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ES 2 871384 T3

DESCRIPCION
Prediccion de inmunogenicidad de los epitopos de células T
Campo técnico

La presente ensefanza se refiere a métodos para predecir epitopos de células T. En particular, la presente ensefianza
se refiere a métodos para predecir si las modificaciones en péptidos o polipéptidos tales como neoantigenos asociados
a tumores son inmunogénicas o no. Los métodos de la ensefianza son Utiles, en particular, para la provision de
vacunas que son especificas para el tumor de un paciente y, por lo tanto, en el contexto de vacunas personalizadas
contra el cancer.

Antecedentes

Las vacunas personalizadas contra el cancer son vacunas terapéuticas disefiadas a medida para dirigirse a
mutaciones especificas de tumores que son exclusivas de un paciente determinado. Este tratamiento ofrece una gran
esperanza para los pacientes con cancer, ya que no dafa las células sanas y tiene el potencial de proporcionar una
remision de por vida. Sin embargo, no todas las mutaciones expresadas por el tumor pueden usarse como diana para
una vacuna. De hecho, la mayoria de las mutaciones somaticas del cancer no conduciran a una respuesta inmune
cuando se vacunen (J. C. Castle et al., Exploiting the mutanome for tumor vaccination. Cancer Research 72, 1081
(2012)). Dado que los tumores pueden codificar hasta 100.000 mutaciones somaticas (MR Stratton, Science Signaling
331, 1553 (2011)) mientras que las vacunas se dirigen solo a un pufiado de epitopos, es evidente que un objetivo
fundamental de la inmunoterapia del cancer es identificar qué mutaciones es probable que sean inmunogénicas.

Desde una perspectiva bioldgica, para que una mutacion somatica genere una respuesta inmune, se deben cumplir
varios criterios: el alelo que contiene la mutacién debe ser expresado por la célula, la mutacion debe estar en una
region codificadora de proteinas y no sindnima, la proteina traducida debe ser escindida por el proteasoma y un epitopo
que contiene la mutacion debe ser presentado por el complejo MHC, el epitopo presentado debe ser reconocido por
un receptor de células T (TCR) y, finalmente, el complejo TCR-pMHC debe lanzar una sefalizaciéon en cascada que
active las células T (S. Whelan, N. Goldman, Molecular biology and evolution 18, 691 (2001)). Hasta ahora no se ha
presentado ningun algoritmo que sea capaz de predecir con un alto grado de certeza qué mutaciones es probable que
cumplan con todos estos criterios. En el presente informe se consideran varios factores que pueden contribuir a la
inmunogenicidad, comparando estos factores con datos experimentales y proponiendo un modelo simple para
identificar mutaciones inmunogénicas.

