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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para

"METODO DE QUANTIFICACAO ABSOLUTA DE PELO MENOS UM
PEPTIDEO LIGANTE DE MHC EM UMA CELULA™".
[001] A presente invencdo refere-se a um método de
quantificacdo absoluta de peptideos de céancer processados
naturalmente e restritos por HLA, isto €, a determinacdo do nimero de
copias de peptideos apresentados em cada célula. A presente
invencdo pode ser usada tanto para desenvolver tratamentos a base
de anticorpos ou vacinas peptidicas como para monitoramento
imunolégico definido molecularmente, sendo também Gtil em
processos de identificacdo de novos antigenos peptidicos para
estratégias imunoterapicas, tais como vacinas para tal finalidade,
terapias a base de anticorpos ou técnicas baseadas em transferéncia
de células T contra o cancer, doencas infecciosas e/ou autoimunes.

Campo da invencao

[002] O desenvolvimento de imunoterapia anticancer ou contra
doencas autoimunes ou infecciosas visando a induzir a via de linfocitos
T do sistema imune a combater o cancer poderia ser melhorado
significativamente por um conhecimento profundo dos niveis de
apresentacdo de peptideos ligados a antigenos leucocitarios humanos
(HLA) em tecidos patolégicos primarios. Essa informacéo € relevante
para tratamentos a base de anticorpos, e em especial para vacinas
peptidicas, e também para qualquer outro tipo de vacina de célula T
baseada em entidades moleculares como proteinas, DNA ou RNA.
Antes, dados quantitativos com essas caracteristicas ndo estavam
disponiveis para medir o numero absoluto de copias por célula em
tecidos obtidos de pacientes.

[003] Um método de identificacdo de peptideos como o descrito
anteriormente, que evita o problema de "imunologia reversa", foi

revelado em EP 1508047B1. Conforme descrito anteriormente, esse
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método ndo pode ser usado para quantificar os referidos peptideos.
Outro método, que emprega uma estratégia de marcacao, foi revelado
em WO 2005/076009 e permite algum grau de quantificacdo, mas nao
em uma escala absoluta. Outros marcadores foram revelados em, por
exemplo, WO 03/025576 ou por Martin et al. em Proteomics 2003, 3,
2208-2220.

[004] Outro método foi revelado por Fortier et al. (The MHC class
| peptide repertoire is molded by the transcriptome, JEM, Vol. 205, No.
3, March 17, 2008 595-610). Esse método apresenta as desvantagens
de necessitar de separacdo dos peptideos ligados ao MHC dos
peptideos nao ligados ao MHC por eluicdo em acido. Isso € realizado
em linhagens celulares com b2m nocauteado. Portanto, 0 método nao
pode ser empregado em materiais derivados de tumores primarios (de
pacientes). Nesse método, timocitos murinos primarios foram
comparados a linhagem celular murina EL4. As quantidades iniciais
foram ajustadas medindo-se as moléculas de MHC da classe |. Essa
etapa constitui, por si s6, uma importante restricdo ao método revelado
por Fortier et al. Também nao foi realizada normalizacdo, que seria
necessaria para compensar as diferencas de tamanho e origem dos
tecidos. Em vez disso, foram utilizados materiais iniciais equilibrados,
gue tornaram desnecessaria a normalizacdo, embora ela seja
imprescindivel para materiais primarios (obtidos de pacientes).

[005] WO 2011/128448 revela um método de identificacéo
quantitativa de peptideos antigénicos ligados a HLA em amostras de
tecido primarias em grande escala e sem marcacdo. O método
compreende as seguintes etapas: fornecimento de pelo menos uma
amostra de tecido patologico primario e pelo menos uma amostra de
tecido saudavel primério (preferivelmente correspondente ao tecido
patolégico, isolamento de peptideos ligantes de MHC das referidas

amostras, realizacdo de analise por cromatografia liquida de alto
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desempenho HPLC ("high performance liquid chromatography”) e
espectrometria de massa MS ("mass spectrometry”) dos referidos
peptideos ligantes de MHC, extracdo da intensidade do sinal (area) do
ion precursor de cada sinal (conforme determinado pelas analises),
identificacdo das sequéncias dos referidos peptideos ligantes de MHC
e etapas de controle de qualidade dos dados para quantificagao
relativa dos referidos peptideos ligantes de MHC , tudo sem
necessidade de marcacéao.

[006] Hassan et al. (Hassan C, et al, Accurate quantitation of
MHC-bound peptides by application of isotopically labeled peptide
MHC complexes, J Prot (2014), http://dx.doi.org/10.1016/].-
jprot.2014.07.009) revelaram uma abordagem na qual mondémeros de
peptideo e MHC marcados por isétopos (hpMHC) sao preparados e
acrescentados diretamente apés a lise celular, isto €, antes do
processamento normal da amostra. Essa abordagem permite
contabilizar todas as perdas durante o processamento da amostra e,
com isso, determinar com precisao a presenca de ligantes especificos
apresentados por MHC classe I. O estudo salienta que a etapa de
imunopurificacdo causa perdas bastante acentuadas durante o pré-
tratamento da amostra e oferece uma solucdo para compensa-las. A
estratégia apresentada pode ser empregada para medir de maneira
confidvel o nimero de cépias de um epitopo; portanto, diz-se que ela
permite melhorar projetos de vacinas e estratégias de imunoterapia.
[007] A estimulagdo de uma resposta imune depende da
presenca de antigenos reconhecidos como estranhos pelo sistema
imune do hospedeiro. A descoberta da existéncia de antigenos
associados a tumores e outras doencas levantou a possibilidade de
induzir o sistema imune do hospedeiro a interferir no crescimento
tumoral. Varios mecanismos para acionar os compartimentos humoral

e celular do sistema imune vém sendo explorados para imunoterapia
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do céncer.

[008] Alguns elementos especificos da resposta imune celular
podem reconhecer e destruir células tumorais de maneira especifica.
O isolamento de linfocitos T citotoxicos (LTC) de populacbes de
células infiltrantes de tumores ou do sangue periférico sugere que tais
células podem exercer efeitos significativos nas defesas imunes
naturais contra o cancer, com destague para os linfocitos T positivos
para CD8 (T-CD8"), que reconhecem o0s peptideos ligados a
moléculas de classe | do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). Esses peptideos normalmente possuem 8 a 12 residuos de
aminoacidos e sado derivados de proteinas ou de produtos
ribossémicos defeituosos (DRIPS) localizados no citosol, que
desempenham um importante papel nessa resposta. As moléculas do
MHC humano também s&o designadas antigenos leucocitarios
humanos (HLA, "human leucocyte antigen").

[009] Existem duas classes de moléculas de MHC: moléculas
classe| do MHC, que sao encontradas na maioria das células
nucleadas. As moléculas de MHC consistem em uma cadeia pesada
alfa e em beta-2 microglobulina (receptores de MHC classe I) ou em
uma cadeia alfa e outra beta (receptores de MHC classe IlI). Sua
conformacédo tridimensional produz um sulco de ligacdo, que é
empregado para interacdo ndo covalente com peptideos. O MHC
classe | apresenta peptideos derivados da clivagem proteolitica de
proteinas predominantemente enddgenas, DRIPS e peptideos
maiores. As moléculas classell do MHC s&o encontradas
predominantemente em células apresentadores de antigenos (APC,
"antigen presenting cells") profissionais e apresentam sobretudo
peptideos de proteinas exdgenas ou transmembrana que s&o
captadas pelas APC durante a endocitose e depois processadas. Os

complexos de peptideos com moléculas de classel do MHC séao
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reconhecidos por linfoécitos T citotéxicos positivos para CD8 que
apresentam o TCR (receptor de célula T) apropriado; ja os complexos
de peptideos com moléculas de MHC classe Il sdo reconhecidos por
linfocitos T auxiliares positivos para CD4 que apresentam o TCR
apropriado. E bem sabido que, em razdo dessa configuracéo, o TCR,
0 peptideo e o MHC estdo presentes em proporcdes estequiomeétricas
de 1:1:1.

[0010] Para um peptideo desencadear (provocar) uma resposta
imune celular, ele precisa ligar-se a uma molécula de MHC. O
processo depende do alelo da molécula de MHC e de polimorfismos
especificos da sequéncia de aminoacidos do peptideo. Os peptideos
ligantes de MHC classe | geralmente possuem 8 a 12 residuos de
aminoacidos de comprimento e geralmente contém dois residuos
conservados ("ancoras") em sua sequéncia que interage com o sulco
de ligacdo correspondente da molécula de MHC. Dessa forma, cada
alelo de MHC possui um "motivo de ligacdo" que controla a
capacidade dos peptideos de se ligarem especificamente ao sulco de
ligacao.

[0011] Nas reacOes imunes dependentes do MHC classe |, os
peptideos precisam ser capazes de se ligar a certas moléculas de
MHC classe | expressas em células tumorais e de serem reconhecidos
por células T que apresentam receptores de célula T (TCR, "T-cell
receptors") especificos.

[0012] Os antigenos reconhecidos por linfécitos T citotoxicos
especificos para tumores, ou seja, seus epitopos podem ser moléculas
derivadas de todas as classes de proteinas, tais como enzimas,
receptores, fatores de transcricdo, etc., que sdo expressas e, em
comparacdo com células inalteradas da mesma origem, reguladas
positivamente em células do respectivo tumor.

[0013] A classificacdo atual de antigenos associados a tumores ou

Petic&0 870200001101, de 03/01/2020, pag. 10/67



6/45

a outras doengas compreende 0s seguintes grupos principais:

[0014] Antigenos de cancer testicular: Os primeiros AATs
[antigenos associados a tumores; 0s antigenos associados a doencas
possuam a abreviatura AAD] a serem identificados e que séo
reconhecidos por linfécitos T pertencem a essa classe, que foi
denominada inicialmente antigenos de cancer de testiculo (CT) devido
a expressao de seus membros em tumores humanos histologicamente
diferentes e, em tecidos normais, apenas em espermatocitos e
espermatogonias nos testiculos e, ocasionalmente, na placenta. Como
as células testiculares ndo expressam moléculas de HLA classe | e II,
esses antigenos ndo podem ser reconhecidos pelos linfécitos T de
tecidos normais e, portanto, podem ser consideradas
imunologicamente especificas para o tumor. Alguns exemplos bem
conhecidos de antigenos CT sdo os membros da familia MAGE ou
NY-ESO-1.

