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DESCRIPCION
Vacunas de histona contra el cancer
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevas secuencias peptidicas inmunogénicas que pueden utilizarse como vacunas
en el tratamiento de enfermedades oncolégicas tales como los canceres cerebrales y especificamente el glioma, en
base a la variante mutada K27M de la Histona 3 humana. Se proporcionan otras proteinas de fusién que comprenden
la secuencia del péptido, y acidos nucleicos que codifican dicho péptido. Ademas, la invencion se refiere a los
receptores de células T que unen el péptido de la invencion, preferentemente cuando lo presenta el Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH) humano. Los inmunégenos peptidicos de la invencién provocan una respuesta
inmunitaria restringida al HLA y, por lo tanto, son de utilidad en el tratamiento de enfermedades oncoldgicas, en
particular el glioma. Otros aspectos de la invencion se refieren a procedimientos de diagnostico basados en la
capacidad inmunogénica de los péptidos divulgados.

DESCRIPCION

Los tumores cerebrales primarios constituyen un grupo diverso de neoplasias, derivadas de distintos linajes celulares.
De acuerdo con una categorizacién de la Organizacion Mundial de la Salud, los tumores del sistema nervioso central
se clasifican como astrociticos, oligodendrogliales o mixtos (oligoastrociticos). Estos tumores se clasifican a su vez
por subtipos y se clasifican, en base a su histologia, del | al IV, siendo el grado IV el mas agresivo. Cada afio se
diagnostican 18.500 nuevos tumores cerebrales en Estados Unidos. De estos tumores, el 50% son gliomas; el 50%
de estos gliomas son glioblastomas multiformes (GBM), con un pésimo pronostico de supervivencia de 10-12 meses.

Los gliomas son heterogéneos en su contenido celular y pueden dividirse en grupos de astrocitomas, astrocitomas
anablasticos y glioblastomas multiformes. Los enfoques tradicionales de intervencién terapéutica se han basado en la
cirugia, la quimioterapia o la radioterapia. Los recientes avances en genética molecular han revelado numerosas
mutaciones genéticas y vias de sefializacion asociadas que pueden desempefiar un papel causal en la generacion de
gliomas. Aunque estos avances han proporcionado numerosas vias candidatas que pueden utilizarse en el desarrollo
de una terapia racional en base a la biologia de la enfermedad, aln esta por ver si tales enfoques llegaran a buen
puerto. Por ello, existe una necesidad continua de terapias gliomales. Los glioblastomas (GBM) pediatricos son
tumores muy agresivos y letales. Estudios recientes de secuenciacién han demostrado que el ~30 % de los GBM
pediatricos y el ~80 % de los gliomas pontinos intrinsecos difusos presentan mutaciones K27M en el gen H3F3A, una
variante que codifica la histona H3.3. Las mutaciones H3F3A K27M conducen a una reduccion global de H3K27me3
y la mutacién se utiliza como marcador pronéstico que indica un mal pronéstico (Venneti S, et al. Acta Neuropathol,
2014 Nov. PMID 25200322).

La inmunidad antitumoral mediada por células T desempefia un papel en la regulacién del crecimiento tumoral,
ejerciendo una presion selectiva sobre la poblacién de células cancerosas antigénicamente heterogénea a lo largo de
la progresién de la enfermedad. La mayoria de los antigenos asociados a tumores (TAA) reconocidos por las células
T son antigenos "propios" que pueden estar cuantitativamente sobreexpresados por las células tumorales o mutados
selectivamente en células tumorales (TAA mutados) de uno o mas tipos histolégicos. Los ensayos clinicos con vacunas
e inmunoterapias dirigidas a estos antigenos han conseguido aumentar el nimero de poblaciones especificas de
células T CD4+ y/o CD8+ en la sangre periférica de los pacientes. Es necesario identificar antigenos asociados a
tumores adicionales o combinaciones de antigenos que puedan utilizarse para la inmunoterapia del cancer.

El documento US20140107039 desvela péptidos mutantes de histona H3 humana utilizados como inhibidores
peptidicos del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2) para tratar el cancer.

Por lo tanto, existe una necesidad continua de proporcionar nuevos antigenos asociados a tumores, tales como
péptidos o acidos nucleicos, que puedan utilizarse como vacunas anticancerigenas para el tratamiento de
enfermedades proliferativas. En particular, la presente invencion pretende proporcionar nuevas terapias y diagnésticos
complementarios para pacientes que padecen glioma asociado a la histona H3.3 K27M.