Prediccion de la unién del MHC: Estado de la técnica

Hace mas de 20 afos, se establecié que hay posiciones en un péptido de unién al MHC que contribuyen mas a la
capacidad de union que otras (por ejemplo, (A. Sette et al., Proceedings of the National Academy of Sciences 86, 3296
(1989))). La identificacion y descripcion de esas posiciones de anclaje permitié encontrar patrones de péptidos de
unién a MHC y, por lo tanto, fueron la base para desarrollar métodos de prediccion. En los ultimos afios se han logrado
avances significativos en el campo de los modelos in silico de la maquinaria de procesamiento de antigenos. Los dos
enfoques pioneros, que se desarrollaron a fines de la década de 1990, BIMAS (KC Parker, MA Bednarek, JE Coligan,
The Journal of Immunology 152, 163 (1994)) y SYFPEITHI (H.-G. Rammensee, J. Bachmann, NPN Emmerich, OA
Bachor, S. Stevanovic, Immunogenetics 50, 213 (1999)), se basaron en el conocimiento de las posiciones de anclaje
y en los motivos especificos de alelos derivados. A medida que se dispuso de mas y mas datos experimentales de
uniéon de péptidos al MHC, se han desarrollado mas herramientas utilizando una amplia variedad de técnicas
estadisticas e informaticas (vease la Fig. 1 para una descripcion general). Los denominados métodos basados en
matrices utilizan matrices de puntuacion especificas de la posicion para determinar si una secuencia de péptidos
coincide con el motivo de unién de un alelo del MHC particular. Otra clase de métodos de predicciéon de unién al MHC
utilizan técnicas de aprendizaje automatico, tal como las redes neuronales artificiales o las maquinas de vectores de
soporte (véase la Figura 1). El rendimiento de estos algoritmos depende en gran medida de la cantidad y la calidad
del conjunto de datos de entrenamiento disponible para cada modelo de alelo (por ejemplo, "HLA-A*02:01", "H2-Db",
etc.) para "aprender" patrones/caracteristicas subyacentes, que tienen capacidad de prediccion de la union.
Recientemente, estan surgiendo métodos basados en estructuras, que evitan el cuello de botella de tener un gran
conjunto de entrenamiento, ya que se basan unicamente en estructuras cristalinas péptido-MHC y funciones de
puntuacion (por ejemplo, diferentes funciones de energia) para predecir interacciones péptido-MHC, por ejemplo
mediante minimizacién de energia (véase la Fig. 1). Sin embargo, la precision de esos enfoques todavia esta muy por
detras de los métodos basados en secuencias. Los estudios de evaluacion comparativa muestran que la herramienta
basada en redes neuronales artificiales NetMHC (C. Lundegaard et al., Nucleic Acids Research 36, W509 (2008)) y el
algoritmo basado en matrices SMM (B. Peters, A. Sette, BMC bioinformatics 6, 132 (2005)) obtienen mejores
resultados en los datos de evaluacion probados (B. Peters, A. Sette, BMC bioinformatics 6, 132 (2005); H.H. Lin, S.
Ray, S. Tongchusak, EL Reinherz, V. Brusic, BMC Immunology 9, 8 (2008)). Ambos enfoques estan integrados en los
llamados métodos de consenso IEDB, disponibles en la base de datos de epitopos inmunes (Y. Kim et al., Nucleic
Acids Research 40, W525 (2012)). El modelado de interacciones de unién péptido-MHC Il es mucho mas complejo
que para MHC [, ya que las moléculas del MHC |l poseen un surco de unién con extremos abiertos en cada lado,
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permitiendo la unién de péptidos de diferentes longitudes. Mientras que los péptidos que se unen al MHC | estan
restringidos principalmente a 8-12 aminoacidos, esta longitud puede diferir dramaticamente para los péptidos del MHC
I1 (9-30 aminoacidos). Un estudio de evaluacién comparativa reciente muestra que los métodos de prediccion del MHC
Il disponibles ofrecen una precisiéon limitada en comparacién con la prediccion del MHC | (H.H. Lin, S. Ray, S.
Tongchusak, EL Reinherz, V. Brusic, BMC Immunology 9, 8 (2008)).

El primer uso sistematico y a gran escala de esos algoritmos para encontrar epitopos de células T fue realizado por
Moutaftsi et al., (M. Moutaftsi et al., Nature Biotechnology 24, 817 (2006)), en el que se combinaron diferentes
herramientas para predecir posibles candidatos a vacuna de ratones C57BL76 infectados con el virus vaccinia, se
extrajeron esplenocitos y se midieron las respuestas de las células T CD8+ contra el 1% superior de los péptidos
predichos. Identificaron 49 (de 2256) péptidos que indujeron una respuesta de células T. Desde entonces se han
publicado muchos estudios utilizando diversas herramientas de prediccion de la unién del MHC para buscar epitopos
de células T como candidatos para una vacuna, principalmente para patdégenos, por ejemplo, Leishmania major (C.
Herrera-Najera, R. Pifia-Aguilar, F. Xacur- Garcia, M.J. Ramirez-Sierra, E. Dumonteil, Proteomics 9, 1293 (2009)). Sin
embargo, utilizar Unicamente herramientas de prediccion de la uniéon del MHC | para la prediccion de la
inmunogenicidad es engafioso, ya que esas herramientas estan entrenadas para predecir si un péptido dado tiene el
potencial de unirse a un alelo del MHC dado. El fundamento de usar predicciones de unién del MHC para predecir la
inmunogenicidad es la suposicion de que los péptidos que se unen con alta afinidad a un alelo del MHC respectivo
tienen mas probabilidades de ser inmunogénicos (A. Sette et al., The Journal of Immunology 153, 5586 (1994)). Sin
embargo, hay numerosos estudios que indican que también una baja afinidad de union al MHC puede resultar en una
alta inmunogenicidad (M.C. Feltkamp, M.P. Vierboom, W.M. Kast, C.J. Melief, Molecular Immunology 31, 1391 (1994))
y que la estabilidad del péptido-MHC puede ser un mejor predictor de inmunogenicidad que la afinidad por el péptido
(M. Harndahl et al., European Journal of Immunology 42, 1405 (2012)). Por esa razén, la prediccion de la
inmunogenicidad no fue muy precisa hasta ahora, lo que se refleja en las bajas tasas de éxito para predecir la
inmunogenicidad. No obstante, la uniéon de péptidos es una condicién necesaria pero no suficiente para el
reconocimiento de epitopos de células T, y una prediccion eficaz puede reducir drasticamente el nimero de péptidos
que se van a probar experimentalmente. Esta claro que el desarrollo de un modelo que predice la inmunogenicidad
también debe tener en cuenta el reconocimiento del receptor de células T (TCR) asi como la tolerancia central, es
decir, la seleccion negativa y positiva de células T durante el desarrollo en el timo.