[0015] Antigenos de diferenciacdo: Estes AATs estdo presentes
tanto em tumores como em tecidos normais dos quais o tumor se
originou, sendo encontrados sobretudo em melanomas e melandcitos
normais. Embora muitas dessas proteinas relacionadas a linhagens
melanocitarias participem da biossintese da melanina e, portanto, ndo
sejam especificas para tumores, elas sdo amplamente utilizadas para
imunoterapia do cancer. Alguns exemplos séo, entre outros, tirosinase
e Melan-A/MART-1 em melanoma e PSA em cancer de prostata.
[0016] AATs expressos mais acentuadamente: Os genes que
codificam AATs amplamente expressos foram detectados tanto em
tumores de diversos tipos histolégicos como em diversos tecidos
normais, geralmente com niveis de expressdo mais baixos. E possivel
gue muitos dos epitopos processados e talvez apresentados por
tecidos normais ndo atinjam concentracbes suficientes para serem

reconhecidos por linfécitos T, mas sua expressao mais acentuada em
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células tumorais pode quebrar a tolerancia estabelecida anteriormente
e induzir uma resposta anticancer. Alguns exemplos conhecidos dessa
classe de AATs sao o Her-2/neu, survivina, telomerase ou WT1.

[0017] Antigenos especificos para tumores: Estes AATs
especificos se originam de mutacdes em genes normais (por exemplo,
B-catenina, CDK4, etc.). Algumas dessas alteragcdes moleculares estao
associadas a transformacéo e/ou progresséo neoplasica. Os antigenos
especificos para tumores sdo geralmente capazes de induzir fortes
respostas imunes sem criar risco de reacdes imunes contra tecidos
normais. Por outro lado, a maioria desses AATSs sao relevantes apenas
para o tumor no qual foram encontrados e geralmente nao estao
presentes em muitos outros tumores.

[0018] AATs origindrios de modificacBes traducionais anormais:
Estes AATs podem se originar de proteinas que ndao sdo nem
especificas nem expressas mais acentuadamente em tumores, mas
que se tornam associadas a tumores porque passam por processos
pés-traducionais que sdo mais ativos em tumores. Alguns exemplos
dessa classe surgem de padroes de glicosilacdo anormais, que
produzem novos epitopos em tumores como no MUC1, ou eventos
como "splicing" de proteinas durante a degradac¢éo, que podem ou néo
ser especificos para um tumor.

[0019] Proteinas oncovirais : Esses AATs sdo proteinas virais que
podem desempenhar um importante papel no processo oncogénico e,
por serem de origem exdgena ndo humana, podem produzir respostas
por linfécitos T. S8o exemplos dessas proteinas as proteinas E6 e E7
do papilomavirus humano tipo 16, que sdo expressas no carcinoma de
colo do utero.

[0020] Para uma proteina ser reconhecida pelos linfocitos T
citotoxicos como antigeno especifico para ou associado a um tumor ou

outra doenca e ser usada em um tratamento, alguns pré-requisitos
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precisam ser atendidos. O antigeno deve ser expresso sobretudo por
células tumorais ou por células infectadas e pouco ou nada expresso
em tecidos normais saudaveis, por exemplo, por um fator de 5 a 10
vezes ou mais.

[0021] Em doencas infecciosas, as possibilidades sao duas: as
células infectadas expressam um antigeno que nao é expresso por
células saudaveis (e esta diretamente associado a infeccéo), ou as
células infectadas expressam niveis supranormais um antigeno
expresso em quantidades diminutas por células saudaveis, ou seja,
um antigeno encontrado normalmente no peptidoma de uma célula
saudavel é expresso em niveis supranormais.

[0022] Outrossim, é desejavel que o respectivo antigeno nao
apenas esteja presente em um determinado tipo de tumor, infec¢éo ou
cepa, mas também apresente concentracdes elevadas (isto €, nUmero
de copias do respectivo peptideo por célula). Os antigenos especificos
para ou associados a tumores ou outras doencas sao frequentemente
derivados de proteinas que participam diretamente da transformacao
de uma célula normal em uma célula tumoral ou infectada devido a
uma funcdo; por exemplo, controle do ciclo celular ou supressdo de
apoptose.

[0023] No caso do cancer, outros alvos distais das proteinas que
causam diretamente as transformacfes podem ser regulados
positivamente e, portanto, associarem-se indiretamente ao tumor. Tais
antigenos associados indiretamente a tumores também podem ser
alvos de abordagens vacinais (Singh-Jasuja H., Emmerich N. P.,
Rammensee H. G., Cancer Immunol. Immunother. 2004 Mar; 453 (3):
187-95). Em ambos esses casos, 0s epitopos precisam estar
presentes na sequéncia de aminoacidos do antigeno, pois tal peptideo
("peptideo imunogénico™) derivado de um antigeno associado a tumor

ou a outras doencas deve iniciar uma resposta de células T in vivo ou
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in vitro.

[0024] Basicamente, qualquer peptideo capaz de se ligar a uma
molécula do MHC pode funcionar como epitopo de células T. Um pré-
requisito para inducdo de resposta de células T in vitro ou in vivo € a
presenca de uma célula T com um TCR correspondente e auséncia de
tolerancia imunolégica para o epitopo em questao.

[0025] Portanto, os AATs e AADs sdo um ponto de partida para o
desenvolvimento de vacinas antitumorais. Os métodos utilizados para
identificar e caracterizar os AATs baseiam-se na utilizacao de LTCs,
gue podem ser isolados de pacientes ou de individuos saudaveis, ou
baseados na geracao de perfis de transcricdo diferentes ou de
padrdes de expressao de peptideos que sejam diferentes em tumores
e em tecidos normais.

[0026] Entretanto, a identificacdo de genes expressos acentuada
ou seletivamente em tecidos tumorais ou em linhagens tumorais
humanas nao proporciona informacdes precisas sobre a utilizagcao dos
antigenos transcritos a partir desses genes em imunoterapia. 1sso
ocorre porgue apenas uma subpopulacdo individual de epitopos
desses antigenos € apropriada para tal aplicacdo, pois é preciso que
haja um linfécito T com um TCR correspondente e pouca ou nenhuma
tolerancia imunologica a esse epitopo em particular. Portanto, €
importante selecionar apenas peptideos de proteinas expressas
demasiada ou seletivamente e apresentadas em associacdo com
moléculas do MHC contra as quais se pode encontrar uma célula T
funcional. Os linfocitos T auxiliares séo definidos como linfécitos T que,
guando estimulados por um determinado antigeno, podem se expandir
de forma clonal e sdo capazes de executar funcbes efetoras
("linfécitos T efetores™).

[0027] As células T auxiliares exercem uma importante atividade

de orquestracao da funcéo efetora de LTC na imunidade antitumoral.
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Os epitopos de linfocitos T auxiliares que desencadeiam respostas de
linfécitos T auxiliares do tipo Twi suportam as funcbes efetoras de
células T "killer" positivas para CDS8, incluindo atividade citotdxica
contra células tumorais cuja superficie apresente peptideos
associados a tumor em complexos com MHC. Desse modo, 0s
epitopos peptidicos de células T auxiliares associadas a tumores
podem, isoladamente ou em associagdo com outros peptideos
associados a tumores, atuar como ingredientes farmacéuticos ativos
de composicbes vacinais que estimulam respostas imunes
antitumorais.

[0028] Saber o numero exato de ligantes de HLA classe | ou Il
apresentados é importante para a imunologia, tanto basica como
clinica. Atualmente, o melhor método para medir o nimero de coépias é
a espectrometria de massa com monitoramento de reacdo Unica
(SRM, "single reaction monitoring") usando também uma quantidade
conhecida de um peptideo marcado por is6topo. Entretanto, essas
abordagens ainda né&o sdo precisas 0 bastante para serem
empregadas de forma eficiente nas abordagens descritas
anteriormente.

[0029] Diante do exposto anteriormente, € objeto da presente
invencdo o fornecimento de um método preciso, eficiente, facil de
manejar e que possa ser realizado com alto rendimento para medir o
namero absoluto de cépias de ligantes apresentados por HLA classe |
ou Il. Outros objetos e vantagens da presente invencdo ficardo
evidentes para os versados nha técnica apés o estudo da descrigdo
apresentada a seguir.

[0030] Em um primeiro aspecto da presente invencgéo, o objeto da
presente invencao é solucionado por um método para

quantificacdo absoluta de pelo menos um peptideo ligante de MHC em

uma célula, sendo que o referido método compreende:
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a) preparar células que apresentam o referido pelo menos
um peptideo ligante de MHC a partir de uma amostra biolégica
compreendendo células;

b) determinar a contagem celular do referido preparado na
etapa a);

c) adicionar uma quantidade conhecida do referido pelo
menos um peptideo ligante de MHC e/ou um complexo peptideo
ligante-MHC a ser quantificado ao referido preparado na etapa a)
("repique I");

d) isolar pelo menos um peptideo ligante com MHC do
referido preparado na etapa c) a fim de obter um eluato de peptideos;

e) adicionar uma quantidade conhecida de pelo menos um
peptideo ligante de MHC a ser quantificado ao referido eluato de
peptideos (“repicagem II");

f) realizar andlise por espectrometria de massa do referido
pelo menos um peptideo ligante de MHC para gerar pelo menos um
dos seguintes:

aa) um sinal da eficiéncia do isolamento na etapa d);

bb) um sinal da quantidade conhecida do referido pelo
menos um peptideo ligante de MHC conforme adicionado na etapa e);
e

cc) um sinal do referido pelo menos um peptideo ligante de
MHC das referidas células preparadas na etapa a);e;

g) quantificar o referido pelo menos um peptideo ligante de
MHC com base em uma comparacgao de sinais conforme obtidos na
etapa f) com aa) a contagem celular conforme obtida;

bb) a quantidade conhecida do referido pelo menos um
peptideo ligante de MHC e/ou complexo peptideo ligante-MHC a ser
quantificado conforme adicionado na etapa c); e

cc) a quantidade conhecida do referido pelo menos um
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peptideo ligante de MHC a ser quantificado conforme adicionado na
etapa e);

na qual é realizada, pelo menos em parte, uma
quantificacdo absoluta de pelo menos um peptideo ligante de MHC em
uma ceélula.
[0031] Em um método de acordo com a presente invencdo, no
qual varias amostras sdo analisadas paralelamente, pode-se omitir a
etapa c) descrita anteriormente uma vez estabelecida a eficiéncia do
isolamento, pois a eficiencia de uma amostra pode ser empregada
para estimar a eficiéncia de isolamento de um segundo peptideo
ligante de MHC e/ou complexo de peptideo ligante com MHC (isto
é,usado como valor de referéncia cruzada).
[0032] Prefere-se um método que emprega também o sinal obtido
a partir da calibracdo interna (repicagem II) em e) como referéncia
constante e preservada (controle) para o sinal obtido a partir dos um
ou mais complexos de peptideo com MHC isolados calculando-se uma
proporcéo entre esses dois sinais. Essa proporcdo € comparada com a
curva de calibracdo estabelecida, que também inclui o calibrador
interno na mesma quantidade, preferivelmente usando uma aliquota
idéntica do mesmo calibrador interno. Em seguida, a curva de
calibracdo descreve a relacao entre essas proporcdes e a quantidade
de peptideo. Vide também a Figura 3 e a respectiva legenda.
[0033] Surpreendentemente, 0s inventores constataram que, no
ambito da presente invencdo, a combinacdo das etapas de analise
enumeradas anteriormente permitiu, pela primeira vez, a quantificacao
absoluta direta de niveis de peptideos de MHC, preferivelmente
restritos por HLA, em cancer ou em outros tecidos infectados em
comparacdo com varios tecidos e 6rgdos ndo cancerosos ou hao
infectados.

