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RESUMO

"IDENTIFICAGAO, OPTIMIZAGCAO E UTILIZAGAO DE EPITOPOS HLA-

B*0702 PARTILHADOS PARA IMUNOTERAPIA"

A presente invencdo proporciona novos métodos e
materiais para tratar eficientemente doentes que possuem um
fendétipo HLA-B*0702, baseado em péptidos que representam
epitopos partilhados de antigénios tumorais. Em particular,
a 1invencdo refere-se a um método para identificar um
péptido restringido a HLA-B*0702 que pode desencadear uma
resposta citotdéxica contra varios antigénios a partir de
uma Unica familia multigénica, e para varios desses

epitopos.
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DESCRICAO

"IDENTIFICAGAO, OPTIMIZAGCAO E UTILIZAGAO DE EPITOPOS HLA-

B*0702 PARTILHADOS PARA IMUNOTERAPIA"

A presente invengdo refere-se ao campo da imuno-
terapia com péptidos. Em particular, a invencdo proporciona
novos métodos e materiais para tratar eficientemente
doentes que possuem um fendétipo HLA-B*0702, baseado nos
péptidos que representam epitopos partilhados de antigénios

tumorais.

A imunizacdo por péptidos ou imunoterapia é uma
abordagem terapéutica que ¢é atualmente objeto de grande
interesse no contexto da prevencdo ou tratamento de cancros.
O principio desta terapéutica baseia-se na imunizagdo com
péptidos que reproduzem os epitopos T de antigénios
tumorais que s&do reconhecidos por Linfécitos T Citotdxicos
(CTLs), que desempenham um papel importante na eliminacéo
de células de cancro que expressam estes antigénios na sua

superficie.

Deve ser referido que os CTLs ndo reconhecem
antigénios da proteina total, mas dos seus fragmentos
peptidicos, apresentados pelas moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) expressas na super-

ficie de varias células. Estes fragmentos peptidicos cons-
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tituem os epitopos T. 0Os péptidos apresentados pela Classe
I do complexo de histocompatibilidade principal (MHC 1)
possuem geralmente 8 a 11 aminoacidos, e s&o reconhecidos
pelas células CD8' T, gque representam o componente princi-
pal da resposta citotdxica. Durante o processamento do
antigénio, ocorre uma selecdo de péptidos, que resulta numa
hierarquia de apresentacdo de péptidos. Os péptidos que séo
apresentados preferencialmente pelas moléculas de MHC I sé&o
denominados imunodominantes enquanto os péptidos que séo
apresentados fracamente sdo designados cripticos. 0Os pépti-
dos imunodominantes apresentam uma elevada afinidade para o
MHC I e sdo imunogénicos enquanto os péptidos cripticos
apresentam uma baixa afinidade para MHC I e s&do néo-

imunogénicos.

A identificacdo de epitopos especificos para o
tumor, e em particular (considerando o papel essencial da
resposta de CD8'" na citotoxicidade) daqueles apresentados
pelos alelos mais frequentes de MHC I, constitui um passo
essencial para o desenvolvimento de composicdes de
imunoterapia anti-tumoral. Atualmente sdo conhecidos muitos
antigénios tumorais; alguns dos epitopos T destes
antigénios foram identificados e a eficiéncia das wvacinas
baseadas nos péptidos que reproduzem estes epitopos T foi
demonstrada em muitos casos (Menez-Jamet e Kosmatopoulos,

2009) .

Todavia, a expressdo da maioria dos antigénios

tumorais é restrita a certos tipos histoldgicos de tumores,
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o que limita a sua utilizacdo clinica. A pesquisa para
antigénios tumorais "universais" com uma expressdo mais
vasta foi intensificada com a identificacdo de antigénios
com fungdes essenciais para a manutencdo do fendtipo
oncogénico, e estd a ser feito um esforco para identificar

epitopos expressos por uma maioria de doentes.

Outra limitacdo consideréavel da imunoterapia com
péptidos provém do surgimento, em certos doentes, de
variantes tumorais (variantes de escape) gque Ja néao
expressam o antigénio reconhecido pelos Linfdécitos T

Citotdxicos.

Alguns antigénios tumorais pertencem a familias
de multigenes: na mesma familia, existe uma homologia de
sequéncias, gque pode resultar na existéncia de epitopos

partilhados comuns a dois ou mais membros da mesma familia.

Geralmente, os varios membros da mesma familia de
antigénios sdo expressos em varios tipos de tumor; a
utilizacdo de um epitopo partilhado por estes antigénios
pode tornar possivel obter wvacinas anti-tumorais com um

largo espetro de atividade.

Para além disso, em muitos casos, varios
antigénios da mesma familia sédo co-expressos na mesma linha
tumoral; uma vez que a probabilidade de perda da expresséao
de todos estes antigénios & extremamente baixa, a
utilizacdo de um epitopo partilhado por estes antigénios

pode evitar o surgimento de variantes de escape.
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Entre o0s antigénios tumorais que se sabe
pertencerem a uma familia de multigenes, deve ser feita uma
referéncia particular aos antigénios das familias MAGE-A,

HER, BAGE ou GAGE.

MAGE-A ¢ uma familia de multigenes que consiste
em 12 genes homdlogos genes (MAGE-Al to Al2) localizados na
regido g28 do cromossoma X (De Plaen et al., 1994). Entre
os membros desta familia, MAGE-Al, -A2, -A3, -A4, -Ao, -Al0
e -Al2 s&o expressos fortemente pelos tumores mas ndo pelos

tecidos normais, com a excecdo dos testiculos e da placenta.

Os antigénios MAGE-Al, -A2, -A3, -A4, -A6, -Al0 e
-Al2 estdo presentes um largo espetro de tumores de origem
histoldégica muito variada, tais como melanomas, cancros do
pulmdo, cancros da mama, tumores da cabeca e do pescoco, e

sarcomas, mielomas, etc.

Vacinas para o cancro a base de MAGE, tais como
MAGE-A3 antigénio Specific Cancer Immunotherapeutic (ASCI)
(GlaxoSmithKline) estdo presentemente em fase avancada de
desenvolvimento com resultados encorajadores. Por exemplo,
esta vacina, que se baseia em antigénios tumorais que sé&o
apresentados ao Sistema imunitdrio do doente como proteinas
recombinantes em combinacdo com um sSistema adjuvante
proprietdrio GSK, completou com sucesso dois ensaios clini-

cos no melanoma e em cancro do pulmdo de célula pequena.
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A expressdo de cada antigénio MAGE-A pode variar
de um tumor para outro, mas no geral, a vasta maioria dos

tumores expressam pelo menos um antigénio MAGE-A.

Apesar da vantagem potencial da wutilizacdo de
epitopos T partilhados, esta abordagem foi utilizada apenas
muito raramente devido a sua raridade nas regides de
tamanho apropriado (pelo menos 8 aminodcidos para um
péptido apresentado por MHC 1I) que sdo completamente

idénticas de um antigénio para outro.

Tanzarella et al. (1999) relatou a identificacéao
de um epitopo restrito a HLA-B*3701 partilhado por quatro
membros diferentes da familia MAGE (MAGE-1, -2, -3, e -06).
As CTLs especificas para um péptido compreendem este
epitopo (codificado pelos coddes 127-136 do gene MAGE-1)
foram capazes de reconhecer especificamente células Cos-7
cotransfetadas com HLA-B*3701 e qualquer um destes genes

MAGE .

WO 01/42267 revela epitopos MAGE2/3, e vacinas
baseadas no epitopo dirigidas a tumores que comportam

MAGE2/3.

Os inventores descreveram anteriormente um método
para identificar epitopos peptidicos apresentados por uma
molécula da classe I de HLA e partilhados por varios
antigénios da mesma familia multigénica. Este método é

caraterizado pelos seguintes passos (EP1 485 719):
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a) alinhamento das sequéncias dos referidos
antigénios de modo a identificar em cada um deles
uma sequéncia de 8 a 10 aminodcidos compreendendo
pelo menos uma sequéncia pentapeptidica comum
precedida por 3 aminodcidos na extremidade N-
terminal e, opcionalmente, seguida por um ou dois
aminodcidos na extremidade C-terminal; na verdade,
os autores descobriram que uma identidade
limitada a sequéncia de 5 aminodcidos que se
estende das posicdes P4 a P8 do péptido era

suficiente.

b) preparar o0s péptidos correspondentes @ as
sequéncias identificadas e determinar a afinidade
de ligacdo de <cada um dos péptidos para a
molécula da classe I de HLA em guestdo, e a sua
imunogenicidade utilizando murganhos transgénicos

de CMH-1 humana

c) No caso de um péptido selecionado ser criptico
e consequentemente ndo-imunogénico, o método compreende

ainda um passo de aumento da sua imunogenicidade.

Utilizando este método, os inventores descreveram
um péptido imunogénico definido pela sequéncia YLEYRQVPV
(SEQ ID No: 1), apresentada por HLA-A*0201 comum aos
antigénios MAGE-Al, -2, -3, -4, -6, -10 e -12 da familia

MAGE-A, capaz de induzir CTLs que reconhecem todos os
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antigénios MAGE-A, e de lisar células tumorais due
expressam pelo menos um antigénio da familia MAGE-A. Foi
publicado um estudo que descreve este péptido heteroclitico
MAGE-A (p248V9) e as suas propriedades imunogénicas por

Graff-Dubois et al. (Journal of Immunology, 2002).

Péptidos imunodominantes tém sido extensivamente
constituidos alvos por vacinas tumorais em estudos pré-
clinicos e clinicos com resultados dececionantes (Gross et
al., 2004) . Na verdade, 0s antigénios tumorais sédo
frequentemente proteinas de prdéprio sobre expressas por
tumores e expressas a niveis mais baixos pelas células e
tecidos normais. O sistema imunitario é incapaz de reagir
contra esses antigénios prdéprios devido ao processo de
autotolerdncia. A autotolerdncia refere-se principalmente a
péptidos imunodominantes, explicando desse modo a incapa-

cidade destes péptidos para induzir a imunidade tumoral.

Os péptidos cripticos estédo muito menos
envolvidos no processo de autotoleréncia (Gross et al.,
2004) e podem por 1isso induzir wuma imunidade ao tumor

eficiente desde que a sua imunogenicidade seja aumentada.

A estratégia normal para aumentar a imunoge-
nicidade de péptidos cripticos, gque devido a sua baixa
afinidade para MHC I sdo ndo-imunogénicos, consiste no
aumento da sua afinidade para as moléculas de MHC I através
de substituicdes de aminoédcidos. A afinidade do péptido

para as moléculas de MHC I dependem principalmente da pre-
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senca em posicdes bem definidas (posicdes adncora primarias)
de residuos designados "residuos de 4dncora primarios".
Estes residuos s&do especificos para o alelo de MHC I. A
presenca de residuos é&ncora priméarios, embora seja
frequentemente necessario, ndo é suficiente para assegurar
uma elevada afinidade para MHC I. Foi demonstrado que os
residuos localizados fora das posicdes &ncora primérias
(residuos é&ncora secundarios) podem exercer um efeito
favoravel ou desfavoravel sobre a afinidade do péptido para
o MHC I. A presenca destes residuos &ncora secundéarios
torna possivel explicar a existéncia, nos péptidos que
possuem o8 motivos Adncora primdrios, de uma grande
variabilidade na afinidade de 1ligacdo (Ruppert et al.,

1993).

