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DESCRIPCION

Péptido derivado de GPC3, composiciéon farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de cancer usando el mismo,
inductor de inmunidad y método para producir células presentadoras de antigeno

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un péptido derivado de GPC3, mas especificamente a un péptido inmunogénico
para presentar un antigeno a una célula T por medio de unién a un antigeno leucocitario humano, a una composicion
farmacéutica para tratar o prevenir cancer usando el mismo, a un inductor de inmunidad, a un método para producir
una célula presentadora de antigeno, y similares.

Antecedentes de la técnica

Aunque se considera que las células cancerosas siempre aparecen de manera incidental en un organismo vivo, se
plantea la hipétesis de que la reacciéon por inmunidad natural se produce normalmente para la eliminacién de un
antigeno canceroso especifico derivado de células cancerosas y que luego se induce una respuesta inmunitaria
especifica para provocar la reaccion de eliminacién de células cancerosas por linfocitos y otras células.

El reconocimiento de un antigeno derivado de células cancerosas requiere la formacién de un complejo por un
antigeno leucocitario humano (HLA) presente en la superficie de la célula y un linfocito. La molécula de HLA como
antigeno de histocompatibilidad se divide aproximadamente en moléculas de clase | (HLA de tipos A, By C) y
moléculas de clase Il (HLA de tipos DP, DQ y DR). La reaccion de eliminacién de una célula cancerosa mediante una
célula T citotéxica (CTL) se induce por el reconocimiento especifico de un antigeno canceroso (epitopo de CTL) que
consiste en de 8 a 11 aminoacidos que esta presente en una molécula de HLA de clase | en la superficie de la célula
cancerosa por un receptor de antigeno de células T (TCR) en la CTL.

La busqueda de péptidos inmunogénicos se ha llevado a cabo actualmente con vistas a su aplicacion al tratamiento o
la prevencién de diversas enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario; por ejemplo, la patente japonesa
abierta a consulta por el publico n.° 08-151396 divulga que un oligopéptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos particular tiene capacidad de unién a HLA.

Lista de referencias

Bibliografia de patentes

Documento de patente 1: patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 08-151396

Sumario de la invencion

Problema técnico

Se conocen muchos péptidos que tienen capacidad de union a HLA; sin embargo, existe la necesidad adicional de
péptidos capaces de usarse para el tratamiento o la prevencion de diversos canceres. Dado que el gen de HLA es rico
en polimorfismo, también existe la necesidad de péptidos inmunogénicos de multiples tipos que puedan adaptarse
cada uno a una pluralidad de tipos de HLA.

Solucién al problema

En vista de las circunstancias descritas anteriormente, la presente invencion tiene el objeto de proporcionar un péptido
inmunogénico capaz de unirse a una molécula de HLA de clase |, particularmente un péptido capaz de inducir CTL,
una composicion farmacéutica para tratar o prevenir cancer usando el péptido, un inductor de inmunidad y un método
para producir una célula presentadora de antigeno.

Especificamente, la presente divulgacion incluye los siguientes puntos.

(1) Un péptido que comprende 8 o mas residuos de aminoacido consecutivos en una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11 y que consiste en 11 0 menos residuos de aminoacido.

(2) El péptido segun el punto (1), en el que, en la secuencia de aminoacidos, se sustituyen, insertan, delecionan o
afiaden 1 o varios aminoacidos, y el péptido tiene inmunogenicidad.

(3) El péptido segun el punto (2), en el que, en la secuencia de aminoacidos, el aminoacido en la posicion 2 se sustituye
por tirosina, fenilalanina, metionina, triptéfano, valina, leucina o glutamina, y/o el aminoacido en el extremo C-terminal
se sustituye por fenilalanina, leucina, isoleucina, triptéfano, metionina o valina.
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(4) Una composicion farmacéutica para tratar o prevenir cancer, que comprende el péptido segin uno cualquiera de
los puntos (1) a (3).

(5) La composicion farmacéutica segun el punto (4), en la que la composicion esta en forma de una vacuna.

(6) La composicion farmacéutica segun el punto (4) o el punto (5), en la que el péptido puede unirse a uno o mas tipos
de moléculas de HLA.

(7) Un inductor de inmunidad, que comprende el péptido segun uno cualquiera de los puntos (1) a (3).
(8) El inductor de inmunidad segun el punto (7), en el que el inductor es para inducir una célula T citotoxica.

(9) El inductor de inmunidad segun el punto (7) o el punto (8), en el que el péptido puede unirse a uno o mas tipos de
moléculas de HLA.

(10) Un método para producir una célula presentadora de antigeno que tiene una actividad de induccién de CTL, que
comprende una etapa de poner en contacto el péptido segun uno cualquiera de los puntos (1) a (3) con una célula
presentadora de antigeno in vitro.

Efectos ventajosos de la invencion

Se ha prestado atencioén en los Ultimos afios a la inmunoterapia como método para tratar cancer. Se espera con
firmeza que el péptido de la presente divulgacion tenga utilidad como vacuna contra el cancer debido a su alta
capacidad de unién a HLA y también su alta capacidad de induccion de CTL. También se prevén sus aplicaciones a
diversas inmunoterapias, particularmente terapia con células dendriticas.

El glipicano-3 (GPC3) es una proteina perteneciente a la familia de glipicanos. El glipicano es uno de los proteoglicanos
y se sabe que se une a glicosil-fosfatidilinositol en la superficie celular. El glipicano controla la actividad de diversos
factores de crecimiento celular incluyendo Wnts, y se cree que la accion es debida a la aceleracion o inhibicion de
interacciones entre los factores de crecimiento celular y los receptores por parte del glipicano. En particular, se ha
revelado que GPC3 se expresa en casi todos los casos de carcinoma hepatocelular (HCC) y, por otro lado, apenas se
expresa en higado normal, cirrosis hepatica, etc. Ademas, se sabe que GPC3 se expresa altamente, no sélo en
carcinoma hepatocelular, sino también en melanoma, cancer de ovario, etc.

1. “Glypican-3: a marker and a therapeutic target in hepatocellular carcinoma”. Jorge Filmus y Mariana Capurro, FEBS
J., 280: 2471-2476, 2013.

2. “Glypican-3: a new target for cancer immunotherapy”. Mitchell Ho y Heungnam Kim, Eur. J. Cancer, 47, 333-338,
2011.

Para el carcinoma hepatocelular, se han realizado previamente investigaciones clinicas para hallar una vacuna contra
el cancer con un péptido derivado de GPC3 que se exprese altamente en células de carcinoma hepatocelular, y se
han notificado la seguridad y la capacidad de induccion de inmunidad.

3. “Peptide vaccines for hepatocellular carcinoma”. Daisuke Nobuoka, Toshiaki Yoshikawa, Yu Sawada, Toshiyoshi
Fujiwara y Tetsuya Nakatsura, Human Vaccines & Immunotherapeutics, 9, 210-212, 2013.

