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DESCRIPCION

Péptidos y combinacién de péptidos para el uso en la inmunoterapia contra el cancer de pulmon amicrocitico y otros
tipos de cancer

Generalmente, la presente descripcion se refiere a péptidos, proteinas, acidos nucleicos y células destinados a la
utilizaciéon en métodos inmunoterapéuticos. En particular, la presente descripcion se refiere a la inmunoterapia contra
el cancer. La presente descripcion se refiere, ademas, a epitopos peptidicos para linfocitos T que estan asociados a
tumores, solos 0 en combinacién con otros péptidos asociados a tumores que, por ejemplo, pueden servir como
principios activos farmacéuticos en composiciones de vacunas destinadas a estimular respuestas inmunes
antitumorales, o a estimular ex vivo linfocitos T que después seran transferidos a los pacientes. Los péptidos unidos a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), o los péptidos como tales, también pueden ser dianas
de anticuerpos, de receptores de linfocitos T solubles y de otras moléculas de union.

La presente descripcion se refiere, ademas, al uso de los péptidos anteriores para la generacion de receptores de
linfocito T (TCR) especificos que se unen a antigenos asociados a tumor (TAA) para actuar contra las células
cancerosas, a la generacion de linfocitos T que expresen dichos receptores y a métodos para tratar canceres con
dichos linfocitos. Las secuencias peptidicas desveladas en el presente documento y sus variantes derivan de
moléculas HLA de clase | de células tumorales humanas que pueden ser utilizadas en composiciones de vacunas para
desencadenar respuestas inmunes antitumorales o como dianas para el desarrollo de compuestos y células que sean
farmacéutica o inmunologicamente activos. La presente invencidn se refiere a un péptido provisto de la secuencia de
aminoacidos KVLEHVVRV (SEQ ID NO: 1).

Antecedentes de la invencion

El cancer de pulmédn no microcitico (NSCLC) se denomina asi por el tamafio de las células cancerosas observadas al
microscopio y tiene que diferenciarse del cancer de pulmén microcitico (SCLC). El cancer de pulmdn no microcitico
supone entre el 85 % y el 90 % de todos los casos de cancer de pulmén (American Cancer Society, 2015).

Ambos tipos de canceres de pulmén, el microcitico y el no microcitico, conforman el segundo tipo de cancer mas
frecuente en hombres y mujeres. El cancer de pulmén es el primer causante de muertes por cancer, pues supone
cerca del 25 % del total. Es decir, cada afio mueren mas personas a causa del cancer de pulmon que por el cancer
de colon, mama y prostata juntos. Asimismo, ambos tipos de cancer de pulmén suponen en torno al 13 % de los
nuevos casos de cancer diagnosticados (mas de 1,8 millones). El cancer de pulmén afecta sobre todo a las personas
ancianas. La media de edad en el momento del diagndstico ronda los 70 afios. Menos del 2 % de los casos se
diagnostican en personas menores de 45 afos.

El cancer de pulmén no microcitico se divide en cuatro tipos principales, a saber: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas, carcinoma broncoalveolar y carcinoma macrocitico. El adenocarcinoma y el carcinoma de células
escamosas son los tipos mas habituales de cancer de pulmén no microcitico a tenor de su citomorfologia (Travis et
al., Lung Cancer Principles and Practice, Lippincott-Raven, New York, 361-395, 1996). Los adenocarcinomas se
caracterizan por su localizacion mas periférica en el pulmén y por presentar a menudo una mutacion en el oncogén K-
ras (Gazdar et al., Anticancer Res., 14, 261-267, 1994). Los carcinomas de células escamosas suelen mostrar una
localizacion mas central y con frecuencia presentan mutaciones en el gen p53 (Niklinska et al., Folia Histochem.
Cytobiol., 39, 147-148, 2001).

Se han descrito numerosas alteraciones genéticas vinculadas a la aparicidn y la progresion del cancer de pulmén,
pero aun no se conocen con precision los mecanismos moleculares (Sozzi, G. Eur. J. Cancer 37: 63-73 (2001)). La
mayoria de los casos de cancer de pulmdn no microcitico se caracterizan por la presencia de mutaciones en ras que
convierten al paciente en relativamente insensible al tratamiento con inhibidores de cinasas conocidos. Como
resultado, el tratamiento actual contra el cancer de pulmon queda limitado en general a farmacos citotdxicos, cirugia
y radioterapia. A lo largo de la ultima década han salido a la luz nuevos agentes citotoxicos como paclitaxel, docetaxel,
gemcitabina y vinorelbina que ofrecen multiples posibilidades de tratamiento contra el cancer de pulmén no microcitico
en estadios avanzados; pese a ello, las mejoras de la supervivencia que brindan todos estos nuevos regimenes son
pequefas en comparacion con el tratamiento con cisplatino (Schiller, J. H. et al., N. Engl. J. Med. 346: 92-98 (2002);
Kelly, K. et al., J. Clin. Oncol. 19: 3210-3218 (2001)). Por esa razdn, los médicos aguardan expectantes la aparicion
de nuevas estrategias de tratamiento, como los agentes moleculares dirigidos.

La inmunoterapia antitumoral representa una opcidn de tratamiento dirigido contra las células cancerosas que reduce
los efectos secundarios. La inmunoterapia antitumoral aprovecha la existencia de los antigenos asociados a tumores.

La clasificacion actual de los antigenos asociados a tumores (TAA) comprende los siguientes grupos principales:
a) Antigenos de cancer-testiculo: Los primeros TAA descubiertos que pueden ser reconocidos por linfocitos T

pertenecen a esta clase, que inicialmente se denominé antigenos cancer-testiculo (CT) porque sus miembros se
expresan en tumores humanos histolégicamente diferentes y en los tejidos normales solo se encuentran en los
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espermatocitos/espermatogonias del testiculo y ocasionalmente en la placenta. Como las células del testiculo no
expresan moléculas HLA de clase | y I, estos antigenos no pueden ser reconocidos por los linfocitos T de los
tejidos normales y por tanto, se consideran como especificos de tumor desde el punto de vista inmunoldgico.
Ejemplos conocidos de antigenos CT son los miembros de |la familia MAGE y el NY-ESO-1.

b) Antigenos de diferenciacion: Estos TAA son compartidos por los tumores y por el tejido normal del que deriva el
tumor. La mayoria de los antigenos de diferenciacién conocidos se halla en los melanomas y en los melanocitos
normales. Muchas de esas proteinas relacionadas con el linaje melanocitico participan en la biosintesis de la
melanina y no son especificas de tumor, lo que no impide que sean muy utilizadas en la inmunoterapia contra el
cancer. Algunos ejemplos son la tirosinasa y Melan-A/MART-1 en el melanoma y el PSA en el cancer de prostata.
¢) TAA sobreexpresados: Se han detectado genes que codifican TAA de amplia expresidon en tumores
histolégicamente diferenciados y en numerosos tejidos normales, en general con niveles de expresion mas bajos.
Es posible que muchos de los epitopos procesados y posiblemente presentados por los tejidos normales lo sean
por debajo del limite necesario para ser reconocidos por los linfocitos T, pero que la sobreexpresion por parte de
las células tumorales rompa la tolerancia vigente hasta ese momento y desencadene la respuesta antitumoral.
Ejemplos destacados de esta clase de TAA son Her-2/neu, survivina, telomerasa o WT1.

d) Antigenos especificos de tumor: Estos TAA unicos son fruto de mutaciones de genes normales (como B-
catenina, CDK4, etc.) Algunos de esos cambios moleculares estan relacionados con la transformacion neoplasica
y/o con su progresion. Los antigenos especificos de tumor generalmente son capaces de inducir potentes
respuestas inmunes sin riesgo de reacciones autoinmunes contra los tejidos normales. Por otro lado, casi siempre
estos TAA solo son relevantes para el mismo tumor exacto en el que fueron identificados y normalmente no se
encuentran en muchos otros tumores de su tipo. La especificidad (o asociacion) tumoral de un péptido también
puede surgir si el péptido procede de un exdn del (asociado con el) tumor en el caso de proteinas con isoformas
especificas de tumor (asociadas con el mismo).

e) TAA resultantes de modificaciones postraduccionales anormales: Estos TAA pueden surgir a partir de proteinas
que no son especificas ni se sobreexpresan en los tumores, pese a lo cual aparecen asociados a tumores por
procesos postraduccionales que se activan principalmente en los tumores. Ejemplos de este tipo surgen a raiz de
patrones de glucosilacion alterados que generan epitopos nuevos en tumores, tal y como sucede con MUC1, o de
fenomenos como el ayuste de proteinas durante la degradacion, que en algunos casos pueden ser
oncoespecificos.

f) Proteinas de oncovirus: Estos TAA son proteinas virales que podrian desempefar un papel critico en el proceso
oNncogenico y que, como extrafias a causa de su origen no humano, pueden desencadenar una respuesta de los
linfocitos T. Ejemplos de tales proteinas son las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano de tipo 16, que
se expresan en el carcinoma de cuello uterino.

La inmunoterapia basada en los linfocitos T tiene como diana los epitopos peptidicos derivados de proteinas
especificas 0 asociadas con los tumores, que son presentados por moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Los antigenos que son reconocidos por los linfocitos T especificos del tumor, esto es, los
epitopos, pueden ser moléculas derivadas de todo tipo de proteinas, tales como enzimas, receptores, factores de
transcripcion, etc., que son expresadas y que, en comparacion con células inalteradas del mismo origen, estan
reguladas al alza en las células del tumor correspondiente.

Existen dos tipos de moléculas MHC: las MHC de clase | y las MHC de clase II. Las moléculas MHC de clase | estan
compuestas por una cadena pesada alfa y una beta-2-microglobulina y las moléculas de clase Il por una cadena alfa
y otra beta. Su conformacion tridimensional da como resultado una hendidura de union que interviene en la interacciéon
no covalente con los péptidos. Las moléculas MHC de clase | se encuentran en la mayoria de las células nucleadas.
Presentan péptidos procedentes de la protedlisis mayoritariamente de proteinas enddgenas, productos ribosémicos
defectuosos (DRIP) y péptidos mas grandes. No obstante, los péptidos derivados de compartimentos endosémicos o
de fuentes exdgenas también se encuentran con frecuencia ligados a moléculas MHC de clase |. Esta via no clasica
de presentacion por la clase | se denomina presentaciéon cruzada en la bibliografia (Brossart y Bevan, 1997; Rock et
al., 1990). Las moléculas MHC de clase Il, presentes mayoritariamente en las células presentadoras de antigeno
(APC) especializadas, presentan principalmente péptidos de proteinas exdégenas o transmembrana que son captadas
por las APC por ejemplo durante endocitosis y después procesadas por las mismas.

Los complejos constituidos por péptidos y moléculas MHC de clase | son reconocidos por los linfocitos T CD8-positivos
portadores del receptor de linfocito T (TCR) adecuado, mientras que los complejos formados por péptidos y moléculas
MHC de clase Il son reconocidos por los linfocitos T cooperadores CD4-positivos portadores del TCR apropiado. Es
bien sabido que el TCR, el péptido y el MHC estan presentes en una relacidén estequiométrica de 1:1:1.

Los linfocitos T cooperadores CD4-positivos desempefian un papel importante en la induccidon y en el mantenimiento
de respuestas eficaces por parte de los linfocitos T citotdxicos CD8-positivos. La identificacion de los epitopos
reconocidos por los linfocitos T CD4-positivos derivados de los antigenos asociados a tumor (TAA) reviste gran
importancia para el desarrollo de productos farmacéuticos que desencadenen respuestas inmunes antitumorales
(Gnjatic et al., 2003). Los linfocitos T cooperadores generan en el seno del tumor un entorno de citocinas que es
propicio para los linfocitos T citotoxicos (CTL) (Mortara ef al., 2006) que atrae a las células efectoras, como por ejemplo
los propios CTL, células NK, macrofagos o granulocitos (Hwang et al., 2007).
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En ausencia de inflamacion, la expresion de las moléculas MHC de clase Il se circunscribe principalmente a las células
del sistema inmune, en concreto a las células presentadoras de antigeno (APC) especializadas, como por ejemplo
monocitos, células derivadas de monocitos, macrofagos y células dendriticas. En pacientes con cancer se ha
descubierto que las células del tumor expresan moléculas MHC de clase Il (Dengjel et al.,, 2006). Los péptidos
alargados de la descripcion pueden actuar como epitopos activos para moléculas MHC de clase |l.

Los linfocitos T cooperadores, activados por epitopos de MHC de clase I, desempefian un papel importante en la
coordinacion de la funcién efectora de los CTL en la inmunidad antitumoral. Los epitopos reconocidos por los linfocitos
T cooperadores que desencadenan una respuesta de los linfocitos T cooperadores del tipo Th1 apoyan las funciones
efectoras de los CTL CD8-positivos, que incluyen funciones citotoxicas dirigidas contra las células tumorales que
muestran en su superficie complejos de MHC/péptido asociado a tumor. De esta forma, los epitopos de los péptidos
asociados a tumores que son reconocidos por los linfocitos T cooperadores, solos 0 en combinacion con otros péptidos
asociados a tumores, pueden servir como principios activos farmacéuticos en composiciones de vacunas destinadas
a estimular respuestas inmunes antitumorales.

En modelos de mamifero como el ratdn se ha demostrado que los linfocitos T CD4-positivos pueden inhibir la
manifestacion de los tumores aun sin el concurso de los linfocitos T CD8-positivos a través de la inhibicion de la
angiogenia mediante la secrecidn de interferon gamma (IFN-y) (Beatty y Paterson, 2001; Mumberg ef al., 1999).
Existen indicios de que los linfocitos T CD4 actuan directamente como agentes efectores antitumorales (Braumuller ef
al., 2013; Tran et al., 2014).

Dado que la expresidon constitutiva de las moléculas HLA de clase Il suele ser exclusiva de las células inmunes, la
posibilidad de aislar péptidos de clase Il directamente de tumores primarios no se consideraba factible. Pero Dengjel
et al. descubrieron varios epitopos de MHC de clase |l directamente en tumores (WO 2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Dado que ambos tipos de respuesta, la dependiente de CD8 y la de CD4, contribuyen conjunta y sinérgicamente al
efecto antitumoral, la identificacion y caracterizacién de los antigenos asociados a tumor reconocidos por los CTL
CD8+ (ligando: moléculas de MHC de clase | + epitopo peptidico) o por los linfocitos T cooperadores CD4+ (ligando:
moléculas de MHC de clase |l + epitopo peptidico) es importante para el desarrollo de vacunas antitumorales.

Para desencadenar la respuesta inmune celular el péptido de MHC de clase | ha de unirse a una molécula de MHC.
Este proceso depende del alelo de la molécula MHC y de los polimorfismos especificos de la secuencia de
aminoacidos del péptido. Los péptidos que se unen a las MHC de clase | suelen tener una longitud de 8 a 12 residuos
de aminoacidos y suelen contener dos residuos conservados («anclajes») en su secuencia que interaccionan con la
hendidura de unién correspondiente de la molécula de MHC. De este modo cada alelo MHC posee un «motivo de
union» que determina qué péptidos se pueden unir especificamente a la hendidura de union.

En la reaccién inmune dependiente de las MHC de clase |, los péptidos no solo tienen que ser capaces de unirse a
ciertas moléculas MHC de clase | expresadas por las células tumorales, también tienen que ser reconocidos después
por linfocitos T portadores de receptores de linfocito T (TCR) especificos.

Para que las proteinas sean reconocidas por los linfocitos T como antigenos especificos 0 asociados a tumory puedan
ser empleadas como tratamiento, deben cumplir ciertos prerrequisitos. El antigeno debe ser expresado principalmente
por células tumorales y no por tejidos sanos normales o, de hacerlo, debe serlo en cantidades comparativamente
pequefias. En una modalidad preferida, el péptido debe ser presentado en exceso por las células tumorales con
respecto a los tejidos sanos normales. Y no solo es conveniente que el antigeno de interés esté presente unicamente
en un tipo de tumor, sino que lo esté también en altas concentraciones (numero de copias del péptido por célula). Los
antigenos especificos de tumor y asociados a tumor proceden a menudo de proteinas que intervienen directamente
en la transformacion de una célula normal en una tumoral a causa de su funcion, por ejemplo, porque intervienen en
el control del ciclo celular o en la supresion de la apoptosis. Ademas, también las dianas ulteriores de las proteinas
que son las causantes directas de la transformacion pueden estar reguladas al alza y por tanto, estar asociadas
indirectamente al tumor. Tales antigenos asociados indirectamente a los tumores también pueden servir como dianas
para una estrategia de vacunacion (Singh-Jasuja et al., 2004). Es esencial que la secuencia de aminoacidos del
antigeno contenga epitopos, para que el péptido («péptido inmunogénico») derivado de un antigeno asociado a tumor
desencadene una respuesta de los linfocitos T en condiciones in vitro o in vivo.

Por consiguiente, los TAA son un punto de partida para el desarrollo de una terapia basada en linfocitos T incluidas,
entre otras, las vacunas antitumorales. Los métodos para identificar y caracterizar los TAA estan basados en el uso
de linfocitos T que pueden aislarse de pacientes o de individuos sanos, o estan basados en la generacion de perfiles
de transcripcidn diferenciales o patrones de expresion peptidica diferenciales entre los tumores y los tejidos normales.
No obstante, la identificacidén de los genes sobreexpresados o expresados selectivamente en tejidos tumorales o en
lineas de células tumorales humanas no aporta informacién precisa acerca del uso de los antigenos transcritos de
€s0s genes en la inmunoterapia. Ello se explica porque solo una subpoblacién individual de epitopos de esos
antigenos resulta adecuada para aplicaciones de ese tipo, puesto que ha de haber un linfocito T con el TCR
correspondiente y la inmunotolerancia hacia ese epitopo concreto ha de ser minima o nula. Por tanto, es importante
seleccionar unicamente aquellos péptidos que sean presentados en exceso o de forma selectiva contra los cuales se
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encuentre un linfocito T funcional y/o proliferativo. Un linfocito T funcional se define como un linfocito T que tras la
estimulacion con un antigeno especifico puede sufrir una expansion clonal y ser capaz de ejecutar funciones efectoras
(«linfocito T efectors).

En el caso de dirigir la acciéon contra complejos péptido-MHC a través de TCR especificos (por ejemplo, TCR solubles)
y de los anticuerpos u otras moléculas de unidon (soportes) conformes a la descripcidn, la inmunogenicidad de los
péptidos subyacentes es secundaria. En tales casos, la presentacion es el factor determinante.

A pesar de los sustanciales avances alcanzados por la investigacion basica y clinica en referencia a los TAA
(Rosenbeg ef al., Nature Med. 4: 321-7 (1998); Mukheriji et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92; 8078-82 (1995); Hu et
al., Cancer Res. 56: 2479-83 (1996)), el nimero de TAA con posibilidades de servir para el tratamiento contra el cancer
es pequefio. Los TAA que serian buenos candidatos para servir como dianas de la inmunoterapia son aquellos que
se expresan con profusion en las células cancerosas y al mismo tiempo, limitan su expresion a tales células. Ademas,
se espera que el descubrimiento de nuevos TAA que induzcan respuestas inmunes antitumorales que sean especificas
y potentes impulsara el uso clinico de estrategias de vacunacion peptidica contra diversos tipos de cancer (Boon y
can der Bruggen, J. Exp. Med. 183; 725-9 (1996); van der Bruggen et al., Science 254; 1643-7 (1991); Brichard et al.,
J. Exp. Med. 178: 489-95 (1993); Kawakami et al., J. Exp. Med. 180: 347-52 (1994); Shichijo ef al., J. Exp. Med. 187:
277-88 (1998); Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 1914-8 (1997); Harris, J. Natl. Cancer Inst. 88: 1442-5
(1996); Butterfield ef al., Cancer Res. 59: 3134-42 (1999); Vissers ef al., Cancer Res. 59: 5554-9 (1999); van der Burg
et al., J Immunol 156:; 3308-14 (1996); Tanaka ef al., Cancer Res. 57: 4465-8 (1997); Fujie et al., Int. J. Cancer 80:
169-72 (1999); Kikuchi et al., Int. J. Cancer 81: 459-66 (1999); Oiso ef al., Int. J. Cancer 81: 387-94 (1999)).

Ademas, pese a los avances logrados en el desarrollo de farmacos moleculares dirigidos como tratamientos
antitumorales, los tipos de tumores que responden y la eficacia de los tratamientos aun siguen siendo muy limitadas.
De ahi la urgencia para desarrollar nuevos agentes antitumorales que reconozcan y actien contra moléculas altamente
especificas de las células malignas cuyo riesgo de causar reacciones adversas sea minimo o nulo. Existe, asimismo,
la necesidad de descubrir factores que puedan servir como biomarcadores del cancer en general y del cancer de
pulmdn no microcitico en particular, con vistas a mejorar su diagnostico, la valoracion del pronostico y la prediccion
del éxito del tratamiento.

Sumario de la invencién
El alcance de la invencion se define por las reivindicaciones.

Especificamente, la presente invencion se refiere a un péptido que consiste en una secuencia amino de SEQ ID NO:
1 (KVLEHVVRYV) o una sal farmacéuticamente del mismo, para su uso en el tratamiento de cancer, en donde dicho
cancer se selecciona de cancer de pulmon no microcitico y cancer de pulmén microcitico.