Para além disso, as substituicdes de aminoéacidos
destinadas a aumentar a afinidade para a molécula de MHC I
deve conservar a antigenicidade desses péptidos otimizados.
Os CTL criados contra péptidos otimizados devem na verdade
fazer reacdo cruzada com os péptidos nativos correspon-
dentes, que sdo aqueles naturalmente apresentados na

superficie da célula tumoral.

Os 1inventores descreveram anteriormente métodos
para a selecdo de péptidos cripticos em antigénios tumorais
e a sua otimizacdo para induzir uma resposta imunitéaria
especifica para doentes HLA-A*0201 ((Tourdot et al., 2000),
EP 1 309 860) e HLA-B*0702 (WO 2008/010098). Também foi

descrito recentemente ©pelos inventores um método para
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selecionar epitopos cripticos estritos para HLA-A*2402, num
pedido de patente que ainda ndo foi publicado. Resumida-
mente, este método consiste na selecdo, num antigénio, um
péptido de 8 até 12 aminocdcidos possuindo uma tirosina na
posicdo 2, com a condicdo de o péptido ndo possuir,
simultaneamente, um aminoadcido carregado positivamente
(lisina ou arginina) na posicdo 1 e uma leucina ou uma
isoleucina ou uma fenilalanina na posicdo C-terminal. Um
tal péptido criptico pode ser entdo otimizado substituindo
o seu residuo N-terminal por uma arginina ou uma lisina,
e/ou substituindo o seu residuo C-terminal com uma leucina

(ou uma isoleucina ou uma fenilalanina).

HLA-B*0702 & uma molécula frequentemente expressa
(25% da populacdo). E por isso necessdria a identificacédo e
otimizacdo de péptidos tumorais restringidos a HLAB*0702 de
modo a desenvolver vacinas para o cancro eficientes para

doentes que expressam HLA-B*0702.

De modo a identificar uma vacina para tumor de
largo espetro para doentes que expressam HLA-B*0702, os
inventores alinharam as sequéncias dos antigénios de MAGE-A
e pesqgquisaram péptidos possuindo posicdes &ancora 2 e 3
(respetivamente uma prolina e uma arginina ou uma histidina
ou uma metionina ou uma lisina) e uma sequéncia idéntica na
regido que se estende das posicdes P4 até P8 do péptido.
Ndo foi encontrada uma sequéncia correspondente nas regides

MAGE-A conservadas.
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Foram enté&do selecionadas sequéncias como possuin-
do apenas uma modificacdo na regido de antigenicidade
(posicdo P4 até P8 em 9-meros, e P4 até P9 em 10-meros), e
foram optimizados epitopos ndo imunogénicos como descrito
em WO 2008/0100098. Surpreendentemente, 0s inventores
demonstraram que um péptido correspondente a um epitopo de
HLA-B*0702 criptico modificado para aumentar a sua
antigenicidade pode criar uma resposta citotdxica nédo
apenas contra o péptido nativo, mas também contra o epitopo

homélogo que estéd presente noutros antigénios de MAGE-A.

Assim, um primeiro aspeto da presente invencdo é
um método para identificar um péptido restringido a HLA-
B*0702 que pode desencadear uma resposta citotdxica contra
pelo menos dois antigénios de uma uUnica familia multigénica,

compreendendo pelo menos 0s seguintes passos:

(i) identificar, nos genes da referida familia
multigénica, péptidos de 9 ou 10 aminoacidos
possuindo um P na posicdo 2 e um aminoéacido
selecionado no grupo que consiste em R, K, H e M
na posicdo 3;

(ii) alinhar as sequéncias obtidas em (i);

(iii) ddentificar, entre os péptidos obtidos no
passo (i), um grupo de pelo menos dois péptidos,
no qual pelo menos um péptido é tal que a sua
regido antigénica difere daquela dos outros
péptidos do grupo em no maximo um residuo, em gque

a referida regido antigénica se estende da
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posicdo 4 até a posicdo 8 num péptido possuindo 9
aminodcidos, e desde a posicdo 4 até a posicido 9

num péptido possuindo 10 aminoacidos.

Um péptido que é tal gque a sua regido antigénica
difere daquela dos outros péptidos do grupo identificado no
passo (iii) em no madximo um residuo serd referido de aqui
em diante como um "péptido essencialmente partilhado". Esse
péptido desencadeia uma resposta citotdxica contra pelo

menos dois antigénios da referida familia multigénica.

De acordo com formas de realizacdo preferidas do
referido método, permitindo o método a identificacdo de um
péptido restringido a HLA-B*0702 que pode desencadear uma
resposta citotdéxica contra pelo menos trés, quatro, cinco,
seis, sete ou mais antigénios da referida familia
multigénica. Este é o caso gquando o grupo de péptidos
selecionado no passo (iii) compreende péptidos de pelo
menos trés, quatro, cinco, seis, sete ou mais genes da

referida familia multigénica, respetivamente.

Numa forma de realizacdo particular do método
acima, o grupo de péptidos selecionados no passo (iii)
compreende pelo menos dois péptidos que possuem diferentes
regides antigénicas. Neste caso, ilustrado nos exemplos
abaixo, pelo menos dois destes péptidos exibem uma e apenas

uma diferenca nas suas regides antigénicas.

Numa forma de realizacdo preferida, o método
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compreende ainda um passo (iv) de medicdo da imunoge-
nicidade do péptido selecionado essencialmente partilhado.
Este passo serd preferencialmente realizado in vivo num
modelo apropriado, i.e., um modelo gue prevé a imuno-
genicidade do péptido num individuo que expressa HLA-B*0702.
Um exemplo de um tal modelo apropriado é descrito na parte
experimental e consiste num murganho transgénico para HLA-
B*0702. Neste modelo, a imunogenicidade de um péptido
selecionado é medido por vacinacdo dos murganhos e testando
se o0s CTLs especificos foram criados, utilizando células
humanas expressando HLA-B*0702 e carregados como o péptido
como células alvo. No gque se segue, um péptido seré
considerado como um epitopo ndo imunogénico se nenhum dos
murganhos vacinados desenvolver uma resposta imunitéaria
especifica contra o péptido testado. Se alguns dos murga-
nhos, mas nem todos, desenvolver uma resposta imunitéria
especifica contra o péptido testado, o péptido é consi-
derado como imunogénico, mas pode ser vantajoso para

melhorar ainda mais a sua imunogenicidade.

No caso de um péptido selecionado essencialmente
partilhado ser nédo-imunogénico ou se a sua imunogenicidade
tem que ser aumentada, o método compreende ainda um passo
de aumentar a sua imunogenicidade, através de um método
como o descrito em WO 2008/010098. Em particular, se o
péptido selecionado essencialmente partilhado for né&o-
imunogénico e possuir qualguer aminodcido menos P no seu
terminal N (especialmente se o0s trés primeiros residuos do
referido epitopo criptico sd&o APR ou APK ou APH ou APM),

depois o passo (v) consiste na substituicdo do residuo C-
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terminal do referido epitopo com uma leucina. No caso do
péptido selecionado essencialmente partilhado ser né&o-
imunogénico e possuir um aminocdcido selecionado entre L, A,
I, Vv, M, C ou T (especialmente L, A, I, V ou M) no seu
terminal C, depois o passo (v) pode ser realizado
substituindo o residuo N-terminal do referido epitopo com
uma alanina. Certamente, neste método, a palavra
"substituindo" deve ser entendido como obtendo um péptido a
sequéncia da gqual ¢é derivada da sequéncia do referido
epitopo criptico restringido a HLA-B*0702 pela substituicéo
mencionada, gqualquer gque seja o método técnico utilizado
para obter o referido péptido. Por exemplo, o péptido pode
ser produzido através da sintese de um péptido artificial

ou por expressdo recombinante.

O método de acordo com a invencdo pode ser
realizado para identificar epitopos que podem despoletar
uma resposta imunogénica contra varios membros de qualquer
familia multigénica conhecida, tal como as familias MAGE-A,
HER, BAGE ou GAGE. Numa forma de realizacdo preferida,
ilustrada na parte experimental abaixo, a referida familia

multigénica ¢ a familia MAGE-A.

Outro aspeto da presente invencdo €& um péptido
isolado identificado por um método como descrito acima, em
que o referido péptido selecionado é selecionado no grupo
que consiste em MPKTGFLII (SEQ ID No: 2), MPKTGLLII (SEQ ID
No: 3), FPKTGLLII (SEQ ID No: 4), VPKTGLLII (SEQ ID No: 5),
MPKAGLLIT (SEQ ID No: 6), MPKTGILIL (SEQ ID No: 7),

MPKTGFLIIV (SEQ ID No: 8), MPKTGFLIII (SEQ ID No: 9),
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MPKTGLLIIV (SEQ ID No: 10), FPKTGLLIIV (SEQ ID No: 11),
VPKTGLLIIV (SEQ ID No: 12), MPKAGLLIIV (SEQ ID No: 13),
MPKTGILILI (SEQ ID No: 14), GPRALAETS (SEQ ID No: 15),
GPRALIETS (SEQ ID No: 16), GPRALVETS (SEQ ID No: 17),
GPRALAETSY (SEQ ID No: 18), GPRALIETSY (SEQ ID No: 19),
GPRALVETSY (SEQ ID No: 20), EPRKLLTQD (SEQ ID No: 21),
HPRKLLTQD (SEQ ID No: 22), DPKKLLTQH (SEQ ID No: 23),
DPKKLLTQY (SEQ ID No: 24), HPKKLLMOD (SEQ ID No: 25),
EPRKLLTQDL (SEQ ID No: 26), EPRKLLTQDW(SEQ ID No: 27),
HPRKLLTQDL (SEQ ID No: 28), HPKKLLMQDL (SEQ ID No: 29),

DPKKLLTQHFEF (SEQ ID No: 30), DPKKLLTQYEF (SEQ ID No: 31).

Certamente, no presente texto, o termo "péptido
isolado"™ né&do deve ser considerado de forma restrita. Pelo
contradrio, este termo designa ndo apenas moléculas nas
quais os residuos de aminodcidos (nas configuracdes L ou D)
estdo unidos pelas ligacdes peptidicas (-CONH-), mas também
pseudopéptidos sintéticos ou peptidomiméticos nos quais a
ligacdo peptidica ¢ modificada, especialmente para se
tornar mais resistente a protedlise, e desde que a sua

imunogenicidade ndo seja prejudicada por esta modificacé&o.