[0034] No ambito da presente invencgao, "repicagem" significa a
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adicdo de uma quantidade ou concentracao conhecida de pelo menos
um peptideo ligante de MHC néo ligado ("livre") a ser quantificado em
uma amostra tal como, por exemplo, uma preparacao, (aqui designada
como ‘“repicagem [I") ou eluato de peptideos (aqui designado
"repicagem II"). As quantidades e concentracdes dos peptideos a
serem adicionados sdo faceis de ajustar e dependem, ao menos
parcialmente, da amostra a ser repicada e ao método usado para
analise.

[0035] Prefere-se um método de acordo com a presente invencao
no qual os referidos pelo menos um peptideos ligantes de MHC séo
selecionados entre um peptideo associado a tumor (AAT) ou peptideo
associado a doenca (AAD).

[0036] Prefere-se também um método de acordo com a presente
invencdo no qual a referida amostra bioldgica celular € selecionada
entre uma amostra de tecido, de sangue, de tumor ou de tecido
infectado. No ambito da presente invencdo, amostras derivadas
diretamente de individuos (por exemplo, pacientes) sdo denominadas
amostras "primarias”, tais como tecidos primarios ou amostras
tumorais, em contraste com amostras de linhagens celulares como,
por exemplo, linhagens estabelecidas de células tumorais. As
amostras podem ser frescas ou conservadas (por exemplo,
congeladas ou preparadas), conquanto sejam apropriadas para o
método de acordo com a invencgdo. Prefere-se uma amostra biologica
gue néo inclua linhagens celulares permanentes.

[0037] Como exemplo preferido, misturas de peptideos de HLA
originarios de amostras de tecido primarias criocongeladas podem ser
obtidas por imunoprecipitacdo de tecidos solidos usando-se, por
exemplo, anticorpos w6/32 especificos para HLA-A, B ou C ou
anticorpos BB7.2 especificos para HLA-A*02 acoplados com sefarose

ativada por CNBr, seguida de tratamento com acido e ultrafiltracéo.
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Outros alelos de HLA e outros anticorpos especificos conhecidos na
técnica também podem ser empregados, tais como, por exemplo,
GAP-A3 para A*03 ou B1.23.2 para alelos B. Existem métodos
correspondentes, bem conhecidos na técnica, para obter peptideos de
MHC classe | de outros mamiferos.

[0038] O método de acordo com a invengdo também pode ser
empregado em contextos envolvendo doencas infecciosas (por
exemplo, infecgbes bacterianas ou virais), tais como dengue, ebola,
virus Marburg, tuberculose (TB), meningite ou sifilis, sendo que,
preferivelmente, o método é empregado contra cepas resistentes a
antibioticos de microrganismos infecciosos; doengas autoimunes como
artrite; infecgbes parasitarias como a maléria; e outras doengas como
esclerose multipla e doenca de Parkinson, conquanto o grupamento
alvo seja um peptideo ligado a MHC de classe |.

[0039] Sé&o exemplos de doengas autoimunes (incluindo doencas
gue nao sao oficialmente consideradas autoimunes) a doenca
pulmonar obstrutiva cronica, espondilite anquilosante, doenca de
Crohn (um dos dois tipos de doenca inflamatéria intestinal (DIl)
idiopatica, dermatomiosite, diabetes melito tipo 1, endometriose,
sindrome de Goodpasture, doenca de Graves, sindrome de Guillain-
Barre, doenca de Hashimoto, hidradenite supurativa, doenca de
Kawasaki, nefropatia por IgA, purpura trombocitopénica idiopatica,
cistite intersticial, ldpus eritematoso, doenca mista do tecido
conjuntivo, morfeia, miastenia grave, narcolepsia, neuromiotonia,
pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriase, artrite psoriasica,
polimiosite, cirrose biliar primaria, policondrite recorrente, artrite
reumatoide, esquizofrenia, esclerodermia, sindrome de Sjbgren,
sindrome do corpo rigido, arterite temporal (arterite de células
gigantes), colite ulcerativa — um dos dois tipos de doenca inflamatoria

intestinal (DIl) — vasculite, vitiligo e granulomatose de Wegener.
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[0040] A presente invencédo néo se restringe a doenca humanas,
podendo ser empregada também em mamiferos como vacas, porcos,
cavalos, gatos, caes, roedores (como rato e camundongo), cabras e
outros animais domeésticos.

[0041] Em ainda outra modalidade preferida do método de acordo
com a presente invencdo, a preparacdo das células compreende, ao
menos parcialmente, digestdo enzimatica de tecidos e/ou lise celular.
[0042] Prefere-se um método de acordo com a presente invencgao
no qual a referida contagem celular é determinada por um método
selecionado entre contagem de nucleos celulares, determinacéo
fotométrica de DNA, determinacdo fluorimétrica de DNA (como, por
exemplo, usando a tecnologia Qubit®) e PCR quantitativa.

[0043] Prefere-se também um método de acordo com a presente
invencado que compreende também a determinacdo de pelo menos um
tipo de molécula de HLA na preparacdo referida na etapa a). A
guantidade pode ser determinada empregando-se meétodos
comumente usados na técnica, tais como meétodos que empregam
anticorpos especificos, por exemplo, ELISA em gel, separacdo de
células e/ou cromatografia.

[0044] Prefere-se também um método de acordo com a presente
invencdo no qual o pelo menos um complexo de peptideo com MHC
adicionado e/ou o pelo menos um peptideo ligante com MHC conforme
adicionado s&do marcados e, preferivelmente, marcados de forma
diferente. Os marcadores sdo conhecidos dos versados na técnica e
podem incluir marcadores isotopicos, marcadores radioativos ou nao
radioativos, enzimas e outros grupamentos, preferivelmente com
massas diferentes. Preferivelmente, a marcacao é especifica para os
peptideos a serem quantificados. O mais preferido € um AAT/TUMAP
com marcacao dupla, por exemplo, em situacdes nas quais dois

repicados com marcacdo distinta sdo necessarios para 0 mesmo
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experimento (ver exemplos a seguir).

[0045] Prefere-se um método de acordo com a presente invencéo,
no qual o isolamento compreende cromatografia, tal como
cromatografia por afinidade. Portanto, os ligantes isolados de MHC ou
HLA podem ser separados de acordo com sua hidrofobicidade por
cromatografia de fase reversa (por exemplo, sistema nanoAcquity de
UPLC, Waters), seguido de deteccdo por um espectrometro de massa
hibrido Orbitrap (ThermoElectron). Preferivelmente, as amostras sao
analisadas por aquisicdo de (por exemplo,) leituras repetidas de LC-
MS. Em seguida, os dados de LC-MS sao processados por analise
dos dados de espectroscopia de massa (MS) em tandem (MS/MS).
[0046] Os espectros de MS em tandem sao registrados de forma
selecionada, com foco nos valores m/z dos peptideos a serem
guantificados, preferivelmente por um software que extrai as
intensidades correspondentes a transi¢cdes predefinidas de fragmentos
ionizados pré-selecionados. Um desses softwares é o Skyline
(MacLean B et al. Skyline: an open source document editor for creating
and analyzing targeted proteomics experiments. Bioinformatics. 2010
Apr 1; 26(7):966-8., http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btq054),
um aplicativo de andlise de dados de espectrometria de massa em
experimentos de aquisicdo de dados independentes para
monitoramento de reacfes paralelas. Esse software também pode ser
usado em relacdo a coeluicdo do peptideo marcado com isétopos para
fins de especificidade, assim como para extrair as intensidades de
transicOes especificas para processamento posterior.

[0047] Podem-se comparar grupos de peptideos restritos por um
mesmo alelo de HLA em amostras diferentes com base em um
anticorpo comum especifico para alelos usado para purificacdo, se
disponivel, ou, como alternativa, com base na atribuicdo de

sequéncias a alelos de HLA comuns por meio de padrbes de
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sequéncias de amino&cidos de ancoragem.

[0048] Por motivos estatisticos, prefere-se um método de acordo
com a presente invencdo no qual pelo menos uma repeticdo de
sequéncias de espectrometria de massa idénticas é realizada para
cada um do pelo menos um peptideo ligante de MHC.

[0049] Logo, ainda outro aspecto da presente invencéo refere-se a
um meétodo de acordo com a presente invencdo, que compreende
também selecdo para andlise de ligantes de peptideo e MHC
representados excessivamente, expressos em demasia e/ou
especificos para tumores.

[0050] Ainda outro aspecto da presente invencédo refere-se a um
método de acordo com a presente invenc¢ao, no qual o referido método
pode ser ou € realizado no ambito de um sistema de alto rendimento,
gue permite, preferivelmente, analisar 50 a 100 peptideos ligantes em
paralelo.

[0051] Em ainda outra modalidade preferida do método de acordo
com a presente invencéo, as etapas do referido método sao realizadas
na ordem indicada nas reivindicagcdes em anexo ou conforme descrito
anteriormente. Em ainda outro método preferido do método de acordo
com a presente invencdo, o referido método consiste nas etapas
descritas aqui e anteriormente.

[0052] Em ainda outro aspecto preferido do método de acordo com
a presente invencdo, o referido método refere-se a tratamentos e
diagnosticos personalizados. Para isso, as referidas amostras a serem
analisadas sédo derivadas de um unico individuo ou de um grupo de
individuos que sofrem de um mesmo problema clinico, conforme aqui
descrito. Além disso, um perfil personalizado de ligantes de MHC,
preferivelmente um perfil personalizado e quantificado de ligantes de
MHC especificos para uma doenca, baseado nos referidos peptideos

ligantes de MHC conforme quantificados, pode ser gerado com base
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no método de acordo com a presente invencdo, conforme aqui
descrito.