El problema anterior se resuelve en un primer aspecto por medio de un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13. La secuencia de las primeras (TV-terminal) 1 a 66 posiciones de aminoacidos de la
histona H3.3 de tipo salvaje (SEQ ID NO 1) y la variante K27M (SEQ ID NO 2) se proporcionan a continuacion. Las
secuencias de longitud completa de ambas versiones de Histona H3.3 son conocidas por los expertos en la técnica.

Una variante K27M de la Histona H3.3 humana en el contexto de la presente invencion se referird a una proteina
Histona H3.3 humana que tiene una sustitucién de aminoacidos de lisina a metionina en la posicion 27 (K27M).

El péptido de la invencién es un péptido inmunogénico. En el contexto de la presente invencion, el término "péptido
inmunogénico" se refiere a un péptido capaz de inducir una respuesta especifica de linfocitos T citotoxicos (CTL)
contra la variante K27M de la Histona H3.3 humana. El péptido de la invencién puede tener la capacidad de unirse al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), preferentemente MHC Clase I. Por lo tanto, un péptido preferente de
la invencién es capaz de provocar una respuesta inmunitaria mediada por células T, preferentemente una respuesta
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inmunitaria mediada por células T CD8 positivas.

El término "respuesta inmunitaria mediada por células T" se refiere a una respuesta inmunitaria en la que las células
T median directa o indirectamente o contribuyen de otro modo a una respuesta inmunitaria en un mamifero. La
respuesta inmunitaria mediada por células T puede estar asociada a efectos mediados por células, efectos mediados
por citoquinas, etc., e incluso efectos asociados a las células B si éstas son estimuladas, por ejemplo, por las citoquinas
secretadas por las células T.

En realizaciones preferentes de la invencion, el péptido inmunogénico de la invenciébn provoca una respuesta
inmunitaria que es especifica para la variante K27M de la Histona H3.3 humana. En este contexto, "especifico” excluira
preferentemente los péptidos que provoquen una respuesta inmunitaria mas fuerte o cualquier respuesta inmunitaria
contra la version de tipo salvaje de la Histona H3.3 humana.

El péptido de la invencion puede ser preferentemente un péptido sintético, un péptido modificado quimicamente, un
péptido retroinverso o un péptido que comprenda al menos un enlace no peptidico. Tales variantes peptidicas son
conocidas en la técnica.

Es importante sefialar que la secuencia peptidica de la invencién comprende la mutacién K27M vy, por lo tanto, no
constituye un producto de la naturaleza, sino una version mutada del epitopo natural de la Histona H3.3 humana. Sin
embargo, en otra realizacién preferente el péptido de la invencion es sintético y en forma de sal o sal
farmacéuticamente aceptable.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el péptido inmunogénico de la invencién tiene la capacidad de provocar
una respuesta inmunitaria. Por lo tanto, al igual que otros epitopos inmunogénicos, el péptido de la invenciéon es
presentado por una célula presentadora de antigenos, tal como una célula dendritica o una célula tumoral, a través
del CMH y luego, cuando se une al CMH, el péptido es capaz de unirse a un receptor de células T (TCR), para de este
modo ser reconocido por el TCR. El TCR se expresa en la superficie de las células T y, al reconocer un péptido unido
al CMH, inicia la sefializacién inmunitaria que finalmente da lugar a una respuesta inmunitaria completa.
Preferentemente, el péptido provoca una respuesta inmunitaria restringida a HLA clase | en un mamifero. Por ejemplo,
se prefiere que el péptido sea capaz de unirse al complejo HLA de clase |, preferentemente cuando el péptido es
especifico para el haplotipo A*2 de HLA de clase |.

Los "derivados" de proteinas o péptidos incluyen aquellos analogos modificados resultantes de la glucosilacion,
acetilacion, fosforilacién, amidacion, palmitoilacién, miristoilacion, isoprenilacion, lipidacion, alquilacion, derivatizacion,
introduccion de grupos protectores/bloqueantes, escision proteolitica o unién a un anticuerpo o a otro ligando celular.
El término "derivado”" también se extiende a todos los equivalentes quimicos funcionales de dichas proteinas y
péptidos. Preferentemente, un péptido modificado tiene mayor estabilidad y/o mayor inmunogenicidad.

También se incluyen los miméticos de péptidos. Dichos miméticos pueden comprender aminoacidos unidos a uno o
mas aminoacidos miméticos (es decir, uno o mas aminoacidos dentro del péptido pueden ser sustituidos por un
aminoacido mimético) o pueden ser totalmente no péptidos miméticos. Un aminoacido mimético es un compuesto que
es conformacionalmente similar a un aminoacido, por ejemplo, de forma que puede ser sustituido por un aminoacido
sin disminuir sustancialmente la capacidad de reaccionar con las lineas o clones de células T.