0Os péptidos imunogénicos otimizados derivados dos
epitopos da 1lista acima s&o também parte da presente
invencdo. No que se segue, a expressdo "péptido otimizado"”
ou "epitopo imunogénico otimizado restringido a HLA-B*Q702"
ir4d designar um péptido imunogénico derivado de um epitopo
restringido a HLA-B*0702 (designado o seu "péptido nativo
cognato") através de um método como descrito acima e em WO

2008/010098. O0s péptidos otimizados de acordo com a
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invencdo sédo péptidos das SEQ ID Nos: 32 até 67, revelados

na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Péptidos restringidos a HLA-B7 nativos e corres-
pondentes otimizados altamente homélogos contra antigénios

MAGEA (as sequéncias antigénicas estdo destacadas)

Péptidos nativos Sequéncia antigénica |Péptido otimizado
Name sequéncia Seq ID n° | correspandente a IMAGE-A|sequéncia Seq ID n°

MAGE-A 188 |MPKTGFLII 2 MAGE Al, A6 APKTGFLIT 32

(9 meros) MPKTGFLIL 33

MPKTGLLIT 3 MAGE A2, APKTGLLIT 34

FPKTGLLIT 4 MAGE A4, MPKTGLLIL 35

VPKTGLLIT 5 MAGE Al2 FPKTGLLIL 36

VPKTGLLIL 37

MPKAGLLIT 6 MAGE A3 APKAGLLIT 38

MPKAGLLIL MPKAGLLIL 39

MPKTGILIL 7 MAGE A10 APKTGILIL 40

MAGE-A MPKTGFLITIV 8 MAGE Al, APKTGFLITV 41

188 (10 MPKTGEFLIIT 9 MAGE. Ab APKTGFLITI 42

meros) MPKTGFLITL 43

MPKTGLLITV 10 MAGE A2, APKTGLLITV 44

FPKTGLLITV 11 MAGE A4, MPKTGLLIIL 45

VPKTGLLIIV 12 MAGE Al2 FPKTGLLITL 46

VPKTGLLITL 47

MPKAGLLITV 13 MAGE A3 APKAGLLITIV 48

MPKAGLLIIL 49

MPKTGILILI 14 MAGE AlQ APKTGILILT 50

MPKTGILILL 51

MAGE-A GPRALAETS 15 MA GE Al, A4 GPRALAETL 52

267 (9 GPRALIETS 16 MAGE A2, A6 GPRALIETL 53

meros) GPRALVETS 17 MAGE A3, Al2 GPRALVETL 54
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(continuacéao)

Péptidos nativos Sequéncia antigénica |Péptido otimizado
Nome sequéncia Seq ID n° | correspondente a IMAGE-A |sequéncia Seq ID n°
MAGE-A GPRALAETSY 18 MAGE Al, A4 GPRATAETSL 55
267 (10 GPRALIETSY 19 MAGE A2, A6 GPRALIETSL 56
meros) GPRALVETSY 20 MAGE A3, Al2 GPRALVETSL 57
MAGE-A EPRKLLTOD 21 MAGE Al, A4, Al0 EPRKLLTQOL 58
233 (9 HPRKLLTOD 22 MAGE Al2 HPRKLLTQL 59
meros) DPKKLLTQH 23 MAGE A3 DPKKLLTQL 60
DPKKLLTQY 24 MAGE. AG DPKKLLTOL 6l
HPKKLIMOD 25 MAGE A2 HPKKLIMOL 62
MAGE-A EPRKLLTODL 26 MAGE Al EPRKLLTODL 63
233 (10 EPRKLLTQDAN 27 MAGE A4, Al0 APRKLLTODL 04
meros) HPRKLLTQODL 28 MAGE Al2
HPKKLIMODL 29 MAGE A2 APKKLIMODL 65
DPKKLLTOHE' 30 MAGE. A3 DPKKLLTOHL 66
DPKKLLTOYFE 31 MAGE A6 DPKKLLTQYL 67

A vacinacdo para tumor poliespecifica oferece um
controlo mais vasto das células tumorais do que a vacinacéo
monoespecifica, reduzindo desse modo o risco de emergéncia

de variantes de escape imunes. Na maioria dos casos, a

imunoterapia é entdo mais eficiente gquando se estabelecem
como alvos varios epitopos do que quando estabelece como

alvo apenas um epitopo, desde gque o tumor seja conhecido

por expressar todos os antigénios alvo. Os inventores
descreveram anteriormente um polipéptido composto por
péptidos cripticos otimizados restringidos a HLA-A*0201

derivados de trés diferentes antigénios tumorais universais

(TERTo9ssy, HER-2/neusozy € MAGE-RAzssve), designado Vx-006 (WO

2007/073768). Vx-006 ¢ capaz de induzir wuma resposta

celular CD8 poliespecifica tanto in vivo em murganhos HHD
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transgénicos HLA-A*0201 como in vitro em humanos, enquanto
a mistura de péptidos TERTossy, HER-2/neusozy € MAGE-RAzsgve NAO
conseguiu induzir uma resposta triespecifica. Assim, um
polipéptido quimérico compreendendo varios epitopos pode
ser mais eficiente do que wuma mera mistura do mesmo
epitopos para desencadear uma resposta contra mais do que
um epitopo. Dependendo do contexto, um polipéptido
quimérico compreendendo uma repeticdo de apenas um epitopo
pode também desencadear uma resposta mais forte contra o
referido epitopo do que um péptido consistindo no referido
epitopo. Na verdade, uma organizacdo de polipéptido (com
varios epitopos diferentes ou com uma repeticdo de um Unico
epitopo) pode produzir novos epitopos de Jjuncdo, espe-
cialmente epitopos restringidos a CD4, capazes de otimizar
a resposta imunitédria especifica para os péptidos alvo.
Para além disso, quando os péptidos livres sdo injetados
subcutaneamente, 0os péptidos ligam-se diretamente a
moléculas de MHC de todas as células presentes no sitio da
injecdo. Como os polipéptidos necessitam de ser processados,
a vacinacdo com polipéptidos ¢é mais eficiente para
direcionar péptidos antigénicos a Células que Apresentam

Antigénico profissionais (APC) como Células Dendriticas.

Um outro aspeto da invencdo ¢é assim um poli-
péptido quimérico, compreendendo um, dois, trés ou mais
epitopos restringidos a HLAB*0702 como descritos acima. Em
particular, um polipéptido quimérico de acordo com a
invencdo pode compreender um, dois, trés ou mais epitopos
restringidos a HLA-B*0702 nativo descritos acima, ou um,

dois, trés ou mais epitopos restringidos a HLA-B*0702
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imunogénicos otimizados selecionados de entre as SEQ ID Nos:
32-67. Certamente, o0s epitopos restringidos a HLA-B*0702
otimizados podem também ser combinados, num polipéptido
quimérico, a epitopos restringidos a HLA-B*0702 nativo que
podem ser identificados como epitopos imunogénicos. Num
polipéptido gquimérico de acordo com a invencgdo, 0s epitopos
podem ser diferentes um do outro, e/ou o mesmo epitopo pode

ser repetido varias vezes.

Deve ser salientado gque quando sdo utilizados
conjuntamente vAarios epitopos especificos para a mesma
molécula de HLA, quer seja numa mistura ou num polipéptido
quimérico, os epitopos estdo em competicdo para a ligacdo a
molécula de HLA correspondente. Contrariamente, utilizando
uma mistura de diferentes epitopos restringidos a HLA (HLA-
A*0201, HLA-A*2402, HLA-B*0702 ou outros), ou um poli-
péptido quimérico compreendendo os mesmos epitopos
restringidos a HLA diferentes, ndo haverd competicdo para
liacdo a HLA, e uma resposta poliespecifica serd obtida com
certeza, desde que todas as moléculas de HLA sejam

expressas no individuo vacinado.

Num polipéptido quimérico de acordo com a
invencdo, os epitopos restringidos a HLA-B*0702 cripticos
ou imunogénicos (nativos ou otimizados), descritos acima,
podem assim estar vantajosamente associados a péptidos HLA-
A*0201 (WO 02/02716) e/ou HLA-B*0702 (WO 2008/010010 e WO
2008/010098) previamente descritos, e/ou a péptidos HLA-
A*2402 como descrito na Tabela 2 abaixo, e/ou a epitopos

imunogénicos derivados de antigénios associados a tumor
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previamente descritos, compreendendo CEA, PRAME, Tirosinase,
TRAG-3, NY-Eso-1, P53, Muc-1, PSA/PSMA, survivina, Melan-
A/MART- 1, TRP-1, TRP-2, WT1l, EphAl, EphA2, EphA3, Eph2A4,
G250/MN/CAIX, STEAP, alfafetoproteina, RAGE-1, PAGE- 1.
Certamente, uma mistura de péptidos polialélicos,
compreendendo pelo menos um péptido de acordo com a
presente invencdo e um epitopo restringido a HLA diferente
(HLA-A*0201, HLA-A*2402, HLA-B*0702 ou outros), ¢é também

parte da presente invencéo.

Exemplos de epitopos gque podem ser combinados
vantajosamente com epitopos MAGE-A restringidos a HLA-
B*0702 (quer numa mistura ou num polipéptido gquimérico),
assim como exemplos de epitopos imunogénicos otimizados que
podem ser combinados vantajosamente com epitopos MAGE-A
imunogénicos restringidos a HLA-B*0702 (nativa ou
otimizada), como descrito na Tabela 2 abaixo. Certamente,

estas listas ndo sdo limitativas.

Tabela 2: Epitopos HLA-A2, -B7 e -A24 que podem ser
combinados com epitopos MAGE-A restringidos a HLA-B*0702 em

polipéptidos quiméricos de acordo com a invengédo

HLA-A *0201

Péptido nativo Péptido otimizado

Antigénio sequéncia No Nome sequéncia No
Mart-1,7 AAGIGILTV 68 Mart-127v1 YAGIGILTV 112
Mart-1s6 EAAGIGILTV 69 Mart-izenry ELAGIGILTV 113
Gpl00177 AMLGTHTMEV 70 Gpl00177v1 YMLGTHTMEV |114
Gpl0017s MLGTHTMEV 71 Gpl00178y1 YLGTHTMEV 115
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HLA-A *(0201
Péptido nativo Péptido otimizado
Gpl00isa KTWGQYWQV 72 Gpl004s54v1 YTWGQYWQV 116
Gpl00isamiss KMWGQYWQV 117
Gpl00s70 SLADTNSLAV 73 Gpl00s570v1 YLADTNSLAV 118
Gpl00209 TDQVPEFSV 74 Gpl00209v1 YDQVPESV 119
Gpl00209m210 YMQVPESV 120
Gpl00a476 VLYRYGSFESV 75 GP100476v1 YLYRYGSFESV 121
Gpl004s7 LLDGTATLRL 76 Gpl004s7v1 YLDGTATLRL |122
HER-2/neuyog QLMPYGCLL 77 HER-2/neuyoov1 YLMPYGCLL 123
HER-2/neuseo KIFGSLAFL 78 HER-2/neusgov1 YIFGSLAFL 124
HER-2/neurso CLTSTVQLV 79 HER-2/neuvsovi YLTSTVQLV 125
HER-2/neuss HLYQGCQW 80 HER-2/neussy: YLYQGCOW 126
HER-2/neuy7s VMAGVGSPYV 81 HER-2/neuy73v1 YMAGVGSPYV 127
HER-2/neus ALCRWGLL 82 HER-2/neusy; YLCRWGLL 128
HER-2/neuss: VLVKSPNHV 83 HER-2/neussivi VLVKSPNHV 129
HER-2/neuss1 ILLVVVLGV 84 HER-2/neussivi YLLVVVLGV 130
HER-2/neusso PLTSIISAV 85 HER-2/neussovi YLTSIISAV 131
HER-2/neuuss ALTIHHNTHL 86 HER-2/neuagsy1 YLTHHNTHL 132
HER-2/neusoz TLEEITGYL 87 HER-2/neusozyv1 YLEEITGYL 133
HER-2/neuso; PLOPEQLQV 88 HER-2/neusoivi YLOPEQLQV 134
HER-2/neus ELVSEFSRM 89 HER-2/neusyiv1 YLVSEFSRM 135
EphA241 DMPIYMYSV 90 EphAZ261v1 YMPIYMYSV 136
HERZ2911 TVWELMTEGA 91 92 |HERoi1vivio YVWELMTEGV 137
HER4911 TIWELMTFEGG
HER1911 TVWELMTEGS 93
HER2722 KVKVLGSGA 94 HER722v1vo YVKVLGSGV 138
HER372» KLKVLGSGV 95
HER4722 RVKVLGSGA 96
HER1722 KIKVLGSGA 97
HER23g45 DLAARNVLV 98 HERg45v1 YLAARNVLV 139
HER3s45 NLAARNVLL 99
HERZ2904 DVWSYGVTV 100 HERogo04v1 YVWSYGVTV 140
HER4 04 DVWSYGVTI 101
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HILA-A *0201
Péptido nativo Péptido otimizado
HERZ2933 DLLEKGERL 102 HERo933v1 YLLEKGERL 141
HER1933 SILELKGERL 103
HERZ2045 PICTIDVYMI 104 HERog45v1 YICTIDVYMV (142
HER394s5 QICTIDVYMV 105
BER4 945 PICTIDVYMV 106
HER1oss PICTIDVYKI 107
MAGE-Ajz48c9 YLEYRQVPG 108 MAGE -A2z48vo YLEYRQVPV 143
MAGE-A3z458p9 YLEYRQVPD 109
TERT 958 DLQVNSLQTV 110 TERT 9ggv1 YLQVNSLQTV 144
TERTs72 RLEFYRKSV 111 TERTs72v1 YLEFFYRKSV 145
HLA-B*0702
Péptido nativo Péptido otimizado
Nome sequéncia No Nome sequéncia No
TERT 444 DPRRLVQLL 146 TERT 44421 APRRLVQLL 151
CEA1s88/554 SPRLOLSNG 147 CEA188/55419 SPRLOLSNL 152
HER-2/neuigesy APRSPLAPS 148 HER-2/neuigeoro |APRSPLAPL 153
HER-2/neu7so SPKANKETIL 149 HER-2/neuysoa1 APKANKEIL 154
HER-2/neusss GPKHSDCLA 150 HER-2/neusaeal APKHSDCLA 155
HLA-A*2402
Péptido nativo Péptido otimizado
Nome sequéncia No Nome sequéncia No
TERT 403 PYGVLLKTH 156 TERT 403 k1o KYGVLLKTL 165
TERT 770 PYMRQFVAH 157 TERT 770 =grrro RYMRQFVAL 166
HER 780 PYVSRLLGI 158 HER 780 &1 RYVSRLLGI 167
EphA2 47 PYGKGWDLM 159 EphA2 47 gripo RYGKGWDLL 168
EphA2 502 TYLVQVQAL 160 EphA2 502 g RYLVQVQAL 169
EphA2 817 PYWELSNHE 161 EphA2 817 grirs |RYWELSNHL 170
Her2/neu 922 PYDGIPARE 162
MAGE 261 RYEFLWGPR 163
Her2/neu 300 PYNYLSTDV 164