[0053] Mais preferivelmente de todos, o método de acordo com a
presente invencao é realizado in vitro.

[0054] Em outro aspecto preferido do método de acordo com a
presente invencdo, o referido método compreende também a etapa de
sintese, preferivelmente sintese quimica, dos referidos um ou mais
peptideos ligantes de MHC, conforme quantificados pelo referido
método em um sintetizador ou manualmente. Portanto, outro aspecto
da presente invencéo refere-se a um método de preparacdo de um
peptideo imunorreagente, no qual o peptideo é quantificado de acordo
com o método revelado e o peptideo é sintetizado quimicamente in
vitro ou in vivo. Os peptideos podem ser preparados por ligacédo
quimica dos aminoacidos empregando-se 0s métodos padrao
conhecidos na técnica.

[0055] Os peptideos podem ser preparados in vitro, por exemplo,
em sistemas acelulares ou in vivo usando células. Os peptideos
podem ser formulados conforme revelado, por exemplo, em
EP2111867 por Lewandrowski et al.

[0056] Ainda outro aspecto refere-se a um método de acordo com
a invencado, no qual é realizada uma etapa adicional de deteccdo de
linfécitos T. Por meio desse método, pode-se detectar especificamente
0 quanto um paciente ja possui linfécitos T dirigidos contra os
peptideos isolados e identificados. A realizacdo dessa etapa permite
aplicar, como vacina, apenas 0s peptideos contra 0s quais 0 paciente
ja possui linfécitos T. Em seguida, o peptideo pode ser usado para
ativar esses linfécitos T de forma especifica.

[0057] Outro aspecto refere-se ao método de acordo com a
presente invencdo, no qual a deteccdo de linfécitos T especificos

preexistentes é realizada marcando-se os linfécitos com complexos
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reconstituidos de moléculas apresentadoras de antigenos e peptideos
antigénicos.

[0058] Em ainda outra modalidade preferida do método de acordo
com a presente invencéao, o referido método exclui também o emprego
de células, linhagens celulares ou animais nocauteados.

[0059] Outra etapa opcional preferida da presente invencdo é um
controle de qualidade automatico baseado em moléculas repicadas
nas amostras em quantidades predefinidas.

[0060] Com o método de acordo com a presente invencéo, podem-
se também identificar peptideos especificos de pacientes, isto &,
podem-se identificar com precisdo os peptideos a serem usados para
vacinar um paciente a fim de induzir uma resposta imune especifica.
[0061] Outro aspecto da invengcao relaciona-se com uma
composicdo farmacéutica da invencdo que compreende quantidades
predefinidas de um ou mais peptideos de AAT e/ou de AAD
guantificados pelo método de acordo com a presente invencao.

[0062] A composicdo pode ser aplicada, por exemplo, por via
parenteral, por exemplo, subcutanea, intradérmica ou intramuscular,
ou pode ser administrada por via oral, dependendo da formulacdo e da
doenca a ser abordada. Para esse fim, os peptideos sédo dissolvidos
ou suspensos em um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
preferivelmente um veiculo aquoso, e a composicdo pode
compreender aditivos como, por exemplo, solu¢cbes tampao, agentes
ligantes, etc. Os peptideos também podem ser administrados
conjuntamente com substancias imunoestimulantes, por exemplo,
citoquinas.

[0063] De acordo com um aspecto da invencdo, os peptideos
podem ser empregados para tratamento de doencgas tumorais ou para
preparar um farmaco para tratamento de doencas tumorais. As

doencas tumorais a serem tratadas compreendem tanto tumores
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sélidos, tais como cancer renal, de mama, pancreatico, gastrico,
testicular ou de pele, como canceres hematologicos (por exemplo,
leucemia mieloide aguda). Essa lista de tumores é apresentada
apenas a titulo exemplificativo e sem nenhum intuito de limitar a area
de aplicac&o da presente invencgao.

[0064] Os peptideos também podem ser empregados para avaliar
a evolucdo de uma doenca tumoral ao longo do tratamento.

[0065] Os peptideos também podem ser empregados para
monitorar um tratamento no caso de outras imunizacbes ou
tratamentos. Portanto, o peptideo pode ser usado tanto para
tratamento como para diagnostico.

[0066] Outro aspecto da presente invencao refere-se ao uso dos
peptideos conforme quantificados para gerar um anticorpo. De
maneira geral, o0s anticorpos policlonais podem ser obtidos
imunizando-se animais por meio de injecdo dos peptideos seguida de
purificacdo da imunoglobulina. Os anticorpos monoclonais podem ser
gerados de acordo com protocolos padronizados conhecidos na
técnica.

[0067] A presente invencdo € especialmente relevante para
abordagens baseadas em anticorpos, pois o nimero de cépias do alvo
na superficie celular de uma célula alvo determina e/ou reflete se o
alvo pode ser atingido por anticorpos e, se puder, quais meios efetores
podem ser utilizados, tais como farmacos conjugados, toxinas,
anticorpos com dupla especificidade que recrutam células T ou outras
células efetoras. Outros aspectos referem-se ao uso nesse contexto
das chamadas moléculas formadoras de suporte ("scaffolding”), tais
como aptameros (oligomoléculas de acidos nucleicos ou peptideos
que se ligam a alvos) e/ou receptores soluveis de células T (TCRs).
Assim como ocorre com 0s anticorpos, o numero de copias determina

a afinidade necessaria e as funcbes efetuadas pelas referidas
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moléculas de suporte.

[0068] A estimulagdo de uma resposta imune depende da
presenca de antigenos reconhecidos como estranhos pelo sistema
imune do hospedeiro. A descoberta da existéncia de antigenos
associados a tumores levantou a possibilidade de usar o sistema
imune do hospedeiro para intervir no crescimento tumoral. Varios
mecanismos para acionar os compartimentos humoral e celular do
sistema imune vém sendo explorados para imunoterapia do cancer.
[0069] Alguns elementos especificos da resposta imune celular
podem reconhecer e destruir células tumorais de maneira especifica.
O isolamento de linfocitos T citotoxicos (LTC) de populacbes de
células infiltrantes de tumor ou do sangue periférico sugere que tais
células podem desempenhar um importante papel nas defesas imunes
naturais contra o cancer. Em particular, as células T CD8-positivas que
reconhecem moléculas de classel do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), que normalmente possuem 8 a 12
residuos derivados de proteinas ou proteinas produtos de defeitos
ribossémicos (DRIPS, "defect ribosomal products”) localizadas no
citosol, desempenham um importante papel nessa resposta. As
moléculas do MHC humano também sdo designadas antigenos
leucocitarios humanos (HLA, "human leucocyte antigen").

[0070] As moléculas de classe | do MHC, que podem ser
encontradas na maioria das células nucleadas que apresentam
peptideos resultantes da clivagem proteolitica de proteinas
principalmente enddgenas, citosdlicas ou nucleares, DRIPS e
peptideos maiores. Entretanto, 0s peptideos derivados de
compartimentos endossOmicos ou de fontes exdogenas também séo
frequentemente encontrados em moléculas de classe | do MHC. Na
literatura, esse modo de apresentacdo por meio de moléculas de

classel, que ¢é diferente do modo classico, € denominado
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apresentacéao cruzada.

[0071] Para que os linfocitos T citotoxicos reconhecam as
proteinas como antigenos especificos para ou associados a tumores e
possam ser usados em tratamentos, alguns requisitos precisam ser
atendidos. O antigeno deve ser expresso sobretudo por células
tumorais e relativamente pouco ou nada em tecidos normais
saudaveis. Outrossim, € desejavel que o respectivo antigeno, além de
estar presente em apenas um determinado tipo de tumor, apresente
concentracdes elevadas (isto é, numero de copias do respectivo
peptideo por célula). Os antigenos especificos para ou associados a
tumores sdo frequentemente derivados de proteinas que participam
diretamente da transformacdo de uma célula normal em uma célula
tumoral devido a uma funcéo; por exemplo, controle do ciclo celular ou
apoptose. Além disso, alvos distais da proteina causadora direta da
transformacédo podem ser regulados positivamente e, portanto,
associarem-se indiretamente ao tumor. Tais antigenos associados
indiretamente a tumores também podem ser alvos de abordagens
vacinais. Em ambos os casos, € essencial que 0s epitopos estejam
presentes na sequéncia de aminoacidos do antigeno, pois tal peptideo
("peptideo imunogénico") derivado de um antigeno associado a tumor
ou a uma doenca pode levar a uma resposta de células T in vivo ou in
vitro.

[0072] Basicamente, qualquer peptideo capaz de se ligar a uma
molécula do MHC pode funcionar como epitopo de células T. Um pré-
requisito para inducdo de resposta de células T in vitro ou in vivo € a
presenca de uma célula T com um TCR correspondente e auséncia de
tolerancia imunolégica para o epitopo em questdo. Portanto, os AATS
sao um ponto de partida para o desenvolvimento de vacinas contra
tumores. Os métodos utilizados para identificar e caracterizar os AATs

baseiam-se na utilizacdo de LTC que podem ser isolados de pacientes
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ou de individuos saudaveis ou baseados na geracdo de diferentes
perfis de transcricdo ou perfis diferentes de expressdo de peptideos
em tumores e em tecidos normais (Lemmel et al. 450-54;Weinschenk
et al. 5818-27). Entretanto, a identificacdo de genes expressos
acentuada ou seletivamente em tecidos tumorais ou em linhagens
tumorais humanas ndo proporciona informagdes precisas sobre a
utilizacdo dos antigenos transcritos a partir desses genes em
imunoterapias. Isso ocorre porque apenas uma subpopulagéo
individual de epitopos desses antigenos € apropriada para tal
aplicacdo, pois é preciso que haja um linfécito T com um TCR
correspondente e pouca ou nenhuma tolerancia imunologica a esse
epitopo em particular. Portanto, é importante selecionar apenas
peptideos de proteinas expressas demasiada ou seletivamente e
apresentadas em associacdo com moléculas do MHC contra as quais
se pode encontrar uma célula T funcional. Tais células T funcionais
sdo definidas como células T que, quando estimuladas por um
determinado antigeno, podem se expandir de forma clonal e sao
capazes de executar funcdes efetoras ("células T efetoras").

[0073] Considerando os graves efeitos colaterais e despesas
associadas ao tratamento do cancer, existe uma premente
necessidade de métodos prognosticos e diagnosticos melhores.

[0074] O termo "peptideo” é aqui utilizado para designar uma série
de residuos de aminoacidos conectados uns aos outros, tipicamente
por ligacbes peptidicas entre os grupamentos alfa-amino e carbonila
de aminoacidos adjacentes. Preferivelmente, os peptideos possuem 9
aminoacidos de comprimento, mas podem ter apenas 8 aminoacidos
de comprimento ou até 10, 11, 12, 13 ou 14 aminoacidos de
comprimento.