Otro aspecto de la invencién se refiere entonces a una proteina de fusiéon que comprende una secuencia de
aminoacidos compuesta por

i. las secuencias de aminoacidos del péptido de acuerdo con la invencién, y la secuencia de aminoacidos de
un dominio de unién a la proteina de choque térmico (HSP), o bien

ii. la secuencia de aminoacidos del péptido de acuerdo con la invencion, y la secuencia de aminoacidos de
una HSP.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
para el péptido de la invencion, o que codifica para una fusién de la invencién, en la que el acido nucleico no codifica
la variante K27M de longitud completa de la Histona H3.3 humana. Un acido nucleico de acuerdo con la invencién es
preferentemente un ADN, ARN, PNA o LNA, y puede ser monocatenario o bicatenario.

Las realizaciones preferentes de la invencion se refieren a ARN monocatenario o bicatenario, preferentemente un
ARNm, que puede utilizarse como vacuna de ARN.

Por vacuna se entiende tipicamente un material profilactico o terapéutico que proporciona al menos un antigeno,
preferentemente un inmunégeno tal como el inmundgeno peptidico o el inmundégeno ARN descritos en el presente
documento. Por ejemplo, la vacuna puede comprender un &cido nucleico, tal como un ARN (por ejemplo, vacuna de
ARN), que codifica para el péptido como se describe en el presente documento. El antigeno o inmunégeno estimula
el sistema inmunitario adaptativo del organismo para que dé una respuesta inmunitaria adaptativa. Ademas, en el
contexto del presente aspecto de los acidos nucleicos, la vacuna es preferentemente una vacuna de ARN. Una vacuna
de ARN se define en el presente documento como una vacuna que comprende al menos una molécula de ARN que
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comprende al menos un marco de lectura abierto (ORF) que codifica la secuencia de aminoacidos como se muestra
en SEQ ID NO: 13. En el contexto de la presente invencion, la al menos una molécula de ARN que comprende la
vacuna es preferentemente una molécula de ARN aislada. Este al menos un ARN es preferentemente ARN viral, ARN
autorreplicante (replicon) o mas preferentemente ARNm. También se incluyen aqui los hibridos de ARN/ADN, lo que
significa que al menos una molécula de ARN de la vacuna de ARN esta formada parcialmente por ribonucleétidos y
parcialmente por desoxirribonucleétidos. En este contexto, el al menos un ARN de la vacuna de ARN consiste en al
menos un 50% de ribonucleétidos, mas preferentemente en al menos un 60%, 70%, 80%, 90% y mas preferentemente
en un 100%. En este contexto, el al menos un ARN de la vacuna de ARN también puede proporcionarse como ARN
complejado o ARNm, como particula de virus y como particula de replicon, tal como se define en el presente
documento.

Se divulga un procedimiento in vitro para producir un inmunoégeno peptidico de la invencién; el procedimiento
comprende la expresion recombinante del péptido en una célula huésped, y el aislamiento del péptido a partir de la
célula huésped o su medio de cultivo. En este aspecto, la célula huésped puede comprender preferentemente un acido
nucleico o un vector de expresion como los descritos anteriormente. Sin embargo, el péptido de la invencién también
puede obtenerse por cualquier otro procedimiento conocido por el experto, por ejemplo, expresando
recombinantemente la variante K27M de longitud completa y su posterior fragmentacion.

Algunos procedimientos terapéuticos se basan en una reaccién del sistema inmunitario de un paciente, que da lugar
a una lisis de las células enfermas que presentan un antigeno con MHC de clase I. A este respecto, por ejemplo,
pueden administrarse linfocitos T citotoxicos autdlogos especificos para un complejo de un péptido inmunogénico y
una molécula MHC a un paciente que padezca una enfermedad, como un cancer cerebral. Se conoce la produccion
de estos linfocitos T citotoxicos in vitro . Generalmente, se toma del paciente una muestra que contiene células, tales
como células sanguineas, y se pone en contacto a las células con una célula que presenta el complejo y que puede
provocar la propagacion de linfocitos T citotdxicos (por ejemplo, células dendriticas). La célula diana puede ser una
célula transfectada, tal como una célula COS. Estas células transfectadas presentan el complejo deseado en su
superficie y, al entrar en contacto con linfocitos T citotoxicos, estimulan la propagacién de estos Ultimos. A
continuacion, se administran al paciente los linfocitos T citotdéxicos autélogos expandidos clonalmente.