El documento de la técnica anterior Castle et al., 2012 (Cancer Res; 72: 1081-1091) describe un proceso de seleccion
de mutaciones para pruebas de validacion e inmunogenicidad. El documento de la técnica anterior Nielsen et al., 2007
describe un método bioinformatico que tiene en cuenta tanto la informacién de la secuencia de péptidos como de HLA,
y genera predicciones cuantitativas de la afinidad de cualquier interaccion péptido-HLA-I (PLoS ONE 2: e796). Sin
embargo, ninguno de los documentos de la técnica anterior citados anteriormente en este documento ensefia un
meétodo como se define en las reivindicaciones de la presente solicitud.

Existe la necesidad de un modelo predictivo, que sea capaz de modelar todos los aspectos mencionados
anteriormente para predecir con precision la inmunogenicidad de un epitopo, en lugar de solo la union.

Descripcion
Resumen
La presente invencioén esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la presente ensefianza se refiere a un método para predecir modificaciones de aminoacidos
inmunogénicos, comprendiendo el método las etapas de:

a) determinar una puntuacion para la unién de un péptido modificado a una o0 mas moléculas del MHC, y
b) determinar una puntuacioén para la unién del péptido no modificado a una o mas moléculas del MHC, y/o

c) determinar una puntuacion para la unién del péptido modificado cuando esta presente en un complejo MHC-péptido
a uno o mas receptores de células T.

En una realizacion, el péptido modificado comprende un fragmento de una proteina modificada, comprendiendo dicho
fragmento la modificacién o modificaciones presentes en la proteina. En una realizacién, el péptido o proteina no
modificada tiene el aminoacido de la linea germinal en la posicidon o posiciones correspondientes a la posicién o
posiciones de la modificacidon o modificaciones en el péptido o proteina modificada.

En una realizacion, el péptido o proteina no modificada y el péptido o proteina modificada son idénticos excepto por
la modificacion o modificaciones. Preferiblemente, el péptido o proteina no modificada y el péptido o proteina
modificada tienen la misma longitud y/o secuencia (excepto por la modificacion o modificaciones).
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En una realizacion, el péptido no modificado y el péptido modificado tienen de 8 a 15, preferiblemente de 8 a 12
aminoacidos de longitud.

En una realizacion, la una o mas moléculas del MHC comprenden diferentes tipos de moléculas del MHC, en particular
diferentes alelos del MHC. En una realizacion, la una o mas moléculas del MHC son moléculas del MHC de clase | y/o
moléculas del MHC de clase Il. En una realizacién, la una o mas moléculas del MHC comprenden un conjunto de
alelos del MHC tal como un conjunto de alelos del MHC de un individuo o un subconjunto del mismo.

En una realizacion, la puntuacion para la unién a una o mas moléculas del MHC se determina mediante un proceso
que comprende una comparacion de secuencias con una base de datos de motivos de unién al MHC.

En una realizacion, la etapa a) comprende determinar si dicho puntaje satisface un umbral predeterminado para la
unioén a una o mas moléculas del MHC y/o la etapa b) comprende determinar si dicho puntaje satisface un umbral
predeterminado para unirse a una o mas moléculas del MHC. En una realizacién, el umbral aplicado en la etapa a) es
diferente al umbral aplicado en la etapa b). En una realizacién, el umbral predeterminado de unién a una o mas
moléculas del MHC refleja una probabilidad de unién a una o mas moléculas del MHC.