[0075] O termo "oligopeptideo” € aqui utilizado para designar uma

série de residuos de aminoacidos conectados uns aos outros,
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tipicamente por ligacdes peptidicas entre os grupamentos alfa-amino e
carbonila de aminoacidos adjacentes. O comprimento do oligopeptideo
ndo € essencial para a invencdo, conquanto 0 epitopo ou epitopos
corretos sejam nele mantidos. Os oligopeptideos tipicamente possuem
menos de 30 residuos de aminoacidos de comprimento e mais de
cerca de 14 aminoacidos de comprimento.

[0076] O termo "polipeptideo” designa uma série de residuos de
aminoacidos conectados uns aos outros, tipicamente por ligacdes
peptidicas entre o0s grupamentos alfa-amino e carbonila de
aminoacidos adjacentes. O comprimento do polipeptideo nao é
essencial para a invencéo, conquanto 0s epitopos corretos sejam nele
mantidos. Ao contrario dos termos peptideo e oligopeptideo, o termo
polipeptideo designa apenas moléculas com mais de cerca de 30
residuos de aminoacidos.

[0077] Um peptideo, oligopeptideo, proteina ou polinucleotideo
gue codifica tal molécula € "imunogénico" (e, portanto, "imunogénico”
no escopo da presente invengéo) se for capaz de induzir uma resposta
imune. No caso da presente invencdo, a imunogenicidade é definida
mais especificamente como a capacidade de induzir uma resposta de
células T. Portanto, um "imunogénio" seria uma molécula capaz de
induzir uma resposta imune e, no caso da presente invencdo, uma
molécula capaz de induzir uma resposta de células T.

[0078] Um "epitopo” de células T requer um peptideo curto ligado
a um receptor do MHC classe | formando um complexo ternario
(cadeia alfa do MHC classe I, beta-2 microglobulina e peptideo), que
pode ser reconhecido por receptores de célula T que se ligam ao
complexo MHC-peptideo com afinidade apropriada. Os peptideos que
se ligam a moléculas de MHC classe | geralmente possuem 8 a 14
aminoacidos de comprimento, e mais tipicamente 9 aminoacidos de

comprimento.
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[0079] Na presente descricdo, a invencdo € descrita empregando
o cancer como exemplo. Contudo, o método da invencdo também
pode ser aplicado a doencas infecciosas, doencas autoimunes e
infeccOes parasitarias, conquanto haja uma resposta imune baseada
no MHC classe I.

[0080] A invencdo sera descrita mais detalhadamente nos
exemplos a seguir, mas sem limitar-se aos mesmos. Nas Figuras e
nas Listas de Sequéncias a seguir:

[0081] A Figura 1 mostra um esquema geral da abordagem
experimental de acordo com a presente invencgao.

[0082] A Figura 2 mostra uma analise comparativa por MS de uma
mistura de TUMAPs com 10 fmol por TUMAP da Tabelal. Cada
peptideo produz um sinal de MS diferente, permitindo detecta-los
individualmente. O peptideo 5 ndo consta da Tabela 1, isto &, as
sequéncias 1 a 4 da Tabela 1 correspondem aos numeros 1 a 4 da
Figura 2 e as sequéncias 5 a 11 da Tabela 1l correspondem aos
nameros 6 a 12 da Figura 2.

[0083] A Tabela 2 também né&o lista os peptideos 19, 21 e 22
constantes da Figura 2, isto €, as sequéncias 13 a 18 da Figura 2
correspondem aos n°s. 12 a 17 da Tabela 2, a sequéncia 20 da
Figura 2 corresponde ao n°. 18 da Tabela 2 e as sequéncias 23 a 28
da Figura 2 correspondem aos n°s 19 a 24 da Tabela 2.

[0084] A Figura 3 mostra o principio do método interno padréo.
Uma curva de calibracdo € gerada titulando-se uma versdo marcada
por is6topo (mostrada em cinza-claro) do TUMAP. Para todas as
afericbes por MS, uma quantidade constante de outra versao marcada
por isotopo do peptideo padrdo interno do TUMAP (mostrado em
cinza-escuro) € repicada nas amostras para analise por MS. Uma
curva de calibracdo é calculada por regressao logistica a partir da

relacdo entre sinais de MS. O limite inferior de quantificacdo (LIQ) é
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definido por inspecéao visual, considerando-se o desvio da linearidade.
As "amostras de quantificacdo” (mostradas em verde) representam
intensidades de sinal medidas em amostras tumorais selecionadas de
acordo com os numeros absolutos de TUMAPSs quantificados.

[0085] A Figura 4 mostra as curvas de calibracdo dos TUMAPSs de
HLA-A*02 selecionados para quantificagdo absoluta. Os resultados de
MS para os TUMAPs observados em diferentes amostras tumorais
usadas para analise de contagem absoluta de TUMAPs por célula
("amostras de quantificacao") sdo mostrados em cada tabela.

[0086] A Figura 5 mostra outras curvas de calibracdo dos TUMAPs
de HLA-A*02 selecionados para quantificacao absoluta. Os resultados
de MS para os TUMAPs observados em diferentes amostras tumorais
usadas para analise de contagem absoluta de TUMAPs por célula
("amostras de quantificacao") sdo mostrados em cada tabela.

[0087] A Figura 6 mostra as curvas de calibracdo dos TUMAPSs de
HLA-A*24 selecionados para quantificacdo absoluta. Os resultados de
MS para os TUMAPs observados em diferentes amostras tumorais
usadas para analise de contagem absoluta de TUMAPs por célula
("amostras de quantificacdo") sdo mostrados em cada tabela.

[0088] A Figura 7 mostra outras curvas de calibracdo dos TUMAPs
de HLA-A*24 selecionados para quantificacdo absoluta. Os resultados
de MS para os TUMAPs observados em diferentes amostras tumorais
usadas para analise de contagem absoluta de TUMAPs por célula
("amostras de quantificacdo") sdo mostrados em cada tabela.

[0089] A Figura8 mostra a variacdo estimada em ensaios
repetidos de MS em todos os TUMAPs analisados. Cada ponto
representa o coeficiente de variacdo (CV em %) em ensaios repetidos
de MS de um TUMAP individual em uma determinada amostra de
tecido patoldgico. A mediana dos CVs para todos os TUMAPs é

considerada como variacdo média das repeticbes de sequéncias de
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MS.

[0090] A Figura 9 mostra a eficiéncia do isolamento de complexos
de peptideo com MHC. A eficiéncia do isolamento de complexos
peptideo-MHC foi determinada em 8 amostras positivas para TUMAPSs
de A*02 (A) e em 6 amostras positivas para TUMAPs de A*24 (B). A
eficiéncia do isolamento varia em média 24% para TUMAPSs de A*02 e
32% para TUMAPs de A*24 (C).

[0091] A Figura 10 mostra métodos de analise do contetddo de
DNA. A. Comparacdo de trés métodos diferentes de interpolacédo de
uma contagem celular para uma determinada quantidade de DNA. A
curva padréo foi preparada a partir de linhagens de células tumorais
(cinza-escuro), de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) e de doadores saudaveis (cinza). Também foi utilizado o peso
tedrico de um genoma humano diploide (cinza-claro). As réplicas
bioldgicas, isto €, preparacfes independentes de lisados de tecidos de
partes diferentes de um mesmo tumor, aparecem destacadas em
cinza. B. Grafico da curva padrao de CMSP, que foi usada para
determinar a contagem celular total de amostras de tecido analisadas
durante a quantificacdo absoluta de TUMAPS.

[0092] A Figura 11 mostra as contagens celulares determinadas
em amostras de tecido solidas congeladas. Analise de contagens
celulares de amostras tumorais positivas para A*02 e A*24 (A) e a
variacdo estimada das contagens celulares analisadas (B). As réplicas
bioldgicas aparecem destacadas em cinza.

[0093] A Figura 12 mostra os resultados de cépias de peptideos
por célula para TUMAPs de HLA-A*02. Oito céanceres gastricos
diferentes foram analisados, sendo 3 deles em duplicata. As duplicatas
bioldgicas aparecem agrupadas e destacadas em cinza. O LIQ refere-
se ao intervalo de quantificacdo em um experimento de MS e é

extrapolado para uma amostra, e os LIQ especificos de TUMAPS, isto

Petic&0 870200001101, de 03/01/2020, pag. 32/67



28/45

€, 0 menor numero de copias quantificAvel em uma amostra especifica
de um TUMAP especifico (mostrado em cinza).

[0094] A Figura 13 mostra outros resultados de copias de
peptideos por célula para TUMAPs de HLA-A*02. Oito canceres
gastricos diferentes foram analisados, sendo 3 deles em duplicata. As
duplicatas bioldgicas aparecem agrupadas e destacadas em cinza. O
LIQ refere-se ao intervalo de quantificagdo em um experimento de MS
e é extrapolado para uma amostra, e os LIQ especificos de TUMAPS,
isto €, o menor numero de coépias quantificavel em uma amostra
especifica de um TUMAP especifico (mostrado em cinza).

[0095] A Figura 14 mostra os resultados de copias de peptideos
por célula para TUMAPs de HLA-A*24. Seis canceres gastricos
diferentes foram analisados, sendo 3 deles em duplicata. As duplicatas
biologicas aparecem agrupadas e destacadas em cinza. O LIQ refere-
se ao intervalo de quantificacdo em um experimento de MS e é
extrapolado para uma amostra, e os LIQ especificos de TUMAPS, isto
€, 0 menor numero de copias quantificAvel em uma amostra especifica
de um TUMAP especifico (mostrado em cinza).

[0096] A Figura 15 mostra outros resultados de copias de
peptideos por célula para TUMAPs de HLA-A*24. Seis canceres
gastricos diferentes foram analisados, sendo 3 deles em duplicata. As
duplicatas biolégicas aparecem agrupadas e destacadas em cinza. O
LIQ refere-se ao intervalo de quantificacdo em um experimento de MS
e é extrapolado para uma amostra, e os LIQ especificos de TUMAPs,
isto €, o menor nuamero de cépias quantificavel em uma amostra
especifica de um TUMAP especifico (mostrado em cinza).

[0097] A Figura 16 mostra o teste do efeito de um repique de
amostras com 500 fmol de peptideos livres no preparado de
mondémeros de MHC e peptideo. Conforme indicado, os peptideos

livres na analise ndo influenciaram significativamente os peptideos.
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resultados de ensaios de
DNA wusando Qubit HS

(fluorescéncia) comparado com uma curva padrdao. As amostras

[0098]
reprodutibilidade do

A Figural7 mostra o0s

isolamento de

(derivadas de canceres como o CPCNP) mostram homogeneidade
suficiente. O DNA foi isolado de 3 aliquotas de 50 pl.