La presente invencion se refiere ademas a un receptor de linfocitos T, preferentemente un receptor de linfocitos T
recombinante, soluble 0 unido a membrana que es reactivo con un ligando HLA, en donde dicho ligando consiste en
el péptido de la presente invencion, para su uso en el tratamiento de cancer de pulmdn no microcitico o cancer de
pulmén microcitico.

La presente invencion se refiere ademas a un anticuerpo, en particular, un anticuerpo soluble o unido a membrana,
que reconoce especificamente el péptido de la presente invencidén cuando se une a una molécula del MHC para su
uso en el tratamiento de cancer de pulmédn no microcitico o cancer de pulmon microcitico.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende al menos un principio activo
seleccionado del grupo que consiste en el péptido de la presente invencion, o el anticuerpo de la presente invencion,
un receptor de linfocitos T de la presente invencidon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente,
excipientes y/o estabilizantes farmacéuticamente aceptables adicionales para su uso en el tratamiento de cancer, en
donde dicho cancer se selecciona de cancer de pulmon no microcitico o cancer de pulmén microcitico.

La presente descripcion desvela un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
consistente en la SEQ ID NO: 2 a la SEQ ID NO: 24 0 a una secuencia variante de la misma que es homologa al
menos en un 65 %, preferentemente al menos un 77 % y mas preferentemente al menos en un 85 % (preferentemente
idéntica al menos en un 75 % o al menos en un 85 %) a las SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 24, en que dicha variante se
une a MHC y/o estimula linfocitos T que presentan reactividad cruzada con dicho péptido, o con una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, no siendo dicho péptido el polipéptido entero del que derivaria.

También se desvela en el presente documento un péptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24 o una variante de la misma, que es homdloga en al menos un 65 %,
preferentemente en al menos un 75 % y mas preferentemente aun en al menos un 85 % (idéntica preferentemente en
al menos un 75 % o al menos en un 85 %) a las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24, en que dicho péptido o variante del
mismo tiene una longitud total de entre 8 y 100, preferentemente de entre 8 y 30 y mas preferentemente aun de entre
8 y 14 aminoacidos, en que dicho péptido o variante se une a MHC y/o estimula linfocitos T que presentan reactividad
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cruzada con dicho péptido, o con una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Las siguientes tablas muestran péptidos de acuerdo con la presente descripcion, asi como sus respectivas SEQ ID
NO.

Tabla 1: Péptidos de acuerdo con la presente descripcion. La presente invencion se refiere al péptido de SEQ ID
NO: 1. Los péptidos de SEQ ID NO: 2 a 24 se desvelan en el presente documento por referencia solamente.

SEQ ID NO: | Secuencia

1 KVLEHVVRV
2 KVLEHVVRL
3 KVLEHVVRA
4 KVLEHVVRI
5 KLLEHVVRV
6 KLLEHVVRL
7 KLLEHVVRA
8 KLLEHVVRI
9 KALEHVVRV
10 KALEHVVRL
11 KALEHVVRA
12 KALEHVVRI
13 YLLEHVVRV
14 YLLEHVVRL
15 YLLEHVVRA
16 YLLEHVVRI
17 YALEHVVRV
18 YALEHVVRL
19 YALEHVVRA
20 YALEHVVRI
21 YVLEHVVRV
22 YVLEHVVRL
23 YVLEHVVRA
24 YVLEHVVRI

La presente descripcion desvela variantes del péptido MAG-003 (SEQ ID NO: 1), que comprende una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la siguiente fdrmula general I:

X1X2LEHVVRX3
Féormula |

en que X4 se selecciona entre los aminoacidos K e y X, se selecciona entre los aminoacidos V, L y Ay X; se selecciona
entre los aminoacidos V, L, A e |, en que dicho péptido se une a una molécula HLA de clase | o clase Il y/o induce
linfocitos T que reaccionan con dicho péptido, o con una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Como se desvela
en el presente documento, dicho péptido no es el polipéptido entero subyacente.

El péptido de SEQ ID NO: 1 de la presente invencion es para su uso en el tratamiento de cancer de pulmén no
microcitico o cancer de pulmén microcitico.

La presente descripcion desvela, ademas, péptidos variantes de SEQ ID NO: 1 para el uso en el tratamiento de
enfermedades proliferativas, como cancer de pulmén no microcitico, cancer de pulmoén microcitico, cancer de células
renales, cancer cerebral, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de
prostata, leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga
urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de esofago.

Los péptidos —solos 0 en combinacion— de acuerdo con la presente descripcidn se seleccionan del grupo consistente
en las SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 24. Se desvelan en el presente documento péptidos —solos o0 en combinacidén—
seleccionados del grupo consistente en las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24 (véase la tabla 1) y sus usos en la
inmunoterapia del cancer de pulmdn no microcitico, cancer de pulmén microcitico, cancer de células renales, cancer
cerebral, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de prostata, leucemia,
cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de
utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de eséfago y preferentemente glioblastoma, cancer gastrico,
cancer de pulmén, carcinoma hepatocelular, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de esofago, cancer de
ovario y cancer de pulmén no microcitico.
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Se desvelan en el presente documento péptidos variantes del péptido de SEQ ID NO: 1, que tienen la capacidad de
unirse a una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | 0 —en una forma mas
larga, como variante de longitud— a una molécula MHC de clase Il.

Se desvelan en el presente documento péptidos variantes del péptido de SEQ ID NO: 1, en que dichos péptidos (cada
uno) comprenden, consisten, o consisten esencialmente en una secuencia de aminoacidos de acuerdo con las SEQ
ID NO: 2 a SEQ ID NO: 24.

Se desvelan en el presente documento péptidos, en que dichos péptidos estan modificados y/o incluyen enlaces no
peptidicos.

Se desvelan en el presente documento péptidos, en que dicho péptido es parte de una proteina de fusion, en particular
fusionado con los aminoacidos N-terminales de la cadena invariable asociada al antigeno HLA-DR (li), o fusionado
con (o integrado en la secuencia de) un anticuerpo, como, por ejemplo, un anticuerpo que es especifico de células
dendriticas.

La presente descripcion desvela un acido nucleico que codifica los péptidos desvelados en el presente documento. La
presente descripcion desvela, ademas, el acido nucleico que es DNA, cDNA, PNA, RNA o combinaciones de los
anteriores.

La presente descripcion desvela, ademas, un vector de expresion capaz de expresar y/o que expresa un acido nucleico
desvelado en el presente documento.

La presente descripcidon desvela, ademas, un péptido, un acido nucleico o un vector de expresion para el uso en el
tratamiento de enfermedades y en medicina, en concreto para el tratamiento del cancer.

La presente descripcion desvela, ademas, anticuerpos especificamente dirigidos contra los péptidos de la presente
divulgacion o contra complejos formados por dichos péptidos de acuerdo con la presente descripcion con el MHC, asi
como métodos para fabricarlos.

La presente descripcion desvela, ademas, una célula hospedadora que comprende un acido nucleico o un vector de
expresion tal y como se ha descrito antes.

La presente descripcion desvela, ademas, dicha célula hospedadora que es una célula presentadora de antigeno y
preferiblemente es una célula dendritica.

La presente descripcion desvela, ademas, un método para producir un péptido descrito en el presente documento, el
cual comprende el cultivo de la célula hospedadora desvelada en el presente documento y el aislamiento del péptido
de dicha célula hospedadora o de su medio de cultivo.

La presente descripcion desvela, ademas, el método, en que el antigeno es cargado en moléculas de MHC de clase |
o Il expresadas en la superficie de una célula presentadora de antigeno adecuada o de una célula presentadora de
antigeno artificial mediante la puesta en contacto de una cantidad suficiente de antigeno con la célula presentadora
de antigeno.

La presente descripcion desvela, ademas, el método, en que la célula presentadora de antigeno comprende un vector
de expresion capaz de expresar y/o que expresa dicho péptido que contiene las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24,
preferentemente que contiene las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24, o una variante de la secuencia de aminoacidos.

La presente descripcion desvela, ademas, linfocitos T activados, producidos con el método desvelado en el presente
documento, en que el linfocito T reconoce selectivamente una célula que expresa un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento.

La presente descripcion desvela, ademas, un método para destruir células diana en un paciente cuyas células diana
expresan de forma aberrante un polipéptido que comprende cualquier secuencia de aminoacidos desvelada en el
presente documento, comprendiendo el método la administracion al paciente de un numero efectivo de linfocitos T
producidos como se describe en el presente documento.

También se desvela en el presente documento el uso como medicamento o en la fabricacién de un medicamento de
cualquier péptido, del acido nucleico, del vector de expresion, de la célula, del linfocito T activado, del receptor de
linfocitos T o del anticuerpo o de otras moléculas que se unan al péptido o al complejo péptido-MHC como se describen
en el presente documento. Dicho medicamento puede ser activo contra el cancer.

Dicho medicamento puede estar destinado a servir como terapia celular, como vacuna o como proteina basada en un
TCR soluble o un anticuerpo.
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La presente descripcion desvela, ademas, un uso como se describe en el presente documento, en que dichas células
cancerosas son células de cancer de pulmoén no microcitico, cancer de pulmon microcitico, cancer de células renales,
cancer cerebral, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de préstata,
leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria,
cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de esofago y preferiblemente cancer de pulmén no
microcitico.

También se desvelan en el presente documento biomarcadores basados en los péptidos descritos en el presente
documento, también denominados «dianas», que pueden servir para el diagnostico del cancer, preferiblemente del
cancer de pulmon no microcitico. El marcador puede ser una sobrepresentacion del péptido o péptidos en cuestion, o
la sobreexpresién del gen o genes correspondientes. Los marcadores también podrian servir para predecir la
probabilidad de éxito de un tratamiento, preferiblemente una inmunoterapia y mas preferiblemente de una
inmunoterapia dirigida contra la misma diana que es identificada con el biomarcador. Por ejemplo, se puede usar un
anticuerpo o un TCR soluble para tefiir cortes histologicos del tumor con el fin de detectar la presencia de un péptido
de interés unido en complejo con un MHC. Opcionalmente el anticuerpo puede estar dotado de otra funcion efectora,
como es un dominio inmunoestimulante o una toxina.

También se desvela en el presente documento el uso de esas novedosas dianas para la identificacién de TCR que
reconozcan al menos una de dichas dianas y preferentemente la identificacion entre esos TCR de los que activen a
los linfocitos T.

La presente descripcidén también desvela el uso de estas nuevas dianas en el contexto del tratamiento del cancer.

La presente descripcién desvela, ademas, el uso de los péptidos descritos en el presente documento para la
produccién de TCR, de subunidades sueltas de TCR (solas o combinadas) y de subdominios de las mismas, en
particular de TCR solubles (sSTCR) y TCR clonados, en que dichos TCR son insertados en linfocitos T autdlogos o
alogénicos y métodos para fabricarlos, asi como otras células que sean portadoras de tales TCR o que reaccionen
con tales TCR.

La presente invencidn se refiere, ademas, a una proteina de TCR, a subunidades sueltas de TCR (solas o combinadas)
y subdominios de las mismas, en particular TCR solubles (sTCR) y TCR clonados que se unen a un complejo formado
por KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1)-HLA-A*02 que comprende un dominio variable de la cadena alfa de TCR y un
dominio variable de la cadena beta de TCR para su uso en el tratamiento de cancer de pulmdn no microcitico o cancer
de pulmdn microcitico.

La presente invencion se refiere, ademas, a un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica un TCR de la presente invencion. La presente invencion se refiere, ademas, a un vector de expresion
recombinante que comprende un acido nucleico que codifica una cadena alfa de TCR, una cadena beta de TCR, o
ambas, producido tal y como se describe en la presente descripcion.

La presente descripcion también desvela una célula hospedadora aislada que comprende un vector de expresion
recombinante que expresa el acido nucleico que codifica la cadena alfa de TCR, la cadena beta de TCR, o0 ambas.

También se desvela en el presente documento una célula hospedadora aislada que comprende un vector de expresion
recombinante de la presente invencion, preferentemente en el que la célula es un linfocito de sangre periférica (PBL).

También se desvela en el presente documento un PBL aislado que comprende el vector de expresion recombinante
de la presente invencion, en que el PBL es un linfocito T CD8+ o CD4+.

También se desvela en el presente documento una poblacién de células que comprende al menos una célula
hospedadora de la presente descripcion.

La presente invencion se refiere, ademas, a proteinas de TCR de la presente invencion para el uso en el tratamiento
de cancer de pulmoén no microcitico y cancer de pulmdn microcitico. También se desvelan en el presente documento
dichas proteinas de TCR para su uso en el tratamiento de cancer de células renales, cancer cerebral, cancer gastrico,
cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de pancreas, cancer de préstata, leucemia, cancer de mama,
carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de
vesicula biliar y vias biliares y cancer de esofago.

La estimulacion de una respuesta inmune depende de la presencia de antigenos que sean reconocidos como extrafios
por el sistema inmune del hospedador. El descubrimiento de la existencia de antigenos asociados a tumores ha
suscitado la posibilidad de utilizar el sistema inmune del hospedador para intervenir sobre el crecimiento de los
tumores. Actualmente se estan explorando diversos mecanismos para aprovechar las defensas humorales y celulares
del sistema inmune en la inmunoterapia contra el cancer.

Ciertos elementos de la respuesta inmune celular son capaces de reconocer especificamente y destruir las células
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tumorales. El aislamiento de linfocitos T entre las células infiltradas en los tumores o en la sangre periférica hace
pensar en que tales células desempefian un papel importante en las defensas inmunes naturales contra el cancer.
Los linfocitos T CD8-positivos en particular, que reconocen las moléculas de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) portadoras de péptidos que suelen tener de 8 a 10 residuos de aminoacidos derivados de
proteinas o de productos ribosdmicos defectuosos (DRIPS) localizados en el citosol, desempefian un importante papel
en esta respuesta. Las moléculas del MHC del ser humano también se denominan antigenos leucocitarios humanos
(HLA).

El término «respuesta de linfocitos T» define la proliferaciéon y la activacion especificas de las funciones efectoras
inducidas por un péptido in vitro o in vivo. En el caso de los linfocitos T citotoxicos restringidos a MHC de clase |, las
funciones efectoras pueden consistir en la lisis de células diana presentadoras naturales de péptido o bien
sensibilizadas de manera repetida con un péptido o con un precursor del mismo; la secrecion de citocinas inducida
por péptido, preferentemente de interferdn gamma, TNF-alfa o IL-2; la secrecidén de moléculas efectoras inducida por
el péptido, preferentemente granzimas o perforinas; o la desgranulacion.

El término «péptido» designa aqui una serie de residuos de aminodacidos conectados entre si tipicamente mediante
enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. Los péptidos tienen
preferiblemente 9 aminoacidos de longitud, pero pueden tener solo 8 aminoacidos de longitud, pero también hasta 10,
11, 12 0 mas aminoacidos y en el caso de los péptidos de MHC de clase Il (variantes alargadas de los péptidos de la
descripcion) pueden tener hasta 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 0 mas aminoacidos de longitud.

Ademas, el término «péptido» incluye sales de una serie de residuos de aminoacidos conectados entre si tipicamente
por enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. Preferentemente las
sales son sales farmacéuticamente aceptables de los péptidos, como, por ejemplo, sales de cloruro o acetato
(trifluoroacetato). Se ha de destacar que las sales de los péptidos conformes a la presente descripcion difieren
sustancialmente de los péptidos en su estado o estados in vivo, puesto que los péptidos no se hallan en forma de sal
en tales condiciones in vivo.

El término «péptido» incluye también «oligopéptido». El término «oligopéptido» designa aqui una serie de residuos de
aminoacidos conectados entre si tipicamente mediante enlaces peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de
los aminodacidos adyacentes. La longitud del oligopéptido no es crucial para la descripcion, siempre que se mantengan
el epitopo o epitopos correctos. Los oligopéptidos suelen tener una longitud inferior a unos 30 aminoacidos y mayor
de 15, aproximadamente.

El término «polipéptido» designa una serie de residuos de aminodacidos conectados entre si tipicamente por enlaces
peptidicos entre los grupos amino-alfa y carbonilo de los aminoacidos adyacentes. La longitud del polipéptido no es
crucial para la descripcion, siempre que se mantengan 10s epitopos correctos. En contraste con los términos «péptido»
y «oligopéptido», el t¢rmino «polipéptido» se refiere a las moléculas de mas de unos 30 residuos de aminodcidos de
longitud.

Un péptido, oligopéptido, proteina o polinucledtido que codifique dicha molécula es «<inmunogénico» (y por lo tanto, un
«inmunoégeno» en la presente descripcidn), si es capaz de inducir una respuesta inmune. En el caso de la presente
descripcion, la inmunogenicidad se define mas especificamente como la capacidad para desatar una respuesta por
parte de los linfocitos T. Por lo tanto, un «inmunodgeno» seria una molécula que es capaz de inducir una respuesta
inmune y en el caso de la presente descripcion, una molécula capaz de inducir una respuesta de los linfocitos T. En
otro aspecto, el inmundgeno puede ser el péptido, el complejo del péptido con MHC, el oligopéptido y/o la proteina
que es utilizado para generar anticuerpos o TCR especificos contra él.

Un «epitopo» de clase | de un linfocito T requiere un péptido corto que esté unido a un receptor MHC de clase |,
formando un complejo ternario (cadena alfa de MHC de clase |, beta-2-microglobulina y péptido) que pueda ser
reconocido por un linfocito T provisto de un receptor de linfocito T que coincida y que se una al complejo MHC/péptido
con la afinidad adecuada. Los péptidos que se unen a moléculas MHC de clase | suelen tener una longitud de entre 8
y 14 aminoacidos y mas habitualmente de 9 aminoacidos.

En el ser humano hay tres lugares genéticos diferentes que codifican las moléculas MHC de clase | (las moléculas
MHC del ser humano también se denominan antigenos leucocitarios humanos [HLA]): HLA-A, HLA-B y HLA-C. HLA-
A*01, HLA-A*02 y HLA-B*07 son ejemplos de distintos alelos MHC de clase | que se pueden expresar a partir de estos
lugares.

Tabla 2: Frecuencias de expresion F de HLA-A*02 y HLA-A*24 y los serotipos mas frecuentes del HLA-DR. Las
frecuencias se infieren de las frecuencias haplotipicas Gf en la poblacion norteamericana adaptadas de Mori y cols.
(Mori et al., 1997) empleando la formula de Hardy-Weinberg F=1-(1-Gf)2. Las combinaciones de A*02 o A*24 con
determinados alelos HLA-DR podrian ser mas o menos abundantes de lo esperado a partir de sus frecuencias
aisladas debido al desequilibrio de ligamiento. Para mas detalles véase Chanock y cols. (Chanock et al., 2004).
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Alelo Poblacion Frecuencia fenotipica calculada a partir de la frecuencia
alélica
A*02 Caucasica (América del Norte) 49,1 %
A*02 Afroamericana (América del Norte) 34,1 %
A*02 Asiatico americana (América del 432 %
Norte)
A*02 Latinoamericana (América del 48,3 %
Norte)
DR1 Caucasica (América del Norte) 19,4 %
DR2 Caucasica (América del Norte) 28,2 %
DR3 Caucasica (América del Norte) 20,6 %
DR4 Caucasica (América del Norte) 30,7 %
Alelo Poblacion Frecuencia fenotipica calculada a partir de la frecuencia
alélica
DR5 Caucasica (América del Norte) 23,3 %
DR6 Caucasica (América del Norte) 26,7 %
DR7 Caucasica (América del Norte) 24,8 %
DR8 Caucasica (América del Norte) 57 %
DR9 Caucasica (América del Norte) 2,1%
DR1 Afroamericana (América del Norte) 13,20 %
DR2 Afroamericana (América del Norte) 29,80 %
DR3 Afroamericana (América del Norte) 24,80 %
DR4 Afroamericana (América del Norte) 11,10 %
DR5 Afroamericana (América del Norte) 31,10 %
DR6 Afroamericana (América del Norte) 33,70 %
DR7 Afroamericana (América del Norte) 19,20 %
DR8 Afroamericana (América del Norte) 12,10 %
DR9 Afroamericana (América del Norte) 5,80 %
DR1 Asiatico americana (América del
Norte) 6,80 %
DR2 Asiatico americana (América del
Norte) 33,80 %
DR3 Asiatico americana (América del
Norte) 9,20 %
DR4 Asiatico americana (América del
Norte) 28,60 %
DR5 Asiatico americana (América del
Norte) 30,00 %
DR6 Asiatico americana (América del
Norte) 2510 %
DR7 Asiatico americana (América del
Norte) 13,40 %
DR8 Asiatico americana (América del
Norte) 12,70 %
DR9 Asiatico americana (América del
Norte) 18,60 %
DR1 Latinoamericana (América del Norte) 15,30 %
DR2 Latinoamericana (América del Norte) 21,20 %
DR3 Latinoamericana (América del Norte) 15,20 %
DR4 Latinoamericana (América del Norte) 36,80 %
DR5 Latinoamericana (América del Norte) 20,00 %
DR6 Latinoamericana (América del Norte) 31,10 %
DR7 Latinoamericana (América del Norte) 20,20 %
DR8 Latinoamericana (América del Norte) 18,60 %
DR9 Latinoamericana (América del Norte) 2,10 %
A*24 Filipinas 65 %
A*24 Nenets de Rusia 61 %
A*24:02 Japon 59 %
A*24 Malasia 58 %
A*24:02 Filipinas 54 %
A*24 India 47 %
A*24 Corea del Sur 40 %
A*24 Sri Lanka 37%
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(continuacion)

Alelo Poblacién Frecuencia fenotipica calculada a partir de la frecuencia alé-
lica
A*24 China 32%
A*24:02 India 29 %
A*24 Australia occidental 22 %
A*24 EE. UU. 22 %
A*24 Samara (Rusia) 20 %
A*24 América del Sur 20 %
A*24 Europa 18 %

El gen MAGEA4 es un miembro de la familia de genes MAGEA. Los miembros de esta familia codifican proteinas con
una identidad de secuencia de entre el 50 % y el 80 % entre si. Los promotores y los primeros exones de los genes
MAGEA muestran una variabilidad considerable, lo cual apunta a que la existencia de esta familia de genes permite
que se materialice la misma funcién bajo diferentes controles transcripcionales. Los genes MAGEA estan agrupados
en la region cromosomica Xg28. Han sido involucrados en ciertos trastornos hereditarios, como la disqueratosis
congénita. De este gen se han hallado como minimo cuatro variantes que codifican la misma proteina (facilitado por
RefSeq, julio 2008).

