRITSCHE, Jens

The Assignor
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E-MAIL: info@ctarkemodet.com.co
SANTAFE DE BOGOTA, A A 92397 COLOMBIA

CESION
i (la) abajo firmante (En adelante EL CEDENTE)

1. WEINSCHENK, Toni
2. WALTER, Steffen

3. FRITSCHE, Jens

4, SONG, Colette

5. SINGH, Harpreet

en su cardcter de inventor /disefiador con domicilio
en:

1. Im Morgenrain 15, 73773 Aichwald, Alemania;
2. 2901 Wroxton Road, Heuston 7703, USA:

3. Lirchenweg 11, 72144 Dusslingen, Alemania;
4, Willi-Baumeister-Weg 21, 73760 Ostfildern,
Alemania;

5. Possartstrasse 16, 81679 Miinchen, Alemania

por el presente documento declara que cede todos y
cada uno de los derechos que le corresponden o
puedan corresponderte sobre la siguiente invencion,
modelo  de utilidad, disefio industrial No.
PCT/EP2014/066755

a: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH

con domicilio en Paul-Ehrlich-Strasse 15, 72076
Tuebingen, Alemania

En prueba de la mutua aceptacion de esta cesidn
ambas partes CEDENTE y CESIONARIO firman el
presente documento.

Dado y firmado en

A los Dias de {BW’\ De U

1. WEINSCHENK, Toni

ASSIGNMENT
The undersigned {Hereinafter THE ASSIGNOR)

1. WEINSCHENK, Toni
2. WALTER, Steffen

3. FRITSCHE, Jens

4, SONG, Colette

5. SINGH, Harpreet

Inventor /designor of domiciled at

1. Im Morgenrain 15, 73773 Aichwald, Germany;
2. 2901 Wroxton Road, Houston 7705, USA;

3. Lérchenweg 11, 72144 Dusslingen, Germany;
4. Willi-Baumeister-Weg 21, 73760 Ostfildern,
Germany;

5. Possartstrasse 16, 81679 Miinchen, Germany

do hereby declares that it assigns all and each of his
rights and privileges on the following invention,
industrial ~ design,  utility  model No.
PCT/EP2014/066755

to: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH

with domicile in Paul-Ehrlich-Strasse 15, 72076
Tuebingen, Germany

As a proof of the mutual acceptance of this
assignment, both parties ASSIGNOR and
ASSIGNEE sign the present document.

Granted and signed at

- .
on this O day of ,\j&-i»( of c?»‘i‘!(f;‘

1. WEINSCHENK, Toni

O )"\

Il Cedente

2. WALTER, Steffen

The Assignor

2. WALTER, Steffen

El Cedente

3. FRITSCHE, Jens

The Assignor

3. FRITSCHE, Jens

rwbg\'\%ﬁ e

El Cedente

The Assignor



4. SONG, Colette

4, SONG, Colette

El Cedente

5. SINGH, Harpreet

The Assignor

5. SINGH, Harpreéurw{ M—

El Cedente

The Assignor

/|

El Cesionario

The Assignee

ir. Carsten Reinhardt
Managing Director/CMO

Dr. Harpreet Singh
Managing Director/CSO
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PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de
IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH
una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de

y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en Paul-
Ehrlich-Strasse 15 72076 Tuebingen, Alemania

por el  presente instrumento confiero poder especial a favor de
CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO, con Cédula de
Ciudadania No. 66.783.790 de Palmira Valle, y tp. 141563 con
domicilio en Bogota, Colombia, para que actuando 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 Arbitramento y/o cualquier otro
en lo referente a los siguientes asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencion, modelos de
utilidad; disefos industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres v enseias comerciales v denominaciones de origen: asi como
sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

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

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

4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacion, cancelacion administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesion de licencias, proteccion de secretos
industriales y demas acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y 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 y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesion,
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

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

Dado y firmado en

alos dias de

oR this \{?)O day of
/]

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

legal representative(s) of
IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH
an organization existing under the laws of

and in present execution of its business activity, domiciled at Paul-Ehrlich-
Strasse 15 72076 Tuebingen, DE

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to CAROLINA MERCEDES
DAZA MONTALVO, identification card No. 66.783.790 of Palmira Valle,
and tp. 141563 residing in Bogota Colombia, to act in behalf of grantor before
any entity, authority and/or natural or juridical person, specially before those
Administrative, Administrative-Contentious, Judicial, arbitration courts,
and/or any other, in all matters 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
varieties; 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 and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, 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 obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They 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) I hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Martinsrieq

CONL of 208

Granted and signed at

Or, Carsten Reinhardt
Managing Director/CMO

Firrda //signatura

Wl e

Dr. Rainer Kramer
Managing Director/CBO
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ala Leu Val Asp His Thr Pro Tyr Leu
1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Ala lle Leu Asp Thr Leu Tyr Glu Val
1 5