[0099]
tabelas 1 e 2, que foram selecionados para quantificacdo absoluta de

As SEQ N°. 1 a 24 correspondem aos peptideos das

acordo com os exemplos.

Exemplos:
[00100]

ambito de AATs e cancer. A invencdo ndo se restringe aos exemplos,

Os exemplos a seguir descrevem o método da invencéo no

que constituem tdo somente uma modalidade preferida da invengéo.
Para os fins da presente invencao, todas as referéncias aqui citadas
ficam integralmente incorporadas por referéncia.

Tabela 1: TUMAPs de HLA-A*02 selecionados para quantificacéo

absoluta

[00101] Onze peptideos foram selecionados para quantificacao
absoluta

N°. Caodigo do peptideo Sequéncia

1 IGF2BP3-001 KIQEILTQV
2 FAP-003 YVYQNNIYL
3 COL12A1-002 FLVDGSWSV
4 MXRA5-001 TLSSIKVEV
5 NCAPG-001 YLLSYIQSI
6 COL6A3-002 FLLDGSANV
7 WNT5A-001 AMSSKFFLV
8 F2R-001 TLDPRSFLL
9 HIF1A-001 ALDGFVMVL
10 MET-001 YVDPVITSI
11 CCNB1-002 ILIDWLVQV
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Tabela 2: TUMAPs de HLA-A*24 selecionados para quantificacéo
absoluta
[00102]

absoluta. Um dos peptideos (PLK4-001) ndo apresentou propriedades

Quatorze peptideos foram selecionados para quantificacao

adequadas para novos experimentos. Os 13 peptideos restantes foram

submetidos a experimentos de quantificacao absoluta.

No. Cddigo do peptideo Sequéncia

12 ASPM-002 SYNPLWLRI
13 SLC6A6-001 VYPNWAIGL
14 MMP3-001 VFIFKGNQF
15 CDC2-001 LYQILQGIVF
16 PLK4-001 QYASRFVQL
17 ASPM-001 RYLWATVTI
18 ATAD2-002 KYLTVKDYL
19 KIF2C-001 IYNGKLFDLL
20 MET-006 SYIDVLPEF
21 AVL9-001 FYISPVNKL
22 PPAP2C-001 AYLVYTDRL
23 UCHL5-001 NYLPFIMEL
24 UQCRB-001 YYNAAGFNKL
[00103] A quantificacdo de copias de TUMAPs por célula de

amostras de tumores solidos requer que cada um

a) dos TUMAPSs isolados seja quantificado

b) e andlise das informacfes sobre a perda de TUMAPs
durante o

c) isolamento e contagens celulares da amostra de tecido.
[00104]

experimental de acordo com a presente invencao.

A Figura 1 apresenta uma visdo geral da abordagem

Quantificacao de peptideos por nano-LC-MS/MS

[00105] Para quantificar peptideos com exatiddo usando
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espectrometria de massa, sd0 necessarios conhecimentos basicos e
especificos para o peptideo sobre a correlacdo entre a quantidade de
peptideo e o sinal de MS. A titulo exemplificativo, a mensuracao por
MS de uma mistura de peptideos com 10 fmol por peptideo revela que
o sinal de MS apresenta variagcbes grandes e especificas para
peptideos (Figura 2). Isso também implica que o intervalo no qual um
peptideo pode ser quantificado de forma confiavel por MS depende de
caracteristicas especificas do peptideo.

[00106] Além disso, a correlacdo linear entre a quantidade de um
peptideo especifico e o sinal de MS pode ser esperada apenas dentro
de um determinado intervalo. Portanto, 0s inventores decidiram
determinar uma curva de calibracdo individual para cada peptideo. O
intervalo de cada curva de calibracéo foi selecionado para refletir néo
apenas o intervalo de quantificacdo de um peptideo individual, mas
também o intervalo de sinais de MS para cada peptideo em amostras
de tumor analisadas anteriormente. O objetivo foi fazer com que cada
curva de calibragcdo compreendesse um intervalo de sinal de MS
especifico para o peptideo em pelo menos 80% das amostras de
rotina.

[00107] A geracdo de curvas de calibracdo exatas requer um
padrdo sintético, que precisa ser quantificado por um método
independente que possua as mesmas caracteristicas que os TUMAPs
naturais. Os inventores usaram TUMAPs marcados com dois isétopos,
isto €, dois aminoacidos marcados por isétopos foram incluidos
durante a sintese dos TUMAPs. As versfes duplamente marcadas
podem ser distinguidas dos TUMAPS naturais porque apresentam
diferenca de massa de 12 a 18 Daltons, dependendo de qual
aminoacido foi marcado. Além de seus efeitos sobre a massa, a
marcagao isotopica nao altera as propriedades do peptideo em

ensaios de MS, isto é, peptideos com a mesma sequéncia marcados
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com isétopos diferentes produzem sinais de intensidade idéntica em
ensaios de MS (Anderson et al., 2012). Apds a sintese, os TUMAPs
duplamente marcados foram quantificados com precisdo por analise
em nitrogénio para que se pudesse correlacionar exatamente a
guantidade de peptideo com o sinal da MS.

[00108] As curvas de calibragdo foram preparadas em pelo menos
trés matrizes diferentes, isto €,eluatos de peptideos de HLA obtidos de
amostras naturais semelhantes as amostras usadas rotineiramente
para MS. Todas as preparagcdes foram ensaiadas em duplicata. Para
compensar eventuais variacfes técnicas entre os lotes de MS, todas
as afericbes foram realizadas com um peptideo interno padrdo. A
proporcdo entre os sinais espectrométricos do peptideo titulado e do
padréo interno foi exibida em um grafico, e a curva de calibracao foi
calculada por regressdo logistica (Figura 3). O limite inferior de
quantificacdo (LIQ) foi determinado visualmente considerando-se o
desvio da linearidade. Se nao houvesse desvio evidente da
linearidade, tal como ocorreu para o peptideo FAP-003 (Figura 4), o
LIQ foi calculado a partir da relagdo média do peptideo presente em
menor quantidade. Nenhuma das curvas de calibragéo atingiu o limite
superior de quantificacdo, isto é, desvio da linearidade em
concentracdes mais elevadas.

[00109] Nos experimentos reais de quantificacdo realizados, o
padrdo interno foi adicionado a cada amostra em quantidades
idénticas a usada para gerar a curva de calibracdo. Em seguida, foi
calculada a proporcéo entre o peptideo natural e o peptideo padréo
interno. Esse "método de padronizagdo interna" €é comumente
empregado na quantificacdo de proteinas por MS, por exemplo, para
analise de biomarcadores em amostras biolégicas (Sturm et al., 2012;
Prasad and Unadkat, 2014; Sato et al., 2012). A Figura 4 e a Figura 5

mostram as curvas de calibracdo e os valores medidos de HLA-A*02
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em amostras de tumores reais, enquanto a Figura6 e a Figura7
mostram esses resultados para todos os TUMAPs selecionados para
quantificacéo absoluta.

[00110] A fim de estimar a variacdo das afericGes quantitativas por
espectroscopia de massa, calculou-se o coeficiente de variacdo (CV
%) do conteudo peptidico de cada amostra de MS. Os CVs por
amostra de espectroscopia de massa foram exibidos em graficos, e a
variagao global de afericbes por espectrometria foi estimada como o
CV mediano (Figura 8).

Eficiéncia do isolamento de peptideo e MHC

[00111] Assim como em qualquer processo de purificagcdo de
proteinas, o isolamento de proteinas de amostras de tecidos esta
associado com perda parcial da proteina pesquisada. Para determinar
se o isolamento de TUMAPs foi eficaz, foram gerados complexos
peptideo-MHC para todos o0os TUMAPs selecionados para
qguantificacdo absoluta. A fim de distinguir os complexos peptideo-
MHC repicados dos complexos naturais, foram usados TUMAPSs
marcados por um unico isétopo, isto €, um aminoacido marcado por
is6topo foi introduzido durante a sintese dos TUMAPs. Esses
complexos foram repicados em lisados de tecidos preparados frescos,
isto €, no momento mais precoce possivel do procedimento de
isolamento de TUMAPSs, e depois capturados da mesma forma que os
complexos de peptideo com MHC naturais na purificacéo por afinidade
realizada em seguida. Portanto, a afericdo da recuperacdo de
TUMAPs com marcacdo Unica permite tirar conclusdes sobre a
eficiéncia do isolamento de TUMAPSs naturais especificos.

[00112] A eficiéncia do isolamento foi determinada em 13 amostras
selecionadas para quantificacdo absoluta de TUMAP, sendo 7
positivas para HLA-A*02, 5 positivas para HLA-A*24 e 1 positiva dupla
para HLA-A*02 e A*24. Oito amostras positivas para A*02 foram
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analisadas para caracterizar a eficiéncia do isolamento de TUMAPSs de
A*02 e 6 amostras positivas para TUMAPs de A*24 (Figuras 9A e B).
Os resultados sugerem que, para a maioria dos peptideos, a eficiéncia
do isolamento é semelhante em varias amostras de tecido. Por outro
lado, a eficiéncia do isolamento varia de peptideo para peptideo. Isso
sugere que a eficiéncia de isolamento, embora tenha sido determinada
em poucas amostras de tecidos, pode ser extrapolada para qualquer
outra preparacdo de tecidos Entretanto, € necesséario analisar cada
TUMAP individualmente, pois a eficiéncia do isolamento de um
peptideo pode ndo ser extrapolavel para outros.

[00113] Em alguns poucos casos, a eficiéncia de isolamento é alta
demais e pouco realista ou apresenta variagdes acentuadas, por
exemplo, para o peptideo NCAPG-001 (Figura 9A). Nos casos em que
a eficiéncia ndo pbde ser determinada, por exemplo, devido a
dificuldades de quantificacdo de peptideos especificos (por exemplo,
LIQ elevado para os peptideos CCNB1-002 e ASPM-001) ou a
eficiéncia calculada ultrapassou 100%, os inventores supuseram gque a
eficiéncia de isolamento foi de 100%. Essa abordagem € conservadora
e provavelmente sobrestima a eficiéncia do isolamento, fazendo, em
tltima analise, com que o numero de cépias de peptideo por célula
seja subestimado.