La localizacion de MAGEAA4 ha sido descrita como citoplasmatica (Kim et al., 2015). Con todo, la tincion de MAGEA4
también la ha detectado en los nucleos celulares, con una distribucion diferencial entre el nicleo y el citoplasma en
los tumores bien diferenciados con respecto a los menos diferenciados (Sarcevic ef al., 2003).

MAGEA4 es usado como un marcador de células germinales masculinas. No se expresa en los gonocitos, pero si en
las pre-espermatogonias y en las células germinales maduras (Mitchell ef al., 2014).

MAGEA4 es una proteina oncofetal 0 un antigeno de cancer-testiculo. No existen pruebas claras de que MAGEA4
ejerza un efecto oncopromotor directo. Un estudio plantea que la sobreexpresién de MAGEA4 promueve el crecimiento
de queratinocitos bucales normales que se transforman espontaneamente al inhibir la parada del ciclo celular y la
apoptosis (Bhan et al., 2012). En cambio, otros informes apuntan a un efecto oncosupresor de MAGEA4 en
condiciones in vitro, puesto que su sobreexpresién aumento la apoptosis y la actividad de la caspasa 3, en tanto que
su silenciamiento derivd en un descenso de la actividad de la caspasa 3 (Peikert et al., 2006). Otros han comunicado
que un fragmento C-terminal de MAGEA4 tiene actividad pro-apoptotica in vitro (Sakurai ef al., 2004) y que inhibe el
crecimiento independiente de anclaje mediante su interaccion con la oncoproteina gankirina (Nagao et al., 2003).

Existen indicios esporadicos de un vinculo con la metastasis tumoral: La expresion de MAGEA4 ha sido asociada con
la metastasis ganglionar en el carcinoma de células escamosas de esofago (Forghanifard et al., 2011), con progresion
a tumor mioinvasivo en el cancer de vejiga urinaria (Bergeron et al., 2009), asi como con metastasis ganglionares en
el cancer vulvar (Bellati et al., 2007).

No existen pruebas claras de que MAGEA4 esté vinculado con células indiferenciadas (stem-like) cancerosas. No
obstante, se ha detectado la expresion de MAGEA4 en células de poblaciéon secundaria de distintas lineas celulares
tumorales, como de pulmon, colon 0 mama (Yamada ef al., 2013), asi como en muestras tumorales de linfoma de
Hodgkin (Shafer ef al., 2010). Ademas, se ha descrito a MAGEA4 en embriocitos indiferenciados humanos, asi como
en sus derivados diferenciados, las células de teratocarcinoma (Lifantseva et al., 2011).

Sobreexpresion de MAGEA4 en el cancer — se ha descrito la expresion de MAGEA4 en multitud de tipos de cancer.
Para mas detalles sobre las entidades tumorales concretas, véanse los subapartados siguientes. Aqui se facilita algo
mas de informacidn sobre los tipos de cancer que no se abordan en un apartado especifico mas adelante.

En el melanoma primario se ha detectado la expresion de MAGEA4 mediante inmunohistoquimica en el 10-30 % de
los tumores y hasta en el 44 % de las metastasis a distancia (Barrow ef al., 2006; Luftl ef al., 2004). Los melanomas
primarios de las mucosas de cabeza y cuello mostraron una positividad de hasta el 60 % en la tincion de MAGEA4
(Prasad et al., 2004).

En el cancer de vejiga se ha observado a MAGEA4 en el 38 % de los tumores no mioinvasivos, el 48 % de los tumores
mioinvasivos, el 65 % de los carcinomas in situ y el 73 % de las metastasis ganglionares (Bergeron et al., 2009). Otro
estudio describid la expresion de MAGEA4 en el cancer vesical con frecuencias algo mas bajas, con las frecuencias
mas altas en los carcinomas de células escamosas (25/55, 46 %) con respecto a los adenocarcinomas (4/15, 27 %),
los carcinomas sarcomatoides (4/14, 29 %), microciticos (5/20, 25 %) o transicionales (281/1.522, 19 %) (Kocher ef
al., 2002). En el carcinoma urotelial se detectd la expresion de MAGEA4 mediante inmunohistoquimica en el 64 % y
mediante RT-PCR en el 58 % de los casos (Sharma ef al., 2006). Se detecté a MAGEA4 mediante RT-PCR en el 40—
60 % de una serie de muestras de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Cuffel ef al., 2011; Soga et
al., 2013). Se detectd la expresion de MAGEA4 en el 57 % de una serie de muestras de carcinoma de células
escamosas oral (Montoro et al, 2012; Ries ef al., 2005). No se detectd expresion de MAGEA4 mediante
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inmunohistoquimica en ninguna de las 70 muestras de una serie de tumores tiroideos benignos y malignos (Melo ef
al., 2011). Solo se detectd la expresion de MAGEA4 en el seminoma clasico pero no en tumores de células germinales
testiculares no seminomatosos (Aubry ef al., 2001; Bode ef al., 2014). Se detectd la expresion de MAGEA4 en el 14 %
(5/35) de una serie de tumores estromales gastrointestinales (Perez ef al., 2008).

En el meduloblastoma infantil se detectdé mMRNA de MAGEA4 en el 28% (7/25), pero solo se observo
inmunorreactividad en el 4 % de las muestras (1/25) (Oba-Shinjo et al., 2008). Otro estudio hallé una baja transcripcion
del MRNA de MAGEAA4 en el 18 % (2/11) de una serie de meduloblastomas (Jacobs ef al., 2008).

Un estudio detectd la expresion de MAGEA4 en el 60 % de una serie de muestras de leucemia/linfoma de linfocitos T
del adulto (Nishikawa et al., 2012) Otro informe describio unas frecuencias de expresion mucho mas bajas en el 5 %
(2/38) de una serie de muestras de linfomas no hodgkinianos y en el 20-30 % de linfomas de Hodgkin. En el caso del
linfoma de Hodgkin, las células que quedaron mas intensamente tefidas fueron las de Reed-Sternberg, mientras que
las células circundantes no (Chambost et al., 2000). No se ha detectado la expresién de MAGEA4 en 39 muestras de
mieloma multiple (Andrade et al., 2008).

Se detectd inmunorreactividad a MAGEA4 en el 33 % de una serie de muestras de carcinomas de células escamosas
de cuello uterino (20/60) (Sarcevic ef al., 2003).

Con técnicas de inmunohistoquimica se detectd la expresion de MAGEA4 en el 12 % de una serie de adenocarcinomas
endometrioides, en el 63 % de carcinomas serosos papilares de utero y en el 91 % de carcinosarcomas de Utero.
Dentro de la poblacidn tumoral, el grado de expresion de MAGEA4 resultd maximo en los carcinosarcomas (Resnick
ef al., 2002).

Latincion de MAGEA4 detectada por inmunohistoquimica es heterogénea y solo una fraccién de los tumores positivos
expresa a MAGEA4 en mas del 50 % de sus células tumorales (Resnick et al., 2002; Sarcevic ef al., 2003).

En contraste con el gran numero de estudios que describen la expresion de MAGEA4 en diversos tipos de cancer, las
pruebas referentes al vinculo de MAGEA4 con el desenlace y el prondstico son mas escasas. Con todo, algunos
informes sefalan una correlaciéon de la expresion de MAGEA4 con parametros clinicos. En el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello la expresion de MAGEA4 se ha correlacionado con una supervivencia total breve y ha
resultado ser un indicador pronéstico independiente de un desenlace desfavorable (Cuffel et al., 2011). En el cancer
vesical, la expresion de MAGEA4 se ha correlacionado con la recidiva y con la progresién a tumor mioinvasivo
(Bergeron et al., 2009) y la tincidn intensa de MAGEA4 se ha vinculado con una supervivencia mas breve (Kocher ef
al., 2002). En los tumores estromales gastrointestinales, la expresiéon de MAGEA4 junto con la de otros antigenos de
cancer-testiculo se ha correlacionado con la recidiva (Perez ef al., 2008) y también en el cancer vulvar, MAGEA4 se
detecté con mas frecuencia en los tumores recidivantes (Bellati ef al., 2007).

Algunos informes que abarcan diversos tipos de cancer aportan indicios de vinculos entre la expresion de MAGEA4
con los estadios tumorales avanzados: En el melanoma la expresion de MAGEA4 aumentd en paralelo con el estadio
tumoral desde el 9 % en los tumores primarios hasta el 44 % en las metastasis a distancia (Barrow et al., 2006).
También en el cancer vulvar la expresion de MAGEA4 resultd mas frecuente en los tumores con metastasis
ganglionares (Bellati ef al., 2007). Asimismo, la expresion de MAGEA4 aparecio asociada con tumores de alto grado
0 un estadio avanzado en el carcinoma endometrial (Chitale et al., 2005), carcinomas de células escamosas de cuello
uterino (Sarcevic et al., 2003) y cancer vesical (Bergeron et al., 2009; Kocher ef al., 2002).

MAGEA4 parece ser expresado por células tumorales, sin que haya indicios de que se exprese en células estromales,
vasculares, inmunes o en otras células asociadas a tumor. Ademas, también se ha detectado la expresion de MAGEA4
en lineas de células tumorales cultivadas, como son lineas de cancer gastrico (Li et al., 1997), lineas de carcinoma de
esofago (Tanaka ef al, 1997), de carcinoma de pancreas (Kubuschok ef al, 2004) y de carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (Hartmann ef al., 2015).

Tabla 3: MAGEA4 como diana oncologica general
Propiedades del antigeno Evaluacion
Sobreexpresion en el [cancer de interés] descrita en la bibliografia
Sobreexpresion en otros tipos de cancer descrita en la bibliografia +
Se han descrito respuestas de linfocitos T contra dianas derivadas de la proteina originaria +
Patron de expresion oncofetal +
Expresion por células madre cancerosas
Interviene en la progresion del ciclo celular y la proliferacion de las células tumorales
Implicacidn en la invasion, la migracion y la metastasis tumoral
Vinculo con vias de sefalizacidn asociadas con el cancer’
Efectos anti-apoptéticos (-)
Efectos pro-angiogénicos / Neovascularizacion
Sobreexpresion vinculada a un pronostico negativo del cancer +
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(continuacidn)

Propiedades del antigeno Evaluacion
Sobreexpresion vinculada a estadios avanzados del cancer +
Diana del cancer en general

Localizacién en el interior de la célula® CYy
Caracterizacion de la proteina originaria en la bibliografia (-, +, ++, +++) +
Asociacion con el tipo de célula® TU

1 TGF = factor de crecimiento transformante; PI3K = fosfatidilinositido 3-cinasas; p53 = antigeno asociado a tumor
celular p53; EGFR = receptor del factor de crecimiento epitelial; FGF2 = factor de crecimiento fibroblastico 2; Wnt =
via de Wt / beta-catenina (embriogenia); Ras = protoncogén del sarcoma de rata; NF-kB = factor nuclear Kappa B
(factor de transcripcion eucariota) 2 CY = citoplasmatico; ® TU = células tumorales

MAGEA4 como diana terapéutica - Diana de inmunoterapia (vacunas, adyuvantes, CAR) A veinte pacientes con cancer
avanzado de pulmon, estdmago o esofago se les administrd quincenalmente por via subcutdnea una vacuna de
MAGEA4 que contenia 300 ug de la proteina, hasta un total de seis dosis. De los quince pacientes que acabaron un
ciclo de vacunacidn, cuatro mostraron una respuesta humoral especifica de MAGEA4 y gozaron de una supervivencia
total mas dilatada que los que no manifestaron dicha respuesta de anticuerpos. En tres pacientes se observaron
respuestas de linfocitos T CD4 y en seis, respuestas de linfocitos T CD8; aquellos que experimentaron la induccion de
linfocitos T CD8 que segregaron especificamente IFN-y ante MAGEA4 vivieron mas que los que no presentaron tal
induccién, pero no asi los que mostraron la induccion de linfocitos T CD4 (Saito et al., 2014).

Se conoce el caso clinico de un paciente con cancer de colon y metastasis pulmonares que fue tratado con el péptido
de fusidn MAGE-A4-H/K-HELP (constituido por el epitopo de linfocito T cooperador MAGE-A4(278-299) fusionado
con el epitopo de linfocito T citotdxico MAGE-A4(143—154) por medio de un conector de glicinas), acompafiado de
OK432 y Montanide. EIl tratamiento estimulé sendas respuestas inmunes por parte de linfocitos T citotéxicos y de
linfocitos Th1 especificos contra MAGEA4, asi como la secrecion de IgG especificas contra MAGEA4. En el
diagnostico final se constatd una disminucion del crecimiento tumoral y un descenso del antigeno carcinoembrionario,
que es un marcador tumoral (Takahashi et al., 2012).

Un ensayo clinico de fase | investigo la transferencia adoptiva de CTL autdlogos modificados genéticamente para
expresar TCR que reaccionaran ante el MAGEA4 (143-151) unido a HLA-A*24:02 en pacientes con cancer de esofago.
A los pacientes se les administro una vez linfocitos transducidos con los TCR, sin tratamiento acondicionador previo y
al cabo de 2 y 4 semanas recibieron sendas dosis de vacunas del péptido MAGEA4 por via subcutanea. No se observé
ninguna regresion objetiva del tumor, posiblemente debido a la falta de un tratamiento que eliminara los linfocitos
preexistentes y la administracion de IL-2 (Kageyama et al., 2015). Estudios preclinicos en ratones han demostrado
que los linfocitos T transferidos inhibieron el crecimiento de lineas de células tumorales que expresaban MAGEA4 y
que habian sido inoculadas a esos roedores y que la vacunacion adicional con el péptido reforzo esa actividad
antitumoral (Shirakura ef al., 2012).

Se ha propuesto actuar especificamente contra MAGEA4 con la transferencia adoptiva de CTL como opcion de
tratamiento contra el linfoma de Hodgkin y el linfoma no hodgkiniano negativos para el EBV. Se ha descrito que la
administracion de CTL que reconocen especificamente a péptidos derivados del EBV propicia casos de remision
completa en pacientes con linfoma positivo para dicho virus, EBV(+). Asi pues, se esta estudiando la posibilidad de
usar otros antigenos a modo de dianas como opcion de tratamiento, entre ellos MAGEA4 (Cruz et al., 2011,
Gerdemann ef al., 2011).

Diversos estudios han demostrado la generacion de linfocitos T CD4(+) especificos de MAGEA4 procedentes de
donantes sanos y de pacientes con cancer tras la incubacion con células presentadoras de antigeno autdlogas
estimuladas con conjuntos de péptidos traslapados (Cesson ef al., 2011; Gerdemann ef al., 2011; Ohkuri et al., 2009).

El péptido MAG-003, es decir, KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1), es un epitopo de linfocito T citotdxico (CTL) restringido
a HLA-A 0201 derivado de MAGEA4 (aminoacidos 286 a 294) (Jia et al. 2010; Wu ef al. 2011). En un aspecto, MAG-
003 activa CTL especificos del péptido tanto en condiciones in vitro a través de PBMC positivas para el alelo HLA-
A+0201, como en condiciones in vivo en ratones transgénicos HLA-A+0201/Kb. En otro aspecto, los CTL inducidos
lisan células diana de un modo restringido al alelo HLA-A*0201, lo cual demuestra que MAG-003 es un epitopo de
CTL restringido a HLA-A*0201 y que sirve como diana para la vacunacion antitumoral con fines terapéuticos (Jia et al.
2010).

Ademas, la rutina SYFPEITHI (Rammensee ef al.,, 1997; Rammensee et al., 1999) predice la uniéon de MAG-003 a

A*02:01 con una puntuacion absoluta de 25 y una puntuacion relativa de 0,69. Los presentes inventores confirman
que el 100 % de las identificaciones corresponden a la unidén de MAG-003 a muestras A*02-positivas.
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Tabla 4: Presentacion del péptido MAG-003 en tejidos sanos y cancerosos.

A*02 Muestras Intensidad media Puntuacion j
Normal 0 de 245

Cancer 14 de 397 1,1e+07 0,000

HCC (carcinoma hepatocelular 1de 16 2,9e+06 0,000

MEL (melanoma) 0de3 0,0e+00

OC (cancer de ovario) 2de 20 4 0e+07 0,000
pNSCLC (proteinas de cancer de pulmoén no microcitico) 11 de 91 1,0e+07 0,000

La sobrepresentacion o la presentacion especifica de TAA en las células tumorales con respecto a las células normales
es suficiente para que sea de utilidad en la inmunoterapia y algunos péptidos son especificos de tumor, aunque la
proteina de la que proceden esté presente también en los tejidos normales. Ademas, la obtencidn de los perfiles de
expresion del mRNA afade otro nivel de seguridad a la seleccidn de las dianas peptidicas para la inmunoterapia.
Concretamente para las opciones terapéuticas sujetas a un alto riesgo de seguridad, como los TCR madurados por
afinidad, el péptido diana ideal sera todo aquel derivado de una proteina que sea exclusiva del tumor y no se halle en
los tejidos normales.

Las muestras de tejido extirpado fueron facilitadas del modo antes indicado tras obtener el consentimiento informado
por escrito de cada paciente. Las muestras de tejido tumoral se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido
inmediatamente después de la operacion y se homogeneizaron a mano en un mortero con nitrégeno liquido. El RNA
total se preparé a partir de estas muestras con TRI Reagent (Ambion, Darmstadt, Alemania) y después se purificd con
RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania); ambos métodos se efectuaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

El analisis de la expresion génica de las muestras de RNA tumorales y del tejido normal fue llevado a cabo mediante
secuenciacion de ultima generacion (RNAseq) por CeGaT (Tubinga, Alemania). En suma, se prepararon bibliotecas
de secuenciacion con el kit de reactivos HiSeq v4 de lllumina siguiendo el protocolo del proveedor (lllumina Inc, San
Diego, CA, EE. UU)), que incluye la fragmentacion del RNA, su conversion en cDNA y la adicién de los adaptadores
de secuenciacion. Las bibliotecas derivadas de multiples muestras se mezclaron en partes equimolares y se
secuenciaron con el secuenciador lllumina HiSeq 2500 siguiendo las instrucciones del fabricante, generando lecturas
unicas (single end reads) de 50 pb. Las lecturas procesadas se cartografiaron con respecto al genoma humano
(GRCh38) con el software STAR. Se ofrecen los datos de expresion a nivel de transcrito en forma de RPKM (lecturas
por kilobase por cada millén de lecturas cartografiadas, generadas con el software Cufflinks) y a nivel de exon (lecturas
totales, generadas con el software Bedtools), basadas en anotaciones de la base de datos de secuencias ensembl
(Ensembl77). Las lecturas de exdn estan normalizadas para la longitud del exdn y el tamafio de alineacién para obtener
los valores de RPKM.