0 especialista na técnica  pode selecionar
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qualquer técnica conhecida para produzir esses polipéptidos.
Por exemplo, o polipéptido pode ser obtido por sintese
quimica, ou utilizando a tecnologia de engenharia genética

(Velders et al., 2001).

Outro objetivo da presente invencdo €& uma
molécula de &cido nucleico isolado concebido para provocar
a expressdo de um epitopo MAGE-A restringido a HLA-B*0702
criptico, ou de um epitopo MAGE-A restringido a HLA-B*0702
imunogénico (seja nativo ou otimizado), ou de um
polipéptido quimérico como acima descrito. Por "concebido
para provocar a expressdo de" um péptido entende-se aqui
que o referido péptido é expresso como tal, isolado do
antigénio total a partir do qual a sua sequéncia foi
selecionada (e, em casos apropriados, optimizada como acima
descrito), quando o &cido nucleico ¢é introduzido numa
célula apropriada. A regido que codifica o epitopo ou
polipéptido quimérico estard tipicamente situada no
polinucledétido sob controlo de um promotor adequado. Os
promotores bacterianos serd preferido para expressdo em
bactérias, que podem produzir o polipéptido ou in vitro, ou,
em particular circunsténcias, in vivo. Um exemplo de
bactérias que pode ser utilizado para produzir um péptido
ou polipéptido de acordo com a invencdo, diretamente 1in
vivo, ¢é Listeria monocytogenes, que & uma Dbactéria
intracelular facultativa que entra nas células que
apresentam um antigénio profissional por fagocitose ativa
(Paterson e Maciag, 2005). Alternativamente, um &cido

nucleico de acordo com a invencdo pode ser administrado
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diretamente, utilizando um vetor apropriado. Neste caso,
pode ser utilizado um promotor especifico para o tecido,
constitutivo forte, ou enddgeno para controlar a expressio
do péptido. Sistemas de vetor adequados incluem plasmideos
de DNA nu (ndo encapsulado), composicdes lipossdmicas para
aumentar a distribuicdo, e vetores virais que provocam
expressdo transiente. Exemplos de vetores virais sé&o
vetores de adenovirus ou de virus vaccinia e vetores da

familia do herpes, especialmente numa forma nédo-replicativa

A presente invencdo também pertence a uma
composicdo farmacéutica compreendendo pelo menos, como um
principio ativo, um epitopo criptico restringido a HLA-
B*0702 como acima descrito, ou um epitopo MAGE-A
imunogénico (otimizado ou nativo) restringido a HLAB* 0702
como mencionado acima, ou um polipéptido quimérico de
acordo com a invencdo, ou um &acido nucleico gue codifica
qualguer um destes, e/ou um vetor contendo o referido acido
nucleico. A formulacdo de composicdes farmacéuticas estara
de acordo com os padrdes e técnicas atuais. Os medicamentos
destinados a administracdo humana serdo preparados em
condicdes adegquadamente estéreis, em que o ingrediente (s)
ativo(s) é/sdo combinado(s) com uma solucdo isotdnica ou
outro veiculo farmacéutico apropriado para a utilizacéo
terapéutica recomendada. Formulacdes e técnicas adequadas
sdo as geralmente descritas na Ultima edicdo de Remington’s

Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co, Easton PA).

Em particular, pode ser wutilizado um epitopo
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MAGE-A restringido a HLA-B*0702 ou um polipéptido quimérico
ou um acido nucleico de acordo com a invencdo para a
preparacdo de uma composSicdo para imunoterapia anti-cancro
preventiva ou curativa. O péptido GPRALVETL (SEQ ID No: 54),
e o0s polipéptidos quiméricos que o compreendem, S&o

especialmente adequados para este objetivo.

Numa forma de realizacéo particular, uma
composicdo farmacéutica de acordo com a invencdo ¢é uma
vacina. Neste ultimo caso, o0s componentes acima descritos
podem ser combinados com um adjuvante para potenciar a
resposta imunitdria. Adjuvantes cléssicos incluem emulsdes
em 6leo, como adjuvante Incompleto de Freund ou Montanide,
e superficies aderentes tais como altmen. Adjuvantes que
recrutam e ativam células dendriticas ©particularmente
através de TLR (tais como DNA Dbacteriano ou proteinas
derivadas da membrana bacteriana) ou auxiliam a induzir
células T citotdéxicas sédo especialmente 1Uteis. Outros
fatores que de outro modo reforcam a resposta imunitaria ou
promovem a apoptose ou eliminacdo de células de cancro
podem também ser incluidas na composicdo, tal como IL-2 ou

IL-12 citoguinas ou GM-CSF.

Podem ser embaladas doses multiplas e/ou
diferentes combinacdes das composicdes imunogénicas desta
invencdo para distribuicdo separadamente ou em conjunto.
Cada composicdo ou conjunto de composicdes, tais como oS
kits de partes aqui descritas, podem ser acompanhadas com

instrucdes escritas sobre a utilizacdo da composicdo ou
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combinacdo para induzir uma resposta imunitaria e/ou para o

tratamento do cancro.

Num pedido de patente anterior (WO 2006/120038),
o Requerente descreveu um protocolo de vacinacdo gue
permite a iniciacdo e manutencdo de uma resposta de células
T dirigidas a epitopos cripticos/subdominantes. Os
resultados reportados em WO 2006/120038 demonstram que a
injecdo de um péptido nativo que corresponde a um epitopo
criptico/subdominante, apds vacinacdo com o seu péptido
otimizado cognato, ©pode manter a resposta imunitéria

iniciada pelo referido péptido otimizado.

De acordo com a invencdo, um epitopo criptico
MAGE-A restringido a HLA-B*0702 pode assim ser utilizado
para a preparacdo de uma composicdo medicinal para manter a
resposta imunitédria de CTL iniciada pelo seu péptido
otimizado cognato. Um péptido imunogénico possuindo uma
sequéncia de epitopo MAGE-A restringido a HLA-B*0702
otimizado imunogénico derivado de um epitopo criptico MAGE-
A restringido a HLA-B*0702 também pode ser utilizado, para
a preparacdo de uma composicdo medicinal para iniciar uma
resposta imunitédria de CTL contra o referido epitopo
criptico MAGE-A restringido a HLA-B*0702, nas também contra
todos os epitopos do grupo selecionados no passo (iii) do
método acima descrito. Obviamente, a mistura de péptidos do
grupo selecionado no passo (iii) também pode ser utilizada
para manter a resposta imunitdria de CTL iniciada pelo

péptido essencialmente partilhado. Por exemplo, pode ser
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utilizada uma mistura de péptidos SEQ ID No: 15-17 para
manter a resposta imunitdria de CTL iniciada pelo péptido

da SEQ ID No: 54.

A presente invencdo também engloba um método para
vacinar um doente contra um antigénio tumoral ou viral, em
que o referido método compreende um primeiro passo de
vacinacdo com um péptido imunogénico optimizado cognato
para um epitopo criptico MAGE-A nativo restringido a HLA-
B*0702 do referido antigénio ou epitopos do grupo
selecionado no passo (iii), seguido por um segundo passo de
vacinacdo com o referido péptido nativo ou mistura de

péptidos do grupo considerado.

Nesse método, o primeiro passo e/ou o segundo
passo pode ser realizado utilizando um polipéptido
quimérico compreendendo um, dois, trés ou mais péptidos
cripticos otimizados ou como acima descrito, em vez de
péptidos de epitopo Unico. Em particular, pode ser
utilizado um polipéptido quimérico compreendendo vVvAarios
epitopos cripticos possuindo pelo menos uma pPosicdo
variante na sua regido antigénica, para manter a resposta
imunitdria de CTL iniciada por um péptido otimizado cognato
para um dos referidos epitopos cripticos. Por exemplo, pode
ser utilizado um polipéptido gquimérico compreendendo as
sequéncias SEQ ID No: 15-17 para manter a resgposta
imunitdria de CTL iniciada pelo péptido da SEQ ID No:54.
Deve ser salientado que devido a expressdo de tropismo de

antigénios MAGE-A, se um epitopo restringido a HLA-B*0702
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como descrito acima demonstra ser imunogénico, o0 mesmo
epitopo nativo imunogénico pode ser utilizado em ambos os
passos de vacinacdo. Em particular, um epitopo MAGE-A
nativo imunogénico pode ser combinado vantajosamente com
epitopos cripticos nativos num primeiro polipéptido
quimérico ou mistura de péptidos de mono-epitopo, e com
epitopos otimizados, num segundo polipéptido quimérico ou

mistura de péptidos de mono-epitopo.

A invencdo também pertence a um kit de partes
compreendendo, em formulagcdes separadas ou recipientes

(frascos, tubos, etc.):

(1) um primeiro péptido compreendendo uma
sequéncia de um epitopo MAGE-A nativo restringido
a HLA-B*0702 (preferencialmente criptico), e

(ii) um segundo péptido compreendendo uma
sequéncia correspondente a um epitopo otimizado
imunogénico cognato para o) epitopo nativo

referido em (1).