4. “Phase | Trial of a Glypican-3-Derived Peptide Vaccine for Advanced Hepatocellular Carcinoma: Immunologic
Evidence and Potential of Improving Overall Survival’. Yu Sawada, et.al., Clin. Cancer. Res., 18, 3636-3696, 2012.

En la presente invencion, se han identificado varios péptidos, cada uno de los cuales es un péptido derivado de GPC3
diferente, a partir de cualquiera de los péptidos notificados en las investigaciones clinicas, y que se une a una molécula
de HLA y tiene capacidad de induccion de inmunidad. Entre los péptidos de la presente invencion, un péptido particular
puede unirse a una pluralidad de tipos de HLA. Por tanto, el péptido de la presente divulgacion permite, por ejemplo,
la provision de una vacuna contra el cancer y terapia con células dendriticas que cubre un intervalo extremadamente
amplio de pacientes con cancer.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISPOT (el numero de células que
producen IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes [0] (tipo de HLA: 24: 02/24:02) que han recibido terapia
con células dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1.

[Figura 2] La figura 2 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISPOT (el numero de células que

producen IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 02: 01/24:02) que han recibido terapia con
células dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1,2 6 4.
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[Figura 3] La figura 3 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISPOT (el numero de células que
producen IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 02: 01/33:03) que han recibido terapia con
células dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1,2 6 4.

[Figura 4] La figura 4 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISA (el nimero de células que producen
IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 24: 02/26:01) que han recibido terapia con células
dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1, 2 6 4.

[Figura 5] La figura 5 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISA (el nimero de células que producen
IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 24: 02/24:02) que han recibido terapia con células
dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1, 2 6 4.

[Figura 6] La figura 6 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISA (el nimero de células que producen
IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 11: 01/24:02) que han recibido terapia con células
dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1, 2 6 4.

[Figura 7] La figura 7 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISA (el nimero de células que producen
IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 02: 01/24:02) que han recibido terapia con células
dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1, 2 6 4.

[Figura 8] La figura 8 es un grafico que muestra los resultados del ensayo ELISA (el nimero de células que producen
IFN-y) cuando las muestras derivadas de pacientes (tipo de HLA: 02: 01/33:03) que han recibido terapia con células
dendriticas HSP70 se estimularon con el péptido de SEQ ID NO: 1, 2 6 4.

Descripcion de las realizaciones
1. Péptido inmunogénico

Los péptidos segun la presente divulgacion son cada uno un péptido que comprende 8 o mas residuos de aminoacido
consecutivos en una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11 y que consiste en 11 o menos,
preferiblemente 10 o menos, mas preferiblemente 9 o menos residuos de aminoacido en total. El péptido de la presente
divulgacién puede ser un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1
a 11. El péptido de la presente divulgacion se deriva de GPC3, que es uno de glipicano. Se ha seleccionado una
secuencia de aminoacidos cuya capacidad de unidn a la molécula de HLA es de 3 o mas en cuanto a un valor de -log
Kd, y la capacidad de unién en este caso se predijo por la hipétesis obtenida usando un método de experimento de
aprendizaje activo (patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 08-151396) basandose en la secuencia de
aminoacidos que constituye GPC3.

La secuencia de aminoacidos que constituye cada péptido de la presente divulgacion y su puntuacion de prediccion
de unidn a HLA se muestran en la tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]

Secuencia de Puntuacién de prediccién de union

(aSrEigoléDc:\clig?) Posicion en GPC3 a A*24-02 2 A*02:01 @ AT02:06
('\g\llzl\éElLDFII\DJ(S):L1) 166 4,9889 45125 4914
(LSFEDQS %EF;\JVcI): 2) 170 5,3875 4,6623 4,8693
(SSAELIQ3 ||gE’\%: 3) 190 5,0802 5,1752 4,9393
(SSLEQQV |T§ :55; 4) 222 4,9563 4,7937 4,9102
(SsLEToplQ[? E%F 5) 136 5,3611 4,4718 4,5358
(CEYE'S?S ?\JF(;\:/ 6) 407 5,2631 4,5208 4,6902
'(Asl_gé%ErlJ/(l): 7) 232 4,7512 4,8916 4,8959
(LsLEQQS/?g I\rx/llcE):Ls) 92 4,6163 4,9287 5,0213
E(SLETEBGL%: 9) 340 5,6526 4,2118 4,2929
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(Gs'\ég\([})( N(Q)-Lm) %12 55052 49292 0%
(ASRELQI\%EA%H 1) 8 50076 41008 ha2r

El péptido de la presente divulgacion tiene una capacidad de union a HLA y tiene inmunogenicidad (algunas veces
denominado simplemente a continuacion en el presente documento “péptido HLA” o “péptido inmunogénico”). Tal
como se usa en el presente documento, “inmunogenicidad” significa la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria
y, por ejemplo, significa tener una actividad de inducciéon de CTL vy, por consiguiente, tener una actividad citotoxica
contra células cancerosas.

En una realizacion preferida, el péptido de la presente divulgacion es un péptido HLA multiple capaz de unirse a una
pluralidad de alelotipos del gen A de HLA-A. Por ejempilo, el péptido de SEQ ID NO: 7 se une fuertemente a un producto
del gen de HLAA*24:02 (una molécula HLA-A*24:02), un producto del gen de HLA-A*02:01 (una molécula HLA-
A*02:01) y un producto del gen de HLA-A*02:06 (una molécula HLA-A*02:06), y tiene una alta inmunogenicidad.

El subtipo de HLA al que puede unirse el péptido de la presente divulgacion no se limita a HLA-A*24:02, HLAA*02:01
o HLA-A*02:06. Sin embargo, estos subtipos de HLA cubren el orden del 85% de personas orientales incluyendo los
japoneses y el orden del 55% de gente occidental; por tanto, se considera que el péptido HLA multiple de la presente
divulgacion logra una amplia cobertura de pacientes, por ejemplo, en inmunoterapia.

El péptido de la presente divulgacion puede modificarse en los residuos de aminoacido que constituyen la secuencia
de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11 o una parte de las mismas siempre que mantenga la
inmunogenicidad. La secuencia de aminoacidos de cada una de las SEQ ID NO: 1 a 11 pretende un estado que se
presenta en una célula presentadora de antigeno; sin embargo, cuando el péptido de la presente divulgacion se
administra directamente en el organismo, el péptido a veces experimenta cambios, tales como la digestion de su
extremo terminal en érganos digestivos y similares, dependiendo de la via de administracion. Por tanto, antes de la
incorporacion en una célula presentadora de antigeno, el péptido de la presente divulgacion puede estar presente en
forma de un precursor que se forma afiadiendo uno o mas residuos de aminoacido o similares en el extremo N-terminal
y/o C-terminal de modo que se mantenga la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11 tras
la unién a una molécula de HLA de clase | predeterminada en la célula presentadora de antigeno.