Las tablas 5 a 7 muestran los datos de RNASeq (puntuaciones de expresion) correspondientes a la expresion de
MAG-003 en diversos tipos de cancer

Tabla 5: Puntuacion de RNASeq 1

Tipo de tumor tgScore exonScore exonScore exonScore
(27242) (317034) (593984)
Cancer mama 1,57 1,23 1,23 1,51
Cancer colorrectal 1,65 1,00 1,00 1,76
Carcinoma hepatocelular 12,10 11,98 11,97 6,15
Cancer de ovario 56,60 18,45 18,44 57,74
Carcinoma de células escamosas 58,42 3,49 3,49 60,40
de eséfago
Cancer de pancreas 12,10 10,78 10,77 474
Glioblastoma (pGB) 0,88 0,95 0,95 0,74
Cancer de pulmén no microcitico 100,83 1,52 1,52 98,57
(pPNSCLC)
Carcinoma de células renales 0,93 0,95 0,95 0,77
Cancer de pulmon microcitico 56,41 28,32 28,30 152,27
Tabla 6: Puntuacién de RNASeq 3
Tipo de tumor tgScore exonScore exonScore exonScore
(27242) (317034) (593984)
Cancer de mama 7,48 511 511 6,01
Cancer colorrectal 8,35 1,05 1,05 7,90
Carcinoma hepatocelular 123,03 210,33 210,30 42 22
Cancer de ovario 612,59 333,74 333,69 447,29
Carcinoma de células escamosas 632,95 47,41 47,40 468,45
de eséfago
Cancer de pancreas 122,95 187,07 187,05 31,15
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continuacion)

Tipo de tumor tgScore exonScore exonScore exonScore
(27242) (317034) (593984)
Glioblastoma (pGB) 0,31 0,18 0,18 0,25
Cancer de pulmén no microcitico 1100,05 10,26 10,25 768,23
(pPNSCLC)
Carcinoma de células renales 0,78 0,18 0,18 0,43
Cancer de pulmon microcitico 611,00 524,23 524 17 1190,36
Tabla 7: Expresion del tumor
Tipo de tumor tgtu- Exontumor40 Exontumor40 Exontumor40
mor40 (27242) (317034) (593984)
Cancer de mama 0,12 0,04 0,04 0,17
Cancer colorrectal 0,14 0,01 0,01 0,22
Carcinoma hepa- 2,05 1,82 1,82 1,18
tocelular
Cancer de ovario 11,19 3,16 3,16 13,72
Carcinoma de cé- 10,89 0,42 0,42 13,11
lulas escamosas
de eso6fago
Cancer de pan- 2,09 1,65 1,65 0,89
creas
Glioblastoma 0,00 0,00 0,00 0,01
(pGB)
Cancer de pulmén 19,25 0,09 0,09 22,58
no microcitico
(pPNSCLC)
Carcinoma de cé- 0,01 0,00 0,00 0,01
lulas renales
Cancer de pulmén 10,18 453 453 33,35
microcitico

En contraste con el gran numero de estudios que describen la expresion de MAGEA4 en diversos tipos de cancer, las
pruebas referentes al vinculo de MAGEA4 con el desenlace y el prondstico son mas escasas. Con todo, algunos
informes sefalan una correlaciéon de la expresion de MAGEA4 con parametros clinicos. En el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, la expresion de MAGEA4 se ha correlacionado con una supervivencia total breve y ha
resultado ser un indicador pronéstico independiente de un desenlace desfavorable (Cuffel ef al., 2011). Se ha hallado
una correlacion inversa entre la expresion de MAGE-A4 y la supervivencia del paciente en los tumores de pulmén no
microciticos avanzados (Yoshida ef al., 2006; Shigematsu et al., 2010) y en el cancer de ovario (Yakirevich ef al.,
2003). En el cancer vesical, la expresion de MAGEA4 se ha correlacionado con la recidiva y con la progresion a tumor
mioinvasivo (Bergeron et al., 2009) y la tincion intensa de MAGEA4 se ha vinculado con una supervivencia mas breve.
En los tumores estromales gastrointestinales, la expresion de MAGEA4 junto con la de otros antigenos de cancer-
testiculo se ha correlacionado con la recidiva (Perez et al., 2008) y también en el cancer vulvar, MAGEA4 se detecto
con mas frecuencia en los tumores recidivantes (Bellati ef al., 2007).

En el estudio Cancer Genome Atlas (TCGA) de los tumores serosos de ovario de alto grado, la expresion de MAGEAS8
inferior a la mediana se asocié con un aumento de 11,4 meses en la supervivencia sin progresion, lo que lo convierte
en el efecto verificable mas potente. La expresion profusa de MAGE A8 aparecio asociada con una supervivencia sin
progresion mas desfavorable en pacientes con tumores en los que abunda el CD3, lo cual podria apuntar hacia un
papel inmunodepresor de MAGEAS8 como via de activacién de los linfocitos T reguladores inmunodepresores (Eng ef
al., 2015).

Se distinguieron sendos grupos de alto y bajo riesgo en pacientes con cancer de colon a partir de ocho biomarcadores
(ZBTB32, OR51B4, CCL8, TMEFF2, SALL3, GPSM1, MAGEAS y SALL1), que sirvieron como referencia para el
tratamiento individualizado (Zhang ef al., 2015).

En experimentos con lineas celulares de carcinomas de células escamosas humanos se ha atribuido a MAGEAS5 y A8
el papel de predictores negativos del tratamiento anti-EGFR con panitumumab (Hartmann ef al., 2014).

Algunos informes que abarcan diversos tipos de cancer aportan indicios de vinculos entre la expresion de MAGEA4
con los estadios tumorales avanzados: En el melanoma maligno, la expresion de MAGEA4 aumenté en paralelo con
el estadio tumoral desde el 9 % en los tumores primarios hasta el 44 % en las metastasis a distancia (Barrow et al.,
2006). También en el cancer vulvar, la expresion de MAGEA4 resultd mas frecuente en los tumores con metastasis
ganglionares (Bellati ef al., 2007). Asimismo, la expresion de MAGEA4 aparecio asociada con tumores de alto grado
0 un estadio avanzado en el carcinoma endometrial (Chitale et al., 2005), carcinomas de células escamosas de cuello
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uterino (Sarcevic et al., 2003) y cancer vesical (Bergeron et al., 2009; Kocher ef al., 2002).

Como se usa en el presente documento, el término «secuencia nucleotidica» hace referencia a un heteropolimero de
desoxirribonucleotidos.

La secuencia nucleotidica que codifica un péptido, oligopéptido o polipéptido en particular puede ser natural o estar
construida de forma sintética. Generalmente los segmentos de DNA que codifican los péptidos, polipéptidos y
proteinas se ensamblan con fragmentos de cDNA y oligonucledtidos cortos de enlace, o con una serie de
oligonucledtidos, que dan como resultado un gen sintético capaz de expresarse en una unidad transcripcional
recombinante que comprende elementos reguladores procedentes de un operdn microbiano o virico.

Tal y como se utiliza en la presente memoria el término «un nucleotido que codifica un péptido» se refiere a una
secuencia de nucleétidos que codifica el péptido y que incluye codones artificiales (sintetizados por el hombre) de
inicio y terminacién compatibles con el sistema bioldgico en el que la secuencia va a ser expresada, por ejemplo, por
una célula dendritica u otro sistema celular Util para la produccién de TCR.

Tal y como se utiliza en la presente memoria el término «un nucleotido que codifica una proteina de TCR» se refiere
a una secuencia de nucleotidos que codifica el TCR y que incluye codones artificiales (sintetizados por el hombre) de
inicio y terminacién compatibles con el sistema bioldgico en el que la secuencia va a ser expresada, por ejemplo, con
un linfocito T u otro sistema celular util para la produccién de TCR.

En la presente memoria, la referencia a una secuencia de acido nucleico incluye tanto el acido nucleico monocatenario
como bicatenario. Por lo tanto, en lo que concierne por ejemplo al DNA, la secuencia especifica, a menos que el
contexto indique otra cosa, se refiere al DNA monocatenario de dicha secuencia, a la doble cadena formada por dicha
secuencia con su complementaria (DNA bicatenario) y a la cadena complementaria de dicha secuencia.

El término «regidn codificante» hace referencia a la porcion de un gen que, o bien de forma natural o0 normal, codifica
el producto de expresion de dicho gen en su ambiente gendmico natural, por ejemplo, la region que codifica in vivo el
producto de expresion natural del gen.

La region codificante puede derivar de un gen no mutado («normal»), mutado o alterado, o incluso puede provenir de
una secuencia de DNA, o gen, sintetizada integramente en el laboratorio con métodos bien conocidos para los expertos
en la sintesis de DNA.

El término «producto de expresidn» define el polipéptido o la proteina que es el producto natural de la traduccion del
gen y cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifiquen los equivalentes resultantes de la degeneracion del
cddigo genético y por tanto, que codifican el mismo aminoacido o aminoacidos.

El término «fragmento», cuando se refiere a una secuencia de codificacion, define una porcién de DNA que no
comprende la region codificante entera, cuyo producto de expresion conserva esencialmente la misma actividad o
funciodn bioldgica que el producto de expresion de la regién codificante entera.

El término «segmento de DNA» hace referencia a un polimero de DNA, en forma de un fragmento separado o como
componente de un constructo de DNA mayor, que deriva de DNA aislado por lo menos una vez en una forma
sustancialmente pura, es decir, exento de materiales enddgenos contaminantes y en una cantidad o concentracion
que permite la identificacion, la manipulacion y la recuperacién del segmento y de sus secuencias nucleotidicas
constituyentes mediante métodos bioquimicos estandar como, por ejemplo, mediante un vector de clonacién. Dichos
segmentos se suministran en forma de un marco de lectura abierto sin interrupciones por secuencias internas no
traducidas, o intrones, que suelen estar presentes en los genes eucariotas. Las secuencias de DNA no traducidas
pueden estar presentes corriente abajo desde el marco de lectura abierto, donde no interfieren con la manipulacién o
la expresion de las regiones codificantes.

El término «cebador» define una secuencia corta de acidos nucleicos que puede aparearse con una cadena de DNA
y que proporciona un extremo 3'-OH libre en el que una polimerasa de DNA puede comenzar la sintesis de una cadena
de desoxirribonucleotidos.

El término «promotor» define una region de DNA implicada en la unién de la polimerasa de RNA para iniciar la
transcripcion.

El término «aislado» define el material que se extrae de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural, si ocurre
de forma natural). Por ejemplo, un polinucleédtido o un polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado,
pero ese mismo polinucledtido o polipéptido lo estara si es separado de parte o de todos los materiales coexistentes
en el sistema natural. En un aspecto, tales polinucleédtidos forman parte de un vector y/o tales polinucleotidos o
polipéptidos forman parte de una composicidén y siguen estando aislados en el sentido de que dicho vector o
composicion puesto no forma parte de su entorno natural.
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Los polinucleédtidos y los polipéptidos recombinantes o inmunogénicos, descritos en el presente documento también
pueden presentarse en forma «purificada». El término «purificado» no implica pureza absoluta; mas bien, se utiliza
como definicién relativa y puede incluir preparaciones altamente purificadas o preparaciones tan sélo parcialmente
purificadas, tal y como los expertos en la materia entienden dichos términos. Por ejemplo, los clones individuales
aislados de una genoteca de cDNA se han purificado de manera convencional hasta obtener una homogeneidad
electroforética. Se desvela en el presente documento la purificacion del material de inicio o del material natural hasta,
al menos, un orden de magnitud; o dos o tres drdenes de magnitud o incluso cuatro o cinco 6rdenes de magnitud.
Ademas, se contempla expresamente el polipéptido reivindicado que tiene una pureza de, preferiblemente, el
99,999 %, 0, al menos, del 99,99 % o el 99,9 %; y mas convenientemente, del 99 % por peso 0 mayor.

Los acidos nucleicos y los productos de expresion polipeptidicos dados a conocer conformes a la presente descripcion,
asi como los vectores de expresion que contienen dichos acidos nucleicos y/o dichos polipéptidos, pueden utilizarse
en «forma enriquecida». Tal y como se usa aqui, el término «enriquecido» significa que la concentraciéon del material
es, al menos, unas 2, 5, 10, 100 o 1000 veces su concentracidon natural (por ejemplo), mas ventajosamente 0,01 %
por peso, y preferiblemente, aproximadamente de 0,1 % al menos, por peso. También se contemplan preparaciones
enriguecidas de alrededor del 0,5 %, 1 %, 5 %, 10 % y 20 % en peso. Las secuencias, constructos, vectores, clones
y otros materiales que comprenden la presente descripcion pueden utilizarse, segun convenga, en su forma
enriquecida o aislada. El término «fragmento activo» define un fragmento, normalmente un péptido, polipéptido o
secuencia de acidos nucleicos, que genera una respuesta inmune (es decir, que posee actividad inmunogena) cuando
se administra —solo u, opcionalmente, con un adyuvante adecuado o en un vector— a un animal, que puede ser un
mamifero como, por ejemplo, un conejo o un raton, sin excluir a un ser humano; dicha respuesta inmune adopta la
forma de estimulacion de una respuesta de linfocitos T en el animal receptor como, por ejemplo, el ser humano. De
forma alternativa, el «fragmento activo» también se puede usar para inducir una respuesta de linfocitos T in vitro.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos «porcion», «segmento» y «fragmento», cuando se utilizan
en relacién a los polipéptidos, hacen referencia a una secuencia continua de residuos, como residuos de aminoacidos,
secuencia que es un subconjunto de una secuencia mayor. Por ejemplo, si un polipéptido se somete a un tratamiento
con cualquiera de las endopeptidasas habituales, como la tripsina o la quimotripsina, los oligopéptidos resultantes de
dicho tratamiento representaran porciones, segmentos o fragmentos del polipéptido inicial. Utilizados en relacion con
los polinucledtidos, estos términos se refieren a los productos producidos por el tratamiento de dichos polinucleétidos
con cualquiera de las endonucleasas.

Como se usa en el presente documento, el término «porcentaje de identidad» o «porcentaje idéntico», al referirse a
una secuencia, significa que una secuencia se compara con una secuencia reivindicada o descrita después de alinear
la secuencia que se va a comparar (la «secuencia comparada») con la secuencia descrita o reivindicada (la «secuencia
de referencia»). El porcentaje de identidad se determina entonces con la siguiente formula:

Porcentaje de identidad = 100 [1 -(C/R)]

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

(i) cada base 0 aminoacido de la secuencia de referencia que no tiene una base 0 aminodcido alineados en la
secuencia comparada y

(ii) cada hueco (gap) de la secuencia de referencia 'y

(i) cada base o aminoacido alineado de la secuencia de referencia que difiere de una base o aminoacido
alineado de la secuencia comparada, constituye una diferencia; y

(iv) la alineacion tiene que comenzar en la posicién 1 de las secuencias alineadas;

y R es el numero de bases o aminoacidos de la secuencia de referencia a lo largo de la alineacion con la secuencia
comparada con cualquier hueco creado en la secuencia de referencia, también contabilizado como una base o un
aminoacido.

Si existe una alineacion entre la secuencia comparada y la secuencia de referencia para la que el porcentaje de
identidad, calculada como se ha especificado arriba, es aproximadamente igual 0 mayor que una porcentaje de
identidad minima especificada, entonces la secuencia comparada guarda el porcentaje de identidad minima
especificada con la secuencia de referencia, aunque puedan existir alineaciones en las que el porcentaje de identidad
calculada arriba resulte menor que el porcentaje de identidad especificada.

Tal y como se menciona antes, la presente descripcidén proporciona un péptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 para su uso en un método de tratamiento de cancer de pulmdn no microcitico y cancer
de pulmén microcitico. Los péptidos de la invencidn tienen la capacidad de unirse a una molécula del complejo mayor
de histocompatibilidad humana (MHC) de clase | 0 a las versiones alargadas de dichos péptidos a una de clase II.

Como se usa en el presente documento, el término «homologo» se refiere al grado de identidad (véase antes
porcentaje de identidad) entre las secuencias de dos secuencias de aminoacidos, es decir: secuencias peptidicas o

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2965011 T3

polipeptidicas. La antes mencionada «homologia» se determina comparando las dos secuencias alineadas en
condiciones 6ptimas con las secuencias a comparar. La homologia de secuencia se puede calcular creando una
alineacién con el algoritmo ClustalW, por ejemplo. Habitualmente las bases de datos publicas proporcionan software
para el analisis de secuencias, en concreto, Vector NTI, GENETYX u otras herramientas.

Una persona versada en la materia sera capaz de valorar si los linfocitos T inducidos por una variante del péptido
especifico seran capaces de reaccionar con el propio péptido (Appay et al., 2006; Colombetti ef al., 2006; Fong et al.,
2001; Zaremba et al., 1997).

Por «variante» de la secuencia de aminoacidos se entiende que las cadenas laterales de, por ejemplo, uno o dos de
los residuos de aminoacidos estan alteradas (por ejemplo, sustituyéndolas con la cadena lateral de otro residuo de
aminoacido natural o alguna otra cadena lateral) de modo que el péptido sigue siendo capaz de unirse a una molécula
HLA basicamente de la misma manera que un péptido que consiste de la secuencia de aminodcidos indicadas en las
SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24. Por ejemplo, un péptido se puede modificar para que mejore o al menos mantenga
la capacidad para interaccionar y unirse a la hendidura de unién de una molécula MHC adecuada, como HLA-A*02 o
-DR y de un modo que mejore 0 al menos mantenga la capacidad para unirse al TCR de linfocitos T activados. De
modo similar, una proteina de TCR se puede modificar para que mejore, 0 al menos mantenga, la capacidad para
interaccionar y unirse a un complejo formado por una molécula MHC adecuada/KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1), como
HLA-A*02 o -DR y de un modo que mejore, 0 al menos mantenga, la capacidad para activar linfocitos T.

Estos linfocitos T pueden después reaccionar con células y matar aquellas que expresen un polipéptido que contenga
la secuencia natural de aminoacidos del péptido afin, como la KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1), tal y como se define en
los aspectos de la descripcion. Como se puede deducir de la bibliografia (Rammensee et al., 1999; Godkin et al.,
1997) y de las bases de datos cientificas, ciertas posiciones de los péptidos de union a HLA son normalmente residuos
de anclaje que forman una secuencia central que encaja en el motivo de union del receptor HLA, que esta definida por
las propiedades polares, electrofisicas, hidrofébicas y espaciales de las cadenas polipeptidicas que constituyen la
hendidura de union. Asi pues, una persona versada en la técnica serd capaz de modificar las secuencias de
aminoacidos expuestos en las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 24, manteniendo los residuos de anclaje conocidos y sera
capaz de determinar si tales variantes mantienen la capacidad de unién a los complejos formados por moléculas MHC
de clase | o Il con KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1). Las variantes desveladas en el presente documento conservan la
capacidad de unirse a complejos formados por moléculas MHC de clase | o Il con el KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1).
Los linfocitos T que expresen las variantes podran destruir subsiguientemente las células que expresen un polipéptido
que contenga la secuencia natural de aminoacidos del péptido afin, como el KVLEHVVRYV (SEQ ID NO: 1).

Los péptidos originales (sin modificar) o las proteinas de TCR que se describen aqui se pueden modificar mediante la
sustitucion de uno o0 mas residuos en sitios diferentes, posiblemente selectivos, dentro de la cadena peptidica, si no
se especifica de otra manera. Preferentemente tales sustituciones estarian situadas al final de la cadena de
aminoacidos de dicho péptido. En las proteinas de TCR, preferentemente tales sustituciones estan localizadas en los
dominios variables de la cadena alfa y de |la cadena beta del TCR. Dichas sustituciones pueden ser de naturaleza
conservadora como, por ejemplo, cuando un aminoacido es reemplazado por otro aminodacido de estructura y
caracteristicas similares, como en el caso de un aminodacido hidrofobico que es sustituido por otro aminoacido
hidrofébico. Aun mas conservador seria el reemplazo de aminoacidos de tamafio y naturaleza quimica igual o similar
como, por ejemplo, el reemplazo de una leucina por una isoleucina. En diversos estudios de variaciones de secuencias
en familias de proteinas homodlogas naturales, determinadas sustituciones de aminoacidos se toleran con mas
frecuencia que otras y éstas muestran a menudo una correlaciéon con similitudes de tamafo, carga, polaridad e
hidrofobicidad entre el aminoacido original y su reemplazo, siendo ésta la base para la definicidn de las «sustituciones
conservadorasy.

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

Las sustituciones menos conservadoras pueden implicar el reemplazo de un aminoacido por otro con caracteristicas
similares pero diferenciado de alguna manera en el tamafio, como en el reemplazo de un residuo de isoleucina por
alanina. Los reemplazos muy poco o nada conservadores pueden implicar la sustitucion de un aminoacido acido por
otro polar, o incluso por uno de caracter basico. Estas sustituciones «radicales» no se pueden descartar, sin embargo,
como potencialmente inefectivas, ya que los efectos quimicos no son totalmente predecibles y las sustituciones
radicales bien pueden provocar efectos inesperados imposibles de predecir de otra forma a partir de principios
quimicos simples.

Naturalmente, dichas sustituciones pueden implicar otras estructuras distintas de los aminodacidos L habituales. De
esta forma, aminoacidos D podrian sustituir a los aminoacidos L que habitualmente se encuentran en los péptidos
antigénicos de la descripcion y aun asi, quedar englobados en la presente divulgacion. Ademas, se pueden usar
también otros aminoacidos no convencionales (distintos de los aminoacidos naturales que constituyen las proteinas)
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con fines de sustitucion para producir inmunogenos y polipéptidos inmunogénicos de acuerdo con la presente
descripcion.

Si se descubre que las sustituciones en mas de una posicidn resultan en un péptido con actividad antigénica
sustancialmente equivalente o mayor, como se define mas abajo, entonces las combinaciones de dichas sustituciones
se probaran para determinar si las sustituciones combinadas provocan efectos aditivos o sinérgicos en la antigenicidad
del péptido. Como maximo, se sustituiran hasta 4 posiciones simultaneamente dentro del péptido.

Un péptido consistente esencialmente en la secuencia de aminoacidos indicada puede tener intercambiados uno o
dos aminoacidos que no formen parte del anclaje (véase mas adelante el motivo de anclaje) sin que la capacidad de
union a una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o clase Il cambie
sustancialmente o resulte negativamente afectada, en comparacion con el péptido sin modificar. En otro caso, un
péptido consistente esencialmente en la secuencia de aminoacidos indicada en la presente memoria puede tener
cambiados uno o dos aminodcidos que no formen parte del anclaje (véase mas adelante el motivo de anclaje) por sus
pares conservadores (véase mas adelante) sin que la capacidad de unién a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o clase Il cambie sustancialmente o resulte negativamente afectada, en
comparacion con el péptido sin modificar.

Aquellos residuos de aminoacidos que no contribuyen sustancialmente a las interacciones con el receptor del linfocito
T pueden ser modificados sustituyéndolos por otros aminoacidos cuya incorporacién no afecte sustancialmente a la
reactividad de los linfocitos T y no suprima la unién al MHC pertinente. Asi pues, aparte de la condicion indicada, un
péptido desvelado en el presente documento puede ser cualquier péptido (en cuyo término los inventores incluyen
oligopéptidos o polipéptidos), que incluya las secuencias de aminoacidos o0 una porcion o una variante de las mismas
tal y como se indican.