Exemplos de péptidos que podem ser parte de um
kit de acordo com a invencdo sdo os péptidos das SEQ ID Nos:
2 até 31 que podem constituir o primeiro péptido, sendo ©
segundo péptido entdo derivado do referido primeiro péptido
por um método para aumentar a sua imunogenicidade, como
descrito acima e em WO 2008/010098. Um kit preferido de
acordo com a invencdo compreende o péptido da SEQ ID No: 54

e, noutro recipiente, o péptido da SEQ ID No: 17 ou 15 ou
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16, preferencialmente o péptido da SEQ ID No: 17. Numa
variante deste kit, o kit também compreende péptidos das
SEQ ID Nos: 16 e/ou 15, guer seja no mesmo recipiente como

a SEQ ID No: 17, ou num ou varios recipiente(s) separado(s).

Outros kits de partes de acordo com a invencéo
compreendem pelo menos um polipéptido gquimérico. Nesta
forma de realizacdo, o kit também compreende pelo menos um
péptido cognato para um dos epitopos compreendidos neste
polipéptido gquimérico, em que o referido péptido cognato é

isolado ou incluido noutro polipéptido gquimérico.

Estdo contempladas véarias variantes preferidas
desses kits: numa primeira forma de realizacdo, o kit
compreende, em formulacdes separadas, um primeiro
polipéptido quimérico compreendendo um, dois, trés ou mais
epitopos cripticos MAGE-A restringido a HLA-B*0702, e um
segundo polipéptido quimérico correspondendo ao seu
polipéptido quimérico MAGE-A cognato restringido a HLA-
B*0702 imunogénico (que significa que compreende epitopos
imunogénicos MAGE-A otimizados cognatos restringidos a HLA-
B*0702 para os epitopos cripticos compreendidos no primeiro
polipéptido quimérico). Numa segunda forma de realizacédo, o
kit compreende um, dois, trés ou mais péptidos corres-
pondendo a epitopos cripticos distintos restringidos a HLA-
B*0702 MAGE-A, em que os referidos péptidos sdo misturados
numa Unica formulacdo, ou separados em varias formulacbes e,
numa formulacéo separada, um polipéptido quimérico

compreendendo o0s epitopos imunogénicos cognatos otimizados
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restringidos a HLA-B*0702 MAGE-A para os referidos péptidos

cripticos.

Como mencionado acima, uma estimulacdo polialé-
lica (i.e., utilizando epitopos especificos para diferentes
moléculas de HLA) pode ser realizada vantajosamente para
obter uma resposta poliespecifica. Consequentemente, formas
de realizacdo preferidas dos kits de acordo com a invencédo

compreendem, em recipientes separados:

(i) uma mistura de péptidos polialélicos ou um
péptido polialélico gquimérico, compreendendo pelo
menos um epitopo nativo MAGEA restringido a HLA-
B*0702 (preferencialmente criptico) como descrito
acima e pelo menos um epitopo diferente restrin-
gido a HLA nativo (preferencialmente criptico)
(de um antigénio da familia MAGE-A ou de outro
antigénio), e

(ii) uma mistura de péptidos polialélicos ou um
péptido polialélico quimérico, compreendendo pelo
menos um epitopo imunogénico cognato MAGE-A
restringido a HLA-B*0702 para o epitopo nativo
MAGE-A restringido a HLA-B*0702 referido em (i),
e pelo menos outro epitopo imunogénico cognato

para o outro epitopo nativo referido em (i).

Alternativamente, os kits de acordo com a
invencdo podem compreender, em vez de pelo menos parte os

péptidos ou polipéptidos quiméricos, acido(s) nucleico(s)
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que codificam os referidos péptidos ou polipéptidos
quiméricos. Neste caso, o(s) &cido(s) nucleico(s) é(s&o)

como acima descrito.

Na descricdo seguinte dos mesmos kits especificos
de acordo com a invencdo, sera feita mencdo apenas aos
péptidos (nativos ou otimizados) ai incluidos; entende-se
que o0s polipéptidos quimérico(s) (compreendendo epitopos
nativos cripticos ou epitopos otimizados) podem ser
incluidos nos kits em vez de péptidos de epitopo Unico, e
que o(s) éacido(s) nucleico(s) podem também ser incluidos
adicionalmente ou em vez de pelo menos parte dos referidos

péptidos ou polipéptidos quiméricos.

Numa forma de realizacdo particular da invencéo,
o kit é um kit de vacinacdo, em que os referidos primeiro
(nativo) e segundo (cognato otimizado) péptidos estdo em
doses de vacinacdo separadas. Numa forma de realizacédo
preferida, o kit de wvacinacdo compreende 2 ou 3 doses do
péptido otimizado, e 3, 4, 5 ou 6 doses de péptido nativo.
Um kit de vacinacdo particular de acordo com a invencédo é
adaptado para a primeira sequéncia de vacinacdo de 6
injecdes, e compreende 2 ou 3 doses de péptido otimizado, e
4 ou 3 doses de péptido nativo. No caso de doencas de longa
duracgédo, ¢ preferivel manter o nivel de imunidade obtida
apdés esta primo-vacinacédo, através de reforcos regulares.
Isto pode ser realizado, por exemplo, através de injecdes
realizadas a cada 1 a 6 meses. Por isso, kits complemen-

tares, compreendendo pelo menos 2 doses, e até 40 ou 50
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doses de péptido nativo, sdo também parte da presente
invencdo. Alternativamente, o kit de wvacinacdo pode
compreender 2 a 3 doses de péptido otimizado, e 3 até 40 ou
até 50 doses de péptido nativo. Certamente, os referidos
péptidos nativo e otimizado presentes no kit sdo como

descritos acima.

Cada dose compreende entre 0,1 e 10 mg de péptido,
preferencialmente desde 1 até 5 mg, ou entre 1 e 20 mg de
polipéptido. Numa forma de realizacdo preferida, cada dose
¢ formulada por injecdo subcutdnea. Por exemplo, cada dose
pode ser formulada em 0,3 até 1,5 ml de uma emulsdo de
solucdo aquosa emulsificada com Montanide ISA51, utilizada
como um adjuvante. O especialista na técnica pode selecio-
nar qualquer outro(s) adjuvante (s) em lugar de (ou
adicionalmente a) Montanide ISA51. Numa forma de realizacéo
particular, as doses estdo na forma de uma solucdo aquosa.
Alternativamente, as doses podem estar na forma de um
péptido liofilizado, para preparacdo extempordnea da
solucéo ligquida a ser injetada. Outros componentes
possiveis dos referidos kits s&do um ou varios adjuvantes, a
serem adicionados as composicdes peptidicas antes da
administracdo, e uma noticia descrevendo como utilizar os

referidos kits.

A invencdo ¢é ainda ilustrada pelas seguintes

figuras e exemplos.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Sequéncias da familia de multigenes
MAGE-A. De modo a identificar um ou mais epitopos
partilhados pelos varios antigénios MAGE-A e
apresentados pela molécula de HLA-B*0702, as
sequéncias dos antigénios MAGE-A foram alinhadas,
e as regides de pelo menos 5 aminodcidos foram
selecionadas na base da sua homologia entre esses
antigénios (dentro de <caixas com linha preta
continua). Os aminodcidos gque sdo completamente
idénticos a MAGE-Al, -A2, -A3, -A4, -A6, -Al2

e/ou -Al0 sdo destacados a cinzento.

Figura 2: Imunogenicidade de péptidos cripticos
optimizados restringidos a HLA-B*0702. Murganhos
transgénicos para HLA-B*0702 foram vacinados com
0os péptidos otimizados seguindo o protocolo
descrito e os CTL gerados foram testados contra
alvos T2-B7 carregados com os péptidos otimizado
e com os correspondentes nativos como indicado. A;
Vacinacdo com o péptido MAGE-A AlL9 da SEQ ID No:
171, B; Vacinacdo com o péptido monomodificado

MAGE A L9 da SEQ ID No: 54.

EXEMPLOS

Os exemplos foram realizados utilizando os se-

guintes materiais e métodos:
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Murganhos Transgénicos. Os murganhos knockout de
classe I para HLA-B7 H-2 foram descritos ante-
riormente (Rohrlich et al., 2003).

Células. As células T2-B7 transfetadas com HLA-
B*0702 foram previamente descritas (Rohrlich et
al., 2003).

Péptidos e Plasmideos. Os péptidos foram sinte-

tizados por Epytop (Nimes, Franca). O plasmideo
HLA-B*0702 foi fornecido por Dr. Lemonnier
(Institut Pasteur, Paris, Franca) (Rohrlich et
al., 2003).

Medig¢do da Afinidade Relativa do péptido para
HLA-B*0702. O protocolo utilizado foi descrito
anteriormente (Rohrlich et al., 2003). Resumi-
damente, as células T2-B7 foram incubadas a 37 °C
durante 16 horas com concentracdes de péptidos
que variam desde 100 uM até 0,1 pM, e depois
coradas com o anticorpo monoclonal (mAb) ME-1
para quantificar a expressdo de superficie de
HLA-B*Q0702. Para cada concentracdo de péptido, a
coloracéo especifica para HLA-B*Q0702 foi
calculada como a percentagem de coloracdo obtida
com 100 uM do péptido de referéncia CMVies-274
(R10V; RPHERNGEFTV, SEQ ID NO: 172). A afinidade
relativa (RA) foi determinada como: RA =
(Concentracdo de cada péptido que induz 20% da
expressdo de HLA-B*0702/Concentracdo do péptido
de referéncia que induz 20% da expressdo de HLA-

B*0702) .
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Indugcdo de CTL in vivo em Murganhos Transgénicos
para HLA-B*0702. Os murganhos foram injetados
subcutaneamente com 100 mg de péptido
emulsificado em adjuvante Incompleto de Freund
(IFA) na presenca de 150 npg do epitopo de
HBVcoreizs T helper restringido para I-Ab
(TPPAYRPPNAPIL, SEQ ID NO: 173). Apds 11 dias,
foram estimuladas 5x107 células de baco in vitro
com o péptido (10 uM). No dia 6 da cultura, as
populacdes que apresentaram resposta em grupo
foram testadas para a citotoxicidade especifica.

Ensaio Citotéxico. Os alvos foram marcados com
100 pCi de Cr° durante 60 min, plaqueados em
placas de 96 pocos de fundo em V (3x103
células/poco em 100 pL de meio RPMI 1640) e,
quando necessario, pulsados com péptidos (1 uM) a
37 °C durante 2 horas. Foram entdo adicionados
efetores as paredes e incubados a 37 °C durante 4
horas. A percentagem de lise especifica foi de-
terminada como: % Lise = (Libertacédo Experimen-
tal - Libertacdo Esponténea)/ (Libertacdo Maxima -

Libertacdo Espontédnea) x 100.

Exemplo 1: identificacdo de epitopos cripticos

apresentados pela molécula HILA-B*0702 que sdo partilhados

pelos antigénios MAGE-Al, -A2, -A3, -A4, A6, -Al2 e/ou -Al0

14

e determinacdo das suas afinidades com a referida molécula

de HLA

De modo a identificar wum ou mais epitopos
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partilhados pelos varios antigénios MAGE-A e apresentados
pela molécula de HLAB* 0702, as sequéncias dos antigénios
MAGE-A foram alinhadas (figura 1), e regides de 9 a 10
aminodcidos foram pesquisadas com base na sua homologia
entre antigénios MAGE -Al, -A2, -A3, -A4, -A6, -Al2 e/ou -
Al0 (sequéncias destacadas a cinzento, figura 1). Na medida
em que a sequéncia de MAGE -Al0 é menos homdéloga a MAGE-AL,
as sequéncias partilhadas de -A2, -A3, -A4, -A6, -Al2, né&o
foram eliminadas se ndo foi encontrado equivalente em MAGE-

Al10 (figura 1).