Ademas, el péptido de la presente divulgacion puede tener 1 o varios residuos de aminoacido que constituyen el
péptido de la presente divulgacion sustituidos, insertados, delecionados o afiadidos, y/o tener modificaciones, tales
como adicién de cadenas de azucares, oxidacion de cadenas laterales y/o fosforilacion, siempre que el péptido tenga
la inmunogenicidad deseada. “Aminoacido” en el presente documento se usa en su sentido mas completo e incluye
variantes y derivados de aminoacidos artificiales ademas de aminoacidos naturales. Los ejemplos del aminoacido en
el presente documento incluyen L-aminoacidos proteicos naturales; D-aminoacidos; aminoacidos quimicamente
modificados, tales como variantes y derivados de aminoacidos; aminoacidos no proteicos naturales, tales como
norleucina, B-alanina y ornitina; y compuestos quimicamente sintetizados que tienen propiedades conocidas en la
técnica, caracteristicas de aminoacidos. Los ejemplos del aminoacido no natural incluyen a-metil-aminoacidos (por
ejemplo, oa-metilalanina), D-aminoacidos, aminoacidos similares a histidina (por ejemplo, B-hidroxi-histidina,
homohistidina, a-fluorometil-histidina y a-metil-histidina), aminoacidos que tienen metileno adicional en la cadena
lateral (“homo”aminoacidos) y aminoacidos en cada uno de los cuales el grupo funcional acido carboxilico en la cadena
lateral esta sustituido por un grupo acido sulfénico (por ejemplo, acido cisteico).

Para la sustitucion de un residuo de aminoacido y similares, teniendo en cuenta la regularidad de una secuencia de
un péptido que tiene una capacidad de union a HLA (J. Immunol., 152: p3913, 1994; Immunogenetics, 41: p178, 1995;
J. Immunol., 155: p4307, 1994), los expertos en la técnica pueden sustituir de manera adecuada un residuo de
aminoacido como constituyente del péptido de la presente divulgacion.

Mas especificamente, en el caso de un péptido que se une a una molécula HLA-A*24:02, el aminoacido en la posicion
2 del péptido puede estar sustituido por tirosina, fenilalanina, metionina o triptéfano, y/o el aminoacido C-terminal
puede estar sustituido por fenilalanina, leucina, isoleucina, triptéfano o metionina. En el caso de un péptido que se une
a una molécula HLA-A*02:01, el aminoacido en la posicion 2 puede estar sustituido por leucina o metionina, y/o el
aminoacido C-terminal puede estar sustituido por valina o leucina. Ademas, en el caso de un péptido que se une a
una molécula HLAA*02:06, el aminoacido en la posicién 2 puede estar sustituido por valina o glutamina, y/o el
aminoacido C-terminal puede estar sustituido por valina o leucina.

Cada péptido de la presente divulgacion puede producirse usando una técnicos conocida por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, puede sintetizarse de manera artificial mediante un método en fase sdlida, tal como el método Fmoc o el
método tBoc, o un método en fase liquida. Un péptido deseado también puede producirse mediante la expresion de
un polinucledtido que codifica para el péptido de la presente divulgacion o un vector recombinante que contiene el
polinucleétido. Los péptidos obtenidos de ese modo pueden identificarse cada uno usando una técnica conocida por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, puede identificarse usando el método de degradacion de Edman o un método
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de espectrometria de masas.
2. Composicion farmacéutica

La composicion farmacéutica para tratar o prevenir cancer segun la presente invencion contiene, como principio activo,
por ejemplo, un péptido que contiene 8 o mas residuos de aminoacido consecutivos en una o mas secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 11 y que consiste en 11 o menos,
preferiblemente 10 o menos, mas preferiblemente 9 o0 menos residuos de aminoacido en total. El péptido contenido
en la composicién farmacéutica puede ser un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las SEQ ID NO: 1 a 11. El péptido es tal como se definio anteriormente en el presente documento.

El péptido de la presente divulgacion induce CTL presentandose en una célula presentadora de antigeno, y la CTL
inducida dafia una célula cancerosa. Por tanto, el principio activo de la composicién farmacéutica de la presente
invencion no se limita al péptido de la presente divulgacion, y puede ser un componente capaz de inducir directa o
indirectamente CTL, por ejemplo, un polinucleétido que codifica para el péptido o un vector que contiene el
polinucleétido, o una célula presentadora de antigeno que presenta un complejo del péptido y una molécula de HLA
en la superficie o un exosoma secretado de la célula presentadora de antigeno, o una combinacion de los mismos.
Los ejemplos de la célula presentadora de antigeno usada incluyen un macréfago y una célula dendritica; sin embargo,
es preferible usar la célula dendritica, que tiene una alta capacidad de induccion de CTL. Cualquiera de otros principios
que se sabe que se usan para terapia contra el cancer, tales como una quimiocina, una citocina, una factor de necrosis
tumoral y un agente quimioterapico, puede estar contenido en la composicion farmacéutica de la presente invencion.
La dosis del péptido puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 10 mg por dia cuando el paciente es un adulto.
Sin embargo, la dosis varia dependiendo de la edad y el peso corporal del paciente, el método de administracion y
similares, y, por tanto, se determina de manera adecuada por los expertos en la técnica.

Se piensa que la composicion farmacéutica de la presente invencion es Util para la destruccion de células cancerosas
mediante, por ejemplo, pero sin pretender limitarse a, el siguiente mecanismo de accién. La administracion de la
composicion farmacéutica de la presente invencién a un paciente con cancer particular da como resultado que el
péptido en la composicién farmacéutica se presente en un estado en el que se une a una molécula de HLA en la
superficie de la célula presentadora de antigeno. Al reconocer el péptido en una célula presentadora de antigeno de
este tipo, la CTL se activa, prolifera y circula de manera sistémica. Cuando la CTL especifica de péptido ingresa en el
tejido canceroso, reconoce el mismo péptido derivado de un antigeno canceroso especifico, que se une de manera
natural a una molécula de HLA presente en la superficie de la célula cancerosa para destruir la célula cancerosa. Una
accion de este tipo contribuye al tratamiento del cancer.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede usarse no sélo para tratar el cancer sino también para
prevenir el cancer. Por ejemplo, la administracion de la composiciéon farmacéutica de la presente invencion a un
organismo humano sano induce la CTL, y la célula T citotoxica inducido permanece en el organismo y, por tanto,
cuando se produce una célula cancerosa particular, puede dafar la célula cancerosa. De manera similar, la
composicion puede administrarse a un organismo humano después de tratar el cancer para prevenir la recidiva del
cancer.

Cualquier cancer que exprese GPC3 esta contemplado como cancer que va a tratarse o prevenirse. Los ejemplos mas
especificos del cancer de interés incluyen, pero sin pretender limitarse a, cancer hepatocelular, cancer cutaneo, tal
como melanoma, y cancer de ovario. Por ejemplo, dado que el GPC3 a partir del cual se deriva el péptido de la
presente divulgacion se sobreexpresa en cancer hepatocelular, se considera que el péptido de la presente divulgacion
es eficaz particularmente en el tratamiento o la prevencion del cancer hepatocelular. Cuando estan presentes una
pluralidad de canceres que van a tratarse o prevenirse, pueden estar contenidos una pluralidad de principios activos,
incluyendo el péptido inmunogénico, en la composicion farmacéutica de la presente invencion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede disolverse en un disolvente acuoso, formularse en forma
de una sal farmacéuticamente aceptable y administrarse a pacientes. Los ejemplos de la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable de este tipo incluyen una forma tamponada a pH fisiolégico en forma de una sal
fisioldgicamente aceptable soluble en agua, por ejemplo, una sal de sodio, potasio, magnesio o calcio. Ademas del
disolvente soluble en agua, también puede usarse un disolvente insoluble en agua; los ejemplos de un disolvente
insoluble en agua de este tipo incluyen alcoholes, tales como etanol y propilenglicol.