Tabla 9: Variantes de los péptidos de la invencion

Posicion 1 2 3 4 5 6 7 8 9

SEQID NO:1a13 K V L E H \' \' R \'
Y L
Y L L
Y L A
Y L |
Y A

. Y A L

Variantes Y A A
Y A |
Y
Y L
Y A
Y I

También pueden ser adecuados péptidos mas largos (alargados). Es posible que los epitopos de MHC de clase |, si
bien normalmente el epitopo real son residuos que no afectan sustancialmente a la digestidén proteolitica necesaria
para exponer el epitopo real durante el procesamiento.

Los péptidos de la descripcion se pueden alargar hasta cuatro aminoacidos, es decir, que se pueden afladir 1, 2, 3 0
4 aminoacidos a cualquier extremo en cualquier combinacion de entre 8 y 11 aminoacidos de longitud, generados por
el procesamiento peptidico a partir de péptidos mas largos o de proteinas que incluyen el epitopo real. Por ejemplo,
los residuos pueden flanquear entre 4.0 y 0:4. A continuaciéon en la tabla 10 se exponen combinaciones de las
elongaciones conformes a la descripcion:

Tabla 10: Combinaciones de las elongaciones de los péptidos de la descripcion
C-terminal N-terminal
4 0

3 0o1

2 00102

1 0010203

0 001020304
N-terminal C-terminal
4

3

2

1

0

0

Oo1

0o102
0o10203
0o1020304
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Los aminoacidos para la elongacion/extension pueden ser los péptidos de la secuencia original de la proteina o
cualquier otro aminoacido. La elongacidn tiene por finalidad mejorar la estabilidad o la solubilidad de los péptidos.

Asi pues, los epitopos de la presente invencion son idénticos a los epitopos naturales que son especificos o estan
asociados al tumor. También se desvelan ademas en el presente documento epitopos que difieran como maximo en
cuatro residuos del péptido de referencia, siempre que conserven basicamente la misma actividad antigénica.

Como alternativa, el péptido se alarga por uno 0 ambos lados mas de 4 aminoacidos, o hasta una longitud total de
hasta 30 aminoacidos. Esto puede dar como resultado péptidos que se unen a MHC de clase II. La unién a MHC de
clase Il se puede analizar con métodos conocidos en la materia.

En consecuencia, se desvelan en el presente documento péptidos y variantes de epitopos de MHC de clase | en los
que el péptido o variante tienen una longitud total de entre 8 y 100, preferiblemente entre 8 y 30 y mas preferiblemente
entre 8y 14, esto es 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 aminoacidos, que en el caso de los péptidos de union de clase Il también
puede serde 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 aminoacidos.

Por supuesto, el péptido de acuerdo con la presente invencion tendra la capacidad para unirse a una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase |. La unién de un péptido o una variante a un complejo
MHC se puede analizar con métodos conocidos en la técnica.

Cuando los linfocitos T especificos para un péptido desvelado en el presente documento se prueben contra los
péptidos sustituidos, la concentracion de péptido a la cual los péptidos sustituidos consiguen la mitad del aumento
maximo de la lisis respecto al valor de fondo es como maximo de alrededor de 1 mM, o como maximo de alrededor
de 1 yM, o como maximo de alrededor de 1 nM 0 como maximo de alrededor de 100 pM o como maximo de alrededor
de 10 pM. En otro caso el péptido sustituido sea reconocido por los linfocitos T de mas de un individuo, de al menos
dos o incluso tres individuos.

La potenciacion de la afinidad de los TCR especificos de tumor y su aprovechamiento, depende de la existencia de
una franja de afinidades optimas de tales receptores. La existencia de tal franja se basa en las observaciones de que
los TCR especificos para patdgenos restringidos a HLA-A2 presentan valores de KD que en general son unas 10
veces menores que los TCR especificos para los autoantigenos asociados a tumor restringidos a HLA-A2 (Aleksic et
al. 2012; Kunert et al. 2013). Ahora sabemos que a pesar de que los antigenos asociados a tumor tienen el potencial
de ser inmunogénicos, puesto que los tumores se originan a partir de las propias células del individuo, solo las
proteinas mutadas o las proteinas con un procesamiento traduccional alterado seran detectadas como extrafias por
el sistema inmune. Los antigenos que estan regulados al alza o sobreexpresados (llamados autoantigenos) no inducen
necesariamente una respuesta inmune funcional contra el tumor: Los linfocitos T que expresen TCR que sean
altamente reactivos contra dichos antigenos seran seleccionados negativamente en el timo en un proceso conocido
como tolerancia central (Xing ef al. 2012; Ruella et al. 2014; Sharpe et al. 2015), lo que significa que solo perviviran
los linfocitos T cuyos TCR presenten una baja afinidad hacia los autoantigenos. Asi pues, la afinidad de los TCR o de
las variantes de la presente invencion hacia la MAG-003 puede ser potenciada mediante métodos bien conocidos en
la técnica como los descritos a continuacion.

Una «composicion farmacéutica» es una composicion apta para la administracion a un ser humano en un contexto
médico. Preferiblemente, dicha composicion farmacéutica es estéril y se fabrica de acuerdo con las directrices de
buenas practicas de fabricacion.

Las composiciones farmacéuticas comprenden los péptidos o las proteinas de TCR en forma libre 0 en forma de una
sal farmacéuticamente aceptable (véase también mas arriba). Tal y como se utiliza en la presente memoria, «sal
farmacéuticamente aceptable» se refiere a un derivado de los péptidos descritos en el que el péptido es modificado
para obtener sales acidas o basicas del agente. Por ejemplo, las sales acidas se preparan a partir de la base libre
(normalmente la forma neutra del farmaco posee un grupo —NH2 neutro) haciéndola reaccionar con un acido
adecuado. Acidos adecuados para la preparacién de sales acidas incluyen tanto 4cidos organicos, por ejemplo, acido
acético, acido propidnico, acido glicdlico, acido piruvico, acido oxalico, acido malico, acido maldnico, acido succinico,
acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinnamico, acido mandélico, acido
metanosulfonico, acido etanosulfonico, acido p-toluensulfénico, acido salicilico y similares, como acidos inorganicos,
como por ejemplo acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares. A la
inversa, la preparacion de sales bdasicas a partir de grupos acidos que pueden estar presentes en un péptido se realiza
empleando una base farmacéuticamente aceptable como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de
amonio, hidroxido de calcio, trimetilamina o similares.

La presente invencion se refiere a un péptido no natural, en que dicho péptido consiste en una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con las SEQ ID NO: 1 y ha sido producido sintéticamente (por ejemplo sintetizado) como una
sal farmacéuticamente aceptable. Los métodos para la sintesis de péptidos son bien conocidos en la materia. Las
sales de los péptidos conformes a la presente invencion difieren sustancialmente de los péptidos en su estado o
estados in vivo, puesto que los péptidos no se hallan en forma de sal en las condiciones in vivo. De la forma artificial
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de sal del péptido depende su solubilidad, en particular en el contexto de composiciones farmacéuticas que
comprenden péptidos, como, por ejemplo, las vacunas peptidicas que se dan a conocer en la presente memoria. Para
que los péptidos se puedan suministrar de modo eficaz al sujeto a tratar, es preciso que el péptido o péptidos tengan
la suficiente solubilidad, por lo menos sustancial. Preferiblemente, las sales de los péptidos deben ser sales
farmacéuticamente aceptables. Estas sales conformes a la invencion incluyen sales alcalinas y alcalinotérreas como
las sales de la serie de Hofmeister que comprenden aniones como PO4*, 80,2, CH;COO:, CI, Br, NOs, ClO4, I,
SCN- y cationes como NH*, Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Zn?*, Mg®*, Ca?*, Mn?*, Cu®* y Ba®". En concreto, las sales se
seleccionan entre las siguientes: (NH4)3PO4, (NH4)2HPO4, (NH4)H2PO4, (NH4)2SO4, NHLCH3COO, NH4Cl, NH4Br,
NHsNO3, NH4CIO4, NH4l, NH4SCN, RbsPO., Rb;HPO4, RbH:PO4, Rb;SO., RbsCHICOO, RbsCl, RbsBr, RbsNOs3,
Rb4ClO4, Rbyl, Rb4SCN, K3PO4, KoHPO4, KH2PO4, KaSO4, KCH3COO, KCI, KBr, KNO3, KCIO,, Kl, KSCN, NazPOs,
NasHPO,, NaH;PO,4, Na;SO4, NaCH3;COO, NaCl, NaBr, NaNOj, NaClOy4, Nal, NaSCN, ZnCl;, Cs3PO4, Csy:HPO,,
CsHyPO,, Cs;S0., CsCH3COO, CsCl, CsBr, CsNOs, CsCIO,, Csl, CsSCN, LisPOs, LizHPO4, LiH2PO4, LizSOs,
LiICH3COO, LiCl, LiBr, LINOg3, LiClOs, Lil, LISCN, CusS04, Mgs(PO4)2, MgzHPO4, Mg(H2PO4)2, Mg2SO4, Mg(CH;COO),,
MgCl, MgBra, Mg(NOs)s, Mg(ClO4)2, Mgls, MQ(SCN)2, MnCl,, Cas(POs),, CaxHPO., Ca(H:POs),, CaSOu,
Ca(CH3COOQ);, CaCly, CaBr;, Ca(NO3)2, Ca(ClOy),, Cals, Ca(SCN);, Bas(POs)2, BaHPO, Ba(H:PO.),, BaSO,,
Ba(CH3;COO),, BaCl,, BaBr,, Ba(NOs3)2, Ba(ClOy),, Bals y Ba(SCN).. En particular se prefieren el NH acetato, MgCls,
KH2PO4, Na;S04, KCI, NaCly CaCl,, como, por ejemplo, las sales de cloruro o acetato (trifluoroacetato).

En una modalidad especialmente preferida, las composiciones farmacéuticas comprenden los péptidos o las proteinas
de TCR en forma de sales de acido acético (acetatos), trifluoroacetatos o acido clorhidrico (cloruros).

Otro aspecto mas de la descripcidén proporciona un acido nucleico (por ejemplo, un polinucleétido) que codifica un
péptido y una proteina de TCR y variantes de TCR de la descripcion. El polinucleétido puede ser, por ejemplo, DNA,
cDNA, PNA, RNA o combinaciones de los mismos, monocatenarios y/o bicatenarios, o formas nativas o estabilizadas
de polinucledtidos, como, por ejemplo, polinucledtidos con un esqueleto de fosforotioato y que pueden contener
intrones siempre que codifique el péptido. Por supuesto, solo los péptidos que contengan residuos de aminoacidos
naturales unidos por enlaces peptidicos naturales pueden ser codificados por un polinucleétido. Otro aspecto mas de
la descripcion proporciona un vector de expresion capaz de expresar un polipéptido de acuerdo con la descripcion.

Se han desarrollado diversos métodos para unir polinucledtidos, especialmente DNA, a vectores, por ejemplo, a través
de extremos cohesivos complementarios. Por ejemplo, al segmento de DNA se le pueden afiadir prolongaciones de
homopolimeros complementarios para insertarlo en el vector de DNA. El vector y el segmento de DNA se unen a
continuacién por medio de puentes de hidrégeno entre las colas homopoliméricas complementarias para formar
moléculas de DNA recombinante.

Otro método alternativo para unir el segmento de DNA a los vectores son los ligadores sintéticos que contienen uno o
mas sitios de restriccion. Existen ligadores sintéticos comerciales que contienen diversas dianas para las
endonucleasas de restriccion que facilitan varios proveedores como International Biotechnologies Inc. New Haven,
CN, EE.UU.

Un método deseable para modificar el DNA que codifica el polipéptido de la descripcidn se sirve de la reaccidon en
cadena de la polimerasa tal y como exponen Saiki RK y cols. (Saiki ef al., 1988). Este método puede ser utilizado para
introducir el DNA en un vector adecuado, por ejemplo, disefiando las dianas de restriccidn adecuadas, o puede ser
empleado para modificar el DNA de otros modos utiles conocidos en la técnica. Si se opta por vectores virales, son
preferibles los vectores poxviricos o adenoviricos.

El DNA (o RNA en el caso de los vectores retroviricos) se puede expresar en un hospedador adecuado para producir
un polipéptido que comprenda el péptido o variante de la descripcidn. Asi pues, el DNA que codifica el péptido o
variante de la descripcién puede ser utilizado de acuerdo con técnicas conocidas, modificado adecuadamente
siguiendo las ensefianzas contenidas en la presente memoria para construir un vector de expresiéon que se emplee
para transformar una célula hospedadora a fin de que exprese y produzca el polipéptido de la descripcion. Tales
técnicas incluyen las dadas a conocer en las patentes de EE.UU. NO. 4.440.859, 4.530.901, 4.582.800, 4.677.063,
4.678.751,4.704.362, 4.710.463, 4.757.006, 4.766.075 y 4.810.648.

El DNA (0 RNA en el caso de los vectores retroviricos) que codifica el polipéptido que constituye el compuesto de la
descripcion se puede unir con una amplia variedad de secuencias distintas de DNA para introducirlo en un hospedador
adecuado. El DNA acompafante dependera de la naturaleza del hospedador, el modo de introducir el DNA en su
interior y de si se pretende que se integre o0 que se mantenga como un episoma.

En general, el DNA se inserta en un vector de expresion, como un plasmido, con la orientacioén apropiada y el marco
de lectura correcto para asegurar la expresion. Si es necesario, el DNA se puede enlazar con secuencias nucleotidicas
de control que regulan la transcripcion o la traduccion y que son reconocidas por el hospedador deseado, aunque en
general tales controles ya suelen estar incluidos en el propio vector de expresion. A continuacion, el vector se introduce
en el hospedador mediante técnicas estandar. En general, el vector no consigue transformar todos los hospedadores,
lo que hara necesario seleccionar las células hospedadoras que hayan quedado transformadas. Una técnica de
seleccidén consiste en incorporar en el vector de expresion una secuencia de DNA con los elementos de control
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necesarios que codifique un rasgo seleccionable en la célula transformada, como por ejemplo de resistencia a
antibidticos.

Ofra alternativa consiste en incorporar el gen de ese rasgo seleccionable en otro vector con el que se cotransforma la
célula hospedadora.

Las células hospedadoras que hayan sido transformadas con el DNA recombinante de la descripcidn se cultivaran
durante el tiempo suficiente y en las condiciones apropiadas que las personas versadas en la técnica conocen a la
vista de las ensefianzas reveladas en la presente memoria para que el polipéptido pueda expresarse y finalmente, ser
recuperado.

Son muchos los sistemas de expresion conocidos, como bacterias (E. coli, Bacillus subtilis, etc), levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, etc.), hongos filamentosos (género Aspergillus, etc.), células vegetales, animales o de
insectos. Preferiblemente el sistema consistira en células de mamifero, como las células CHO disponibles de la ATCC
Cell Biology Collection.

Un tipico vector plasmidico de expresion constitutiva para células de mamifero comprende el promotor del CMV o del
SV40 con una cola poli-A adecuada y un marcador de resistencia como la neomicina. Un ejemplo es el pSVL que
ofrece Pharmacia, Piscataway, NJ, EE.UU. Un ejemplo de vector de expresion inducible para mamifero es el pMSG,
también suministrado por Pharmacia. Otros vectores plasmidicos de levadura son pRS403-406 y pRS413-416, en
general proveidos por Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU. Los plasmidos pRS403, pRS404,
pRS405 y pRS406 son plasmidos integrativos de levadura (YIp) que incorporan los marcadores seleccionables de
levadura HIS3, TRP1, LEU2 y URAS3. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos centroméricos de levadura (Ycp).
Los vectores dotados del promotor del CMV (por ejemplo, de Sigma-Aldrich) proporcionan una expresion transitoria o
estable, expresion en el citoplasma o secrecién y marcaje de los extremos N-terminal o C-terminal en varias
combinaciones de FLAG, 3xFLAG, c-myc o MAT. Estas proteinas de fusion permiten la deteccion, la purificacion y el
analisis de la proteina recombinante. Las fusiones con doble etiqueta aportan flexibilidad a la deteccién.

La potente region reguladora promotora del citomegalovirus (CMV) humano ofrece niveles de expresidon constitutiva
de la proteina muy elevados, de hasta 1 mg/l en células COS. En lineas celulares menos potentes los niveles de
proteinas suelen rondar ~0,1 mg/l. La presencia del origen de replicacion del SV40 genera niveles elevados de
replicacion del DNA en células COS que toleran la replicacion del SV40. Los vectores de CMV, por ejemplo, pueden
contener el origen pMB1 (derivado del pBR322) para la replicacion en células bacterianas, el gen de la b-lactamasa
para la seleccién por resistencia a la ampicilina, hGH poliA y el origen f1. Los vectores que contienen la secuencia
lider de la preprotripsina (PPT) pueden canalizar la secrecion de las proteinas de fusion FLAG hacia el medio de
cultivo, donde se pueden purificar por medio de anticuerpos anti-FLAG, resinas y placas. En la técnica se conocen
otros vectores y sistemas de expresidon aptos para el uso con una variedad de células hospedadoras.

Se desvelan en el presente documento dos 0 mas péptidos o variantes peptidicas de la descripcion que se codifican
y se expresan en orden sucesivo (similar a constructos de «collar de cuentas»). Al hacerlo, los péptidos o las variantes
peptidicas se pueden enlazar o fusionar juntas mediante segmentos de aminoacidos enlazantes, como por ejemplo
LLLLLL, o se pueden unir sin ningun otro péptido adicional entre ellos. Estos constructos también pueden ser utilizados
para la terapia contra el cancer y podrian inducir respuestas inmunes en las que intervengan tanto el MHC | como el
MHC 1.

Se desvela también en el presente documento una célula hospedadora transformada con un constructor de vector
polinucleotidico de la presente descripcion. La célula hospedadora puede ser procariota o eucariota. Las células
bacterianas pueden ser las células hospedadoras procariotas mas adecuadas en determinadas circunstancias;
normalmente son cepas de E. coli, como por ejemplo las cepas DH5 disponibles de Bethesda Research Laboratories
Inc., Bethesda, Maryland, EE.UU. y RR1 disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville,
Maryland, EE.UU. (NO. ATCC 31343). Las células hospedadoras eucariotas preferidas son células de levadura, de
insecto y de mamifero, preferiblemente células de vertebrado como lineas celulares de colon y de fibroblastos de
raton, rata, mono o ser humano. Las células hospedadoras de levadura incluyen YPH499, YPH500 y YPH501, que en
general estan disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, EE.UU. Las células hospedadoras de
mamifero preferidas incluyen las células de ovario de hamster chino (CHO) disponibles de la ATCC como CCL61, las
células embrionarias de ratén suizo NIH/3T3 disponibles de la ATCC como CRL 1658, las células COS-1 de rifidn de
mono disponibles de la ATCC como CRL 1650 y las células 293 que son células renales embrionarias humanas. Las
células de insecto preferidas son las células Sf9 que se pueden transfectar con vectores de expresion baculoviricos.
Se puede encontrar una revision general referente a la eleccion de las células hospedadoras mas adecuadas por
ejemplo en el manual de Paulina Balbas y Argelia Lorence «Methods in Molecular Biology Recombinant Gene
Expression, Reviews and Protocols», Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9 y otra bibliografia conocida
por las personas versadas en la materia.

La transformacion de las células hospedadoras adecuadas con el constructo de DNA de la presente descripcidn se

consuma con métodos consabidos que normalmente dependen del tipo de vector utilizado. En lo que conciemne a la
transformacién de las células hospedadoras procariotas, véase, por ejemplo, Cohen y cols. (Cohen ef al., 1972) y
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(Green and Sambrook, 2012). La transformacién de células de levadura se describe en Sherman et al. (Sherman et
al., 1986). El método de Beggs (Beggs, 1978) también resulta Util. En lo que concierne a los reactivos adecuados para
transfectar las células de vertebrados, por ejemplo, el fosfato de calcio y el DEAE-dextrano o las formulaciones con
liposomas, se pueden adquirir de Stratagene Cloning Systems, o Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877,
EE.UU. La electroporacion también es Util para la transformacion y/o la transfeccion de las células y es perfectamente
conocida su aplicacion en la transformacién de células de levadura, bacteria, insecto y vertebrado.

Las células transformadas con éxito, es decir, las que contengan un constructo de DNA de la presente descripcién, se
pueden identificar con técnicas bien conocidas como la PCR. Otra alternativa consiste en detectar la presencia de la
proteina en el sobrenadante por medio de anticuerpos.

Se apreciara que ciertas células hospedadoras de la descripcidon son Utiles para la preparacion de péptidos de la
descripcion, por ejemplo, las células bacterianas, de levadura e insecto. Con todo, para ciertos métodos terapéuticos
pueden ser Utiles otras células hospedadoras. Por ejemplo, se pueden utilizar células presentadoras de antigeno como
las células dendriticas para expresar los péptidos de la descripcion de tal forma que puedan ser cargados en las
moléculas MHC oportunas. Asi pues, la presente descripcidn proporciona una célula hospedadora que comprende un
acido nucleico o un vector de expresion de acuerdo con la descripcion.

En algunos casos la célula hospedadora es una célula presentadora de antigeno, en particular una célula dendritica
o célula presentadora de antigeno. Las APC cargadas con una proteina de fusién recombinante que contiene acido
prostatico fosfatasa (PAP) fueron aprobadas por la Administracién de Alimentos y Farmacos de los EE.UU. (FDA) el
29 de abril de 2010 para tratar el cancer de prdstata hormonorrefractario metastasico asintomatico o minimamente
sintomatico (Sipuleucel-T) (Rini ef al., 2006; Small et al., 2006).