En una realizacion, el uno o mas receptores de células T comprenden un conjunto de receptores de células T, tal como
un conjunto de receptores de células T de un individuo o un subconjunto del mismo. En una realizacion, la etapa c)
comprende asumir que dicho conjunto de receptores de células T no incluye receptores de células T que se unen al
péptido no modificado cuando estan presentes en un complejo MHC-péptido y/o no incluye receptores de células T
que se unen al péptido no modificado cuando esta presente en un complejo MHC-péptido con alta afinidad.

En una realizacion, la etapa c) comprende determinar una puntuacion para las similitudes quimicas y fisicas entre los
aminoacidos modificados y no modificados. En una realizacion, la etapa ¢) comprende determinar si dicha puntuacion
satisface un umbral predeterminado para las similitudes quimicas y fisicas entre aminoacidos. En una realizacion,
dicho umbral predeterminado para las similitudes quimicas y fisicas entre aminoacidos refleja una probabilidad de que
los aminoacidos sean quimica y fisicamente similares. En una realizacion, la puntuacion de las similitudes quimicas y
fisicas se determina sobre la base de la probabilidad de que los aminoacidos se intercambien en la naturaleza. En una
realizacion, cuanto mas frecuentemente se intercambian los aminoacidos en la naturaleza, mas similares se
consideran los aminoacidos y viceversa. En una realizacion, las similitudes quimicas y fisicas se determinan utilizando
matrices logaritmicas de probabilidades basadas en la evolucion.

En una realizacion, si el péptido no modificado tiene una puntuacion para unirse a una o mas moléculas del MHC que
satisfacen un umbral que indica la unién a una o mas moléculas del MHC y el péptido modificado tiene una puntuacion
para unirse a una o mas moléculas del MHC que satisface un umbral que indica unién a una o mas moléculas del
MHC, la modificacion o péptido modificado se predice como inmunogénico si los aminoacidos no modificados y
modificados tienen una puntuacion para las similitudes quimicas y fisicas que satisfacen un umbral que indica
disimilitud quimica y fisica.

En una realizacién, si el péptido no modificado se une a una o mas moléculas del MHC o tiene una probabilidad de
unirse a una o mas moléculas del MHC y el péptido modificado se une a una o mas moléculas del MHC o tiene una
probabilidad de unirse a una o mas moléculas del MHC, la modificacion o el péptido modificado se predice como
inmunogénico si los aminoacidos no modificados y modificados son quimica y fisicamente diferentes o tienen una
probabilidad de ser quimica y fisicamente diferentes.

En una realizacion, la modificacion no esta en una posicién de anclaje para unirse a una o mas moléculas del MHC.

En una realizacion, si el péptido no modificado tiene una puntuacién para unirse a una o mas moléculas del MHC que
satisfacen un umbral que indica que no se une a una o mas moléculas del MHC y el péptido modificado tiene una
puntuacién para unirse a uno o mas moléculas del MHC que satisfacen un umbral que indica la unién a una o mas
moléculas del MHC, se predice que la modificacion o el péptido modificado es inmunogénico.

En una realizacion, si el péptido no modificado no se une a una o mas moléculas del MHC o tiene una probabilidad de
no unirse a una o mas moléculas del MHC y el péptido modificado se une a una o mas moléculas del MHC o tiene una
probabilidad para unirse a una o mas moléculas del MHC, se predice que la modificacion o el péptido modificado es
inmunogénico.

En una realizacion, la modificacion esta en una posicion de anclaje para unirse a una o mas moléculas del MHC.

En una realizacion, el método de la ensefianza comprende realizar la etapa a) en dos o mas péptidos modificados
diferentes, comprendiendo dichos dos o mas péptidos modificados diferentes la misma modificacién o modificaciones.
En una realizacion, los dos o mas péptidos modificados diferentes que comprenden la misma modificacién o
modificaciones comprenden fragmentos diferentes de una proteina modificada, comprendiendo dichos fragmentos
diferentes la misma modificacién o modificaciones presentes en la proteina. En una realizacion, los dos o mas péptidos
modificados diferentes que comprenden la misma modificacion o modificaciones comprenden todos los fragmentos de
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union al MHC potenciales de una proteina modificada, comprendiendo dichos fragmentos la misma modificacion o
modificaciones presentes en la proteina. En una realizacién, el método de la ensefianza comprende ademas
seleccionar (el, los) péptido o péptidos modificado de los dos 0 mas péptidos modificados diferentes que comprenden
la misma modificacién o modificaciones que tienen una probabilidad o tienen la probabilidad mas alta de unirse a una
o mas moléculas del MHC. En una realizacién, los dos o mas péptidos modificados diferentes que comprenden la
misma modificacién o modificaciones difieren en la longitud y/o la posicion de la modificacion o modificaciones.