La formulaciéon que contiene la composicion farmacéutica de la presente realizacion puede contener agentes con
diversos fines; los ejemplos de tales agentes incluyen un conservante y un agente tamponante. Los ejemplos del
conservante incluyen bisulfito de sodio, bisulfato de sodio, tiosulfato de sodio, cloruro de benzalconio, clorobutanal,
timerosal, acetato fenilmercurico, nitrato fenilmercurico, metilparabeno, poli(alcohol vinilico), alcohol feniletilico,
amoniaco, ditiotreitol y beta-mercaptoetanol. Los ejemplos del agente tamponante incluyen carbonato de sodio, borato
de sodio, fosfato de sodio, acetato de sodio y bicarbonato de sodio. Estos agentes pueden estar presentes en una
cantidad capaz de mantener el pH de un sistema a de 2 a 9, preferiblemente de 4 a 8.

La forma de dosificacion de la composicién farmacéutica de la presente invencién no esta particularmente limitada;
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sin embargo, cuando se usa en forma de una vacuna, los ejemplos de su forma de dosificacién incluyen inyecciones
(intramuscular, subcutanea e intracutanea), formulaciones orales y formulaciones de gotas nasales. Cuando la
composicion farmacéutica de la presente invencién esta en forma de una vacuna, puede ser una vacuna de céctel
mixta que contiene una pluralidad de principios activos. Por ejemplo, una vacuna de este tipo puede contener
cualesquiera dos o mas de los péptidos de las SEQ ID NO: 1 a 11, o contener una pluralidad de principios activos por
combinacién con otros principios activos.

La vacuna de la presente invencién puede ser una vacuna que contiene un principio inerte que contiene un principio
que es un principio distinto de la composicion farmacéutica, no tiene actividad per se y tiene el efecto de potenciar
adicionalmente el efecto de la composicion farmacéutica como vacuna. Los ejemplos del principio inerte incluyen un
adyuvante y un toxoide. Los ejemplos del adyuvante incluyen, pero sin pretender limitarse a, los del tipo precipitacion,
tales como hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato de calcio, y los del tipo oleosos, tales como adyuvante
completo de Freund y adyuvante incompleto de Freund.

Cuando esta presente en forma de una vacuna, la composiciéon farmacéutica de la presente invencién se administra
preferiblemente en el organismo mediante inyeccion o infusion, tal como administracion intracutanea, subcutanea o
intramuscular, o mediante administracion dérmica o inhalacién a través de la mucosa de la nariz, la faringe o similares.
Su dosis Unica puede ajustarse entre una dosis capaz de inducir significativamente células T citotéxicas y una dosis a
la que un numero significativo de células no cancerosas experimentan dafio.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se contempla no solo para la administracion a un organismo
humano sino también para uso extracorporal. Mas especificamente, la composicién farmacéutica de la presente
invencion puede usarse con el fin de estimular una célula presentadora de antigeno in vitro o ex vivo para aumentar
su actividad de induccién de CTL. Por ejemplo, en un caso en el que la composicion farmacéutica de la presente
invencion se usa para terapia con células dendriticas para el cancer, la composicién puede ponerse en contacto con
células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas, derivadas de un paciente que necesita tratamiento
0 prevencion contra el cancer de antemano, seguido por la administracion de las células presentadoras de antigeno
al paciente devolviéndolas al organismo del paciente. El péptido contenido en la composicion farmacéutica puede
introducirse en una célula presentadora de antigeno, por ejemplo, mediante un método de lipofeccion o un método de
inyeccion. Cuando se usa un polinucleétido que codifica para el péptido de la presente divulgacion en una aplicacion
de este tipo, el polinucledtido puede introducirse en una célula presentadora de antigeno mediante una técnica
conocida en la técnica. Por ejemplo, una célula presentadora de antigeno derivada de un paciente puede
transformarse in vitro usando un polinucleétido de interés o un vector que codifica para el polinucleétido mediante un
método de lipofeccion, un método de electroporacion, un método de microinyeccion, un método de fusion celular, un
método de DEAE-dextrano, un método de fosfato de calcio, o similares.

3. Inductor de inmunidad

El inductor de inmunidad segun la presente invencién contiene, como principio activo, por ejemplo, un péptido que
contiene 8 o mas residuos de aminoacido consecutivos en una 0 mas secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 11 y que consiste en 11 o menos, preferiblemente 10 o menos, mas
preferiblemente 9 o menos residuos de aminoacido. El péptido contenido en el inductor de inmunidad puede ser un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11. El péptido es tal
como se definié anteriormente en el presente documento.

Se considera que el péptido de la presente divulgacion induce inmunidad presentandose en una célula presentadora
de antigeno. Por tanto, el principio activo del inductor de inmunidad de la presente invencién no se limita al péptido de
la presente divulgacion, y puede ser un componente capaz de inducir directa o indirectamente inmunidad, por ejemplo,
un polinucledtido que codifica para el péptido de la presente divulgaciéon o un vector de expresion que contiene el
péptido, o una célula presentadora de antigeno que presenta un complejo del péptido y una molécula de HLA en la
superficie o un exosoma secretado de la célula presentadora de antigeno, o una combinacién de los mismos. Los
ejemplos de la célula presentadora de antigeno usada incluyen un macréfago y una célula dendritica; sin embargo, es
preferible usar la célula dendritica, que tiene una alta capacidad de induccién de CTL.

El inductor de inmunidad de la presente invencion se contempla no sélo para la administracion a un organismo humano
sino también para uso extracorporal. Mas especificamente, el inductor de inmunidad de la presente invencién puede
usarse con el fin de estimular una célula presentadora de antigeno in vitro o ex vivo para aumentar su actividad de
induccion de CTL. Por ejemplo, en un caso en el que el inductor de inmunidad de la presente invencion se usa para
terapia con células dendriticas, el inductor puede ponerse en contacto con células presentadoras de antigeno, tales
como células dendriticas, derivadas de un paciente que necesita induccion de inmunidad de antemano, seguido de la
administracion de las células presentadoras de antigeno al paciente devolviéndolas al organismo del paciente. El
péptido contenido en el inductor de inmunidad puede introducirse en una célula presentadora de antigeno, por ejemplo,
mediante transfeccion a través de un liposoma (un método de lipofeccion) o un método de inyecciéon. Cuando se usa
un polinucleétido que codifica para el péptido de la presente divulgacion en una aplicacion de este tipo, el polinucleétido
puede introducirse en una célula presentadora de antigeno mediante una técnica conocida en la técnica. Por ejemplo,
una célula presentadora de antigeno derivada de un paciente puede transformarse in vitro usando un polinucleétido
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de interés o un vector que expresa el polinucleétido mediante un método de lipofeccion, un método de electroporacion,
un método de microinyeccion, un método de fusion celular, un método de DEAE-dextrano, un método de fosfato de
calcio, o similares.