Se desvela también en el presente documento Otro aspecto mas de la descripcidn proporciona un método para la
produccién de un péptido o de su variante, comprendiendo dicho método el cultivo de una célula hospedadora y el
aislamiento del péptido a partir de dicha célula o de su medio de cultivo.

En otra modalidad las proteinas de TCR, el acido nucleico o el vector de expresion de la descripcion se emplean en
medicina. Por ejemplo, el péptido o su variante pueden ser preparados para la inyeccion por via intravenosa (i.v.),
subcutanea (s.c.), intradérmica (i.d.), intraperitoneal (i.p.) o intramuscular (i.m.). Los ejemplos de métodos para la
inyeccion del péptido incluyen s.c., i.d., i.p., i.m. e i.v. Los ejemplos de métodos para la inyeccion del DNA incluyen
i.d., im., s.c, i.p. e i.v. Segun el péptido 0 DNA de que se trate se pueden administrar dosis de, por ejemplo, entre
50 ug y 1,5 mg, preferiblemente de 125 ug a 500 ug de péptido o DNA. Dosis en esos intervalos se han empleado con
éxito en varios ensayos (Walter ef al., 2012).

El polinucleotido usado para la vacunacion activa puede ser sustancialmente puro, o estar contenido en un vector o
en un sistema de liberacion adecuado. El acido nucleico puede ser DNA, cDNA, PNA, RNA o una combinacion de los
mismos. Los métodos para disefar e introducir ese acido nucleico son bien conocidos por los expertos en la materia.
Se ofrece una visién general en, por ejemplo, Teufel et al. (Teufel et al.,, 2005). Las vacunas polinucleotidicas son
faciles de preparar, pero el mecanismo por el cual tales vectores inducen la respuesta inmune no se conoce con
exactitud. Los vectores y sistemas de liberacién adecuados incluyen los de DNA y/o RNA viral, como los sistemas
basados en adenovirus, virus de vacuna, retrovirus, herpesvirus, virus adeno-asociados o hibridos que contienen
elementos de varios virus. Los sistemas de liberacién no virales incluyen lipidos catidnicos y polimeros catidénicos que
son bien conocidos como técnicas para la introduccion de DNA. Los métodos de introduccidn fisicos, como la «pistola
génica», también pueden utilizarse. El péptido o péptidos codificados por el acido nucleico pueden ser una proteina
de fusién, por ejemplo, con un epitopo que estimule los linfocitos T para el respectivo CDR opuesto, tal y como se ha
indicado antes.

El medicamento de la descripcion también puede incluir uno o varios adyuvantes. Los adyuvantes son sustancias que
potencian o estimulan de forma inespecifica la respuesta inmune (por ejemplo respuestas inmunes mediadas por
linfocitos T CD8-positivos y linfocitos T cooperadores (Th) contra un antigeno, por lo que podrian ser considerados
utiles en el medicamento de la presente descripcion. Entre los adyuvantes adecuados figuran, entre otros: 1018 ISS,
sales de aluminio, AMPLIVAX® AS15, BCG, CP-870.893, CpG7909, CyaA, dSLIM, ligandos de flagelina o TLR5
derivados de flagelina, ligando de FLT3, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod (ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321,
interleucinas como IL-2, IL-13, IL-21, interferdn alfa o beta o derivados pegilados de los mismos, IS Patch, ISS,
ISCOMATRIX, ISCOMs, Juvimmune® LipoVac, MALP2, MF59, lipido monofosforiio A, Montanide IMS 1312,
Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, emulsiones de agua en aceite y de aceite en agua, OK-
432, OM-174, OM-197-MP-EC, ONTAK, OspA, sistema de vectores PepTel®, microparticulas de dextrano y poli(lactido
co-glicédlido) [PLG], talactoferrina SRL172, virosomas y otras particulas similares a virus, YF-17D, VEGF trap, R848,
beta-glucano, Pam3Cys, estimulon QS21 de Aquila, que deriva de la saponina, extractos de micobacterias y miméticos
sintéticos de la pared bacteriana y otros adyuvantes patentados como Detox de Ribi, Quil o Superfos. Se prefieren los
adyuvantes como el adyuvante de Freund o el GM-CSF. Con anterioridad se han descrito varios adyuvantes
inmunolégicos (por ejemplo MF59) especificos para las células dendriticas, asi como la preparacion de los mismos
(Allison and Krummel, 1995). También pueden utilizarse citocinas. A varias citocinas se les ha atribuido una influencia
directa en la migracion de las células dendriticas hacia los tejidos linfoides (por ejemplo el TNF-), como parte de un
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proceso que acelera su maduracion hasta convertirlas en células presentadoras de antigeno de los linfocitos T (por
ejemplo GM-CSF, IL-1 e IL-4) (patente de EE.UU. no. 5.849.589) y en el que actian como inmunoadyuvantes (por
ejemplo la IL-12, IL-15, IL-23, IL-7, IFN-alfa, IFN-beta) (Gabrilovich ef al., 1996).

También se ha descrito que los oligonucledtidos de CpG inmunoestimuladores potencian los efectos de los adyuvantes
en las vacunas. Sin limitarse a la teoria, los oligonucleétidos de CpG actian activando el sistema inmune innato (no
adaptativo) a través de los receptores de tipo Toll (TLR), principalmente el TLR9. La activacién del TLR9
desencadenada por los CpG potencia las respuestas humorales y celulares especificas de antigeno contra una amplia
gama de antigenos, incluidos antigenos peptidicos o proteicos, virus vivos 0 muertos, vacunas de células dendriticas,
vacunas de células autdlogas y conjugados de polisacaridos, tanto en vacunas profilacticas como terapéuticas. Mas
importante adun, potencian la maduracién y la diferenciacion de las células dendriticas, lo cual resulta en una mayor
activacion de los linfocitos TH1 y una generacion mas potente de linfocitos T citotdxicos (CTL), incluso sin la ayuda de
los linfocitos T CD4. La tendencia hacia la respuesta TH1 provocada por la estimulacion del TLR9 se mantiene incluso
en presencia de adyuvantes de vacunas como el aluminio o el adyuvante de Freund incompleto (IFA) que normalmente
promueven un sesgo hacia la respuesta TH2. Los oligonucleétidos de CpG muestran incluso una mayor actividad
adyuvante cuando se formulan o administran conjuntamente con otros adyuvantes o en formulaciones como
microparticulas, nanoparticulas, emulsiones de lipidos o formulaciones similares, que son especialmente necesarias
para inducir una respuesta potente cuando el antigeno es relativamente débil. También aceleran la respuesta inmune
y permiten reducir las dosis de antigeno aproximadamente en dos 6rdenes de magnitud, habiendo obtenido en algunos
experimentos respuestas de anticuerpos comparables a las conseguidas con la dosis completa de vacuna sin CpG
(Krieg, 2006). La patente de EE. UU. no. 6.406.705 B1 describe el uso combinado de oligonucledtidos de CpG,
adyuvantes sin acidos nucleicos y un antigeno para inducir una respuesta inmune especifica de antigeno. Un
componente preferido de la composicidon farmacéutica de la presente descripcion es un antagonista CpG del TLR9
conocido como dSLIM (inmunomodulador en horquilla doble), fabricado por Mologen (Berlin, Alemania). También se
pueden utilizar otras moléculas que se unen a los TLR como RNA que se unena TLR 7, TLR 8 y/o TLR 9.

Entre los ejemplos de adyuvantes utiles también se incluyen CpG modificados quimicamente (por ejemplo, CpR,
Idera), analogos de dsRNA como poli(l:C) y derivados de los mismos (por ejemplo, AmpliGen®, Hiltonol®, poli-(ICLC),
poli(IC-R), poli(l:C12U), RNA o DNA bacteriano sin CpG, asi como anticuerpos y moléculas pequefias inmunoactivas
como ciclofosfamida, sunitinib, Bevacizumab®, celebrex, NCX-4016, sildenafilo, tadalafilo, vardenafilo, sorafenib,
temozolomida, temsirolimus, XL-999, CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171, AZD2171, anti-CTLA4, otros
anticuerpos que reconocen estructuras clave del sistema inmune (por ejemplo, anti-CD40, anti-TGF-beta, anti-receptor
TNF-alfa) y SC58175, que pueden actuar de forma terapéutica y/o como adyuvantes. Las cantidades y
concentraciones de adyuvantes y de aditivos Utiles en el contexto de la presente descripcion pueden ser determinadas
facilmente por las personas versadas en la técnica sin demasiada experimentacion.

Los adyuvantes preferidos son anti-CD40, imigquimod, resiquimod, GM-CSF, ciclofosfamida, sunitinib, bevacizumab,
interferén-alfa, oligonucleétidos CpG y derivados, poli-(1:C) y derivados, RNA, sildenafilo y formulaciones de particulas
con PLG o virosomas.

En una modalidad preferida de la composicidn farmacéutica de acuerdo con la descripcidn el adyuvante es
seleccionado del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de las colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod, resiquimod e interferon-alfa.

En una modalidad preferida de la composicidn farmacéutica de acuerdo con la descripcidn el adyuvante es
seleccionado del grupo consistente en factores estimuladores de colonias, como el factor estimulador de las colonias
de granulocitos-macrofagos (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod y resiquimod. En una modalidad
preferida de la composicidén farmacéutica de acuerdo con la descripcidn, el adyuvante es ciclofosfamida, imiquimod o
resiquimod. Los adyuvantes mas preferidos son: Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V,
Montanide ISA-51, poli-ICLC (Hiltonol®) y AcM anti-CD40 o combinaciones de los anteriores.

Esta composicidon estd destinada a la administracion parenteral, como por via subcutanea, intradérmica o
intramuscular, o bien para la administracién oral. Para ello, los péptidos y opcionalmente otras moléculas se disuelven
0 se suspenden en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente acuoso. Ademas, la composicion puede
contener excipientes, tales como amortiguadores, aglutinantes, dispersantes, diluyentes, saborizantes, lubricantes,
etc. Los péptidos también se pueden administrar junto con sustancias inmunoestimuladoras, como citocinas. En una
composicion tal se puede usar una amplia lista de excipientes, como por ejemplo, los tomados de A. Kibbe, Handbook
of Pharmaceutical Excipients (Kibbe, 2000). La composicidon se puede utilizar para la prevencién, profilaxis y/o
tratamiento de enfermedades adenomatosas o cancerosas. Las formulaciones preferidas se pueden encontrar en
EP2112253, por ejemplo.

Es importante tener presente que la respuesta inmune desencadenada por la vacuna de acuerdo con la descripcion
ataca el cancer en diferentes estadios celulares y en diferentes estadios de desarrollo. Ademas, se atacan diferentes
vias de sefalizacion relacionadas con el cancer. Esto supone una ventaja con respecto a las vacunas que solo van
dirigidas contra una o pocas dianas, que pueden permitir que el tumor se adapte con facilidad al ataque (evasion
tumoral). Ademas, no todos los tumores expresan el mismo patrén de antigenos, por lo que la combinacién de varios
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péptidos asociados atumor asegura que el tumor en cuestion contenga al menos alguna de las dianas. La composicion
ha sido disefiada de modo tal que se espera que exprese varios de los antigenos y abarque varias vias independientes
necesarias para el crecimiento y el mantenimiento del tumor. Asi pues, la vacuna puede ser utilizada con facilidad sin
atender a las indicaciones recogidas en la ficha técnica (off-the—shelf) para una poblacion de pacientes mas amplia.
Esto significa que no sera preciso ninguna otra evaluacion de biomarcadores de la expresion de los antigenos aparte
del tipado del HLA para seleccionar a los pacientes que acabaran siendo tratados con la vacuna, pero que, aun asi,
esta asegurado que la respuesta inmune estimulada atacara simultdneamente a varias dianas, 1o que es importante
para la eficacia (Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

Tal y como se emplea en la presente memoria, el término «soporte» se refiere a una molécula que se une
especificamente a un determinante (por ejemplo antigénico). En una modalidad, un soporte es capaz de dirigir la
entidad a la que se ha unido (por ejemplo una (segunda) porcion unida a antigeno) a un sitio diana, por ejemplo, a un
tipo especifico de célula tumoral o de estroma tumoral portador del determinante antigénico (por ejemplo el complejo
formado por un péptido con el MHC, de acuerdo con la presente solicitud). En otra modalidad un soporte es capaz de
activar la sefalizacion mediante su antigeno diana, por ejemplo, un antigeno del complejo del receptor del linfocito T.
Los soportes incluyen, entre otros, anticuerpos y fragmentos de los mismos, los dominios de unién a antigeno de un
anticuerpo, que comprenden una region variable de la cadena pesada del anticuerpo y otra regién variable de la
cadena ligera del anticuerpo, proteinas de union que comprenden al menos un motivo repetido de anquirina y
moléculas con un solo dominio de union a antigeno (SDAB), aptameros, TCR (solubles) y células (modificadas) como
linfocitos T alogenos o autdlogos. Para evaluar si una molécula es un soporte que se une a una diana, se pueden
efectuar ensayos de unién.

Unidn «especifica» significa que el soporte se une al complejo péptido-MHC de interés mejor que otros complejos de
péptido-MHC naturales, hasta el punto de que un soporte dotado de una molécula activa que es capaz de matar una
célula portadora de la diana especifica no puede matar otra célula que carezca diana especifica, aunque presente otro
u otros complejos péptido-MHC. La unidén a otros complejos péptido-MHC es irrelevante si el péptido del complejo
péptido-MHC que reacciona de forma cruzada no es natural, es decir, no deriva del peptidoma-HLA humano. Las
pruebas para evaluar la destruccion de las células diana son perfectamente conocidas en la materia. Deben realizarse
con células diana (células primarias o lineas celulares) con una presentaciéon intacta de péptido-MHC, o células
cargadas con péptidos de tal modo que se alcancen los niveles de péptido-MHC naturales.

Cada soporte puede comprender un marcaje que permita detectarlo una vez unido mediante la determinacién de la
presencia o la ausencia de una sefal generada por dicho marcaje. Por ejemplo, el soporte puede ser marcado con un
colorante fluorescente o cualquier otra molécula marcadora celular adecuada. Tales moléculas marcadoras son bien
conocidas en la técnica. Por ejemplo, en el caso del marcaje por fluorescencia, como el facilitado por un colorante
fluorescente, la visualizacion del aptamero unido se puede lograr mediante microscopia de fluorescencia o de barrido
laser o por citometria de flujo.

Cada soporte se puede conjugar con una segunda molécula activa, como por ejemplo IL-21, anti-CD3 o anti-CD28.

Para mas informacion sobre los soportes polipeptidicos véase, por ejemplo, el apartado de informacion general de
WO 2014/071978A1 y las referencias citadas en la misma.

También se desvelan en el presente documento aptameros. Los aptameros (véase, por ejemplo, WO 2014/191359 y
la bibliografia citada en ella) son moléculas de acidos nucleicos monocatenarios cortas, que se pueden plegar hasta
adoptar estructuras tridimensionales definidas y que reconocen estructuras diana especificas. Parecen ser alternativas
adecuadas para el desarrollo de terapias dirigidas. Los aptameros han demostrado su unién selectiva a una gama de
dianas complejas con elevada afinidad y especificidad.

En la pasada década han sido descubiertos aptameros que reconocen moléculas situadas en la superficie celular que
constituyen un medio para el desarrollo de estrategias diagndsticas y terapéuticas. La toxicidad y la inmunogenicidad
de los aptameros es, hasta donde se sabe, practicamente nula, por lo que son candidatos prometedores a aplicaciones
biomédicas. Y son aptameros, por ejemplo, aptdmeros que reconocen el antigeno de membrana especifico de la
prostata, los que han sido empleados con éxito en terapias dirigidas y han demostrado su funcionalidad en modelos
de xenoinjerto in vivo. Ademas, se han descubierto aptameros que reconocen lineas de células tumorales especificas.

Es posible seleccionar aptdmeros de DNA para desvelar propiedades de reconocimiento de amplio espectro contra
varias células cancerosas y particularmente las derivadas de tumores soélidos, en tanto que las células sanas primarias
y no oncogénicas no son reconocidas. Si los aptameros descubiertos reconocieran no solo un subtipo de tumor
concreto, sino que interaccionaran con una serie de tumores, se convertirian en una herramienta aplicable para el
diagnostico y la terapéutica de amplio espectro.

Ademas, las investigaciones de su unién a células mediante la citometria de flujo han demostrado que los aptameros
presentan una excelente afinidad aparente en la escala nanomolar.

Los aptameros resultan Utiles para fines diagnédsticos y terapéuticos. En un aspecto, al menos uno 0 mas aptameros
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son captados por las células tumorales y pueden actuar asi como vehiculos moleculares para la administracion dirigida
de agentes antineoplasicos como siRNA en las células tumorales.

Se pueden seleccionar aptameros que vayan dirigidos contra dianas complejas tales como células y tejidos y
complejos de los péptidos de acuerdo con la presente descripcion con la molécula de MHC, mediante la técnica cell-
SELEX (acrénimo de Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment, Evolucion sistematica de los
ligandos mediante enriquecimiento exponencial).

Los péptidos de la presente descripcion pueden usarse para generar y desarrollar anticuerpos especificos contra
complejos MHC/péptido. Estos pueden ser utilizados como terapia, dirigiendo toxinas o sustancias radiactivas contra
el tejido enfermo. Otra aplicacion de estos anticuerpos consistiria en dirigir radionuclidos contra el tejido enfermo en
aplicaciones de diagnéstico por la imagen como la TEP. Este uso puede ayudar a detectar metastasis pequefas o
determinar el tamafio y la ubicacion precisa de los tejidos enfermos.

Por tanto, se desvela en el presente documento también un método para producir un anticuerpo recombinante que se
une especificamente a un complejo mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o Il que esta formando un
complejo con un antigeno restringido a HLA, comprendiendo dicho método: inmunizacion de un mamifero no humano
genéticamente modificado que comprenda células que expresen dicho complejo mayor de histocompatibilidad humano
(MHC) de clase | o Il con una forma soluble de una molécula MHC de clase | o Il unida a dicho antigeno restringido
por HLA; aislamiento de moléculas de mRNA a partir de células productoras de anticuerpos de dicho mamifero no
humano; produccién de una fagoteca que contenga moléculas proteicas codificadas por dichas moléculas de mRNA,
y el aislamiento de al menos un fago de dicha fagoteca, en que al menos ese fago contenga dicho anticuerpo que se
une especificamente al citado complejo mayor de histocompatibilidad humano (MIHC) de clase | o Il unido con dicho
antigeno restringido a HLA.

Existe otro aspecto mas de la invencién que proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) de clase | o Il que forma un complejo con un antigeno restringido a HLA
de SEQ ID NO: 1, en el que el anticuerpo es preferentemente un anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal,
anticuerpo biespecifico y/o un anticuerpo quimérico.

En WO 03/068201, WO 2004/084798, WO 01/72768, WO 03/070752 y en publicaciones (Cohen ef al., 2003a; Cohen
et al., 2003b; Denkberg et al., 2003) se dan a conocer métodos para producir tales anticuerpos y complejos mayores
de histocompatibilidad de clase | monocatenarios, asi como otras herramientas para la produccion de tales
anticuerpos.

Preferiblemente, el anticuerpo se une al complejo con una afinidad de unién inferior a 20 nanomolar, preferentemente
a 10 nanomolar, lo cual se considera «especifico» en el contexto de la presente descripcion.

La presente invencion se refiere a una proteina de TCR 0 a una variante o fragmento funcional de la misma que se
une especificamente a MAG-003.

La presente descripcion se refiere, ademas, a la proteina de TCR de acuerdo con la descripcion, en que la proteina
de TCR estd modificada (quimicamente) y/o incluye enlaces no peptidicos.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un acido nucleico, que codifica las proteinas de TCR de acuerdo con la
descripcion, siempre que la proteina de TCR no sea la proteina humana completa (entera).

La presente descripcion se refiere, ademas, al acido nucleico de acuerdo con la descripcion que es DNA, cDNA, PNA,
RNA o combinaciones de los anteriores.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un vector de expresion capaz de expresar un acido nucleico de acuerdo
con la presente descripcion.

La presente invencion se refiere, ademas, a una proteina de TCR de acuerdo con la presente descripcion, un acido
nucleico de acuerdo con la presente invencion o un vector de expresion de acuerdo con la presente descripcion para
el uso en el tratamiento del cancer de pulmén no microcitico.

Se desvela en el presente documento una célula hospedadora que comprende un acido nucleico de acuerdo con la
descripcion o un vector de expresion de acuerdo con la descripcion.

Ademas, se desvela en el presente documento la célula hospedadora de acuerdo con la presente descripcidn que es
un linfocito T y preferiblemente un linfocito T CD8-positivo o un linfocito T CD4-positivo.

La presente descripcidon se refiere, ademas, a un método para producir una proteina de TCR de acuerdo con la

presente descripcion, el cual comprende: La incubacion de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para
HLA-A*02 con mondmeros de A2/MAG-003; la incubacion de los PBMC con tetrameros marcados con ficoeritrina (PE);
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y el aislamiento de los linfocitos T dotados de gran afinidad mediante el analisis de seleccion de células activadas por
fluorescencia (FACS)-Calibur.