Leu



<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Phe Leu lle Pro lle Tyr His GIn Val
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Phe Leu His His Leu Glu lle Glu Leu
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Phe Leu Val Asp Gly Ser Trp Ser Val
1 5

<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Gly Leu Tyr Pro Asp Ala Phe Ala Pro Val
1 5 10

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Lys Leu Phe Gly Glu Lys Thr Tyr Leu
1 5

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27



Thr Val Ala Glu Val lle GIn Ser Val
1 5

<210> 28

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Ser lle Ser Asp Val lle Ala GIn Val
1 5

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Arg Leu Glu Glu Asp Asp Gly Asp Val Ala Met
1 5 10

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Lys lle Tyr Asn Glu Phe lle Ser Val
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Ala lle Asp Gly Asn Asn His Glu Val
1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Lys Leu Ser Trp Asp Leu lle Tyr Leu
1 5

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 33

Ala Leu Leu Arg Thr Val Val Ser Val
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ala Leu Gly Ala Gly lle Glu Arg Met
1 5

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Val Leu Phe Pro Asn Leu Lys Thr Val
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Thr Leu Val Ala lle Val Val Gly Val
1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Val Leu Ala Pro Leu Phe Val Tyr Leu
1 5

<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Ser Leu His Phe Leu lle Leu Tyr Val
1 5

<210> 39



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

<400> 39

Arg Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Leu
1 5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gly Leu Thr Asp Asn lle His Leu Val
1 5

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ser lle Leu Thr lle Glu Asp Gly lle Phe Glu Val
1 5 10

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Ser Leu Trp Gly Gly Asp Val Val Leu
1 5

<210> 43

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Ala Leu Phe Pro His Leu Leu GIn Pro Val
1 5 10

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Asn Leu Leu Ala Glu lle His Gly Val
1 5



<210> 45

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Ala lle Met Gly Phe lle Gly Phe Phe Val
1 5 10

<210> 46

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Thr Leu Thr Asn lle lle His Asn Leu
1 5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Gly Val Leu Glu Asn lle Phe Gly Val
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Gly Leu lle Glu lle lle Ser Asn Ala
1 5

<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Arg Leu Leu Ala Ala Glu Asn Phe Leu
1 5

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50



Ser Leu Leu Pro Val Asp lle Arg GIn Tyr Leu
1 5 10

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Tyr Leu Ala Pro Phe Leu Arg Asn Val
1 5

<210> 52

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Ala Leu Leu Glu Arg Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Tyr Leu Pro His Ala Pro Pro Phe Ala
1 5

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Lys Leu Val Glu Phe Asp Phe Leu Gly Ala
1 5 10

<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Ser Leu Ala Asp Phe Met GIn Glu Val
1 5

<210> 56
<211> 9
<212> PRT

-10-



<213> Homo sapiens
<400> 56

Ser Leu Tyr Lys Gly Leu Leu Ser Val
1 5

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Gly Leu Ala Glu Asp lle Asp Lys Gly Glu Val
10

1 5

<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Ser Leu lle Asp Ala Asp Pro Tyr Leu
1 5

<210> 59

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

lle Leu Val Ser Trp Leu Pro Arg Leu
1 5

<210> 60

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Val Val Asp Lys Thr Leu Leu Leu Val
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Thr Leu lle Ser Arg Leu Pro Ala Val
1 5

-11-



<210> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

lle Leu Phe Pro Asp lle lle Ala Arg Ala
1 5 10

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Ser Leu Ala Gly Asp Val Ala Leu GIn GIn Leu
1 5 10

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Ala Met Leu Ala Val Leu His Thr Val
1 5

<210> 65

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Lys Val Leu Glu lle Leu His Arg Val
1 5

<210> 66

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66
Lys lle GIn Glu lle Leu Thr GIn Val
1 5

<210> 67

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

lle Leu GIn Asp Arg Leu Asn GIn Val

-12 -



<210> 68

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Tyr Val Tyr GIn Asn Asn lle Tyr Leu
1 5

<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Ala Met Ser Ser Lys Phe Phe Leu Val
1 5

<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Lys lle Leu Glu Asp Val Val Gly Val
1 5

<210> 71

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Lys Leu Leu Glu Tyr lle Glu Glu lle
1 5

<210> 72

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Lys Leu Leu Thr Glu Val His Ala Ala
1 5

<210> 73

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

-13-
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<400> 73

Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ala Asn Val
1 5

<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Ser Leu Leu Ala GIn Asn Thr Ser Trp Leu Leu
1 5 10

<210> 75

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Ala Leu Tyr Asp Ser Val lle Leu Leu
1 5