Tal como se usa en el presente documento, “induccién de inmunidad” significa inducir una respuesta inmunitaria, por
ejemplo, aumentando la actividad de induccion de CTL de una célula presentadora de antigeno y aumentando
adicionalmente la actividad citotdxica de CTL contra una célula cancerosa. Tal como se usa en el presente documento,
“induccion de CTL” significa inducir o proliferar una CTL que reconoce especificamente un antigeno determinado, o
diferenciar una célula T indiferenciada en una célula efectora que tiene la capacidad de destruir una célula diana
(actividad citotoxica), tal como una célula cancerosa, y/o aumentar la actividad citotoxica de CTL mediante la
presentacion del péptido de la presente divulgacion en la superficie de la célula presentadora de antigeno in vitro o in
vivo. La actividad de induccion de CTL puede medirse evaluando la produccién de citocinas (por ejemplo, interferon
(IFN)-y)) por CTL. Por ejemplo, la actividad de induccion de CTL puede medirse evaluando un aumento en células que
producen citocinas inducidas a partir de células precursoras por células presentadoras de antigeno, tales como
monocitos de sangre periférica, estimulados con el péptido de la presente divulgacion, usando un inmunoensayo de
alta sensibilidad conocido, tal como ensayo ELISPOT (ensayo ImmunoSpot ligado a enzimas) y ELISA (ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas). La actividad citotdxica también puede medirse mediante un método conocido, tal
como un método de liberacion de %'Cr. Cuando la actividad se aumenta significativamente, por ejemplo, en un 5% o
mas, un 10% o mas, un 20% o mas, preferiblemente un 50% o mas, en comparacién con el control, puede evaluarse
que se ha inducido inmunidad o CTL.

4. Método para producir una célula presentadora de antigeno

El método para producir una célula presentadora de antigeno segun la presente invencion incluye una etapa de poner
en contacto, por ejemplo, un péptido que contiene 8 o mas residuos de aminoacido consecutivos en una o mas
secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 11 y que consiste en 11 o
menos, preferiblemente 10 o menos, mas preferiblemente 9 o menos residuos de aminoacido en total, con una célula
presentadora de antigeno in vitro. El péptido usado en el método de produccién de la presente invencion puede ser
un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 11. El péptido es tal
como se definié anteriormente en el presente documento.

Se considera que el péptido usado en el método de produccién de la presente invencién se une a una molécula de
HLA de clase | en la superficie de la célula presentadora de antigeno, se presenta a CTL como péptido antigénico y,
por tanto, induce la actividad de CTL de la célula presentadora de antigeno. Por tanto, el componente que va a ponerse
en contacto con una célula presentadora de antigeno no se limita al péptido de la presente divulgacion, y puede ser
un componente capaz de inducir directa o indirectamente CTL, por ejemplo, un polinucleétido que codifica para el
péptido o un vector que contiene el polinucledtido, o una célula presentadora de antigeno que presenta un complejo
del péptido y una molécula de HLA en la superficie o un exosoma secretado de la célula presentadora de antigeno, o
una combinacion de los mismos. Los ejemplos de la célula presentadora de antigeno usada incluyen un macroéfago y
una célula dendritica; sin embargo, es preferible usar la célula dendritica, que tiene una alta capacidad de induccion
de CTL.

La célula presentadora de antigeno producida mediante el método de produccion de la presente invencion se
contempla no sélo para usarse como principio activo de la composicion farmacéutica o el inductor de inmunidad sino
también para usarse para inmunoterapia y similares. Por ejemplo, en un caso en el que las células presentadoras de
antigeno producidas se usan para terapia con células dendriticas para el cancer, las células pueden ponerse en
contacto con células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas, que tienen una baja capacidad de
induccion de CTL, derivadas de un paciente que necesita induccion de inmunidad de antemano, seguido de la
administracion de las células presentadoras de antigeno al paciente devolviéndolas al organismo del paciente. El
péptido de la presente divulgacion puede introducirse en una célula presentadora de antigeno, por ejemplo, mediante
transfeccion a través de un liposoma (un método de lipofeccion) o un método de inyeccion. Cuando se usa un
polinucledtido que codifica para el péptido de la presente divulgacion en una aplicacion de este tipo, el polinucleétido
puede introducirse en una célula presentadora de antigeno mediante una técnica conocida en la técnica. Por ejemplo,
una célula presentadora de antigeno derivada de un paciente puede transformarse in vitro usando un polinucleétido
de interés o un vector que codifica para el polinucleétido mediante un método de lipofeccién, un método de
electroporacioén, un método de microinyeccion, un método de fusion celular, un método de DEAE-dextrano, un método
de fosfato de calcio, o similares.

Ejemplo 1

La presente invencion se describira mas especificamente a continuacion con referencia a los ejemplos. Sin embargo,
la presente invencién no pretende limitarse a los mismos.

Especificamente, los procedimientos de prediccion, experimento y evaluacion en este ejemplo se llevaron a cabo

basandose en el disefio de experimento de aprendizaje activo descrito en la publicaciéon internacional n.°
WO 2006/004182. Se construyd una regla repitiendo las siguientes etapas como un conjunto.
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(1) Se prueba una vez un algoritmo de aprendizaje de rango bajo que se describira a continuacion en el presente
documento. Es decir, se generan una pluralidad de hipotesis basandose en el remuestreo al azar a partir de datos
acumulados y se elige el punto en el que la varianza de los valores predichos de puntos de consulta (péptidos)
candidatos generados al azar es mayor como punto de consulta que va a someterse a experimentacion.

(2) Se produce el péptido en el punto de consulta elegido mediante métodos de sintesis y purificacion que se
describiran a continuacién en el presente documento. La capacidad de unién real se mide mediante un experimento
que se describira a continuacion en el presente documento, y se afiade a los datos acumulados.

La realizacién de un método de aprendizaje activo de este tipo pudo reducir el nimero de experimentos de unién que
de otro modo seria necesario llevar a cabo para todas las 500 mil millones (= 20°) o mas sustancias candidatas de
péptidos de unién a HLA que consisten en 9 residuos de aminoacido.

Usando la regla tal como se describi6 anteriormente, se extrajeron las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
1a11.

<Sintesis y purificacion de péptidos>

Se sintetizaron manualmente los péptidos que tienen las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 11
mediante el método en fase solida de Merrifield usando Fmoc-aminoacidos. Se desprotegieron los productos
resultantes y luego se sometieron a purificacion mediante HPLC de fase inversa usando una columna C18 hasta una
pureza del 95% o mas. La identificacion de los péptidos y la confirmacién de la pureza de los mismos se realizaron
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (AB SCIEX MALDI-TOF/TOF5800). La cuantificacion del péptido se
llevé a cabo mediante un ensayo Micro BCA (Thermo Scientific Co., Ltd.) usando BSA como proteina patron.