También se desvela en el presente documento un método para producir una proteina de TCR, el cual comprende: La
incubacién de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02 con mondmeros de A2/p286-1Y2L; la
incubacioén de los PBMC con tetrameros marcados con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T dotados de
gran afinidad mediante el analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

También se desvela en el presente documento un método para producir una proteina de TCR, el cual comprende la
incubaciéon de PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02 con mondmeros de A2/p286-1Y2L9L,
incubacién de los PBMC con tetrameros marcados con ficoeritrina (PE) y el aislamiento de los linfocitos T dotados de
gran afinidad mediante el analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

La presente descripcion se refiere, ademas, a un método para producir una proteina de TCR de acuerdo con la
presente descripcion, el cual comprende: la obtencion de un ratén transgénico con los lugares enteros del gen TCRaB
humano (1,1 y 0,7 Mb), cuyos linfocitos T expresen un repertorio diverso de TCR humanos que compense la deficiencia
de TCR murinos; la inmunizacion del raton con el MAG-003; la incubacion de los PBMC obtenidos de los ratones
transgénicos con tetrameros marcados con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran afinidad
mediante el analisis de seleccién de células activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

También se desvela en el presente documento un método para producir una proteina de TCR, el cual comprende: La
obtencién de un raton transgénico con los lugares enteros del gen TCRaB humano (1,1 y 0,7 Mb), cuyos linfocitos T
expresen un repertorio diverso de TCR humanos que compense la deficiencia de TCR murinos; la inmunizacion del
ratdon con el p286-1Y2L; la incubacion de los PBMC obtenidos de los ratones transgénicos con tetrameros marcados
con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran afinidad mediante el andlisis de seleccion de células
activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

También se desvela en el presente documento un método para producir una proteina de TCR, el cual comprende: La
obtencién de un raton transgénico con los lugares enteros del gen TCRaB humano (1,1 y 0,7 Mb), cuyos linfocitos T
expresen un repertorio diverso de TCR humanos que compense la deficiencia de TCR murinos; la inmunizacion del
raton con el p286-1Y2L9L,; la incubacion de los PBMC obtenidos de los ratones transgénicos con tetrameros marcados
con ficoeritrina (PE); y el aislamiento de los linfocitos T con gran afinidad mediante el andlisis de seleccion de células
activadas por fluorescencia (FACS)-Calibur.

También se desvela en el presente documento un método para destruir células diana en un paciente cuyas células
diana expresan de forma aberrante el MAG-003, método que comprende la administracion al paciente de un niumero
efectivo de linfocitos T.

También se desvela en el presente documento el uso de cualquier proteina de TCR descrita, un acido nucleico de
acuerdo con la presente descripcion, un vector de expresion de acuerdo con la presente descripcion, una célula de
acuerdo con la presente descripcién, o un linfocito T citotoxico activado de acuerdo con la presente descripcion como
medicamento o en la fabricacion de un medicamento. También se desvela un uso de acuerdo con la presente
descripcion en el que el medicamento es activo contra el cancer.

La presente invencion se refiere a un péptido, un TCR, un anticuerpo o una composicion farmacéutica de acuerdo con
la presente invencion, para su uso en el tratamiento de NSCLC o SCLC. También se desvela en el presente documento
el uso de acuerdo con la descripcion, en que dichas células cancerosas son de tumores sélidos o hematoldgicos,
como cancer de células renales, cancer cerebral, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer hepatocelular, cancer de
pancreas, cancer de préstata, leucemia, cancer de mama, carcinoma de células de Merkel, melanoma, cancer de
ovario, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero, cancer de vesicula biliar y vias biliares y cancer de eséfago.

La presente descripcion se refiere, ademas, a proteinas marcadoras y a biomarcadores concretos basados en los
péptidos de acuerdo con la presente descripcion, aqui denominados «dianas» que pueden ser utilizados para el
diagnostico y/o el prondstico del cancer de pulmdn no microcitico. La presente descripcion también se refiere al uso
de esas novedosas dianas para el tratamiento del cancer.

El término «anticuerpo» o «anticuerpos» se utiliza en la presente memoria en sentido amplio e incluye tanto
anticuerpos policlonales como monoclonales. Ademas de las moléculas de inmunoglobulina intactas o «enteras», el
término «anticuerpos» también incluye los fragmentos (por ejemplo fragmentos CDRs, Fv, Fab y Fc) o polimeros de
esas moléculas de inmunoglobulina y versiones humanizadas de las mismas, siempre que exhiban alguna de las
propiedades deseadas (por ejemplo, unién especifica de un polipéptido marcador del cancer de pulmdn no microcitico,
liberacion de una toxina en una célula de cancer de pulmoén no microcitico que exprese un gen marcador del cancer
con un nivel elevado, y/o que inhiba la actividad de un polipéptido marcador del cancer de pulmén no microcitico) de
acuerdo con la descripcion.

Si es posible, los anticuerpos de la descripcidon se podran adquirir de fuentes comerciales. Los anticuerpos de la
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descripcion también se pueden fabricar con métodos consabidos. La persona versada en la técnica entiende que para
fabricar los anticuerpos de la descripcidon se pueden emplear tanto los polipéptidos marcadores del cancer de pulmon
no microcitico enteros como fragmentos de los mismos. El polipéptido necesario para generar un anticuerpo de la
descripcion se puede purificar parcial o completamente de una fuente natural, o se puede producir con técnicas de
DNA recombinante.

Una persona versada en la técnica sabra que la generacién de dos o mas conjuntos diferentes de anticuerpos
monoclonales o policlonales maximiza la probabilidad de obtener un anticuerpo dotado de la especificidad y la afinidad
necesarias para el uso previsto (por ejemplo ELISA, inmunohistoquimica, técnicas de imagen in vivo, tratamiento con
inmunotoxinas). Los anticuerpos son analizados para buscar la actividad deseada con métodos conocidos, de acuerdo
con el fin previsto para los anticuerpos (por ejemplo ELISA, inmunohistoquimica, inmunoterapia, etc.; para mas detalles
sobre la generacién y el andlisis de anticuerpos, véase por ejemplo, Greenfield, 2014 (Greenfield, 2014). Por ejemplo,
los anticuerpos pueden ser analizados con ensayo ELISA, inmunotransferencia (Western blof), tincion
inmunohistoquimica de cortes de tejido de cancer congelados o fijados en formol. Después de la caracterizacion inicial
in vitro, los anticuerpos destinados a uso terapéutico o diagndstico in vivo se analizan con métodos de ensayo clinicos
conocidos.

El término «anticuerpo monoclonal» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacion notablemente homogénea de anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por mutaciones posiblemente naturales que pueden estar presentes
en pequefio numero. Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria incluyen especificamente anticuerpos
«quiméricos» en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una clase o subclase concreta
de anticuerpos, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntica u homologa a secuencias correspondientes
en anticuerpos derivados de otras especies o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como a
fragmentos de tales anticuerpos, en tanto que exhiban la actividad antagonista deseada (no. pat. de EE.UU.
4.816.567).

Los anticuerpos monoclonales de la descripcion se pueden preparar con métodos basados en hibridomas. En el
método del hibridoma, un ratédn u otro animal hospedador adecuado es vacunado con un agente inmunizante que
estimula a los linfocitos para que produzcan o sean capaces de producir anticuerpos que se unan especificamente al
agente inmunizante. Otra alternativa consiste en inmunizar los linfocitos in vitro.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden fabricar con métodos de DNA recombinante, como los descritos en
la pat. de EE.UU. no. 4.816.567. EI DNA que codifica los anticuerpos monoclonales de la descripcion puede ser
facilmente aislado y secuenciado con procedimientos convencionales (por ejemplo con sondas oligonucleotidicas
capaces de unirse especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos de raton).

Los métodos in vitro también son adecuados para la preparacidon de anticuerpos monovalentes. La digestion de
anticuerpos para producir fragmentos de los mismos, en particular fragmentos Fab, se puede llevar a cabo con técnicas
ordinarias conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la digestion se puede realizar con papaina. Ejemplos
de la digestion con papaina aparecen descritos en WO 94/29348 y en la pat. de EE. UU. no. 4.342.566. La digestion
de anticuerpos con papaina normalmente produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos llamados fragmentos
Fab, cada uno dotado de un sitio de unidn al antigeno, asi como un fragmento residual Fc. El tratamiento con pepsina
da como resultado un fragmento F(ab')2 y un fragmento pFc'.

Los fragmentos de anticuerpo, estén unidos a otras secuencias o no, también pueden incluir inserciones, deleciones,
sustituciones y otras modificaciones seleccionadas de regiones particulares o de residuos de aminoacidos especificos,
siempre que la actividad de los fragmentos no se vea significativamente alterada o afectada respecto al anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo intactos. Estas modificaciones pueden ofrecer alguna propiedad adicional, como eliminar
o afadir aminoacidos capaces de establecer puentes de sulfuro para aumentar la biolongevidad, alterar las
caracteristicas de secrecion, etc. En cualquier caso, el fragmento de anticuerpo debe poseer una propiedad bioactiva,
como actividad de unidn, regulacién de union al dominio de unidn, etc. Las regiones activas o funcionales del
anticuerpo pueden ser identificadas por mutagénesis de una region especifica de la proteina, seguida por la expresion
y el analisis del polipéptido expresado. Tales métodos son obvios para toda persona versada en la técnica y pueden
incluir la mutagenia dirigida del acido nucleico que codifica el fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos de la descripcion también pueden comprender anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las
formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo de ratdn) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas
de inmunoglobulina o fragmentos quiméricos de las mismas (como Fv, Fab, Fab' u otras secuencias de unién a
antigeno de los anticuerpos) que contienen una pequefa secuencia derivada de inmunoglobulinas no humanas. Los
anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los residuos de una region
determinante de complementariedad (CDR) del receptor son sustituidos por residuos de una CDR de una especie no
humana (anticuerpo donante) como ratén, rata o conejo que esta dotada de la especificidad, la afinidad y la capacidad
deseadas. En algunos casos, los residuos estructurales (FR) del fragmento Fv de la inmunoglobulina humana son
sustituidos por residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender
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residuos que no estan presentes ni en el anticuerpo receptor ni en el CDR importado o en las secuencias estructurales.
En general, el anticuerpo humanizado comprendera casi todas de al menos uno y normalmente de dos dominios
variables, en los que todas o casi todas las regiones CDR corresponderan a las de la inmunoglobulina no humana y
todas o casitodas las regiones FR seran las de una secuencia consenso de la inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado idealmente también comprendera al menos una porcion de una regién constante de la inmunoglobulina
(F¢), normalmente de una inmunoglobulina humana.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, a un anticuerpo
humanizado se le introducen uno o varios residuos de aminoacidos de origen no humano. Estos residuos de
aminoacidos no humanos con frecuencia son denominados residuos «importados», que normalmente se extraen del
dominio variable «importado». La humanizacién se puede llevar a cabo basicamente sustituyendo la o las secuencias
CDR de roedor por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por tanto, tales anticuerpos
«humanizados» son anticuerpos quiméricos (pat. EE.UU. no. 4.816.567), en los que una parte notablemente mas
pequefa que un dominio variable humano intacto ha sido sustituida por la secuencia correspondiente de una especie
no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados normalmente son anticuerpos humanos en los que se han
sustituido algunos residuos CDR y posiblemente algunos residuos FR por residuos de sitios analogos de anticuerpos
de roedor.

Como se desvela en el presente documento, se pueden emplear animales transgénicos (por ejemplo ratones) que tras
la inmunizacidon sean capaces de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos sin producir
inmunoglobulinas enddégenas. Por ejemplo, se ha descrito que la delecion homocigota del gen de la regiéon de union
de la cadena pesada del anticuerpo en ratones quiméricos y mutantes germinales provoca la inhibicion completa de
la produccion enddgena de anticuerpos. La transferencia de la matriz génica de la inmunoglobulina de la linea germinal
humana a dichos ratones mutantes de la linea germinal dara como resultado la producciéon de anticuerpos humanos
tras la exposicion al antigeno. También se pueden producir anticuerpos humanos en fagotecas.

Los anticuerpos de la invencion se administran preferiblemente a un sujeto incorporandolos en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Normalmente a la formulacion se le afade una cantidad apropiada de una sal
farmacéuticamente aceptable para que sea isoténica. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables son
solucidon salina, solucidn de Ringer y solucidon de dextrosa. Es preferible que el pH de la solucidon oscile
aproximadamente entre 5 y 8 y mas preferiblemente entre 7 y 7,5 aproximadamente. Otros vehiculos incluyen
preparaciones de liberacidn prolongada como matrices semipermeables de polimeros hidrofobicos sélidos que
contengan el anticuerpo, en matrices con forma modelada, por ejemplo peliculas, liposomas o microparticulas. Para
las personas versadas en la técnica sera evidente que son preferibles ciertos vehiculos dependiendo, por ejemplo, de
la via de administracion y de la concentracion del anticuerpo que se va a administrar.

Los anticuerpos se pueden administrar al sujeto, al paciente o a las células mediante inyeccion (intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, etc.), o con otros métodos como la infusiéon que aseguren su liberacion
efectiva en el torrente sanguineo. Los anticuerpos también se pueden administrar por via intratumoral o peritumoral
para ejercer un efecto terapéutico a la par sistémico y local. Se prefiere la inyeccion local o intravenosa.

Las dosis y pautas de administracion mas adecuadas se pueden determinar empiricamente; la toma de decisiones a
este respecto forma parte de los conocimientos de la materia. Las personas versadas en la materia saben que la dosis
de anticuerpos a administrar depende, por ejemplo, del sujeto que va a recibir al anticuerpo, la via de administracién,
el tipo concreto de anticuerpo y de otros medicamentos que se le estén administrando. La dosis diaria tipica de
anticuerpo cuando se utiliza solo puede oscilar entre 1 ug/kg y 100 mg/kg de peso corporal o mas por dia, dependiendo
de los antes mencionados factores. Tras la administracion de un anticuerpo, preferiblemente como tratamiento contra
el cancer de pulmdn no microcitico, la eficacia terapéutica del anticuerpo se puede evaluar de varios modos bien
conocidos por el médico especialista. Por ejemplo, se puede controlar el tamafo, el nimero y/o la distribucién del
cancer en el sujeto receptor del tratamiento utilizando técnicas de imagen oncoldgicas estandar. Todo anticuerpo
administrado con fines terapéuticos que detenga el crecimiento del tumor, reduzca su extension y/o impida la aparicidén
de nuevos tumores en contraste con la evolucidn de la enfermedad si no se produjera la administracion del anticuerpo,
es un anticuerpo eficaz para el tratamiento del cancer.

Se desvela en el presente documento ademas un método para producir un receptor de linfocito T soluble (STCR) que
reconozca un complejo de péptido-MHC especifico. Dichos receptores de linfocitos T solubles se pueden generar a
partir de clones de linfocitos T especificos, cuya afinidad se puede incrementar por mutagénesis dirigida a las regiones
determinantes de complementariedad. Para la seleccidon del receptor de linfocito T se puede utilizar una fagoteca (US
2010/0113300, (Liddy ef al., 2012)). A fin de estabilizar los receptores de linfocito T en la fagoteca y en caso de uso
practico como farmaco, las cadenas alfa y beta se pueden enlazar por ejemplo mediante enlaces disulfuro no nativos,
otros enlaces covalentes (receptor de linfocito T monocatenario), 0 mediante dominios de dimerizaciéon (Boulter ef al.,
2003; Card et al., 2004; Willcox ef al., 1999). El receptor de linfocito T se puede enlazar con toxinas, farmacos, citocinas
(véase, por ejemplo, US 2013/0115191) y dominios que recluten células efectoras como un dominio anti-CD3, etc.,
con el fin de ejecutar funciones particulares en células diana. En otro aspecto, éste se expresa en linfocitos T usados
para la trasferencia adoptiva. Véanse, por ejemplo, WO 2004/033685A1, WO 2004/074322A1 y WO 2013/057586A1.
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Ademas, los péptidos y/o los TCR o anticuerpos u otras moléculas de union de la presente descripcion se pueden
utilizar para confirmar el diagnéstico histopatolégico de cancer a partir de una muestra de biopsia.

Los anticuerpos o los TCR también se pueden utilizar para ensayos diagnédsticos in vivo. En general, el anticuerpo se
marca con un radionuclido (como "In, Tg, '#C, 1%, 3H, 32P o 3°S) de modo que el tumor puede ser localizado con
inmunogammagrafia. Anticuerpos o fragmentos de los mismos pueden unirse a los dominios extracelulares de dos o
mas dianas de una proteina seleccionada del grupo consistente en las antes mencionadas proteinas y el valor de
afinidad (Kd) es inferiora 1 x 10 uM.

Los anticuerpos para uso diagnéstico pueden ser marcados con sondas adecuadas para posibilitar la deteccion con
diferentes métodos oOpticos. Los métodos para la deteccidon de sondas incluyen, entre otros, microscopia de
fluorescencia, optica convencional, confocal y electronica; resonancia magnética y espectroscopia; radioscopia,
tomografia computarizada y tomografia por emisién de positrones. Las sondas adecuadas incluyen, entre otras,
fluoresceina, rodamina, eosina y otros fluoréforos, radioisotopos, oro, gadolinio y otros lantanidos, hierro
paramagnético, fluor-18 y otros radionuclidos emisores de positrones. Ademas, las sondas pueden ser bi o
multifuncionales y ser detectables por mas de uno de los métodos enumerados. Los anticuerpos pueden marcarse
directa o indirectamente con dichas sondas. La fijacion de sondas a los anticuerpos incluye la union covalente de la
sonda, la incorporacion de la sonda en el anticuerpo y la unién covalente de un compuesto quelante para unir la sonda,
entre otros métodos consabidos en la técnica. Para las técnicas de inmunohistoquimica, la muestra de tejido patolégico
puede ser reciente o congelada o puede estar incluida en parafina y fijada con un conservador como el formol. El corte
fijado o incluido que contiene la muestra se pone en contacto con un anticuerpo primario marcado y un anticuerpo
secundario, de modo que el anticuerpo se emplea para detectar la expresion in situ de las proteinas.

A continuacién, la presente invencion pasara a ser descrita con los ejemplos siguientes, sin que con ello se quiera
limitar el alcance de sus aplicaciones.

La figura 1 muestra la expresion exonica de MAG-003 en MAGEA4 (tejidos tumorales respecto a sanos, datos de
RNASeq). La expresidon exonica de MAG-003 en MAGEA4 en tejidos sanos se compard con la de varios tumores
sélidos (barras rojas). Los subtipos de tejidos sanos se agrupan en tejidos de riesgo alto (barras verdes oscuro), medio
(barras verdes claro) y bajo (barras grises). Cada barra representa una sola muestra. Solo se halld una expresion
elevada en tejidos normales en la placenta y el testiculo (riesgo bajo). (RPKM = lecturas por kilobase por cada millén
de lecturas cartografiadas)

La figura 2 muestra la expresion exdnica de MAG-003 en MAGEAS (tejidos tumorales respecto a sanos, datos de
RNASeq). La expresion exdnica de MAGEAOQS en tejidos sanos se comparo con la de varios tumores sélidos (barras
rojas). Los subtipos de tejidos sanos se agrupan en tejidos de riesgo alto (barras verdes oscuro), medio (barras verdes
claro) y bajo (barras grises). Cada barra representa una sola muestra. Solo se hallé una expresion elevada en tejidos
normales en la placenta (riesgo bajo). (RPKM = lecturas por kilobase por cada millon de lecturas cartografiadas).

Las figuras 3 a 5 muestran la liberacion de IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ sometidos a electroporacion con RNA
de las cadenas alfa y beta de TCR especificos de MAG-003 tras la incubaciéon conjunta con células diana cargadas
con el péptido MAG-003 (SEQ ID NO: 1) o con diversas variantes del MAG-003 con sustitucion de alanina en las
posiciones 1 a 9 de la SEQ ID NO: 1, tal y como se da a conocer en la presente descripcion.

La figura 6 muestra la expresion de MAGEA4 de acuerdo con el ejemplo 7. El mMRNA de MAGEA4 es detectable en
las muestras de cancer presentadas. El nivel de expresion abarca un intervalo de expresion considerable en las
muestras de cancer de cabeza y cuello y de cancer de pulmdn no microcitico (HNSCC062T1, HNSCC064T1 y
NSCLC004T1) hasta una expresion bastante baja en las muestras de cancer de pulmdn no microcitico y cancer de
ovario (NSCLC006T1 y OC036T1).

Ejemplos

La utilizacién de las condiciones alorreactivas permite eludir la autotolerancia y obtener linfocitos T provistos de
elevada afinidad en comparacién con los linfocitos T derivados de «montajes» autdlogos, esto es, de los propios
pacientes. Ejemplos de tales condiciones incluyen la generacion en condiciones in vifro de linfocitos T especificos de
péptido y reactivos a HLA alogénicos (Sadovnikova ef al. 1998; Savage ef al. 2004; Wilde ef al. 2012) y la inmunizacion
de ratones transgénicos para moléculas de MHC humanas o TCR humanos (Stanislawski et al. 2001; Li et al. 2010).