Ademas, las células que presentan el complejo deseado (por ejemplo, células dendriticas) pueden combinarse con
linfocitos T citotdxicos de individuos sanos o de otra especie (por ejemplo, ratén), lo que puede dar lugar a la
propagacion de linfocitos T citotoxicos especificos con alta afinidad. El receptor de células T de alta afinidad de estos
linfocitos T especificos propagados puede clonarse y opcionalmente humanizarse en distinta medida, y los receptores
de células T obtenidos de este modo transducirse después por medio de transferencia génica, por ejemplo mediante
el uso de vectores retrovirales, a células T de pacientes. La transferencia adoptiva puede llevarse a cabo mediante el
uso de estos linfocitos T genéticamente alterados (Stanislawski et al.(2001), Nat. Immunol. 2:962-70; Kessels et al.
(2001), Nat. Immunol. 2:957-61.

En una realizacion, la invencién se refiere a un procedimiento in vitro para producir un linfocito T activado, que
comprende la etapa de poner en contacto una célula T in vitro con una molécula MHC de clase | o Il que se une a, y
presenta, un péptido inmunogénico de la invencion, en el que la molécula MHC de clase | o Il que se une a, y presenta,
el péptido, se expresa en una célula presentadora de antigeno adecuada, o estd en forma de una construccion
presentadora de antigeno adecuada. El contacto se realiza preferentemente durante el tiempo suficiente para que la
célula T se active.

La célula T puede ser una célula T CD8 positiva y la molécula MHC es, en consecuencia, una molécula MHC de clase
I, o bien, la célula T es una célula T CD4 positiva y la molécula MHC es una molécula MHC de clase Il. Lo mas
preferente es que la célula T sea una célula T humana.

Tras activar el linfocito T, el procedimiento puede comprender la etapa adicional de propagar in vitro el linfocito T
activado. Propagacion significa en este contexto una expansioén in vitro de las células T activadas a fin de obtener
cantidades suficientes para fines terapéuticos.

El término "célula” o "célula huésped" se refiere preferentemente a una célula intacta, es decir, una célula con una
membrana intacta que no ha liberado sus componentes intracelulares normales, tales como enzimas, organulos o
material genético. Una célula intacta es preferentemente una célula viable, es decir, una célula viva capaz de llevar a
cabo sus funciones metabdlicas normales. Preferentemente dicho término se refiere de acuerdo con la invencion a
cualquier célula que pueda ser transformada o transfectada con un acido nucleico exégeno. El término "célula” incluye
de acuerdo con la invencién células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas (por ejemplo, células
dendriticas, células B, células CHO, células COS, células K562, células HEK293, células HELA, células de levadura
y células de insecto). El acido nucleico exégeno puede encontrarse dentro de la célula (i) liboremente disperso como
tal, (ii) incorporado en un vector recombinante, o (iii) integrado en el genoma de la célula huésped o en el ADN
mitocondrial. Se prefieren especialmente las células de mamiferos, tales como las de humanos, ratones, hamsters,
cerdos, cabras y primates. Las células pueden derivarse de un gran ndmero de tipos de tejidos e incluir células
primarias y lineas celulares. Algunos ejemplos especificos son los queratinocitos, los leucocitos de sangre periférica,
las células madre de médula 6sea y las células madre embrionarias. En otras realizaciones, la célula es una célula
presentadora de antigeno, en particular una célula dendritica, un monocito o un macrofago.
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Otro aspecto se refiere a un procedimiento in vitro para producir un receptor de células T (TCR), que comprende aislar
un receptor de células T de un linfocito T activado tal como se produce.

Alternativamente, un procedimiento no terapéutico para producir un TCR de la invencion comprende las etapas de,
inmunizar a un animal no humano, preferentemente un ratén o una rata, con un péptido de la invencion, una proteina
de fusion de la invencién, o un &cido nucleico de la invencion, para de este modo inducir una respuesta inmune
adaptativa en dicho animal no humano, aislar de las células T del animal no humano inmunizado que son reactivas al
péptido de la invencién, y aislar de dichas células T el receptor de células T.

Ademas, se proporciona un receptor de células T aislado que se obtiene por medio de un procedimiento conforme a
la presente divulgacion.

También se proporciona un receptor de células T aislado, en el que el TCR se caracteriza porque comprende un
dominio variable con una afinidad de unién especifica a un péptido de la invencién. Preferentemente, la afinidad de
union estd mediada por el dominio variable, y en él por las Regiones Determinantes Complementarias (CDR). EI TCR
puede unirse al péptido preferentemente cuando esta unido/presentado por el MHC.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas pueden comprender un portador farmacéuticamente compatible. El
término "soporte" se refiere a un componente organico o inorganico, de naturaleza natural o sintética, en el que se
combina el componente activo para facilitar la aplicacion. De acuerdo con la invencién, el término "portador
farmacéuticamente compatible" incluye uno o mas rellenos sélidos o liquidos, diluyentes o sustancias encapsulantes
compatibles, que son adecuados para la administracion a un paciente. Los componentes de la composicion
farmacéutica divulgada suelen ser tales que no se produce ninguna interaccién que afecte sustancialmente a la
eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas pueden contener sustancias tampén adecuadas, tales como acido
acético en una sal, acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener también, en su caso, conservantes adecuados tales como cloruro
de benzalconio, clorobutanol, parabeno y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas se suministran normalmente en una forma de dosificacién uniforme y pueden
prepararse de una manera conocida per se. Las composiciones farmacéuticas divulgadas pueden presentarse en
forma de cépsulas, comprimidos, pastillas, soluciones, suspensiones, jarabes, elixires o en forma de emulsion, por
ejemplo.