<Experimento de unién del péptido a la molécula HLA-A*24:02>

Se midi6 la capacidad de unién de cada péptido a la molécula HLA-A*24:02 como producto del gen de HLA-A*24:02
usando células C1R-A24 que expresan la molécula HLA-A*24:02 (las células, preparadas por el Prof. Masafumi
Takeguchi, Universidad de Kumamoto, se donaron amablemente por el Prof. Asoc. Masaki Yasukawa, Universidad de
Ehime, con su permiso).

En primer lugar, se expusieron células C1R-A24 a condiciones acidas de pH 3,3 durante 30 segundos para disociar y
retirar los péptidos endégenos que se unieron originalmente a la molécula HLA-A*24:02 y una cadena ligera, p2m, que
comunmente se asociaba con moléculas de HLA de clase |. Después de la neutralizacion, se afiadié f2m purificada a
las células C1R-A24, que luego se afadio a series de dilucidon de los péptidos. Luego se incubé cada una de las
mezclas en hielo durante 4 horas. Se tifid el conjunto de 3 moléculas (MHC-pep) que consistia en la molécula HLA-
A*24:02, el péptido y p2m, que se habian vuelto a asociar durante la incubacion, con un anticuerpo monoclonal
marcado con fluorescencia, 17A12, que reconoce el conjunto.

Posteriormente, se midié6 de manera cuantitativa el nimero de MHC-pep por célula C1R-A24 (que es proporcional a
la intensidad de fluorescencia del anticuerpo fluorescente anterior) usando un analizador de células fluorescentes,
FACScan (Becton, Dickinson and Company). Se calculd la constante de disociacion de unién, valor Kd, entre la
molécula HLA-A*24:02 y el péptido a partir de la intensidad de fluorescencia promedio por célula usando un método
que se publicé en un articulo (Udaka et al., Immunogenetics, 51, 816-828, 2000) por el presente inventor.

<Experimento de unién del péptido a la molécula HLA-A*02:01>

Se midi6 la capacidad de unién de cada péptido a la molécula HLA-A*02:01 como producto del gen de HLA-A*02:01
usando una linea celular, T2 (adquirida de ATCC), que expresa la molécula HLA-A*02:01.

Se afiadieron células T2 y 2m purificada a series de dilucion por etapas de un péptido cuya capacidad de union iba
a medirse, que luego se incubaron a 37°C durante 4 horas. Se tifi6 la molécula HLA-A*02:01, cuyo nivel de expresion
se aument6 de manera dependiente de la concentracion en este momento, con un anticuerpo monoclonal marcado
con fluorescencia especifico del conjunto, BB7.2.

Después de eso, se midi6 la cantidad de fluorescencia por célula usando un citdémetro de flujo, y se calcul6 la constante
de disociacion, valor Kd, usando un método que se publico en un articulo por el presente inventor (Udaka et al.,
Immunogenetics, 51, 816-828, 2000).

<Experimento de unién del péptido a la molécula HLA-A*02:06>

Se midi6 la capacidad de unién de cada péptido a la molécula HLA-A*02:06 como producto del gen de HLA-A*02:06
usando células RA2.6 (una linea celular recién preparada en la Universidad de Kochi) en las que el ADNc del gen de
HLA-A*02:06 se introdujo en RMAS como linea celular deficiente en TAP (transportador asociado con procesamiento
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antigénico) de ratén.

En primer lugar, se cultivaron las células RA2.6 durante la noche a 26°C para acumular las moléculas HLA-A*02:06
sin unir al péptido en la superficie celular. Se afiadieron a las mismas series de dilucién de péptidos para su unién a
26°C durante 60 minutos.

Posteriormente, se cultivd la mezcla a 35°C durante 4 horas, dando como resultado la desnaturalizacion de la molécula
HLAA*02:06 vacia sin unir al péptido y la pérdida de su estructura estérica. Se afiadié a la misma un anticuerpo
monoclonal marcado con fluorescencia, BB7.2, que reconoce especificamente una molécula HLA-A*02:06 unida a
péptido, que luego se incubd en hielo durante 20 minutos para tefir las células.

Después de eso, se midi6 la cantidad de fluorescencia por célula usando un citdémetro de flujo, y se calcul6 la constante
de disociacion, valor Kd, usando un método que se publico en un articulo por el presente inventor (Udaka et al.,
Immunogenetics, 51, 816-828, 2000).

<Resultados de evaluacién de los experimentos de unién>

Como resultado, se obtuvieron los datos de experimentos de union de los péptidos de la presente divulgacion a cada
molécula de HLA tal como se muestra en la siguiente tabla.

[Tabla 2]

Secuencia de Datos de experimentos de union

(%rggﬁgcﬁgf) Posicion en GPC3 a A"24:02 a A*02:01 a A*02:06
('\g\éNQE|LDFB(S):L1 ) 166 -4,699595957 -5,305836823 -6,140220372
(LSFEDQS %EF;\]VJ) 2) 170 -7,427547379 -5,06520602 >-3
(SS/TELIQD 'fSE,%; 3) 190 >-3 >-3 -6,316321482
(SSLEQQV Tg :\% 4) 222 -5,336368455 -6,210154227 -5,213788842
(SSLgQP?SE%F 5) 136 -7,113561896 -4,9256496 -4,515516445
(GSTEISSE ?\jF(;V 6) 407 -6,548090575 >-3 >_3
'(Asl'gécl%E&/(l) 7) 232 -3,956124763 -5,917879215 -4,161231756
(LSLEQQS?DSI\,\/}(E)LS) 92 -5,48762276 -6,136635191 -5,877071673
E(SL;QITEGS(L) 9) 340 -5,211802039 -4,970696549 -5,033936719
(Gsl\ég\'/g N(Q)L 10) 512 -6,904149343 -4,757453097 -3,357850496
'(ASIELQI\I%E,\?(ISH 1) 85 -5,203320264 -3,84036042 -2,764152073

Las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 11 se derivan de la secuencia de longitud completa de la
proteina genémica predeterminada de GPC3 registrada en GENBANK (SEQ ID NO: 12) (precursor de la isoforma 2
de glipicano-3, >gi|4758462|ref[NP_004475.1| [Homo sapiens]).

<Prueba de induccién de inmunidad de péptidos>

(1) Preparacion de células dendriticas estimuladas con péptido

* Dia 0 a 9 (induccidn de células dendriticas)

De los monocitos de sangre periférica obtenidos mediante aféresis del paciente [0] tratado con terapia con células
dendriticas HSP70, se cultivo una fraccion de células que se adhirieron al matraz de cultivo en medio AIM-CM (nombre
comercial “Gibco” de Thermo Fisher Scientific Co., Ltd.) a 37°C durante 10 dias. Durante el cultivo, se afiadieron 15 pl

de IL-4 y 30 pl de factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) al medio en el dia 0 y el dia
3, y se anadieron 15 ul de IL-4, 30 ul de GM-CSF y 75 pl de factor de necrosis tumoral (TNF)-a en el dia 5.