Na seguinte descricdo, estas regides de 9 a 10
aminodcidos s&o descritas em referéncia a posicdo do seu
primeiro aminocdcido na sequéncia de MAGE-Al. Foram iden-
tificadas apenas duas regides de pelo menos 9 aminodcidos
(posicdo 181 e 270). Como descrito anteriormente, como
existem poucas sequéncias homdélogas, os autores descreveram
um método para identificar uma sequéncia de 8 a 10 ami-
nodcidos compreendendo pelo menos uma Sequéncia de penta-
péptido comum precedida por 3 aminodcidos na extremidade N-
terminal e, opcionalmente, seguido por um ou dois ami-
noadcidos na extremidade C-terminal; na verdade, os autores
descobriram que uma identidade limitada a sequéncia de 5
aminocdcidos que se estendem a partir das posicdes P4 a P8
do péptido era suficiente. As sequéncias de pelo menos 5
aminoadcidos comuns sdo inseridas em caixas na figura 1.
Utilizando este método de selecdo, foram identificadas

quatro regides adicionais (posicédo 21, 65, 132, 256).
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Os péptidos de 9 ou 10 aminodcidos possuindo um P
na posicdo 2 e um aminoacido selecionado no grupo dque
consiste em R, K, H e M na posicdo 3 correspondendo a
péptidos restringidos a HLA-B*0702 foram entdo identi-
ficados. Como se observa na figura 1, n&o foi encontrada

uma sequéncia completamente idéntica.

De modo a alargar a escolha dos ©péptidos
candidatos, foi realizada uma segunda pesquisa, de acordo
com o método descrito, para selecionar regides gue
apresentam uma identidade de sequéncia completa entre as
posicdes P4 e P8. Mais uma vez, ndo foi identificada
nenhuma sequéncia. Finalmente, foi realizada uma terceira
pesquisa, para selecionar sequéncias possuindo apenas um
desemparelhamento entre as posicdes P4 e P8. As sequéncias
identificadas estdo na tabela 1 acima, e estdo em caixas

com linhas a tracejado na figura 1.

O grupo de MAGE-A 269 (9meros) foi selecionado na
medida em gque apenas trés sequéncias diferentes permitem
reconhecer todos os genes de MAGE-A (aceite MAGE-Al10). Este
grupo compreende trés péptidos: MAGE-A A, SEQ ID Nolb
(MAGE-A1l, -A4), MAGE-A I, SEQ ID Nolé6 (MAGE-A2, -A6) e
MAGE-A V, SEQ 1ID Nol7 (MAGE-A3, -Al2), que diferem em
termos da sua posicdo P6. Ndo foi encontrada nenhuma

sequéncia correspondente em MAGE-A10.
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Cada péptido foi testado quanto a sua capacidade

para se ligar a HLA-B*0702 (tabela 3).

Tabela 3. Afinidade dos péptidos cripticos selecionados

para HLA-B*0702.

Péptido Sequéncia RA SEQ ID No
MAGE-A A GPRALAETS - 15

MAGE-A T GPRALIETS - 16

MAGE-A V GPRALVETS - 17

RA = Afinidade Relativa = (Concentracdo de cada pépti-

do que induz 20% da expressdo de HLA-B*0702/Con-
centragdo do péptido de referéncia que induz 20% da
expressdo de HLA-B*0702), (-) significa RA>10, (+/-)

1<RA<10, (+) 5<RA<10, (++) RA <1

Nenhum dos trés péptidos nativos demonstrou
ligar-se a moléculas de HLA-B*0702, apesar do fato de esses
péptidos conterem posicdes ancora P2R3 primérias,
demonstrando gue sdo péptidos cripticos. O objetivo deste
estudo foi descobrir um péptido imunogénico que é capaz de
induzir uma resposta imunitdria especifica capaz de
reconhecer uma célula qualguer que seja © gene MAGE-A
expressado. Mais precisamente, os CTL induzidos pela
vacinacdo com o péptido validado, tém que ser capazes de
reconhecer uma célula gue expressa ou apresenta ambos o0s
péptidos nativos e cripticos de MAGE-A A, MAGE-A I e MAGE-A

V (reconhecimento cruzado do péptido nativo). 0Os péptidos
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selecionados foram entdo modificados para aumentar a sua

imunogenicidade.

Exemplo 2: aumento da imunogenicidade do péptido

selecionado

Para aumentar a afinidade de HLA-B*0702 e
consequentemente a imunogenicidade destes péptidos de baixa
afinidade, ¢é necessdrio identificar motivos de é&ncora
secunddrios desfavoraveis e substitui-los com motivos
favoraveis. O0s péptidos nativos foram selecionados para
possuirem as posicgcbes ancora primadrias P2R3; o interesse

foi entdo focado na posicdo adncora secundaria 1 e 9.

O primeiro péptido otimizado testado foi baseado
na seqgquéncia MAGE-A V, modificada em ambas as posicdes
respetivamente substituindo a Pl por uma alanina (A) e a P9
por uma leucina (L), conhecidos por serem aminodcidos

favordveis para ligacdo a HLA-B*0702.

O péptido MAGE-A AlL9 possul a sequéncia
APRALVETL (SEQ ID n°l171), e foi capaz de se ligar a MHC
(Tabela 4), confirmando que as modificacdes aumentaram a
sua afinidade para moléculas de HLA-B*0702. Foram entéo
vacinados com o péptido modificado murganhos transgénicos
para HLA-B*0702, e onze dias mais tarde, células do seu
baco foram estimuladas in vitro com o péptido. Como

observado na figura 2A e na tabela 4, o péptido modificado
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era imunogénico mas os CTLs induzidos especificos para
MAGE-A AlL9 ndo foram capazes de reconhecer em reaccgédo

cruzada os péptidos nativos.

As substituicdes deveriam, todavia, preservar a
conformacdo do segmento do péptido que interatua com a TCR,
preservando a especificidade do péptido. Na medida em que
duas modificacdes podem modificar dramaticamente a
conformacdo do péptido, foi testado um novo péptido
otimizado, apenas modificado na posicdo 9. Na verdade, uma
G na posicdo 1 ¢é descrita como neutra e ndo desfavoravel

para a afinidade do péptido para MHC.

MAGE-A L9 (SEQ ID No: 54) demonstrou ser
fortemente imunogénica, na medida em que todos os murganhos
vacinados desenvolveram uma resposta imunitédria especifica
contra o MAGE-A L9. Mais importante, os CTLs induzidos pelo
péptido MAGE-A L9 foram capazes de reconhecer uma célula
alvo carregada com cada um dos péptidos cripticos nativos

(figura 2B e tabela 4).

Tabela 4: afinidade e imunogenicidade dos péptidos

otimizados.
Péptido Sequéncia RA Imuno- Reconhecimento SEQ
genicidade cruzado do ID No
péptido nativo
MAGE-A A GPRALAETS - 15
MAGE-A I GPRALIETS - 16

MAGE-A V GPRALVETS - 17
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(continuacéao)

Péptido Sequéncia RA Imuno- Reconhecimento SEQ
genicidade cruzado do ID No

péptido nativo

AGE-A AlLS APRALVETL + 6/11 MAGE-A A (1/8) 171
MAGE-A I (0/3)

MAGE-A V (0/3)

MAGE-A L9 GPRALVETL ND 18/18 MAGE-A A (3/8) 54

MAGE-A I (3/5)

MAGE-A V (4/5)

RA = Afinidade Relativa = (Concentragdo de cada péptido que induz
20% da expressdo de HLA-B*0702/Concentracido do péptido de referén-
cia que induz 20% da expressdo de HLA-B*0702), (-) significa RA>10,
(+/-) 1<RA<10, (+) 5<RA<10, (++) RA <1 (X/Y) significa que os
murganhos X desenvolveram uma resposta especifica para um total de

Y murganhos vacinados.

REFERENCIAS

De Plaen, E., Arden, K., Traversari, €., Gaforio, J.J.,
Szikora, J.P., De Smet, C., Brasseur, F., van der Bruggen,
P., Lethe, B., Lurquin, C. e et al. (1994) Structure,
chromosomal localization, and expression of 12 genes of the
MAGE family. Immunogenetics, 40, 360-369.

Graff-Dubois S, Faure 0O, Gross DA, Alves P, Scardino A,
Chouaib S, Lemonnier FA, Kosmatopoulos K. (2002) Generation
of CTL recognizing an HLA-A*020l1-restricted shared epitope
by MAGE-Al, -A2, -A3, -A4, -A6, -Al0, and -Al2 tumor
antigens: implication in a broad-spectrum tumor
immunotherapy. J Immunol. 169(1):575-80.

Gross, D.A., Graff-Dubois, S., Opolon, P., Comet, S., Alves,



PE2440575 - 41 -

P., Bennaceur-Griscelli, A., Faure, 0., Guillaume, P.,
Firat, H., Chouaib, S., Lemonnier, F.A., Davoust, J.,
Miconnet, I., Vonderheide, R.H. and Kosmatopoulos, K. (2004)
High wvaccination efficiency of low-affinity epitopes in
antitumor immunotherapy. J Clin Invest, 113, 425-433.
Menez-Jamet, J. e Kosmatopoulos, K. (2009) Development of
optimized cryptic peptides for immunotherapy. IDrugs, 12, 98-
102.

Paterson, Y. and Maciag, P.C. (2005) Listeria-based
vaccines for cancer treatment. Curr Opin Mol Ther, 7, 454-
460.

Rohrlich, P.S., Cardinaud, S., Firat, H., Lamari, M.,
Briand, P., Escriou, N. and Lemonnier, F.A. (2003) HLA-
B*0702 transgenic, H-2KbDb double-knockout mice:
phenotypical and functional characterization in response to
influenza virus. Int Immunol, 15, 765-772.

Ruppert, J., Sidney, J., Celis, E., Kubo, R.T., Grey, H.M.
and Sette, A. (1993) Prominent role of secondary anchor
residues in peptide binding to HLA-A2.1 molecules. Cell, 74,
929-937.

Tanzarella S, Russo V, Lionello I, Dalerba P, Rigatti D,
Bordignon C, Traversari C. (1999) Identification of a
promiscuous T-cell epitope encoded by multiple members of
the MAGE family. Cancer Res. 59(11):2668-74.

Tourdot, S., Scardino, A., Saloustrou, E., Gross, D.A.,
Pascolo, S., Cordopatis, P., Lemonnier, F.A. and
Kosmatopoulos, K. (2000) A general strategy to enhance
immunogenicity of low-affinity HLA-A2.l-associated peptides:
implication in the identification of cryptic tumor epitopes.

Fur J Immunol, 30, 3411-3421.