Las composiciones adecuadas para la administracién parenteral suelen comprender una preparaciéon acuosa o0 no
acuosa estéril del compuesto activo, que es preferentemente isoténica para la sangre del receptor. Ejemplos de
soportes y disolventes compatibles son la solucién de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sodico. Ademas, se
suelen utilizar aceites fijos estériles como medio de solucién o suspension.

Los agentes descritos en la presente memoria se administran en cantidades eficaces. Una "cantidad eficaz" se refiere
a la cantidad que consigue una reaccion deseada o un efecto deseado sola o junto con otras dosis. En el caso del
tratamiento de una enfermedad particular o de una afeccién particular, la reaccién deseada se refiere preferentemente
a la inhibicién del curso de la enfermedad. Se trata de ralentizar el avance de la enfermedad y, en particular, de
interrumpir o invertir su progresion. La reaccion deseada en el tratamiento de una enfermedad o afeccién también
puede ser el retraso o la prevencion de la aparicion de dicha enfermedad o afeccién.

La cantidad eficaz de un agente descrito en el presente documento dependera de la afeccion a tratar, la gravedad de
la enfermedad, los parametros individuales del paciente, incluidos la edad, el estado fisiologico, el tamafio y el peso,
la duracién del tratamiento, el tipo de terapia de acompafiamiento (si existe), la via especifica de administracion y
factores similares. En consecuencia, las dosis administradas de los agentes descritos en la presente memoria pueden
depender de varios de dichos parametros. En caso de que la reaccion de un paciente sea insuficiente con una dosis
inicial, pueden utilizarse dosis mas altas (o dosis efectivamente mas altas conseguidas por una via de administraciéon
diferente y mas localizada).

A continuacion, otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para diagnosticar cancer en un
individuo, el procedimiento comprende

1. Proporcionar una muestra biolégica del individuo y sospechosa de contener anticuerpos,

1i. Detectar in vitro la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico para la variante K27M y no para
la variante de tipo salvaje de la Histona H3.3 humana en la muestra biolégica, en la que el anticuerpo
se detecta mediante el uso de una biblioteca peptidica compuesta por al menos el péptido de
acuerdo con la presente invencion,

en la que la presencia de un anticuerpo especifico para la variante K27M de la Histona H3.3 en la muestra biolégica
es indicativa de la presencia de un cancer que expresa la variante K27M de la Histona H3.3 humana en el individuo.
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El procedimiento se basa en la idea de que si un cancer que expresa K27M esta presente en un individuo a
diagnosticar, este individuo producira anticuerpos dirigidos contra este antigeno canceroso mutado. Por otra parte, un
individuo sano no tendra anticuerpos especificos para la variante Histona H3.3 K27M. De este modo, por medio del
andlisis de la ausencia o presencia de un anticuerpo especifico para la mutacion K27M en un individuo se puede
diagnosticar la enfermedad cancerosa. La presencia de un anticuerpo que se une especificamente al menos a un
péptido K27M en la biblioteca de péptidos indica, por tanto, la presencia de un anticuerpo que es especifico para la
variante K27M de la Histona H3.3 en la muestra biologica y, por tanto, indica la presencia de cancer.

La unién a anticuerpos se comprueba preferentemente de forma inmunolégica. Por ejemplo, después de poner en
contacto la biblioteca peptidica con la muestra biolégica, pueden eliminarse los anticuerpos no unidos o unidos de
forma inespecifica, por ejemplo, por medio de una o mas etapas de lavado. A partir de entonces, s6lo quedan los
anticuerpos gque tienen una unién K27M especifica y, por tanto, estan unidos al péptido K27M dentro de la biblioteca
de péptidos. El uso de un anticuerpo secundario antihumano acoplado a una etiqueta permite generar una sefial
detectable en funcion de la ausencia o presencia de cualquier anticuerpo unido.

El término "péptido K27M" en el contexto de la presente invencién se referird a un péptido inmunogénico como el
descrito anteriormente.

