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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la o metodd de cuantificare absolutd a peptidelor de cancer
restrictionate de HLA procesate natural, adicd determinarea numdrului de copii ale peptidelor
prezentate per celuld. Prezenta inventie nu poate fi utilizatd numai pentru dezvoltarea de terapii cu
anticorpi sau vaccinuri peptidice, insd este, de asemenca, extrem de valoroasi pentru o
imunomonitorizare definitd molecular si este utild in procesele de identificare a unor noi antigeni
peptidici pentru strategii imunoterapeutice, cum ar fi vaccinurile respective, terapii bazate pe
anticorpi sau aborddri privind transferul adoptiv de celule T in cancer, boli infectioase si/sau boli
autoimune.

Domeniul inventiei

Dezvoltarea imunoterapeuticii anticanceroase si a imunoterapiilor pentru boli autoimune
si infectioase care vizeazd inducerea bratului de celule T al sistemului imunitar pentru a lupta
impotriva cancerului ar putea fi imbundtatitd substantial printr-o cunoastere profunda a nivelurilor
de prezentare ale peptidelor legate de antigenul leucocitar uman (HLA) pe tesuturi bolnave
primare. Aceste informatii sunt relevante pentru terapii bazate pe anticorpi sau vaccinuri peptidice
in special, precum si pentru orice alt tip de vaccin cu celule T bazat pe entitdti moleculare precum
proteine, ADN sau ARN. Acest tip de date cantitative nu a fost disponibil anterior pentru tesut
derivat de la pacient pe o copie absolutd per scara celulara.

O metoda de identificare a peptidelor precum cea de mai sus, care evitd problema asociati
cu ,.imunologia inversd” a fost descrisd in EP1508047B1. Dupa cum s-a descris mai sus, aceasti
metodd nu poate fi utilizatd pentru cuantificarea peptidelor mentionate. O altd metoda care
utilizeazd o strategie de marcare a fost descrisd in WO 2005/076009, care a permis o anumita
cuantificare, insd nu la o scard absolutd. Au fost descrisi alti marcatori, de exemplu, in WO
03/025576 sau de citre Martin et al. in Proteomics 2003, 3, 2208-2220.

O altd metoda a fost descrisd de Fortier et al. (The MHC class I peptide repertoire is
molded by the transcriptome, JEM, Vol.205, No. 3, March 17, 2008, 595-610). Aceastd metoda
are dezavantajul ca necesitd disectia peptidelor legate de MHC din peptidele care nu se leaga de
MHC datorita elutiei acide. Aceasta se realizeazd folosind linii celulare b2m-knockout: Astfel,
aceasti metodd nu poate fi utilizati pentru materialele primare tumorale de la pacient. in metoda,
timocitele murine primare au fost comparate cu linia celulard murind EL4. Cantitatile initiale au
fost ajustate prin misurarea moleculelor MHC 1. Acest lucru in sine este o restrictie puternici a
metodei descrisd de Fortier et al. Mai mult, nu a fost aplicatd o normalizare, asa cum ar fi necesara
pentru tesuturi primare de diferite dimensiuni si origine tisulard. In schimb, s-au folosit materiale
de pornire echilibrate, normalizarea devenind depdsitd. Cu toate acestea, normalizarea este absolut
necesard pentru materialele primare (de la pacient).

WO02011/128448 descrie o metodd pentru identificarea cantitativd a antigenilor peptidici
legati de HLA relevante din probe de fesut primar la scara larga, fard abordari de marcare. Metoda
cuprinde etapele de furnizare a cel putin unui esantion de tesut primar bolnav si a cel pufin unui
esantion de tesut primar sinitos, de preferintd corespunzitor tesutului bolnav, prin izolarea
liganzilor peptidicic MHC din esantioancle mentionate, efectuarea unei analize HPLC-MS pe
peptidele ligand MHC mentionate, extragerea (zonei) de intensitate a semnalului ionic precursor
pentru fiecare semnal, asa cum rezultd din analize, identificarea secventelor peptidelor ligand
MHC mentionate si a pasilor de normalizare si pasilor de control al calititii datelor pentru a
cuantifica relativ liganzii peptidici MHC mentionati fira marcare.