PE2440575 - 42 -

Velders, M.P., Weijzen, S., Eiben, G.L., Elmishad, A.G.,
Kloetzel, P.M., Higgins, T., Ciccarelli, R.B., Evans, M.,
Man, S., Smith, L. and Kast, W.M. (2001) Defined flanking
spacers and enhanced ©proteolysis is essential for
eradication of established tumors by an epitope string DNA

vaccine. J Immunol, 166, 5366-5373.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> VAXON BIOTECH KOSMATOPOULOS , Kostantinos (Kostas) MENEZ-JAMET,
Jeanne

<120> IDENTIFICACAO, OTIMIZACAO E UTILIZACAO DE EPITOPOS DE HLA-B*(0702
PARTILHADOS PARA IMUNOTERAPIA

<130> VMAahF1788/5

<1l60> 173

<170> PatentIn versdo 3.3
<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 1

{yr Leu Gilu Tyr grg Gln val pro val

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 2

Tet Pro Lys Thr §1y phe Leu Ile 1le
<210> 3

<211> 9
<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Artificial

péptido
3

Met Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Ile
1 5

4

9

PRT
Artificial
péptido

4

phe Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Ile
1 5

5

9

PRT
Artificial
péptido

5

val Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile 1le
1 5

6

9

PRT
Artificial

péptido

6

Met Pro Lys Ala Gly teu Leu Ile Ile
1 5

9
9

PRT
Artificial

péptido
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>

7

8

10

PRT
Artificial

péptido

8

9

10

PRT
Artificial

péptido

9

10

10

PRT
Artificial

péptido

10

11

10

PRT
Artificial

péptido

11

12

Met Pro Lys Thr gWy Ile teu Tle Leau
1

Met Pro Lys Thr Gly phe Leu 1le 1le vail
1 5 19

Met Pro Lys Thr Gly phe Leu Ile Ile Ile
1 5 10

Met Pro Lys Thr Gly teu teu Ile 1le val
1 S 10

fhe Pro Lys Thr g]y teu Leu Ile Ile val
1 .
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

10
PRT
Artificial

péptido

12

13

10

PRT
Artificial

péptido

13

14

10

PRT
Artificial

péptido

14

15

9

PRT
Artificial

péptido

15

16

9

PRT
Artificial

péptido

val pPro Lys Thr Gly Leu teu Ile Ile val
1 5 10

Met Pro Lys Ala Gly teu Leu Ile Ile val
1 5 10

Met Pro Lys Thr Gly Ile Leu Ile teu Ile
1 S 10

Gly pro Arg Ala ;eu Ala Glu Thr ser
1
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

Gly Pro arg Ala Eeu Ile Glu Thr Ser
1

17

9

PRT
Artificial
péptido

17

gTy Pro Arg Ala %eu val Glu Thr ser

18

10

PRT
Artificial
péptido

18

Gly Pro Arg Ala Leu Ala Glu Thr Ser Tyr
1 5 10

19

10

PRT
Artificial
péptido

19

Gly Pro arg Ala Leu Ile Glu Thr Ser Tyr
1 : 5 10

20

10

PRT
Artificial
péptido

20

Gly Pro Arg Ala Leu val Glu Thr Sser Tyr
1 5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

21

9

PRT
Artificial

péptido
21

Glu Pro Arg Lys %eu Leu Thr GIn Asp
1

22

9

PRT
Artificial

péptido
22

His Pro Arg Lys Leu Leu Thr GIn Asp
1 5

23

9

PRT
Artificial
péptido

23

Asp Pro Lys LYysS %eu Leu Thr Gln His
1

24

9

PRT
Artificial

péptido

24
Asp Pro Lys Lys Leu Leu Thr GIn Tyr
1 S

25

9

PRT
Artificial
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<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

péptido
25

His Pro Lys Lys Leu Leu Met Gln Asp
1 S

26

10

PRT
Artificial

péptido

26

Glu Pro Arg Lys Leu teu Thr Gln Asp Leu
1 5 10

27

10

PRT
Artificial

péptido

27

Glu Pro Arg Lys Leu teu Thr Gin Asp Trp
1 5 10

28

10

PRT
Artificial

péptido
28

His Pro Arg Lys teu Leu Thr GIn Asp Leu
1 .5 10

29

10

PRT
Artificial

péptido

29
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

His Pro Lys Lys Leu Leu Met Gln Asp Leu
1 5 10

30

10

PRT
Artificial

péptido

30

Asp Pro Lys Lys teu Leu Thr GIn His Phe
1 5 :

31

10

PRT
Artificial

péptido

31
Asp Pro Lys Lys Leu Leu Thr GIn Tyr phe
1 b 10

32

9

PRT

Artificial

péptido

32

Ala Pro Lys Thr Gly Phe Leu Ile Ile
1 S

33

9

PRT
Artificial
péptido

33

Met Pro Lys Thr Gly Phe Leu Ile Leu
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

34

9

PRT
Artificial

péptido
34

Ala Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Ile
1 S

35

9

PRT
Artificial

péptido

35

Met Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Leu
1 5

36

9

PRT
Artificial

péptido

36

Phe Pro Lys Thr g1y Leu Leu Ile Leu
1

37

9

PRT
Artificial

péptido

37

val Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Leu
1 S

38

9

PRT
Artificial
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<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

péptido
38

Ala Pro Lys Ala Gly Leu Leu Ile Ile
1 5

39

9

PRT
Artificial

péptido

39

Met Pro Lys Ala gly teu Leu Ile teu
1

40

9

PRT
Artificial

péptido

40

Ala Pro Lys Thr Gly Ile teu Ile Leu
1 5

41

10

PRT
Artificial

péptido
41

Ala Pro Lys Thr Gly Phe teu Ile Ile val
1 ' 5 10

42

10

PRT
Artificial

péptido

42
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>

Ala Pro Lys Thr Gly Phe Leu Ile Ile Ile
1 5 10

43

10

PRT
Artificial
péptido

43

Met Pro Lys Thr Gly Phe Leu Ile Ile Leu
1 3 10

44

10

PRT
Artificial
péptido

44

Ala Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ite Ile val
1 5 10

45

10

PRT
Artificial
péptido

45

Met Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ile Ile Leu
1 5 16

46

10

PRT
Artificial
péptido

46

Phe Pro Lys Thr Gly Leu Leu Ite Ile Leu
1 5

47
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

10
PRT
Artificial

péptido

47

val Pro Lys Thr G6ly Leu Leu Ile Ile Leu
1 5 10

48

10

PRT
Artificial

péptido
48

Ala Pro Lys Ala Gly teu Leu Ile Ile val
1 5 -

49

10

PRT
Artificial

péptido

49
Met Pro Lys Ala Gly teu teu Ile Ile tLeu
1 "5 10

50

10

PRT
Artificial

péptido

50

Ala pro Lys Thr Gly Ile Leu Ile Leu Ile
1 5

51

10

PRT
Artificial
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

péptido
51

Met Pro Lys Thr Gly Ile teu Ile Leu Leu
1 5 10

52

9

PRT
Artificial
péptido

52

Gly Pro Arg Ala Leu Ala Glu Thr Leu
1 5

53

9

PRT
Artificial

péptido

53

Gly Pro Arg Ala Leu Ile Glu Thr Leu
1 S

54

9

PRT
Artificial

péptido
54

Gly Pro Arg ala geu val Glu Thr Leu
1

55

10

PRT
Artificial

péptido

55
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

Gly Pro Arg Ala Leu Ala Glu Thr Ser Leu
1 5 ' i0

56

10

PRT
Artificial
péptido

56

Gly Pro Arg Ala Leu Ile Glu Thr Ser Leu
1 5 10

57

10

PRT
Artificial
péptido

57

Gly Pro Arg Ala teu val Glu Thr Ser Leu
1 5 10

58

9

PRT
Artificial
péptido

58

Glu Pro Arg Lys geu Leu Thr GIn Leu
1

59

9

PRT
Artificial
péptido

59

His Pro Arg Lys %eu teu Thr GIn Leu
1 N
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

PRT
Artificial
péptido

60

ASp Pro Lys Lys Leu Leu Thr GIn Leu
i -5

6l

9

PRT
Artificial

péptido

61

Asp Pro Lys Lys Leu Leu Thr Gln Leu
1 5

62

9

PRT
Artificial

péptido

62

His Pro Lys Lys Leu Leu Met GIn Leu
1 5

63

10

PRT
Artificial

péptido

63

Glu Pro Arg Lys Lteu Leu Thr Gin Asp Leu
1 5 10

64

10

PRT
Artificial
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

péptido
64

Ala Pro Arg Lys Leu teu Thr Glin Asp Leu
1 5 10

65

10

PRT
Artificial
péptido

65

Ala Pro Lys LyS Leu Leu Met Gin Asp Leu
1 5 10

<210>66

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

PRT
Artificial
péptido

66

Asp Pro Lys Lys Leu teu Thr Gln His Leu
1 5 10

<210>67

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

10
PRT
Artificial

péptido
67

Asp Pro Lys Lys Leu Leu Thr GIn Tyr Leu
1 5 10

<210>68

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

PRT
Artificial
péptido

68

?Ta Ala Gly 1le gly Ile Leu Thr val
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<210>69

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 69
Glu Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr val
1 5 10
<210>70
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 70

Ala Met teu Gly Thr His Thr Met Glu val
1 5 10

<210>71

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 71

Met Leu Gly Thr His Thr Met Glu val
1 S

<210>72

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 72

tys Thr Trp Gly g]n Tyr Trp Gin val
1

<210>73
<211> 10
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 73

ser Leu Ala Asp Thr Asn Ser teu Ala val
1 5 “ 10

<210>74

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 74
Thr Asp GIn val Pro Phe Ser val
1 5

<210>75

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 75

val Leu Tyr Arg Tyr Gly Ser phe Ser val
1 S 10

<210>76

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 76

Lteu teu Asp Gly Thr Ala Thr Leu Arg Leu
1 5 10

<210>77

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido



PE2440575 - 60 -

<400> 77

§1n Leu Met Pro gyr Gly Cys Leu Leu

<210>78

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 78
Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu
1 5

<210>79

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 79
Cys Leu Thr ser Thr val GIn Leu val
1 S5

<210>80

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
<400> 80

His Leu Tyr Gln Gly Cys Gln Trp
1 5

<210>81

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 81

val et Ala Gly val Gly Ser Pro Tyr val
1 5 10
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<210>82

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 82
Ala Leu Cys Arg Trp Gly ‘Leu Leu
1 .5

<210>83

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 83
val Leu val Lys Ser Pro Asn His val
1 5

<210>84

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 84
ITe Leu Leu val val val Leu Gly va’
<210>85
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 85

Pro teu Thr Ser Ile Ile Ser Ala val
1 S .

<210>86
<211> 9
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 86

Ala teu Ile His His Asn Thr His teu
i 5

<210>87

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 87
Thr teu Glu Glu Ile Thr Gly Tyr Leu
1 5

<210>88

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 88

Pro teu Gln Pro Glu G6In Leu 61n val
1 5

<210>89

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 89

Glu Leu val ser glu Phe Ser Arg Met
1

<210>90

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
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<400> 90

Asp Met Pro Ile gyr Met Tyr Ser val
1

<210>91

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 91

Thr val Trp 6lu Leu Met Thr Phe Gly Ala
1 5 io

<210>92

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 92

Thr Ile Trp Glu Leu Met Thr phe Gly Gly
1 5 10

<210>93

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
<400> 93

Thr val Trp Glu Leu Met Thr phe Gly Ser
1 5 10

<210>94
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 94

tys val Lys val geu Gly ser Gly Ala
1
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<210>95

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> S5

&ys teu Lys val Eeu Gly Ser Gly val

<210>96

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 96
Arg val Lys val Leu Gly Ser Gly Ala
1 3

<210>97

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 97

Lys Ile Lys val %eu Gly Ser Gly Ala
1 .