En otra realizacién, la biblioteca peptidica se compone de una pluralidad de péptidos K27M no idénticos, siendo la
pluralidad de péptidos K27M no idénticos al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 50, 100 o mas péptidos K27M.
Una pluralidad de péptidos K27M no idénticos sera una coleccion de péptidos, cada uno de los cuales tendra una
secuencia diferente, pero que seguira presentando la mutacion K27M. Por lo tanto, la biblioteca de péptidos constituye
una coleccion de posibles epitopos de la histona K27M. Preferentemente en algunas realizaciones la biblioteca
comprende ademas como control al menos un péptido, preferentemente mas, que en su secuencia no comprende la
mutacion K27M.

En este contexto, el individuo es preferentemente un ser humano, preferentemente un paciente humano no adulto.

En el contexto de la presente invencién, el término "muestra biolégica" se refiere a una muestra de sangre,
preferentemente una muestra de suero. No obstante, cualquier muestra que pudiera contener anticuerpos contra la
variante K27M de la Histona H3.3 humana podria utilizarse como muestra biologica.

El cancer a diagnosticar es preferentemente un cancer cerebral tal como un glioma, preferentemente un astrocitoma,
mas preferentemente un astrocitoma pediatrico.

El procedimiento de la invencién descrito en la presente memoria puede comprender ademas la etapa de cuantificar
la cantidad de anticuerpo en la muestra biolégica que se une al menos a un péptido K27M.

El procedimiento de diagnéstico descrito en la presente memoria se basa preferentemente en un ensayo ELISA, tal
como un ELISA de emparedado. Alternativamente, los péptidos K27M de la biblioteca peptidica pueden acoplarse
directamente sobre un soporte sélido. Por ejemplo, los péptidos K27M pueden fijarse a un portaobjetos de vidrio. Para
la biblioteca peptidica de la invencion puede emplearse cualquier otra tecnologia de matriz peptidica del estado de la
técnica.

Preferentemente, los péptidos K27M de la biblioteca peptidica de la invencion se proporcionan unidos a un soporte
s0lido, tal como un portaobjetos de vidrio o un chip peptidico.

La presente invencion también proporciona un procedimiento in vitro para monitorizar una enfermedad cancerosa en
un individuo, el procedimiento comprende realizar el procedimiento de diagnostico descrito anteriormente, en el que
un aumento del anticuerpo detectado a lo largo del tiempo indica un empeoramiento de la enfermedad cancerosa en
el individuo, mientras que una disminucién de la cantidad de anticuerpo detectado a lo largo del tiempo indica un alivio
de la enfermedad.

La presente invencién se describirda ahora con mas detalle en los siguientes ejemplos con referencia a las figuras y
secuencias que se acomparfian, no obstante, sin limitarse a las mismas. En las figuras y secuencias:

Figura 1: (A) La vacunacion con el péptido H3.3 K27M induce respuestas inmunitarias IFNy especificas de la mutacion
en ratones humanizados MHC: ELISpots de respuestas de IFNy de esplenocitos a H3.3K27M14-40 (negro)
0 K27wti440 (gris) tras la vacunacion de ratones A2.DR1 con H3.3K27Mi440 0 control vehicular en
Montanide®. Se restaron los nimeros de manchas a MOGssss como control negativo. Se muestra la
media +/- p.e.m. de n=4 ratones por grupo y ELISpots representativos. **p<0,01. (B/C): Las bibliotecas
de péptidos H3.3 se utilizan para evaluar los epitopos de unién al MHC in silico’ Predicciones de unién
peptidica MHC para péptidos de 10-mer que contienen H3.3 K27M (rojo) y K27wt (azuly a HLA-A*02:01
mediante el uso del algoritmo NetMHC (B) y analisis de unién peptidica MHC para H3.3K27Mzs-35 (r0jo) 0
K27wtzs-35 (azul) dependiendo del haplotipo MHC-clase-I (C). Los péptidos con una afinidad logscore >0,4
se definen como ligantes potenciales. (D) La vacunacién con el péptido H3.3K27M2s-35 induce una
respuesta de células T CD8 especifica de la mutacion en ratones humanizados con MHC: Citometria de
flujo intracelular representativa de las respuestas IFNY de esplenocitos a H3.3K27Mzs-35 0 K27Wt26-35 tras
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la vacunacion de tres ratones A2.DR1 con H3.3K27Mz2s-35 en Montanide®. La reestimulacién con el
vehiculo DMSO sirvié de control; cerrado en células CD45+ CD3+ CD8+. (E) Las células T CD8 positivas
especificas para H3.3K27Mz¢-35 se detectan con multimeros HLA-A2: Citometria de flujo representativa
de la proporcién de células T CD4/CD8 de los esplenocitos y de las respuestas de las células T CD8 a
los dextrameros especificos H3.3K27Mzs.35 0 al control tras la vacunacién de tres ratones A2.DR1 con
H3.3K27Mz2s-35 en Montanide®; cerrado en células CD45+ CD3+.