Hassan et al. (in: 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) descriu o abordare in care se prepard monomeri
peptidd-MHC (hpMHC) marcati cu izotopi si acestia se adaugd direct dupa liza celulard, adici
inainte de procesarea obisnuiti a esantionului. Folosindu-se aceastd abordare, se pot lua in
considerare toate pierderile din timpul procesdrii esantionului si se permite determinarea exactd a
liganzilor specifici prezentati de MHC de clasa 1. Studiul identifici precis etapa de imunopurificare
ca fiind originea pierderilor destul de extreme in timpul pretratirii esantionului si oferd o solutie
pentru luarea in considerare a acestor pierderi. Strategia prezentatd poate fi utilizata pentru a obtine
o imagine fiabild a numdrului de copii ale epitopului si, deci, se considerd ci permite imbundtafirea
designului vaccinului si a strategiilor pentru imunoterapie.

Stimularea unui rdspuns imunitar depinde de prezenta unor antigeni recunoscuti ca straini
de cdtre sistemul imunitar al gazdei.8 Descoperirea existenfei antigenilor asociafi tumorilor si
bolilor a creat posibilitatea de a folosi sistemul imunitar al gazdei pentru a interveni asupra
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cresterii tumorale. In prezent, imunoterapia cancerului exploreazi diferite mecanisme de
valorificare a ambelor componente, umoralj si celulard, ale sistemului imunitar.

Elemente specifice ale rdspunsului imunitar celular sunt capabile de a recunoaste si
distruge in mod specific celulele tumorale. Izolarea celulelor T citotoxice (CTL) din populatiile
celulare care infiltreaza tumorile sau din sangele periferic sugereazi ci aceste celule au un rol
important in reactia imunitard naturald impotriva cancerului. Celule T CD8-positive (T-CD8") in
special, care recunosc peptide legate de molecule de clasd I ale complexului major de
histocompatibilitate (MHC). Aceste peptide, de obicei de 8 pani la 12 reziduuri aminoacidice, sunt
derivate din proteine sau produse ribozomale defecte (DRIPS) localizate in citosol si joacd un rol
important in acest raspuns. Moleculele MHC umane sunt desemnate, de asemenea, ca antigeni
leucocitari umani (HLA).

Existd doud clase de molecule MHC: moleculele MHC de clasd I, care se pot gisi pe
majoritatea celulelor care prezintd un nucleu. Moleculele MHC sunt compuse dintr-un lant greu
alfa si din beta-2 microglobuline (receptori MHC de clasi I) sau, respectiv, dintr-un lant alfa si un
lant beta (receptori MHC de clasa II). Conformatia lor tridimensionald prezintd o incizurd de
legare care este folositd pentru interactiuni necovalente cu peptide. MHC de clasi I prezinti
peptide care rezultd din clivajul proteolitic al proteinelor predominant endogene, DRIP si peptide
mai mari. Moleculele MHC de clasa Il se pot gdsi numai pe celulele ,,profesioniste” prezentatoare
de antigen (APC) si prezintd initial peptidele unor proteine exogene sau transmembranare captate
de APC prin endocitoza si care sunt procesate ulterior. Complexele de peptide si moleculele MHC
de clasa I sunt recunoscute de limfocitele T citotoxice CD8-pozitive purtdtoare de TCR (receptor
de celule T) adecvat, in timp ce complexele de peptidd si molecule MCH de clasd II sunt
recunoscute de celule T helper CD4-pozitive cu TCR adecvat. Este bine cunoscut faptul cd TCR,
peptida si MHC sunt prezente in raport stoechiometric 1:1:1.