<210>98

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 98

gsp Leu Ala Ala Arg Asn val Leu val
5

<210>99

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 99
Asn Leu Ala Ala Arg Asn val Leu teu
1 5

<210>100

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 100
Asp val Trp Ser Tyr Gly val Thr val
1 5

<210>101

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 101

Asp val Trp Ser gyr Gly val Thr 1le
1

<210>102

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 102
Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu
1 5

<210>103

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
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<400> 103

ser Ile Leu Glu Leu Lys Gly Glu Arg Leu
1 5 10

<210>104

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 104

Pro Ile Cys Thr Ile asp val Tyr Met Ile
1 5 10

<210>105

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 105

Gin Ile Cys Thr Ile asp val Tyr Met val
1 5 10

<210>106

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 106

Pro Ile Cys Thr Ile Asp val Tyr Met val
1 5 10

<210>107

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 107

Pro Ile Cys Thr Ile Asp val Tyr Lys Ile
1 5 10
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<210>108

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 108

Tyr Leu Glu Tyr grg Gln val Pro Gly
1

<210>109

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 109

Tyr Leu Glu Tyr grg Gin val Pro Asp
i

<210>110

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 110

Asp Leu GIn val Asn Ser Leu Gin Thr val
i -5

<210>111

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 111
Arg Leu Phe Phe gyr Arg Lys Ser val
1

<210>112

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 112

Tyr Ala Gly Ile %;'Iy Ile teu Thr val
1l

<210>113

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 113

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr val
1 5 10

<210>114

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 114

Tyr Met Leu Gly Thr His Thr Met ¢lu val
1 5 10

<210>115

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 115

Tyr teu Gly Thr gis Thr Met Glu val
1

<210>116

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 116
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Iyr Thr Trp Gly g]n Tyr Trp GIn val

<210>117

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 117
Ltys Met Trp Gly Gln Tyr Trp GIn val
1 5
<210>118
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 118

Tyr Leu Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala val
1 S 10

<210>119

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 119
Tyr Asp GIn val Pro Phe Ser val
1 5

<210>120

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 120

Tyr Met Gln val gro Phe ser val
1

<210>121
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<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 121

Tyr Leu Tyr Arg Tyr Gly Ser Phe Ser val
1 5 10

<210>122

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 122
Tyr Leu Asp Gly Thr Ala Thr Leu Arg Leu
1 5 10
<210>123
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 123
Tyr Leu Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu
1 , S

<210>124

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 124

;yr Ile Phe Gly ger Leu Ala Phe Leu

<210>125

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 125
Tyr Leu Thr Ser Thr val GIn Leu val
1 5

<210>126

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 1206

Tyr Leu Tyr GlIn g1y Cys GIn Trp
1

<210>127

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 127
Tyr Met Ala Gly val Gly Ser Pro Tyr val
1 5 10

<210>128

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 128

Tyr Leu Cys Arg ;rp Gly Leu Leu
1

<210>129

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 129
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Tyr teu val Lys ger Pro Asn His val
1

<210>130

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 130

Tyr Leu Leuw val §a1 val teu Gly val
1 .

<210>131

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 131

Tyr Leu Thr Ser §1e Ile Ser Ala val
1

<210>132

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
<400> 132

Tyr Leu Ile His His Asn Thr His Leu
1 5

<210>133

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 133

Tyr Leu Glu Glu §1e‘Thr Gly Tyr Leu
1

<210>134
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<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 134
Tyr Leu GIn Pro Glu Gln Leu Gin val
1 5

<210>135

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 135

Tyr Leu val Ser giu phe ser Arg Met
1

<210>136

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 136

Tyr Met Pro Ile gyr Met Tyr Ser val
1

<210>137

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 137

Tyr val Trp Glu Leu Met Thr pPhe Gly val
1 5 10

<210>138

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 138

Tyr val Lys val geu Gly ser Gly val
1

<210>139

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 139

Tyr Leu Ala Ala grg asn val Leu val
1

<210>140

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 140
Tyr val Trp Ser Tyr Gly val Thr val
1 5

<210>141

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 141

Tyr Leu Leu Glu gys Gly Glu Arg Leu
1

<210>142

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 142
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Tyr Ile Ccys Thr Ile Asp val Tyr Met val
1 5 10

<210>143

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 143

Tyr teu Glu Tyr grg GIn val Pro val
1 .

<210>144

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 144
Tyr teu Gin val Asn Ser teu Gln Thr val
1 S 10

<210>145

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> péptido
<400> 145

{yr Leu pPhe phe gyr Arg Lys Ser val

<210>146

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 146

AsSp Pro Arg Arg Leu val Glin Leu Leu
1 5

<210>147
<211> 9
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 147
ser Pro Arg Leu GlIn Leu Ser Asn Gly
1 S

<210>148

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 148

Ala Pro Arg Ser §ro Leu Ala Pro Ser
1

<210>149

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 149

ser Pro Lys Ala gsn Lys Glu Ile Leu
1

<210>150

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 150
Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala
1
<210>151
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
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<400> 151

Ala Pro Arg Arg %eu val 6In Leu Leu
1 1

<210>152

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 152

Ser Pro Arg Leu g?n Leu Ser Asn feu
1 ‘

<210>153

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 153

Ala Pro Arg Ser Pro teu Ala Pro Leu
1 3

<210>154

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 154

Ala Pro Lys Ala g.sn Lys Glu Ile Leu
1

<210>155

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 155

Ala Pro Lys His ger Asp Cys Leu Ala
1
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<210>156

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 156

Pro Tyr Gly val geu Leu Lys Thr His
1

<210>157

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 157

Pro Tyr Met Arg GIn Phe val Ala His
1 5

<210>158

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
<400> 158

Pro Tyr val Ser grg Leu teu Gly Ile
1

<210>159

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 159
Pro Tyr Gly Lys §1y Trp AsSp Leu Met
1

<210>160

<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> péptido

<400> 160
Thr Tyr teu val GIn val GIn Ala Leu
1 S

<210>161

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 1ol

Pro Tyr Trp Glu %eu Ser asn His Glu
1

<210>162

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 162
Pro Tyr Asp Gly Ile pro Ala Arg Glu
1 5

<210>163

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 163

?rg Tyr Glu Phe Leu Trp Gly Pro Arg
5

<210>164

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
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<400> 164

Pro Tyr Asn Tyr Leu Ser Thr asp val
1 5

<210>165

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 165

iys Tyr Gly val Leu Leu Lys Thr teu
5

<210>166

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 166

Arg Tyr Met Arg Glin Phe val Ala Leu
1 5

<210>167

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 167

Arg Tyr val Ser ?rg Lteu teu Gly Ile
1 s

<210>168

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 168

grg Tyr Gly Lys §1y Trp ASp Leu Leu
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<210>169

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 169

Arg Tyr Leu val g;'!n val 6ln Ala Leu
1

<210>170

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 170

Arg Tyr Trp Glu geu Ser Asn His Leu
1

<210>171

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido
<400> 171

Ala pro Arg Ala geu val Glu Thr Leu
1

<210>172

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 172
Arg Pro His Glu Arg Asn Gly Phe Thr val
1 5 10
<210>173
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> epitopo
<400> 173

‘{hr pro Pro Ala ;‘yr Arg Pro Pro Asn Aga Pro Ile Leu
1

Lisboa, 4 de fevereiro de 2015
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REIVINDICACOES

1. Método para identificar um péptido res-
tringido a HLA-B*0702 que pode desencadear uma resposta
citotdéxica contra pelo menos dois antigénios da familia
multigénica MAGE-A, compreendendo pelo menos 0S8 seguintes
passos:

(i) identificar, nos genes da referida familia
multigénica, péptidos de 9 ou 10 aminoédcidos possuindo um P
na posicdo 2 e um aminoacido selecionado no grupo consis-—
tindo em R, K, H e M na posicido 3;

(ii) alinhar as sequéncias obtidas em (i);

(iii) identificar, entre os péptidos obtidos no
passo (i), um grupo de pelo menos dois péptidos, em que
pelo menos um péptido é um "péptido essencialmente
partilhado", i.e., é& tal que a sua regido antigénica difere
daquela dos outros péptidos do grupo em no maxXimo um
residuo, em que da referida regido antigénica se estende
desde a posicdo 4 até a posicdo 8 num péptido possuindo 9
aminoadcidos, e desde a posicdo 4 até a posicdo 9 num
péptido possuindo 10 amino&cidos;

(iv) medir a imunogenicidade do péptido essen-
cialmente partilhado; e

(v) modificar a sequéncia do péptido essencial-
mente partilhado para aumentar a sua imunogenicidade; em
que o péptido obtido no passo (v) desencadeia uma resposta
citotdéxica contra pelo menos dois antigénios da referida

familia multigénica.



PE2440575 -2 -

2. Método da reivindicacdo 1, para identificar
um péptido restringido a HLA-B*0702 que pode desencadear
uma resposta citotdéxica contra pelo menos trés antigénios
da referida familia multigénica, em que o grupo dos
péptidos selecionados no passo (iii) compreende péptidos de

pelo menos trés genes da referida familia multigénica.

3. Método da reivindicacdo 1 ou da reivindi-
cacdo 2, em que o grupo de péptidos selecionados no passo
(iii) compreende pelo menos dois péptidos gque possuem

diferentes regides antigénicas.

4. Método de qualquer uma das reivindicacdes 1
a 3, em que o péptido essencialmente partilhado selecionado
no passo (iii) ¢é um epitopo nédo-imunogénico com qualqgquer
aminodcido mas P no seu terminal N, e em que o passo (V)
consiste em substituir o residuo C-terminal do referido

epitopo com uma leucina.

5. Método de qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 3, em gque o péptido essencialmente partilhado selecionado
no passo (iii) €& um epitopo ndo-imunogénico com um
aminodcido C-terminal selecionado no grupo gue consiste em
L, A, I, Vv, M, C e T, e em gque o passo (v) consiste na
substituicdo do residuo N-terminal do referido epitopo por

uma alanina.

6. Péptido isolado identificado por um método
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de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 até 5, em
que o referido péptido isolado é selecionado no grupo que

consiste nas SEQ ID NOS: 32 até 67.

7. Polipéptido quimérico, compreendendo  um,
dois, trés ou mais epitopos restringidos a HLA-B*0702 de

acordo com a reivindicacdo 6.

8. Molécula de &cido nucleico isolado concebida
para provocar a expressdo de um epitopo restringido a HLA-
B*0702 de acordo com a reivindicacdo 6 ou um polipéptido

quimérico de acordo com a reivindicacédo 10.

9. Composicdo farmacéutica compreendendo pelo
menos, como um principio ativo, um epitopo restringido a
HLA-B*0702 de acordo <com a reivindicacdo 6, ou um
polipéptido quimérico de acordo com a reivindicacdo 7, ou

um Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 8.

10. Composicédo farmacéutica da reivindicacédo 9,

que é uma vacina.

11. Kit de partes compreendendo, em recipientes
separados:

(i) um primeiro péptido compreendendo uma sequén-
cia de um epitopo restringido a HLA-B*0702 selecionado no
grupo da SEQ ID Nos: 2-31, e

(ii) um segundo péptido compreendendo uma sequén-
cia consistindo num epitopo otimizado restringido a HLA-

B*0702 selecionado no grupo de SEQ ID Nos: 32-67.
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12. Kit de acordo com a reivindicacdo 11, em gue
o) referido primeiro péptido & um epitopo isolado
selecionado no grupo das SEQ ID Nos: 2-31, e o referido

segundo péptido & o seu epitopo cognato otimizado.

13. Kit de acordo com a reivindicagdo 11 ou
reivindicacdo 12, em que o vreferido primeiro péptido
compreende uma sequéncia selecionada de entre GPRALAETS
(SEQ ID No: 15), GPRALIETS (SEQ ID No: 16) e GPRALVETS (SEQ
ID No: 17), e o referido segundo péptido compreende a

sequéncia GPRALVETL (SEQ ID No: 54).

14. Kit de acordo com qgualquer uma das
reivindicacdes 11 a 13, que é& um kit de wvacinacido, em gue
os referidos primeiro e segundo péptidos ou polipéptido

quiméricos estdo em doses de vacinacdo separadas.

Lisboa, 4 de fevereiro de 2015
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