Figura 2: (A) Generacion de células de sarcoma A2.DR1 que expresan H3.3 K27M: H3.3 K27M

en células de sarcoma A2.DR1 transducidas o en células de tipo salvaje por medio de tincién
inmunofluorescente mediante el uso de un anticuerpo especifico de la mutacién. (B+C ) La
vacunacion con el péptido H3.3 K27M reduce el crecimiento tumoral H3.3K27M* en ratones
humanizados MHC-: Crecimiento de tumores singénicos subcutaneos con sobreexpresion de H3.3
K27M preestablecidos en ratones A2.DR1 tras la vacunacion peptidica con H3.3 K27M14-4Q (rojo)
o control con vehiculo (azul) en Montanide® los dias 5 y 14 (flechas) (D) y ELISpots de respuestas
de esplenocitos IFNy a H3.3K27Mii4_40 (negro), K27wti1a4o0 (gris) o MOGss-ss (blanco) tras la
vacunacion terapéutica de ratones portadores de tumores (E). Se muestra la media +/- p.e.m. de
n=6 ratones por grupo. *p<0,05; **p<0,01.

SEQ ID NO 1 (aminoacidos 1 a 66 de la Histona H3.3 humana de tipo salvaje)
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPSTGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQK STELLIRKLP
SEQID NO 2 (aminoacidos 1 a 66 de la variante K27M de la histona humana H3.3.)
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARMSAPSTGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQK STELLIRKLP
SEQ ID NO 3 (péptido correspondiente a los aminoacidos 18-27 de K27M Histona H3.3) KQLATKAARM
SEQ ID NO 4 (péptido correspondiente a los aminoacidos 19-28 de K27M Histona H3.3) QLATKAARMS
SEQ ID NO 5 (péptido correspondiente a los aminoacidos 20-29 de K27M Histona H3.3) LATKAARMSA
SEQ ID NO 6 (péptido correspondiente a los aminoacidos 21-30 de K27M Histona H3.3) ATKAARMSAP
SEQID NO 7 (péptido correspondiente a los amino&cidos 22-31 de K27M Histona H3.3)
TKAARMSAPS

SEQ ID NO 8 (péptido correspondiente a los amino&cidos 23-32 de K27M Histona H3.3)
KAARMSAPST

SEQ ID NO 9 (péptido correspondiente a los aminoacidos 24-33 de K27M Histona H3.3)
AARMSAPSTG

SEQ ID NO 10 (péptido correspondiente a los aminoacidos 25-34 de K27M Histona H3.3)
ARMSAPSTGG

SEQID NO 11 (péptido correspondiente a los aminoacidos 26-35 de K27M Histona H3.3)
RMSAPSTGGV

SEQID NO 12 (péptido correspondiente a los aminoacidos 27-36 de K27M Histona H3.3)
MSAPSTGGVK

SEQ ID NO 13 (péptido correspondiente a los aminoacidos 14-40 de K27M Histona H3.3)
KAPRKQLATKAARMSAPSTGGVKKPHR

EJEMPLOS

En el caso de los tumores cerebrales malignos, los avances en el diagnéstico molecular, incluida la secuenciacion del
genoma completo, permitieron identificar alteraciones genéticas distintivas que definen subgrupos. Dado que estas
mutaciones impulsoras pueden dar lugar a neoantigenos tumorales especificos, representan dianas
inmunoterapéuticas prometedoras. Una mutacién que se produce con frecuencia en gliomas pediatricos de tronco
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cerebral y adultos es una mutacion puntual en el gen de la histona-3 (H3F3A) que da lugar a un intercambio de
aminodcidos de lisina a arginina en la posicion 27 (K27M).

La vacunacion de ratones transgénicos MHC-humanizados HLA-A*0201 HLA-DRA*0101 HLA-DRB*0101 (ratones
A2.DR1) con un péptido 27-mer que contiene la mutacién H3.3 K27M en la posicién 14 (K27Mi4-40) dio lugar a una
respuesta de células T IFNy robusta y especifica de la mutacion (Figura 1 A). Suponiendo una respuesta de células T
CD8 positivas impulsada por el CMH de clase |, se utilizaron algoritmos de predicciéon de unién al CMH para localizar
el epitopo CMH de clase | pertinente: los andlisis in silico con una biblioteca de péptidos que contenia las secuencias
mutadas y de tipo salvaje sugirieron un 10-mer que albergaba la mutacién puntual en la posicion 2 (K27Mzs-35) como
posible ligando. Es importante destacar que la secuencia de tipo salvaje correspondiente tenia una afinidad de unién
insignificante (Figura 1 B).