Pentru ca o peptida sd declanseze (inducd) un raspuns imun celular, trebuie s se lege de o
moleculd MHC. Acest proces depinde de alelele moleculei MHC si de polimorfismele specifice
ale secventei de aminoacizi ai peptidei. Peptidele care leagi MHC de clasd I au de obicei o
lungime de 8-12 resturi de aminoacizi si contin doud resturi conservate (,,ancore”) in secventa
acestora, care interactioneazd cu incizura de legare corespunzitoare a moleculei MHC. Astfel,
fiecare alela MHC are un motiv de legare care controleazi capacitatea peptidei de a se lega
specific la incizura de legare.

In cazul reactiile imune dependente de MHC de clasi I, peptidele nu numai ci se pot lega
de anumite molecule MHC de clasd 1 exprimate de celulele tumorale, dar trebuie si fie si
recunoscute de celulele T care prezintd receptori specifici pentru celulele T (TCR).

Antigenii care sunt recunoscuti de limfocitele T citotoxice specifice tumorii, adicd
epitopii acestora, pot fi molecule derivate din toate categoriile de proteine, cum ar fi enzimele,
receptorii, factorii de transcriere etc. care sunt exprimate §i care, comparativ cu celulele
nemodificate cu aceeasi origine, sunt reglate pozitiv in celulele respectivei tumori.

Clasificarea curenti a antigenilor asociati tumorii sau bolii cuprinde urmatoarele grupe
principale:

Antigeni de cancer testicular: primii TAA [antigeni asociafi tumorii; antigenii asociati
bolii sunt abreviati DAA] identificati vreodata care pot fi recunoscuti de citre celulele T apartin
acestei clase si au fost denumiti initial antigeni de cancer testicular (CT), deoarece exprimarea
membrilor clasei se face in diferite tumori umane diferite din punct de vedere histologic si, la
nivelul tesuturilor naturale, are loc numai in spermatocite/spermatogoniile din testicul si,
ocazional, in placentd. Deoarece celulele testiculare nu exprimd molecule HLA de clasd I si 11,
acesti antigeni nu pot fi recunoscufi de celulele T in tesuturi normale si prin urmare pot fi
considerati specifici tumorii din punct de vedere imunologic specifice tumorii. Exemple bine
cunoscute de antigeni CT sunt membrii familiei MAGE sau NY-ESO-1.

Antigeni de diferentiere: aceste TAA sunt impartite intre tumori si tesuturi normale din
care provin tumorile; majoritatea sunt identificate in melanoame si melanocite normale. Multe
dintre aceste proteine derivate din melanocite sunt implicate in biosinteza melaninei si prin urmare
nu sunt specifice tumorii, dar sunt totusi folosite pe scald largd pentru imunoterapia cancerului.
Exemplele includ, fird a se limita la, tirozinazd si Melan-A/MART-1 pentru melanom sau PSA
pentru cancer prostatic.

TAA-uri supraexprimate: Genele care codificd TAA-uri larg exprimate au fost depistate
in tipuri histologice diferite de tumori precum si in multe tesuturi normale, in general cu niveluri
reduse de exprimare. Este posibil ca mulfi dintre epitopii procesati si posibil prezentati de
tesuturile normale sd fie sub nivelul prag pentru recunoasterea de citre celulele T, in timp ce
supraexprimarea lor in celulele tumorale poate declansa un raspuns anticanceros prin incilcarea
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tolerantei anterior stabilite. Exemplele cunoscute pentru aceasta clasd de TAA-uri sunt Her-2/neu,
survivina, telomeraza sau WT1.

Antigeni specifici tumorii: Aceste TAA unice apar din mutatii ale genelor normale (cum
ar fi B-catenina, CDK4 etc.). Uncle dintre aceste modificiri moleculare sunt asociate cu
transformari neoplazice si/sau progresie. Antigenii specifici tumorii sunt in general capabile sa
inducd un raspuns imunitar puternic fird a purta riscul unor reactii autoimune impotriva fesuturilor
normale. Pe de alti parte aceste TAA sunt in majoritatea cazurilor relevante numai tumorii exacte
din care au fost identificate si de obicei nu sunt comune mai multor tipuri individuale de tumori.