En una realizacion, el método de la ensefianza comprende realizar la etapa a) y opcionalmente una o ambas etapas
b) y ¢) en dos o mas péptidos modificados diferentes. En una realizacion, dichos dos o mas péptidos modificados
diferentes comprenden la misma modificacion o modificaciones y/o comprenden modificaciones diferentes. En una
realizacion, las diferentes modificaciones estan presentes en la misma y/o en diferentes proteinas. El conjunto de dos
0 mas péptidos modificados diferentes usados en la etapa a) y opcionalmente una o ambas etapas b) y c) pueden ser
iguales o diferentes. En una realizacion, el conjunto de dos o mas péptidos modificados diferentes usados en la etapa
b) y/o la etapa c) es un subconjunto del conjunto de dos o mas péptidos modificados diferentes usados en la etapa a).
Preferiblemente, dicho subconjunto incluye el péptido o péptidos que puntian mejor en la etapa a).

En una realizacion, el método de la ensefianza comprende comparar las puntuaciones de dos o mas de dichos
péptidos modificados diferentes. En una realizacién, el método de la ensefianza comprende clasificar dos o mas de
dichos péptidos modificados diferentes. En una realizacién, una puntuacién para la unién del péptido modificado a una
o0 mas moléculas del MHC se pondera mas alta que una puntuacién para la unién del péptido modificado cuando esta
presente en un complejo MHC-péptido a uno o mas receptores de células T, preferiblemente una puntuacion para las
similitudes quimicas y fisicas entre los aminoacidos no modificados y modificados y una puntuacion para la union del
péptido modificado cuando esta presente en un complejo MHC-péptido a uno o mas receptores de células T,
preferiblemente una puntuaciéon para las similitudes quimicas y fisicas entre los aminoacidos no modificados y
modificados se ponderan mas alto que una puntuacion para la unién del péptido no modificado a una o mas moléculas
del MHC.

En una realizacién, el método de la ensefianza comprende ademas identificar mutaciones no sinénimas en una o mas
regiones codificantes de proteinas.

En una realizacion, las modificaciones se identifican de acuerdo con la ensefianza secuenciando parcial o
completamente el genoma o transcriptoma de una o mas células tales como una o mas células cancerosas y
opcionalmente una o mas células no cancerosas e identificando mutaciones en una o mas regiones codificadoras de
proteinas.

En una realizacién, dichas mutaciones son mutaciones somaticas. En una realizacion, dichas mutaciones son
mutaciones cancerosas.

En una realizacion, el método de la ensefianza se usa en la fabricacion de una vacuna. En una realizacion, la vacuna
se deriva de (a) modificacion o modificaciones o (a) péptido o péptidos modificados predichos como inmunogénicos
por los métodos de la ensefianza.

En un aspecto adicional, la presente ensefianza proporciona un método para proporcionar una vacuna que comprende
la etapa:

identificar (a) modificacion (es) o (a) péptido o péptidos modificados predichos como inmunogénicos por los métodos
de la ensefianza.

En una realizacion, el método comprende ademas la etapa:
proporcionar una vacuna que comprende un péptido o polipéptido que comprende la modificacion o las modificaciones
o los péptidos modificados predichos como inmunogénicos, o un acido nucleico que codifica el péptido o polipéptido.

En un aspecto adicional, la presente ensefianza proporciona una vacuna que se puede obtener usando los métodos
de acuerdo con la ensefianza. En este documento se describen realizaciones preferidas de tales vacunas.

Una vacuna proporcionada de acuerdo con la ensefianza puede comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable
y opcionalmente puede comprender uno o mas adyuvantes, estabilizadores, etc. La vacuna puede estar en forma de
vacuna terapéutica o profilactica.

Otro aspecto se refiere a un método para inducir una respuesta inmune en un paciente, que comprende administrar al
paciente una vacuna proporcionada de acuerdo con la ensefianza.