Dado que la presentacién del antigeno y la induccién de una respuesta inmunitaria eficaz dependen criticamente del
haplotipo del CMH, se analizaron las afinidades de union de K27Mzs-35 a los haplotipos de clase | mas frecuentes. Se
predijo una unién relevante y especifica de mutacién especialmente para HLA- A*02 (Figura 1 C). De hecho, la
vacunacion de ratones HLA-A2* con el polimero I0mer predicho K27Mzs-35 indujo respuestas de células T citotoxicas
especificas de la mutacién impulsadas por IFNy*CD8 mostradas por citometria de flujo intracelular (Figura 1 D).
Ademas, las células T CD8* especificas de K27Mgs-35 pudieron detectarse directamente mediante el uso de un
dextramero HLA-A2* (Figura | E). De este modo, se investigdb mas a fondo la eficacia antitumoral de la vacunacién con
el péptido H3.3 K27M en un modelo tumoral singénico HLA-A*02.

En el presente documento, la vacunacién de ratones A2.DR1 portadores de tumores con una vacuna peptidica K27Mia4-
40 suprimio significativamente el crecimiento de tumores subcutaneos A2.DR1 sobreexpresantes de H3.3 K27M
preestablecidos por medio de la induccion de respuestas inmunitarias IFNy especificas de la mutacion (Figura 2).
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REIVINDICACIONES
Un péptido consistente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13.
Una proteina de fusién formada por una secuencia de aminoacidos compuesta por

i la secuencia de aminoacidos del péptido de acuerdo con la reivindicacién 1, y la secuencia de
aminodcidos de un dominio de unién a la proteina de choque térmico (HSP), o bien

ii. la secuencia de aminoacidos del péptido de acuerdo con la reivindicacién 1, y la secuencia de
aminoacidos de una HSP.

Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para el péptido de acuerdo con
la reivindicacién 1, o que codifica para la proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el
acido nucleico no codifica la variante K27M de longitud completa de la Histona H3.3 humana.

Un procedimiento in vitro para producir un linfocito T activado, que comprende la etapa de poner en contacto
una célula T in vitro con una molécula MHC de clase | o Il que se une al péptido inmunogénico de acuerdo
con la reivindicacion 1 y lo presenta, en el que la molécula MHC de clase | o Il que se une al péptido
inmunogénico y lo presenta se expresa en una célula presentadora de antigeno adecuada o esta en forma
de una construcciéon presentadora de antigeno adecuada.

Un procedimiento in vitro para producir un receptor de células T, comprendiendo el procedimiento aislar un
receptor de células T de un linfocito T activado producido con el procedimiento de acuerdo con la
reivindicacion 4.

Un procedimiento no terapéutico para producir un receptor de células T, el procedimiento comprende,
inmunizar un animal no humano, preferentemente un ratén o una rata, con el péptido de acuerdo con la
reivindicacion 1, la proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 2, o el acido nucleico de acuerdo con
la reivindicacion 3, aislar de las células T del animal no humano inmunizado que son reactivas al péptido de
acuerdo con la reivindicacion 1, y aislar de dichas células T el receptor de células T.

Un receptor de células T aislado obtenido por el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6.
Un procedimiento in vitro para diagnosticar cancer en un individuo, el procedimiento comprende
i Proporcionar una muestra biolégica del individuo y sospechosa de contener anticuerpos,
ii. Detectar in vitro la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico para K27M

variante y no la variante de tipo salvaje de la Histona H3.3 humana en la muestra biolégica, en la
que el anticuerpo se detecta mediante el uso de una biblioteca de péptidos compuesta por al menos
el péptido de acuerdo con la reivindicacion 1,

en la que la presencia de un anticuerpo especifico para la variante K27M de la Histona H3.3 en la muestra
bioldgica es indicativa de la presencia de un cancer que expresa la variante K27M de la Histona H3.3 humana
en el individuo.

El procedimiento in vitro de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el cancer es un glioma, preferentemente
un astrocitoma, mas preferentemente un astrocitoma pediatrico.

Un procedimiento in vitro para monitorizar una enfermedad cancerosa en un individuo, el procedimiento
comprende realizar el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8 o 9, en el que un aumento del
anticuerpo detectado a lo largo del tiempo indica un empeoramiento de la enfermedad cancerosa en el
individuo, mientras que una disminucion de la cantidad de anticuerpo detectado a lo largo del tiempo indica
un alivio de la enfermedad.
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