TAA-uri care apar prin modificdri anormale post-translatie: Aceste TAA pot apdrea din
proteine care nu sunt nici specifice, nici supraexprimate in tumori, dar care devin totusi asociate
tumorii prin procese post-translationale active in mod principal in tumori. Exemplele pentru aceste
clase apar din tipare de glicozilare alterati, care duc la epitopi noi in tumori cum ar fi pentru
MUCI sau evenimente de tip scindarea proteinei in timpul degraddrii, care pot sau nu si fie
specifice tumorii.

Proteine oncovirale: aceste TAA sunt proteine virale care pot juca un rol critic in procesul
oncogen si acestea, deoarece sunt strdine (nu au origine umana) pot evoca un riaspuns al celulelor
T. Exemple de astfel de proteine sunt proteinele papilomavirusului uman de tip 16, E6 si E7, care
sunt exprimate in carcinomul cervical.

Pentru ca proteinele si fie recunoscute de limfocitele T citotoxice ca antigeni specifici
tumori sau asociati tumorii ori antigeni specifici bolii sau asociati bolii si pentru a putea fi utilizate
in terapie, trebuie indeplinite anumite conditii prealabile. Antigenul trebuie si fie exprimat in
principal de celule tumorale sau celule infectate si deloc sau numai in cantitdti comparativ mici de
fesuturi sdndtoase normale, de exemplu mai putin cu factorul 5, 10 sau mai mult.

In bolile infectioase existd doud posibilitifi: in primul rnd, celulele infectate exprima un
antigen care nu este exprimat de celule sindtoase — asociat direct cu infectia — sau celulele
infectate supraexprimd un antigen exprimat numai in cantititi foarte mici de celule sindtoase —
supraexprimarea a unui antigen gasit in mod normal in peptidomul unei celule sanitoase.

Este, de asemenea, de dorit ca respectivul antigen s nu fie prezent intr-un singur tip de
tumoare, infectie sau tulpind si si fie prezent in concentratii mari (de exemplu, numar de copii per
celuld pentru respectiva peptidd). Antigenii specifici tumorii si asociati tumorii si antigenii
specifici bolii sau asociati bolii sunt adesea derivafi din proteine implicate direct in transformarea
unei celule normale intr-o celuld tumorald/infectatd datoritd unei functii, de exemplu in controlul
ciclului celular sau suprimarea apoptozei.

In cazul cancerului, tintele suplimentare din aval ale proteinelor care cauzeaza direct o
transformare pot fi reglate in sens crescitor si, prin urmare, pot fi asociate indirect tumorii. Acesti
antigeni asociati indirect tumorii pot fi de asemenea finta unei abordari de tip vaccinare (Singh-
Jasuja H., Emmerich N. P., Rammensee H. G., Cancer Immunol. Immunother. 2004 Mar; 453 (3):
187-95). In ambele situatii este esentiald prezenta epitopilor in secventa de aminoacizi a
antigenului, deoarece aceasta peptidi (,,peptidd imunogena™) derivatd din antigenul asociat tumorii
sau asociat bolii trebuie sd inducd un raspuns in vitro sau in vivo al celulelor T.

In principiu, orice peptida care se poate lega de o moleculi MHC poate functiona ca
epitop al celulei T. Cerinta prealabila pentru inducerea unui raspuns al celulelor T, in vitro sau in
vivo, este prezenta unei celule cu TCR corespunzdtor si absenta tolerantei imunologice pentru
acest anumit epitop.

Prin urmare TAA si DAA sunt un punct de plecare pentru dezvoltarea unui vaccin
tumoral. Metodele pentru identificarea si caracterizarea TAA si DAA sunt bazate pe utilizarea de
CTL care se pot izola de la pacienti sau subiecti sdnitosi sau sunt bazate pe generarea de profiluri
de transcriptie diferentiate sau tipare de exprimare diferenfiate pentru peptide intre tumori si
tesuturi normale.