<210> 76

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

lle Asn Asn Tyr Thr Pro Asp Met Asn Arg Glu Asp Val
1 5 10

lle Arg

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Thr Asn Gly Val lle His Val Val Asp Lys Leu Leu Tyr
1 5 10

Thr

<210> 78

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Asp Tyr Ala
15

Pro Ala Asp
15



-15-

Ser Leu Tyr Asp Asn GIn lle Thr Thr Val
1 5 10

<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Ser Leu Ala Pro Ala Gly Val lle Arg Val
1 5 10

<210> 80

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Ser Leu Phe Gly Asn Ser Gly lle Leu Glu Asn Val
1 5 10

<210> 81

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Ala Leu Tyr Gly Arg Leu Glu Val Val
1 5

<210> 82

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

Ala Leu Trp Glu Lys Asn Thr His Leu
1 5

<210> 83

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83
Ala Leu Ala Asn GIn Lys Leu Tyr Ser Val
1 5 10

<210> 84
<211> 10
<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 84

lle Leu Met Gly Thr Glu Leu Thr GIn Val
1 5 10

<210> 85

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 85

Lys lle Val Asp Phe Ser Tyr Ser Val
1 5

<210> 86

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Ala Met Ala Thr Glu Ser lle Leu His Phe Ala
1 5 10

<210> 87

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Arg Val Leu Pro Pro Ser Ala Leu GIn Ser Val
1 5 10

<210> 88

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Ser Leu Leu Glu Ser Asn Lys Asp Leu Leu Leu

1 5 10

<210> 89

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Ala Leu Ala Ser Val lle Lys Glu Leu
1 5

-16 -



<210> 90

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

Ser Leu Val Ala Val Glu Leu Glu Lys Val
1 5 10

<210> 91

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

Ala Met Phe Glu Asn Phe Val Ser Val
1 5

<210> 92

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

His Leu Leu Glu Asp lle Ala His Val
1 5

-17 -
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Resumen

La presente invencion se refiere a péptidos, acidokicos y células para la utilizaciéon
en métodos inmunoterapéuticos. En concreto, laeptesinvencion se refiere a la
inmunoterapia contra el cancer. La presente ingense refiere, ademas, a epitopos
peptidicos de linfocitos T citotdéxicos (CTL) asawa a tumor, solos 0 en combinacion
con otros péptidos asociados a tumor que sirverogmncipios activos farmacéuticos
de composiciones vacunales que estimulan respuiestasitarias antitumorales. La
presente invencion se refiere a mas de 70 nuecagsaas peptidicas y sus variantes
derivadas de moléculas HLA de clase | y clase Icéelas tumorales humanas que
pueden ser utilizadas en composiciones vacunalea gasencadenar respuestas
inmunitarias antitumorales.
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Figura 1 (continuacion)
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Figura 1 (continuacion)
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Figura 1 (continuacion)
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Figura 2a:

1

Expresion relativa de ABCA13

3 O S T - B T = % 5 % %oRoTo:of %% 2 oZo:ozozozoxoZozo%
: 3 LT ; i = n s 8 frr r AAEczT £z 8 3 F F F 2
o E ' -z 3 3 - - 9z < 3z 3 = =Z 7 7 72 £ = = = = =z
t * I '-F 202 1 3 i1 i i 22 L1 2 r ¥ ¥ 2
Artery = arteria Pancreas = pancreas
Breast = mama Skin = piel
Esophagus = eséfago Uterine cervix = cuello uterin
Kidney = rifidn Vein = vena

Lymph node = nddulo linfatico
Ovary = ovario
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Figura3a:

Presentacion relativa de ABCA13-001 (%)

Adipose = adiposo
Brain = cerebro
Colon = colon
Kidney = rifion

Liver = higado

Nerve = nervio
Pancreas = pancreas
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Pleura = pleura
Rectum = recto
Muscle = musculo
Spleen = bazo
Stomach = estébmago
Thymus = timo
Vein = vena
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Figura 3b:

Presentacion relativa de DST-001 (%)

Adipose = adiposo
Brain = cerebro
Colon = colon
Kidney = rifion

Liver = higado

Nerve = nervio
Pancreas = pancreas

Figura 3 (continuacion)
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Figura 3c)

Presentacion relativa de MXRA5-001 (%)
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Kidney = rifion Spleen = bazo
Liver = higado Stomach = estbmago
Nerve = nervio Thymus = timo
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Figura 4:

A*0201/CDK4-001 A*0201/Estimulacién del control negativo
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Figura 5

Puntuacion de union relativa, en %
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Figura 6

Razén de estabilidad, en %
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TNF-alpha
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 8

péptidos de clase Il

Inmunogenicidad de varios
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