* Dia 10 (estimulacién con péptido y recuperacion de células dendriticas)
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Se recuperaron de nuevo las célula dendriticas inducidas en medio AIM-CM, y se afiadieron cada uno de los péptidos
de la presente divulgacion (SEQ ID NO: 1 a 11) a 20 ug/ml. A continuacion, se cultivd el medio que contenia las células
dendriticas a 37°C durante 2 horas. Se usaron los siguientes péptidos como controles positivos y negativos.

Control positivo para HLA-A*24:02 (EBV LMP2, 419-427: TYGPVFMCL (SEQ ID NO: 13))

Control negativo para HLA-A*24:02 (HIV env gp160, 584-592: RYLRDQQLL (SEQ ID NO: 14))

Control positivo para HLA-A*02:01 (Flu A MP, 58-66: GILGFVFTL (SEQ ID NO: 15))

Control negativo para HLA-A*02:01 (HIV gap p17, 77-85: SLYNTVATL (SEQ ID NO: 16))

Control positivo para HLA-A*02:06 (EBV LMP2 453-461: LTAGFLIFL (SEQ ID NO: 17))

Control negativo para HLA-A*02:06 (HIV gap p24 341-349: ATLEEMMTA (SEQ ID NO: 18))

Se recuperaron las células dendriticas, se lavaron 3 veces o mas con una cantidad suficiente de medio AIM-CM y se
contaron.

(2) Preparacion de células T CD8

*Dia0a9

De los monocitos de sangre periférica obtenidos mediante aféresis del paciente tratado 2 veces o mas con la vacuna
anterior, se cultivd una fraccion de células flotantes (incluyendo linfocitos) que no se adhirieron al matraz de cultivo en
medio AIM-CM (de GIBCO Co., Ltd.) a 37°C durante 10 dias. Durante el cultivo, se afiadieron 40 pl de IL-2 al medio
en el dia4y el dia 6.

*Dia 10

Usando el kit de seleccion negativa de CD8 (de Miltenyi Biotec), se separaron las células T CD8 del medio y se
contaron.

(3) Cocultivo

Se cocultivaron las células dendriticas y las células T CD8 obtenidas en (1) y (2) anteriores en medio AIM a 37°C en
las siguientes condiciones.

o Células T CD8: 5 x 10° células/pocillo
o Célula dendriticas: 2 x 105 células/pocillo
*Dia126 13
Al medio anterior se le afiadieron 0,4 ml/pocillo de medio AIM-CM que contenia IL-2 en una cantidad de 20 U/ml.
(4) Ensayo ELISPOT
*Dia 17

Se afadieron las células T CD8 a una placa de 96 pocillos para ELISPOT (de Millipore), se recubrieron con un
anticuerpo monoclonal anti-TFN-y (de Mabtech AB) a 2 x 10* células/pocillo. Para cada muestra, se usaron 3 o mas
pocillos. A cada pocillo se le afiadieron 100 pl de AIM-V (del nombre comercial “Gibco” de Thermo Fisher Scientific
Co., Ltd.). Se cultivé la placa de 96 pocillos para ELISPOT a 37°C.

*Dia 18

Se afiadio el anticuerpo anti-TFN-y a cada pocillo y se hizo reaccionar adicionalmente con un anticuerpo secundario
marcado con la enzima HRP para medir el nimero de células que producen IFN-y mediante reaccion de color. Como
resultados tipicos del ensayo ELISPOT, aquellos para pacientes cuyo tipo de HLA era 24:02/24:02 se muestran en la
figura 1; aquellos para pacientes, 02:01/24:02, en la figura 2; y aquellos para pacientes, 02:01/33:03, en la figura 3. En
cada figura, se indica el promedio de 3 resultados de ensayo.

(5) Ensayo ELISA

11
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* Dia 17

Se diluyd un sobrenadante de cultivo en el dia 7 después del cocultivo de células T con célula dendriticas pulsadas
con cada uno de los péptidos anteriores hasta los 4 niveles de x 1, x 5, x 25 y x 125 para identificar el nivel de dilucion
que se encuentra dentro del limite de mediciéon usando un conjunto ELISA MAX Deluxe para IFN-y humano (de
BioLegend Inc.). Después de eso, se midié cada muestra 3 veces al nivel de dilucion identificado. Como resultados
tipicos del ensayo ELISA, aquellos para pacientes cuyo tipo de HLA era 24:02/26:01, aquellos para pacientes cuyo
tipo de HLA era 24:02/24:02, aquellos para pacientes cuyo tipo de HLA era 11:01/24:02, aquellos para pacientes cuyo
tipo de HLA era 02:01/24:02 y aquellos para pacientes cuyo tipo de HLA era 02:01/33:03, se muestran en las figuras
4 a 8, respectivamente.

La presente invencion se ha descrito anteriormente basandose en el ejemplo. Este ejemplo es simplemente ilustrativo,
y los expertos en la técnica deben entender que pueden hacerse diversas modificaciones.

Lista de secuencias
<110> NEC Corporation

<120> Péptidos derivados de GPC3, composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de cancer, agente
de induccién de inmunidad y método para preparar células presentadoras de antigeno

<130> 6470A98014

<150> Documento JP2015-46463
<151> 09-03-2015

<160> 12
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Val Asn Glu Leu Phe Asp Ser Leu
1 5

<210> 2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Leu Phe Asp Ser Leu Phe Pro Val Ile
1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Ser Ala Leu Asp Ile Asn Glu Cys Leu
1 5

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 4

Ser Leu Gln Val Thr Arg Ile Phe Leu
1 5

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Ser Leu Thr Pro Gln Ala Phe Glu Phe
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Gly Tyr Ile Cys Ser His Ser Pro Val
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala Leu Asn Leu Gly Ile Glu Val Ile
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Leu Leu Gln Ser Ala Ser Met Glu Leu
1 5

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Lys Leu Thr Thr Thr Ile Gly Lys Leu
1 5

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gly Met Ile Lys Val Lys Asn Gln Leu
1 5

13
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<210> 11
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2 805829 T3