Otro aspecto se refiere a un método de tratamiento de un paciente con cancer que comprende las etapas:

(a) proporcionar una vacuna por los métodos de acuerdo con la ensefianza; y
(b) administrar dicha vacuna al paciente.
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Otro aspecto se refiere a un método de tratamiento de un paciente con cancer que comprende administrar la vacuna
de acuerdo con la ensefianza al paciente.

En aspectos adicionales, la ensefianza proporciona las vacunas descritas en el presente documento para su uso en
los métodos de tratamiento descritos en el presente documento, en particular para su uso en el tratamiento o la
prevencién del cancer.

Los tratamientos del cancer descritos en este documento se pueden combinar con reseccion quirdrgica y/o radiacion
y/o quimioterapia tradicional.

Otras caracteristicas y ventajas de las presentes ensefianzas seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada y reivindicaciones.

Descripcion detallada

Aunque la presente ensefianza se describe en detalle a continuacion, debe entenderse que esta ensefianza no se
limita a las metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos en este documento, ya que estos pueden variar.
También debe entenderse que la terminologia utilizada en este documento tiene el propdsito de describir Gnicamente
realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente ensefianza, que estara limitada inicamente
por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados
en este documento tienen los mismos significados que los entendidos comunmente por un experto en la técnica.

A continuacién, se describiran los elementos de la presente ensefianza. Estos elementos se enumeran con
realizaciones especificas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier
numero para crear realizaciones adicionales. Los ejemplos descritos de forma diversa y las realizaciones preferidas
no deben interpretarse como que limitan la presente ensefianza a solo las realizaciones descritas explicitamente. Debe
entenderse que esta descripcion apoya y engloba realizaciones que combinan las realizaciones descritas
explicitamente con cualquier niumero de los elementos descritos y/o preferidos. Ademas, cualquier permutacion y
combinacién de todos los elementos descritos en esta solicitud deben considerarse divulgadas por la descripcion de
la presente solicitud a menos que el contexto indique lo contrario.

Preferiblemente, los términos usados en este documento se definen como se describe en A multilingual glossary of
biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel y H. Kolbl, Eds., (1995) Helvetica
Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza.

La practica de la presente ensefianza empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de
bioquimica, biologia celular, inmunologia y técnicas de ADN recombinante que se explican en la literatura en el campo
(véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A laboratory Manual, 22 edicién, J. Sambrook y et al., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario,
la palabra "comprende", y variaciones tales como "que comprende”, se entendera que implica la inclusion de un
miembro, numero entero o etapa o grupo de miembros, nimeros enteros o etapas pero no la exclusiéon de cualquier
otro miembro, numero entero o etapa o grupo de miembros, numeros enteros o etapas aunque en algunas
realizaciones dicho otro miembro, nimero entero o etapa o grupo de miembros, numeros enteros o etapas
establecidos pueden ser excluidos, es decir, el objeto consiste en la inclusion de un miembro, nimero entero o etapa
o grupo de miembros, nimeros enteros o etapas establecidos. Los términos "un" y "uno, una" y "el, 1a" y referencias
similares utilizadas en el contexto de la descripcion de la ensefianza (especialmente en el contexto de las
reivindicaciones) deben interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario
en este documento o sea claramente contradicho por el contexto. La mencion de intervalos de valores en el presente
documento esta destinada simplemente a servir como un método abreviado para hacer referencia individualmente a
cada valor separado que se encuentre dentro del intervalo. A menos que se indique lo contrario en el presente
documento, cada valor individual se incorpora en la memoria descriptiva como si se mencionara individualmente en el
presente documento.

Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que
se indique lo contrario en el presente documento o que el contexto lo contradiga claramente de otro modo. El uso de
todos y cada uno de los ejemplos, o ejemplo de expresion (por ejemplo, "tal como"), proporcionado en el presente
documento esta destinado simplemente a ilustrar mejor la ensefianza y no supone una limitacion en el alcance de la
ensefianza reivindicada. Ninguna expresion en la memoria descriptiva debe interpretarse como que indica algun
elemento no reivindicado esencial para la practica de la ensefianza.