Ejemplo 1

Generacion in vitro de linfocitos T especificos de péptido y reactivos a HLA alogénicos (Savage ef al. 2004) Se
emplearon PBMC procedentes de donantes sanos negativos para HLA-A*02, que concedieron su consentimiento
informado. Se adquirieron monomeros HLA-A2 de clase | biotinilados y recombinantes y tetrameros A2 fluorescentes
que contenian el MAG-003 de MBLI (Woburn, MA, EE. UU.). Las PBMC se incubaron con anti-CD20SA diluido en
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron y se incubaron con
los mondmeros A2/MAG-003 biotinilados durante 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron y se sembraron a
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razdn de 3x10° células/pocillo en placas de 24 pocillos en RPMI con suero AB humano al 10 %. El primer dia se afiadid
interleucina 7 a razon de 10 ng/ml (IL-7; R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU)) y el cuarto dia IL-2 a razén de 10
U/ml (Chiron, Harefield, Reino Unido). Durante un periodo de 5 semanas a las células se las reestimuldé semanalmente
con PBMC recién extraidas, se mezclaron con células que habian respondido en una proporcion 1.1y se sembraron
a razon de 3x10%pocillo en placas de 24 pocillos.

Para obtener los linfocitos T de gran afinidad, se incubaron unas 10° PBMC con el tetramero HLA-A2/MAG-003
conjugado con ficoeritrina (PE) (obtenidas de MBLI) durante 30 minutos a 37 °C y acto seguido con anticuerpo anti—
CD8 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)/aloficocianina (APC) durante 20 minutos a 4 °C antes de
proceder al analisis de seleccion de células activadas por fluorescencia (FACS)—Calibur. La seleccion se efectuo con
un citdmetro de flujo FACS-Vantage (Becton Dickinson, Cowley, Oxford, Reino Unido). Las células tetramero-positivas
seleccionadas se expandieron en placas de 24 pocillos sembrando en cada pocillo 2x10% células, acompafiadas a
modo de nodrizas por 2x10¢ PBMC A2-negativas irradiadas, junto con 2x10* microperlas de CD3/CD28 /ml (Dynal,
Oslo, Noruega) e IL-2 (1000 U/ml). Los linfocitos T de gran afinidad asi obtenidos se utilizaron a continuacion para
identificar y aislar los TCR y proceder a la determinacion de las secuencias de aminoacidos/DNA y posterior clonacion
en vectores de expresion mediante métodos conocidos en la materia.

Ejemplo 2
Inmunizacion de ratones transgénicos con MHC humanos o TCR humanos

Con los péptidos MAG-003 se inmunizan a ratones transgénicos portadores de los lugares enteros de los genes
TCRap humanos (1,1 y 0,7 Mb), cuyos linfocitos T expresan un repertorio diverso de TCR humanos que compensa la
deficiencia en TCR murinos (Li ef al. 2010). Para obtener los linfocitos T de gran afinidad, las PBMC obtenidas de los
ratones transgénicos se incuban con tetrameros marcados con ficoeritrina (PE) y a continuacion, se procede a su
seleccidén del modo antes descrito. Los linfocitos T de gran afinidad asi obtenidos se utilizaron a continuacion para
identificar y aislar los TCR y proceder a la determinacion de las secuencias de aminoacidos/DNA y posterior clonacion
en vectores de expresion mediante métodos conocidos en la materia.

En un aspecto, MAG-003 y sus variantes, es decir, p286-1Y2L (portador de 2 sustituciones de aminoacido, SEQ ID
NO: 2) y p286-1Y2L9L (portador de 3 sustituciones de aminoacidos, SEQ ID NO: 3) mostraron una potente afinidad y
estabilidad de unién hacia la molécula HLA-A*0201. En particular, p286-1Y2L9L mostro la capacidad de inducir CTL
especificos que, en un aspecto, lisan las células cancerosas diana procedentes tanto de PBMC de donantes sanos
como de ratones transgénicos HLA-A2.1/Kb. Véase por ejemplo (Wu et al. 2011).

Si se desean obtener TCR provistos de una gran afinidad hacia los complejos formados por MHC | o |l con el p286-
1Y2L o con el p286-1Y2L9L, estos péptidos se pueden usar en los métodos descritos en los Ejemplos 1y 2. Los
linfocitos T de gran afinidad asi obtenidos sirven para identificar y aislar los TCR y proceder a la determinacion de las
secuencias de aminoacidos/DNA y posterior clonacion en vectores de expresion mediante métodos conocidos en la
materia.

Las variantes de los TCR provistas de alta afinidad también se pueden seleccionar a partir de una biblioteca de CDR
mutantes introducida en levaduras, fagos o linfocitos T (Holler ef al. 2003; Li ef al. 2005; Chervin et al. 2008). Las
variantes de TCR que sean candidatas brindan de ese modo orientacion acerca de las mutaciones inducidas que es
preciso conseguir en las CDR de los TCR para obtener las variantes de TCR de gran afinidad (Robbins ef al. 2008;
Zoete ef al. 2007).

Ejemplo 3: Clonacion de los TCR

Los métodos para la clonacion de TCR son conocidos en la disciplina, como, por ejemplo, los descritos en la patente
de EE. UU. 8.519.100. Para amplificar la regién variable de la cadena alfa se usan el oligonucleétido A1, que codifica
la diana de restriccion para Ndel, una metionina introducida para el inicio eficiente de la expresion en bacterias y el
oligonucledtido A2, especifico de la secuencia de la regidn constante de la cadena alfa, que codifica la diana de
restriccion para Sall. En el caso de la cadena beta, la regidén variable de la misma se amplifica mediante un
oligonucleétido especifico de la secuencia de la regidn variable de la cadena beta, que codifica la diana de restriccion
para Ndel, una metionina introducida para lograr el inicio eficiente de la expresién en bacterias y el oligonucleotido B2,
especifico de la secuencia de la region constante de la cadena beta, que codifica la diana de restriccidén para Agel.

Las regiones variables de las cadenas alfa y beta se clonaron en plasmidos de expresion basados en el pGMT7 que
contenian Ca o CB mediante métodos estandar descritos en Molecular Cloning a Laboratory Manual, tercera edicion,
de Sambrook y Russell. Los plasmidos se secuenciaron con un analizador de DNA Applied Biosystems 3730x1.

Las secuencias de DNA codificantes de la cadena alfa del TCR cortadas con Ndel y con Sall se ligaron en el vector
PGMT7+Ca, previamente cortado con Ndel y Xhol. Las secuencias de DNA codificantes de la cadena beta del TCR
cortadas con Ndel y Agel se ligaron en otro vector pGMT7+CR distinto, también previamente cortado con Ndel y Agel.
Los plasmidos ligados se introducen por transformacion en células competentes de la cepa de Escherichia coli XL1-
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azul que a continuacion se siembran en placas de LB/agar con ampicilina 100 yg/ml. Tras permanecer en incubacién
hasta el dia siguiente a 37 °C, se repican colonias aisladas que se cultivan hasta el dia siguiente en 10 ml de LB con
ampicilina 100 yg/ml a 37 °C y en agitacion. Los plasmidos clonados se purifican con un kit Miniprep (Qiagen) y el
inserto se secuencia con un secuenciador automatico de DNA (Lark Technologies).

Ejemplo 4: Genomanipulacion de linfocitos T autélogos

Los linfocitos T se pueden genomanipular para que expresen TCR de gran afinidad (para las llamadas terapias con
TCR) o receptores quiméricos de antigeno derivados de la fusidon de proteinas (CAR) provistos de una especificidad
de antigeno reforzada hacia el complejo MHC I/MAG-003 o el complejo MHC II/MAG-003. En un aspecto, esta
estrategia solventa algunas de las limitaciones que acarrean la tolerancia central y periférica y genera linfocitos T que
seran mas eficientes a la hora de reconocer y atacar los tumores sin necesidad de la activacidon de novo de los linfocitos
T en el paciente.

Con el fin de obtener linfocitos T que expresen los TCR de la presente descripcion, los acidos nucleicos codificantes
de las cadenas TCR-alfa y/o TCR-beta identificadas y aisladas, como las descritas en los ejemplos 1 a 3, se clonan
en vectores de expresion, como retrovirus gamma o lentivirus. Se crearon los virus recombinantes y se analizé su
funcionalidad, como la especificidad antigénica y la afinidad funcional. A continuacién, se toma una alicuota del
producto final para transducir a la poblacion destinataria de linfocitos T (generalmente purificada a partir de los PBMC
del paciente), que se expande antes de administrarla via infusidén al paciente.

Las cadenas del TCR introducidas en un linfocito T de sangre periférica pueden competir con cadenas de TCR
enddgenas por su asociacion con el complejo CD3, que es necesario para la expresion del TCR en la superficie celular.
Puesto que la expresidon profusa del TCR en la superficie celular es esencial para conferir la sensibilidad adecuada
para la activacidn por las células que expresan el antigeno asociado a tumor diana (Cooper et al., 2000; Labrecque ef
al., 2001), las estrategias que potencian la expresion de 10s genes de las cadenas alfa y beta del TCR son importantes
en la terapia génica con TCR.

Con el fin de aumentar la expresién de TCR de la presente descripcion, en la presente descripcion se pueden usar
promotores potentes, como repeticiones terminales largas de retrovirus (LTR), citomegalovirus (CMV), virus de
citoblastos murino (MSCV) U3, fosfoglicerato cinasa (PGK), B-actina, ubiguitina y un promotor compuesto de virus
simiesco 40 (SV40)/CD43, el factor de elongacion (EF)-1a (Tsuji et al., 2005) y el promotor del virus formador de focos
en el bazo (SFFV) (Joseph et al., 2008).

Ademas de promotores potentes, muchos casetes de expresion del TCR contienen otros elementos adicionales para
potenciar la expresion del transgén, como un tracto central polipurinico (cPPT), el cual promueve la traslocacion
nuclear de los constructos lentiviricos (Follenzi et al., 2000), o el elemento regulador postrancripcional del virus de la
hepatitis de la marmota (WPRE), que aumenta el nivel de expresion del transgén al reforzar la estabilidad del RNA
(Zufferey ef al., 1999).

Alcanzar un alto nivel de expresion del TCR en la superficie celular exige que tanto las cadenas TCR-alfa como TCR-
beta del TCR introducido se transcriban en abundancia. Con ese fin, las cadenas TCR-alfa y TCR-beta de la presente
descripcion se pueden clonar en constructos bicistronicos en un mismo vector, los cuales han demostrado ser capaces
de superar ese obstaculo. La insercion de un sitio de entrada intrarribosémico del virus (IRES) entre las cadenas TCR-
alfa y TCR-beta da pie a la expresidon coordinada de ambas cadenas, porque ambas son generadas a partir de un
unico transcrito que se escinde en dos proteinas durante la traduccion, asegurando asi la produccion equimolar de
ambas cadenas (Schmitt et al. 2009). (Schmitt ef al. 2009).

Otra modificacién que ha demostrado ser beneficiosa para aumentar la expresion del transgén del TCR es la
optimizacion de los codones. La redundancia del cddigo genético permite que algunos aminoacidos sean codificados
por mas de un coddn, pero ciertos codones son menos «idéneos» que otros por la disponibilidad relativa de los tRNA
correspondientes, entre otros factores (Gustafsson et al., 2004). Se ha demostrado que la modificacion de las
secuencias génicas de la TCR-alfa y la TCR-beta de modo tal que cada aminoacido sea codificado por el codon mas
idoneo para la expresion génica en mamiferos, asi como la supresion de los motivos que provocan inestabilidad en el
mRNA o de los sitios ocultos de corte y empalme mejora notablemente la expresion génica de ambas cadenas
(Scholten et al., 2006).

Ademas, el emparejamiento erréneo entre las cadenas de TCR introducidas y las enddégenas puede derivar en la
adquisicion de especificidades que supongan un riesgo significativo para la autoinmunidad. Por ejemplo, la formacion
de dimeros mixtos de las cadenas del TCR puede reducir el nimero de moléculas disponibles para formar complejos
TCR correctamente aparejados y por tanto reducir notablemente la afinidad funcional de las células que expresan el
TCR introducido (Kuball et al., 2007).

A fin de reducir el emparejamiento erréneo se puede modificar el dominio C-terminal de las cadenas del TCR

introducidas que forman parte de la presente descripcion para promover la afinidad entre las cadenas, al tiempo que
reducir las posibilidades de que esas cadenas introducidas se emparejen con los TCR enddgenos. Tales estrategias
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pueden consistir en: La sustitucion de los dominios C-terminales de las cadenas TCR-alfa y TCR-beta humanas con
sus contrapartidas murinos (dominio C-terminal murinizado); la creaciéon de un segundo enlace disulfuro entre las
cadenas en el dominio C-terminal mediante la introduccion de un segundo residuo de cisteina tanto en las cadenas
TCR-alfa como TCR-beta del TCR introducido (modificacidn con cisteina); cambiar los residuos que interactuan de los
dominios C-terminales de las cadenas TCR-alfa y TCR-beta («knob-in-hole»); y la fusién directa de los dominios
variables de ambas cadenas con el CD3¢ (fusion con CD3() (Schmitt et al. 2009).

La presente descripcion proporciona proteinas de TCR que son Utiles para el tratamiento de canceres y tumores,
preferentemente el cancer de pulmén no microcitico que sobrepresenta o que presenta exclusivamente el MAG-003.

Ejemplo 5: Genomanipulacion de linfocitos T alogénicos

Los linfocitos T gamma-delta (yd), que son linfocitos T efectores no convencionales implicados en la primera linea de
defensa contra los patdgenos, pueden interactuar con las células tumorales y erradicarlas sin el concurso del MHC a
través de receptores activadores, entre otros, las cadenas gamma y delta del TCR. Estos linfocitos T yd muestran un
fenotipo preactivado que permite la rapida produccidn de citocinas (IFN-y y TNF-a) y una potente respuesta citotoxica
tras la activacion. Estos linfocitos T poseen actividad antitumoral contra muchos tipos de cancer, lo que sugiere que la
inmunoterapia mediada por linfocitos T yd es factible y puede propiciar respuestas objetivas del tumor (Braza ef al.
2013).

Los avances recientes con antigenos inmovilizados, anticuerpos monoclonales agonistas (AcM), células
presentadoras de antigenos artificiales derivadas de tumor (aAPC), o combinaciones de AcM activadores y aAPC han
logrado expandir con éxito linfocitos T gamma-delta con repertorios oligoclonales o policlonales de TCR. Por ejemplo,
la proteina A relacionada con la cadena del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo | (MICA) inmovilizada ha
resultado ser un estimulo para linfocitos T que expresaban isotipos TCRd1 y anticuerpos activadores fijados sobre
placa han expandido a linfocitos V01 y V32 en condiciones ex vivo. Se han producido cantidades clinicamente
suficientes de TCRd1, TCR32 y TCRO1™TCRDO2"¢ mediante el cultivo conjunto con aAPC y estas subpoblaciones
mostraron diferencias en el fenotipo de memoria y en la reactividad hacia los tumores en condiciones in vitro e in vivo
(Deniger et al. 2014).

Asimismo, los linfocitos T yd son susceptibles de ser modificados genéticamente, tal y como pone de manifiesto la
introduccion en ellos de cadenas alfa y beta de los TCR (Hiasa et al. 2009). Otro aspecto de la presente descripcion
se refiere a la produccion de linfocitos T y0 que expresan cadenas alfa y beta de TCR que se unen al MAG-003. Para
ello, los linfocitos T yd se expanden mediante los métodos descritos por Deniger ef al. 2014 y después a dichos
linfocitos expandidos se los somete a transduccion mediante virus recombinantes para que expresen los TCR que se
unen al MAG-003 (como se describe en el ejemplo 3). Por Ultimo, los linfocitos T yd transducidos con el virus se le
infunden al paciente.

Ejemplo 6: Inmunogenicidad y datos de los linfocitos T funcionales

La inmunogenicidad de MAG-003 se analizé con protocolos que replican el procedimiento de fabricacion de un
producto farmacéutico. En los donantes sanos se observo la sensibilizacion de linfocitos T especificos para el MAG-
003. Los linfocitos T generados fueron capaces de destruir células diana cargadas con dicho péptido, lo cual demuestra
su funcionalidad. Los datos demostraron: 1) que MAG-003 es una diana inmunogénica; y 2) que los linfocitos T
generados contra MAG-003 son funcionales.

Otros datos generados aportan pruebas de que MAG-003 es un péptido que presenta una unién excelente al alelo
HLA-A*02:01.

Ejemplo 7: Expresion del mMRNA de MAGEA4 en tejidos

Se uso la hibridacién in situ (ISH) para detectar la expresion del mRNA directamente en cortes de tejido congelados o
fijados en formol. En virtud de su alta sensibilidad y de su resolucion espacial, constituye un método adecuado para
determinar la expresion de la diana en ciertos tipos de células, asi como la distribucién o la frecuencia de la expresion
de esa diana en cortes de tejido tumoral.

La ISH efectuada con el fin de detectar el mRNA de MAGEA4 se llevd a cabo con la tecnologia BaseScope™,
desarrollada por Advanced Cell Diagnostics (ACD). La tecnologia BaseScope™ se basa en la hibridacion de cuatro
pares de sondas oligonucleotidicas con forma de Z a la secuencia diana. La amplificacién de la sefial se consigue con
la amplificacion de DNA ramificado, que se basa en multiples pasos de hibridacion de los oligonucleétidos, que en
ultima instancia acaban conformando un arbol de DNA ramificado (bDNA). Por ultimo, un gran nimero de sondas de
marcaje se hibridan con las ramas del arbol de DNA ramificado lo que permite detectar la sefial intensificada. El kit de
deteccidn cromogénica BaseScope™ (RED) contiene sondas de marcaje que estan unidas a una enzima (fosfatasa
alcalina). La deteccion de la sefial depende de la conversidn enzimatica del sustrato cromogénico FastRed, el cual
amplifica la sefal original. BaseScope™ es una tecnologia sumamente sensible en virtud del eficiente proceso de
amplificacion de la sefal, aunado con la alta sensibilidad y con la fuerte unién de los pares de sondas Z al mRNA
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diana, aunque este esté parcialmente entrelazado o degradado. Segun ACD, la unioén de una sola pareja de sondas a
cada molécula de mRNA basta para generar una sefial detectable de ISH.

Cada experimento de ISH se subdivide en dos procesos metodoldgicos: 1) Tratamiento previo del tejido para recuperar
la diana; y 2) hibridacion con la diana, amplificacion de la sefial y deteccidn de la misma. Es esencial que el tratamiento
previo cumpla las condiciones 6ptimas para poder detectar la diana en los cortes de tejido fijados con formol e incluidos
en parafina. El proceso de fijacion provoca el entrecruzamiento de proteinas, DNA y RNA en las células y en los tejidos,
fenomeno que enmascara los sitios de hibridacion. Por tanto, para garantizar que el MRNA diana sea accesible y que
el juego de sondas se pueda unir correctamente, es preciso eliminar esos entrecruzamientos antes de la hibridacién.
El tratamiento previo del tejido incluye tres pasos: 1) Bloqueo de la fosfatasa alcalina enddgena mediante el tratamiento
con perdxido de hidrégeno; 2) recuperacion de la diana mediante la ebullicién del reactivo de recuperacion; y 3)
recuperacion de la diana mediante la digestion con proteasas. Puesto que el grado de fijacion y de entrecruzamiento
puede variar en los distintos bloques de muestras fijados con formol y parafina, es preciso determinar
experimentalmente las condiciones optimas para la recuperacién de la diana con cada blogque de muestra. Por
consiguiente, los cortes de tejido se sometieron a ebullicion y a la digestion con proteasas durante distintos plazos de
tiempo antes de proceder a la hibridacion con un juego de sondas de control positivo y negativo. Las condiciones
optimas se determinaron mediante el examen al microscopio de la intensidad de la sefal especifica en el control
positivo, del fondo inespecifico en el control negativo y de la morfologia del tejido. El tratamiento previo del tejido se
efectuo siguiendo los protocolos del fabricante. Los reactivos para dicho tratamiento preliminar forman parte de los kits
de reactivos BaseScope™. Una vez completados los diversos pasos preparatorios, se evalud la expresion de la diana
mediante la hibridacién de los juegos de sondas especificos con el mMRNA de interés, con la posterior amplificacion de
la sefal del DNA ramificado y la deteccién de la sefal fluorescente o cromogénica. Todos los analisis se efectuaron
siguiendo los protocolos del fabricante.

Tabla 10: Analisis de la expresion

Muestras Tejido Expresion de MAGEA4
HNSCC062T1 Cancer de cabeza y cuello ++

HNSCC064T1 Cancer de cabeza y cuello ++

NSCLC004T1 Cancer de pulmén no microcitico ++

NSCLC006T1 Cancer de pulmén no microcitico +

OCO036T1 Céncer de ovario +

Nivel de expresion total de MAGEA4 en el corte correspondiente: £ muy bajo, + bajo a moderado, ++ potente,
+++ muy potente
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (KVLEHVVRV), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento del cancer, en el que dicho cancer se
selecciona de cancer de pulmon no microcitico y cancer de pulmén microcitico.

2. Un receptor de linfocito T, preferiblemente un receptor de linfocito T recombinante, soluble o unido a membrana que
es reactivo con un ligando HLA, en donde dicho ligando consiste en un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1,
para su uso en el tratamiento de cancer de pulmén no microcitico o cancer de pulmén microcitico.

3. Un anticuerpo, en particular, un anticuerpo soluble o unido a membrana, que reconoce especificamente el péptido
de acuerdo con la reivindicacion 1 cuando se une a una molécula del MHC para su uso en el tratamiento de cancer
de pulmodn no microcitico o cancer de pulmén microcitico.

4. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un principio activo seleccionado del grupo que consiste
en el péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, o el anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3 o el receptor de
linfocitos T de la reivindicaciéon 2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, excipientes y/o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables adicionales para su uso en el tratamiento de cancer, en donde dicho
cancer se selecciona de cancer de pulmon no microcitico o cancer de pulmén microcitico.
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