Ala Arg Leu Asn Met Glu Gln Leu Leu

1

<210> 12
<211> 580

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met

1

Ser

Ala

Leu

Cys

65

Tyr

Ser

Glu

Met

Val

145

Ile

Ala

Leu

Thr

Lys

50

Leu

Gln

Met

Ala

Phe

130

Gly

Asn

Gly

Asp

Cys

35

Trp

Pro

Leu

Glu

Phe

115

Lys

Glu

Val

Thr

Phe

20

His

Val

Lys

Thr

Leu

100

Glu

Asn

Phe

Asp

5

Val

Pro

Gln

Pro

Gly

Ala

85

Lys

Ile

Asn

Phe

Asp
165

Arg

Gly

Val

Glu

Pro

70

Arg

Phe

Val

Tyr

Thr

150

Met

Thr

Gln

Arg

Thr

55

Thr

Leu

Leu

Val

Pro

135

Asp

Val

Ala

Ala

Ser

40

Pro

Cys

Asn

Ile

Arg

120

Ser

Val

Asn

Cys

Gln

25

Phe

Val

Cys

Met

Ile

105

His

Leu

Ser

Glu

Leu

10

Pro

Phe

Pro

Ser

Glu

90

Gln

Ala

Thr

Leu

Leu
170

14

Val

Pro

Gln

Gly

Arg

75

Gln

Asn

Lys

Pro

Tyr

155

Phe

Val

Pro

Arg

Ser

60

Lys

Leu

Ala

Asn

Gln

140

Ile

Asp

Ala

Pro

Leu

45

Asp

Met

Leu

Ala

Tyr

125

Ala

Leu

Ser

Met

Pro

30

Gln

Leu

Glu

Gln

Val

110

Thr

Phe

Gly

Leu

Leu

15

Pro

Pro

Gln

Glu

Ser

95

Phe

Asn

Glu

Ser

Phe
175

Leu

Asp

Gly

Val

Lys

80

Ala

Gln

Ala

Phe

Asp

160

Pro



Val

Asp

Gly

Val

225

Asn

Thr

Pro

Val

Glu

305

Leu

Asn

Gln

Asp

Ser

385

Phe

Glu

Ile

Tle

Asn

210

Thr

Thr

Arg

Cys

Val

290

Leu

Gly

Ala

Gln

Lys

370

Ser

Tyr

Asn

Tyr

Asn

195

Phe

Arg

Thr

Met

Gly

275

Glu

vVal

Leu

Gly

Arg

355

Lys

Arg

Ser

Asp

Thr

180

Glu

Pro

Ile

Asp

Trp

260

Gly

Ile

Asn

Phe

Lys

340

Gln

Val

Arg

Ala

Thr
420

Gln

Cys

Lys

Phe

His

245

Tyr

Tyr

Asp

Gly

Ser

325

Leu

Tyr

Leu

Arg

Leu

405

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

230

Leu

Cys

Cys

Lys

Met

310

Thr

Thr

Arg

Lys

Glu

390

Pro

Cys

Met

Arg

Ile

215

Gln

Lys

Ser

Asn

Tyr

295

Tyr

Ile

Thr

Ser

Val

375

Leu

Gly

Trp

ES 2 805829 T3

Asn

Gly

200

Met

Ala

Phe

Tyr

Val

280

Trp

Arg

His

Thr

Ala

360

Ala

Ile

Tyr

Asn

Pro

185

Ala

Thr

Leu

Ser

Cys

265

Val

Arg

Ile

Asp

Ile

345

Tyr

His

Gln

Ile

Gly
425

Gly

Arg

Gln

Asn

Lys

250

Gln

Met

Glu

Tyr

Ser

330

Gly

Tyr

val

Lys

Cys

410

Gln

Leu

Arg

Val

Leu

235

Asp

Gly

Gln

Tyr

Asp

315

Ile

Lys

Pro

Glu

Leu

395

Ser

Glu

15

Pro

Asp

Ser

220

Gly

Cys

Leu

Gly

Ile

300

Met

Gln

Leu

Glu

His

380

Lys

His

Leu

Asp

Leu

205

Lys

Ile

Gly

Met

Cys

285

Leu

Glu

Tyr

Cys

Asp

365

Glu

Ser

Ser

val

Ser

190

Lys

Ser

Glu

Arg

Met

270

Met

Ser

Asn

vVal

Ala

350

Leu

Glu

Phe

Pro

Glu
430

Ala

val

Leu

val

Met

255

Val

Ala

Leu

val

Gln

335

His

Phe

Thr

Ile

val

415

Arg

Leu

Phe

Gln

Ile

240

Leu

Lys

Gly

Glu

Leu

320

Lys

Ser

Ile

Leu

Ser

400

Ala

Tyr
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Ser

Glu

Lys

465

Gly

Asp

Met

Asp

Lys

545

Pro

Phe

Gln

Leu

450

Leu

Arg

Cys

Ile

Leu

530

Asp

Leu

Leu

<210> 14
<211>9

<212> PRT

Lys

435

Lys

Lys

Val

Gly

Lys

515

Asp

Asn

Lys

Val

Ala

Met

His

Leu

Asp

500

Val

Val

Glu

Leu

His
580

<213> Homo sapiens

<400> 14

Thr Tyr Gly Pro

1

<210> 15
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Arg Tyr Leu Arg

1

<210> 16
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala

Lys

Ile

Asp

485

Asp

Lys

Asp

Ile

Leu
565

Arg

Gly

Asn

470

Lys

Glu

Asn

Asp

Ser

550

Thr

Asn

Pro

455

Gln

Asn

Asp

Gln

Ala

535

Thr

Ser

ES 2 805829 T3

Gly

440

Glu

Leu

Leu

Glu

Leu

520

Pro

Phe

Met

Met

Pro

Leu

Asp

Cys

505

Arg

Gly

His

Ala

Val Phe Met Cys Leu

5

Asp Gln Gln Leu Leu

5

Lys

Val

Arg

Glu

490

Ile

Phe

Asn

Asn

Ile
570

16

Asn

Val

Thr

475

Glu

Gly

Leu

Ser

Leu

555

Ser

Gln

Ser

460

Met

Gly

Gly

Ala

Gln

540

Gly

Val

Phe

445

Gln

Ser

Phe

Ser

Glu

525

Gln

Asn

Val

Asn

Ile

Met

Glu

Gly

510

Leu

Ala

Val

Cys

Leu

Ile

Pro

Ser

495

Asp

Ala

Thr

His

Phe
575

His

Asp

Lys

480

Gly

Gly

Tyr

Pro

Ser

560

Phe
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<400> 16

Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr Leu
1 5

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Leu Thr Ala Gly Phe Leu Ile Phe Leu
1 5

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala
1 5
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REIVINDICACIONES

Composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento o la prevenciéon de cancer, que comprende un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQID NO: 1,2,4,5y 7 a
11, en la que el péptido es capaz de unirse a una pluralidad de alelotipos del gen A de HLA-A.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la composicion esta en forma de
una vacuna.

Inductor de inmunidad para su uso en el tratamiento o la prevencién de cancer, que comprende un péptido
que consiste en una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1,2,4,5y 7 a 11, en
el que el péptido es capaz de unirse a una pluralidad de alelotipos del gen A de HLA-A.

Inductor de inmunidad para su uso segun la reivindicacion 3, en el que el inductor es para inducir una célula
T citotdxica.

Método para producir una célula presentadora de antigeno que tiene una actividad de induccion de CTL, que
comprende una etapa de poner en contacto un péptido con una célula presentadora de antigeno in vitro, en
el que el péptido consiste en una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 2,4, 5
y 7 a 11, en el que el péptido es capaz de unirse a una pluralidad de alelotipos del gen A de HLA-A.
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FIG.1
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FIG.3
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FIG.5
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FIG.7
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FIG.8
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