De acuerdo con la presente ensefianza, el término "péptido" se refiere a sustancias que comprenden dos o mas,
preferiblemente 3 o mas, preferiblemente 4 o mas, preferiblemente 6 o mas, preferiblemente 8 o mas, preferiblemente
10 o mas, preferiblemente 13 o mas, preferiblemente 16 mas, preferiblemente 21 o mas y hasta preferiblemente 8, 10,
20, 30, 40 o 50, en particular 100 aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos. El término "polipéptido”
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o "proteina" se refiere a péptidos grandes, preferiblemente a péptidos con mas de 100 residuos de aminoacidos, pero
en general los términos "péptido”, "polipéptido" y "proteina" son sinénimos y se usan indistintamente en este
documento.

De acuerdo con la ensefianza, el término "modificacion” con respecto a péptidos, polipéptidos o proteinas se refiere a
un cambio de secuencia en un péptido, polipéptido o proteina en comparacién con una secuencia parental tal como la
secuencia de un péptido, polipéptido o proteina de tipo silvestre. El término incluye variantes de insercion de
aminoacidos, variantes de adicion de aminoacidos, variantes de eliminacion de aminoacidos y variantes de sustitucion
de aminoacidos, preferiblemente variantes de sustitucion de aminoacidos. Todos estos cambios de secuencia de
acuerdo con la ensefianza pueden potencialmente crear nuevos epitopos.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden inserciones de uno o dos 0 mas aminoacidos en una secuencia
de aminoacidos particular.

Las variantes de adicién de aminoacidos comprenden fusiones del terminal amino y/o carboxilo de uno o mas
aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 4 0 5, 0 mas aminoacidos.

Las variantes de eliminaciéon de aminoacidos se caracterizan por la eliminacién de uno o mas aminoacidos de la
secuencia, tal como por la eliminacién de 1, 2, 3, 4 0 5, 0 mas aminoacidos.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan porque se elimina al menos un residuo en la secuencia 'y
se inserta otro residuo en su lugar.

De acuerdo con la ensefianza, una modificacion o un péptido modificado usado para ensayar en los métodos de la
ensefianza puede derivarse de una proteina que comprende una modificacion.

El término "derivado" significa de acuerdo con la ensefianza que una entidad particular, en particular una secuencia
peptidica particular, esta presente en el objeto del que se deriva. En el caso de secuencias de aminoacidos,
especialmente regiones de secuencia particulares, "derivadas” significa en particular que la secuencia de aminoacidos
relevante se deriva de una secuencia de aminoacidos en la que esta presente.

Una proteina que comprende una modificacién a partir de la cual se puede derivar una modificaciéon o un péptido
modificado usado para probar en los métodos de la ensefianza puede ser un neoantigeno.

De acuerdo con la ensefianza, el término "neoantigeno” se refiere a un péptido o proteina que incluye una o mas
modificaciones de aminoacidos en comparacion con el péptido o proteina parental. Por ejemplo, el neoantigeno puede
ser un neoantigeno asociado a tumor, en el que el término "neoantigeno asociado a tumor" incluye un péptido o
proteina que incluye modificaciones de aminoacidos debido a mutaciones especificas del tumor.

De acuerdo con la ensefanza, el término "mutacién especifica del tumor" o "mutacion especifica de cancer" se refiere
a una mutaciéon somatica que esta presente en el acido nucleico de un tumor o célula cancerosa pero ausente en el
acido nucleico de una célula correspondiente normal, es decir, no tumoral o no cancerosa. Los términos "mutacion
especifica del tumor" y "mutacion del tumor" y los términos "mutacion especifica del cancer" y "mutacion del cancer”
se usan indistintamente en el presente documento.

El término "respuesta inmune" se refiere a una respuesta corporal integrada a una diana tal como un antigeno y
preferiblemente se refiere a una respuesta inmune celular o una respuesta inmune celular asi como también humoral.
La respuesta inmune puede ser protectora/preventiva/profilactica y/o terapéutica.

"Inducir una respuesta inmune" puede significar que no hubo respuesta inmune antes de la induccion, pero también
puede significar que hubo un cierto nivel de respuesta inmune antes de la induccion y después de la induccion se
potencia dicha respuesta inmune. Por lo tanto, "inducir una respuesta inmunitaria” también incluye "potenciar una
respuesta inmunitaria". Preferiblemente, después de inducir una respuesta inmune en un sujeto, dicho sujeto esta
protegido de desarrollar una enfermedad tal como una enfermedad cancerosa o la condicion de la enfermedad mejora
induciendo u