[00114] Para estimar a variagcdo da eficiencia do isolamento de
TUMAPSs, os coeficientes de variacdo (CV em %) do isolamento de
TUMAPs individuais de 6 a 8 amostras foram apresentados em um
grafico (Figura 9C). Ao todo, a variacdo média dos TUMAPs de A*02
foi de 24% e a de TUMAPSs de A*24 32%.

Determinacdo de contagens celulares em tecidos solidos

congelados

[00115] Outro fator essencial para calcular o niumero de copias de

peptideos por célula é a estimativa da contagem total de células em
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amostras teciduais usadas para isolar TUMAPs. Os inventores
optaram por empregar analise de conteudo de DNA, pois este método
pode ser aplicado a diversos tipos de amostras de origens diferentes
e, especialmente, a amostras congeladas (Forsey and Chaudhuri,
2009; Alcoser et al., 2011; Alcoser et al., 2011; Silva et al., 2013).
[00116] Devido a heterogeneidade intratumoral, a contagem celular
precisa ser determinada em uma fracdo tecidual representativa da
totalidade da amostra empregada para isolar TUMAPs. O lisado
tecidual preparado durante o isolamento do TUMAP é uma amostra
apropriada para andlise de DNA, posto que é mais homogénea que
uma fracdo do tecido sdélido. Uma vez isolado o DNA, a concentracao
total de DNA foi quantificada em um ensaio baseado em fluorescéncia
(Life Technologies, Qubit HS DNA Assay) e o conteudo total de DNA
das amostras foi calculado.

[00117] Para calcular as contagens de células a partir de uma
determinada quantidade de DNA, os inventores consideraram dois
métodos diferentes: Primeiro, o nimero de células pode ser estimado
a partir da massa tedrica do genoma humano, que foi estimada em
cerca de 6,67 pg de DNA por genoma diploide (Alcoser et al., 2011,
Konigshoff et al., 2003). Uma alternativa é empregar amostras com
contagem de células conhecidas para preparar uma curva padrédo de
DNA empregando os mesmos métodos usados para as amostras de
tecidos. Esse método compensa eventuais efeitos do procedimento de
isolamento e quantificacdo do DNA, melhorando assim a exatidao dos
resultados. Os inventores prepararam duas curvas padrao diferentes:
uma de sete linhagens de células tumorais e a outra de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de seis doadores
saudaveis.

[00118] Para comparar esses trés métodos de avaliagdo (massa

tedrica de DNA e duas curvas padrdao diferentes baseadas em
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células), o numero de células por grama de tecido foi calculado para
varias amostras (Figura 10A). Os calculos realizados usando a
linhagem  celular padrdo indicaram  contagens  celulares
significativamente menores (subestimadas em até 3,6 vezes) que 0
uso do padrdo com CMSP. Isso era esperado, pois linhagens de
célula Tumorais geralmente possuem propor¢cdes mais elevadas de
células aneuploides, cujo conteudo de DNA €é mais elevado, que
CMSPs diploides saudaveis. Na literatura, a proporcdo de tumores
gastricos diploides varia de 25% a 67%, dependendo do estudo
(Hiyama et al., 1995; Tamura et al., 1991; Wiksten et al., 2008; Zhang
et al., 2005; Sugai et al., 2005). Como a ploidia e a proporcao de
células aneuploides das amostras de tecido s&do desconhecidas,
ambas as curvas padrdo podem apresentar apenas uma estimativa da
verdadeira contagem celular, sem considerar todas as propriedades de
uma determinada amostra de tecido. Outras fontes de variabilidade
sao o desconhecimento do estado de proliferacdo da amostra de
tecido e a presenca de células necréticas. Em particular, a dobra do
conteudo de DNA em células em proliferacdo aumenta a quantidade
de DNA em relagdo ao numero de células, introduzindo, portanto, um
viés na contagem de células. Em duas amostras de tecido géstrico
normal, o niamero de células por grama de tecido calculado pelos
inventores foi menor que nas amostras tumorais com qualquer das trés
técnicas.

[00119] Para adotar uma abordagem conservadora, 0s inventores
decidiram usar a curva padrao de CMSP (Figura 10B). Isso pode
sobrestimar a contagem celular em amostras de tecido obtidas de
por¢cdes com alta propor¢cao de células diploides, fazendo com que a
contagem de coOpias de peptideos seja subestimada em tais amostras,
mas nunca sobrestima 0 numero de copias de peptideo por célula em

nenhuma amostra.
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[00120] Para andlise das amostras teciduais selecionadas para
guantificacéo absoluta de TUMAPS, os inventores isolaram DNA de 2 a 3
aliquotas de lisado de tecido, e cada preparacédo de DNA foi quantificada
2 a 3 vezes em um ensaio baseado em fluorescéncia. As contagens de
células (totais e por grama de tecido) foram calculadas a partir do
conteudo total de DNA usando a curva padrdo de CMSP (Figura 11A).
Para obter uma estimativa da variacédo global da analise das contagens
celulares, o coeficiente de variagéo (%) foi determinado inicialmente ao
nivel de cada amostra ou, quando disponivel, de uma réplica biolégica
(isto é, preparacbes independentes de lisado de tecido de partes
diferentes de um mesmo tumor). Esse calculo levou em conta a variacéo
entre as aliquotas do lisado de tecido e também das mensuracdes em
réplicas usando o ensaio fluorescente. Esses CVs sdo mostrados na
Figura 11B, e a variacao total foi determinada a partir da mediana dos
CVs mostrados. A variabilidade pode ser explicada parcialmente por que
os lisados de tecidos ndo foram inteiramente homogeneizados, isto €,
restaram algumas particulas de tecido com células ndo dissociadas que
elevaram a contagem de células individuais para réplicas de isolados
individuais (ver, por exemplo, GC816T na Figura 11A).

Copias de peptideo por célula

[00121] A partir de dados de quantificacdo de peptideos por nano-
LC-MS/MS ("peptideo total"), da eficiéncia do isolamento de TUMAP
("% de eficiencia de isolamento”) e da contagem celular de cada
amostra de tumor disponivel, pode-se calcular o nUmero de cépias de
TUMAP por célula de acordo com a seguinte férmula:

[00122] A quantidade total de peptideo foi calculada a partir dos
resultados de 2 a 4 experimentos de nano-LC-MS/MS
("peptideo/sequéncia [fmol]") usando as curvas de calibracdo

mostradas nas Figuras 4 a 7.

1
peptideo [ l]) 6,022x10%3[—] peptideo em eluato [uL]
1015 [fm_"ll] Amostra para MS por sequéncia[uL]
mo

Total de peptideo = (

sequéncia
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100% (2)

% do lisado usado para isolar TUMAPs

[00123] Apenas medi¢cdes de MS acima do LIQ, conforme definidas
pelas curvas de calibracdo, sdo usadas para calcular os numeros
absolutos de copias de peptideos. O LIQ refere-se a quantidade de
TUMAPs em um ensaio de nano-LC-MS/MS ("LIQ/sequéncia [fmol]").
[00124] O numero de copias por ceélula para todos os peptideos
guantificaveis variou de 50 a 30.000 copias por célula (ver Tabela 3).
Tabela 3: Viséo geral do numero de copias por célula de TUMAPs
de HLA-A-*02 e HLA-A-*24

[00125] TUMAPs de HLA-A*02 foram analisados em 8 amostras e
de HLA-A*24 em 6 amostras. nq = nao quantificado porque a

guantidade de peptideo estava abaixo do LIQ

Alelo de Cadigo do peptideo Quantificado em n Cépias por célula (intervalo de
HLA amostras amostras individuais e replicados
(% das amostras biolégicos)
analisadas)
A*02 IGF2BP3-001 1 (13%) 350-450
A*02 FAP-003 1 (13%) 200-250
A*02 COL12A1-002 0 (0%) nq
A*02 MXRA5-001 1 (13%) 450
A*02 NCAPG-001 1 (13%) 1000
A*02 COL6A3-002 0 (0%) nq
A*02 WNT5A-001 1 (13%) 400
A*02 F2R-001 5 (63%) 50-300
A*02 HIF1A-001 3 (38%) 9000-30000
A*02 MET-001 2 (25%) 200-250
A*02 CCNB1-002 0 (0%) nq
A*24 ASPM-002 0 (0%) nq
A*24 SLC6A6-001 2 (33%) 1000-5000
A*24 MMP3-001 2 (33%) 100-250
A*24 CDC2-001 0 (0%) nq
A*24 ASPM-001 0 (0%) nq
A*24 ATAD2-001 2 (33%) 1500-6000
A*24 KIF2C-001 1 (17%) 3500
A*24 MET-006 3 (50%) 2500-13500
A*24 AVL9-001 4 (67%) 1000-10000
A*24 PPAP2C-001 5 (83%) 200-1500
A*24 UCHL5-001 1 (17%) 2500
A*24 UQCRB-001 1 (17%) 900

[00126] Para visualizar o LIQ no ambito de cépias de "peptideo por
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célula", o "LIQ por célula" foi calculado para cada TUMAP de cada
amostra usando as duas formulas apresentadas anteriormente. Como
as amostras apresentavam contagens celulares diferentes, cada
amostra apresenta um LIQ por célula diferente. (Ver Figuras 12 e 13
para TUMAPs de A*02 e 14 e 15 para TUMAPs de A*24.)

Estimativa do erro na quantificacdo absoluta de TUMAPS

[00127] Para estimar a variagdo da quantificacdo absoluta de
TUMAPSs, os inventores consideraram a variagdo relativa dos trés
principais resultados experimentais, conforme descrito anteriormente:

a) a quantidade de TUMAPs isolados, que apresentou
desvio relativo de 1,8% (A*02) e 2,1% (A*24)

b) a eficiéncia do isolamento de TUMAPS, que apresentou
desvio relativo de 24% (A*02) e 32% (A*24)

c) a contagem celular da amostra de tecido mostrou
desvio relativo de 27%
[00128] Supondo que as variaveis apresentam distribuicdes
normais, o erro relativo (o) de "cOpias por célula" pode ser calculado
obtendo-se a raiz quadrada da soma dos erros relativos quadraticos

de cada variavel.

Ocopias = \/ (Ocontagem total de células)2 + (Gtotal de peptideo)z + (Geficiencia de isolamento)?
[00129] Com os valores mencionados anteriormente, o coeficiente
de variacdo para o numero total de cépias de peptideo por célula € de
cerca de 36 % para peptideos de HLA-A*02 e 42% para peptideos de
HLA-A*24. Para apresentar uma impressdo da variabilidade dos
resultados, foram calculados o erro absoluto e relativo de coépias de
peptideo por célula para um modelo de amostra e peptideo.
(Tabela 4).

Tabela 4. Exemplo de calculo do erro absoluto e relativo na

guantificacdo absoluta de TUMAPs para um peptideo modelo
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valor A*02 A*24

Erro Erro Erro Erro

relativo | absoluto relativo | absoluto

(%) (%)
Contagem  total de | 1x108 27% - 27% -
células por amostra
Peptideo total [fmol] 16,25 1,8% - 2,1% -
Eficiéncia do isolamento | 10% 24% - 32% --
de peptideos ligados a
MHC
Copias de peptideo por | 1000 36% 360 42% 420
célula

[00130] Esse modelo de calculo sugere que, para a analise
complexa e multietapa da quantificacdo absoluta, a variagdo dos
resultados ainda se encontra em um intervalo aceitavel. Para alguns
TUMAPSs individuais, o erro relativo pode se desviar do erro médio aqui
calculado. O numero de coépias de TUMAP por célula pode ser
comparado quantitativamente entre TUMAPs diferentes para permitir
gque os TUMAPs sejam priorizados para selecdo de anticorpos e/ou
receptores sollUveis de células T como alvos apropriados.

Comparacdo do método de TUMAP com outros meétodos

conhecidos e publicados

[00131] Nunca havia sido demonstrada uma abordagem exata para
quantificacdo absoluta do numero de copias de peptideos associados
a MHC por célula. Mais importante, os métodos publicados
anteriormente para quantificacdo de peptideos ligados ao MHC
empregando analise de MS nao consideraram a perda antigénica que
ocorre durante a preparacdo da amostra (Tan et al., 2011; Hogan et
al., 2005). O grupo de Peter A. von Velen publicou recentemente um
método para "quantificacdo exata de peptideos ligados a MHC"
(Hassan et al., 2014). Nessa nota técnica, foi usada uma abordagem

para quantificar dois antigenos de histocompatibilidade menores —
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LB-NISCH-1A e LB-SSR1-1S — em células EBV-LCL JYpp65.

Entretanto, as etapas especificas desse experimento sdo bastante

diferentes, conforme mostrado nas tabelas a seguir.

Tabela 5: Comparacdo dos métodos de quantificacdo de TUMAPSs

de Hassan et al. e da presente invencgéo

Hassan et al.

Presente invencao

Curvas de
calibracao de
peptideos

Usadas apenas para determinar o
intervalo linear, pressupondo-se que
todos os peptideos apresentam a
mesma correlacdo entre quantidade
de peptideo e sinal de MS (inclinagéo
=1).

Para determinar o intervalo linear e o
LIQ e quantificar os peptideos, deve-
se considerar a correlagéo especifica
para cada peptideo entre quantidade
e sinal de MS.

Quantificagao de

Calibracdo com um ponto: sinal em

Método padrdo interno, baseado na

etapa realizada para reduzir a

complexidade da amostra.

peptideos relacdo ao padrdo com peptideo | curva de calibracéo especifica para o
repicado peptideo e quantificagdo de
amostras préoximas do LIQ.
Eficiéncia do | Complexos MHC-peptideo repicados | Complexos MHC-peptideo repicados
isolamento em lisado apés lise por 2 horas e | diretamente apdés homogeneizagéo
depuracao por centrifugagdo, | do tecido, isto é, no momento mais
desconsiderando-se a perda de | precoce do isolamento de peptideos.
peptideo nessas etapas.
Amostras Linhagem celular Tecido de tumores so6lidos
Preparacgéo de | Etapa adicional de cromatografia em | Uso imediato de um
amostras C18 antes da nano-LC-MS/MS final, | imunoprecipitado e amostra filtrada

para nano-LC-MS/MS

Determinacdo do

naimero de células

Contagem de células durante a
preparagdo do "pellet" (aglomerado)

celular.

Andlise do contetdo de DNA de

lisados de tecidos soélidos

Calculo do erro

Considera apenas a variagdo de
replicados de MS (CV 0,1% a 7,1%),
mas nao a variacdo do isolamento de
peptideos ligantes de MHC (26% e
91% respectivamente) e da

contagem celular.

As variagcbes em replicados de MS
(CV médio de 1,8% a 2,1%), a
eficiéncia do  isolamento  de
peptideos ligantes de MHC (CV
médio de 24% a 32%)

determinacdo da contagem celular

e a

(CV médio de 27%) foram
consideradas.
[00132] Os dois peptideos analisados por Hassan et al.

apresentaram numeros de coépias entre 800 a 5300 (desvio relativo

74%) no primeiro e 3000 a 12.000 (desvio relativo 60%) coOpias no
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segundo replicado biologico. O motivo dessa varia¢do nao foi discutido
claramente, mas ela pode ter sido causada pelo uso de instrumentos
de espectrometria de massa diferentes.

[00133] Em resumo, espera-se que o método mais refinado da
presente invencao permita obter resultados mais exatos e confiaveis.

Quantificacao de peptideos com poucas copias

[00134] Os dados apresentados na tabela a seguir foram gerados
para demonstrar a capacidade do meétodo da invencdo. Alguns
peptideos identificados apresentavam pouquissimas copias, tais como
o PDE11-001. Pode-se observar que 0 método permite a
determinacéo de a partir de 10 cépias do peptideo por célula.

Tabela 6: Quantificacdo de peptideos com poucas copias

[00135] CP: Céancer de prostata; a sequéncia PDE11-001 é
ALLESRVNL (SEQ N°. 25)

Codigo do | Copias por celula N°. de amostras

peptideo |Min.|Mediana|Méax.| >LIQ > LD [avaliavel Fonte/HLA
Peptideo 1 | 20 20 20 1 5 16 NSCLC/A*02
Peptideo 2 | 10 30 300 13 16 17 NSCLC/A*02
Peptideo 3 | 10 30 50 4 10 18 NSCLC/A*02
Peptideo 4 | 10 30 100 17 17 19 NSCLC/A*02
Peptideo 5 | 20 20 90 7 8 11 NSCLC/A*02
Peptideo 6 | 10 20 50 6 6 10 NSCLC/A*02
Peptideo 7 [< 10 30 200 9 12 15 PC/A*02
PDE11-001|< 10 10 30 8 9 10 PC/A*02

[00136] O PDE11-001 é um peptideo ligante de HLA-A*02 derivado
da fosfodiesterase 11A (PDE11A), que catalisa a hidrolise de cAMP e
cGMP e regula negativamente as respectivas vias de sinalizacao.
Mutacbes da PDE11A ja foram associadas com hiperplasia
adrenocortical e com formas familiares de tumores testiculares de
células germinativas. O peptideo foi detectado em amostas de cancer

de prostata e também em carcinoma hepatocelular, pancreatico e de
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células renais, mas ndo em outros tecidos.
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REIVINDICACOES

1. Método de quantificacao absoluta de pelo menos um peptideo ligante de
MHC em uma célula, sendo que o referido método é caracterizado pelo fato de
gue compreende:

a) preparar células que apresentam o referido pelo menos um peptideo
ligante de MHC a partir de uma amostra bioldgica compreendendo células
selecionadas dentre uma amostra de tecido, amostra de sangue, amostra de
tumor ou uma amostra de um tecido infectado compreendendo as ditas células,
compreendendo digestdo enzimatica de tecidos e/ou lises celular;

b) determinar a contagem celular da referida preparacdo da etapa a)
compreendendo um método selecionado dentre contagem de nucleos celulares,
determinacao fotométrica de DNA, determinacao fluorimétrica de DNA ou PCR
guantitativa;

c) adicionar uma quantidade conhecida do referido pelo menos um
peptideo ligante de MHC e/ou complexo peptideo-MHC a ser quantificado a
referida preparacao da etapa a) diretamente apds homogeinizacdo de tecido
("adicao I");

d) isolar pelo menos um peptideo ligante de MHC da referida preparagao
da etapa c) a fim de obter um eluato de peptideo;

e) adicionar uma quantidade conhecida de pelo menos um peptideo
ligante de MHC a ser quantificado ao referido eluato de peptideo ("adicao II");

f) realizar uma andlise de espectrometria de massa do referido pelo
menos um peptideo ligante de MHC para gerar pelo menos um:

aa) sinal da eficiéncia do isolamento na etapa d);
bb) sinal da quantidade conhecida do referido pelo menos um peptideo
ligante de MHC conforme adicionado na etapa e); e

cc) sinal do referido pelo menos um peptideo ligante de MHC das
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referidas células preparadas na etapa a); e

g) quantificar o referido pelo menos um peptideo ligante de MHC com

base em uma comparacao de sinais conforme obtidos na etapa f) com

aa) a contagem celular conforme obtida;

bb) a quantidade conhecida do referido pelo menos um peptideo ligante
de MHC e/ou complexo peptideo-MHC a ser quantificado conforme adicionado
na etapa c); e

cc) aquantidade conhecida do referido pelo menos um peptideo ligante
de MHC a ser quantificado conforme adicionado na etapa e); em que a
guantificacdo compreende gerar uma curva de calibracao especifica de peptideo
e determinar o limite inferior de quantificacdo (LLOQ) para o referido pelo menos
um ligante de peptideo de MHC a ser quantificado;

pelo que uma quantificacao absoluta de pelo menos um peptideo ligante
de MHC em uma célula é obtido para o referido pelo menos um peptideo ligante
de MHC se a quantidade quantificada estiver acima do LLOQ como determinado.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que
o referido pelo menos um peptideo ligante de MHC é selecionado de um
peptideo associado a tumor (AAT) ou peptideo associado a doenca (AAD).

3. Método de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda a determinacao da quantidade de pelo menos um tipo
de molécula do HLA na referida preparacao da etapa a).

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um complexo peptideo-MHC
conforme adicionado e/ou pelo menos um peptideo ligante de MHC conforme
adicionado sao marcados e, preferivelmente, marcados diferencialmente por
isétopos.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4,
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caracterizado pelo fato de que o isolamento consiste em cromatografia, tal
como cromatografia por afinidade.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda a selecao para analise de
peptideos ligantes de MHC super apresentados, superexpressos e/ou especificos
para tumores.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6,
caracterizado pelo fato de que o referido método é capaz de ser realizado ou é
realizado em uma base de alto rendimento.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que
o referido método consiste nas etapas (a) a (g) conforme nela definida.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que a(s) referida(s) amostra(s) bioldgicas é(sao)
derivadas de um unico individuo ou de um grupo de individuos que sofrem da
mesma condi¢cao médica.

10. Método de acordo com a reivindicacao 9, caracterizado pelo fato de
gue compreende ainda a etapa de geracao de um perfil personalizado de ligante
de MHC, preferivelmente um perfil personalizado de ligante de MHC especifico

para doencga, com base nos referidos peptideos ligantes de MHC quantificados.
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