Cu toate acestea, identificarea genelor supraexprimate in tesuturi tumorale sau linii
celulare tumorale umane sau exprimate selectiv in astfel de tesuturi sau linii celulare nu asigurd
informatii precise asupra utilizdrii antigenilor care se transcriu din aceste gene intr-un tratament
imunitar. Aceasta deoarece numai o subpopulatie individuald de epitopi ai acestor antigeni este
adecvati pentru o astfel de aplicatie deoarece o linie de celule T cu TCR corespunzdtor trebuie si
fie prezentd iar toleranfa imunologicd pentru acest anumit epitop trebuic si fie absentd sau
minimald. Este prin urmare important sd se selectioneze numai acele peptide ale proteinelor supra-
exprimate sau exprimate selectiv care sunt prezente in conexiune cu moleculele MHC impotriva
carora se pot identifica celule T functionale. Astfel de celule T functionale sunt definite ca celule T
care, la stimularea cu un anumit antigen, pot fi extinse clonal si pot executa functii efectoare
(,celule T efectoare”).
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Celulele T helper joacd un rol important in modularea rolului efector al CTL in
imunitatea anti-tumorald. Epitopii celulelor T care declanseaza un rdspuns din partea celulelor T
helper de tip THI sustin functiile efectorii ale celulelor T killer CD8-pozitive, care includ functii
citotoxice indreptate impotriva celulelor tumorale care prezintd pe suprafata celulard complexe
MHC/peptide asociate tumorii. Astfel, epitopii peptidei unei celule T helper asociate tumorii,
singuri sau asociati cu alte peptide asociate tumorii, pot servi ca ingredient farmaceutic activ al
formulelor de vaccin care ar stimula rdspunsul imun anti-tumoral.

Cunoasterea numarului exact de copii ale liganzilor HLA de clasi 1 sau de clasa II
prezentati este importanti in imunologia fundamentald si clinici. in prezent, cele mai bune
determindri ale numarului de copii se bazeazi pe spectrometria de masa, utilizind monitorizarea
reactiei unice (SRM) in combinatie cu o cantitate cunoscutad de peptidd marcata izotopic. Totusi,
aceste aborddri nu sunt incd suficient de precise pentru a putea fi utilizate in mod eficient in
aborddrile de mai sus.

Avand in vedere cele de mai sus, prin urmare, obiectivul prezentei inventii este de a
furniza o metodad pentru determinarea absolutd a numerelor de copii ale liganzilor HLA de clasi 1
sau de clasa II prezentati care si fie precisd, eficientd, usor de manipulat si, de asemenea, care
poate fi efectuati la un nivel de ,randament ridicat”. Alte obiecte si avantaje ale prezentei inventii
vor deveni cu usurintd evidente pentru specialist atunci cand studiazd urmdtoarea descriere, asa
cum este furnizata.

Intr-un prim aspect al prezentei inventii, obiectul inventiei este rezolvat printr-o metoda
de cuantificare absoluti a unui ligand peptidic MHC pe o celuld, respectiva metodd cuprinzand
a) prepararea de celule care prezinta ligandul peptidic MHC mentionat dintr-un esantion biologic
selectat dintr-un esantion de fesut, un esantion de singe, un esantion tumoral sau un esantion de
tesut infectat care cuprinde celulele mentionate, cuprinzand digestia enzimaticd a fesuturilor si/sau
liza celulara,

b) determinarea numarului de celule al preparatului mentionat la pasul a) cuprinzind o metoda
selectatd din numdrarca nucleilor celulari, determinarca fotometricd a ADN-ului, determinarea
fluorimetricd a ADN-ului sau PCR-ul cantitativ,

c) adadugarea unei cantitifi cunoscute de ligand peptida-MHC si/sau de complex peptidd-MHC
pentru a fi cuantificatd la preparatul mentionat la pasul a) direct dupd omogenizarea tesutului
(,,adifionare I”),

d) izolarea ligandului peptidic MHC din preparatul mentionat la pasul ¢) pentru a obtine un eluat
peptidic,

e) adiugarea unei cantititi cunoscute de cel putin un ligand peptidic MHC pentru a fi cuantificat
la eluatul peptidic mentionat (,,aditionare II”’) drept calibrant intern,

f) efectuarea unei analize de spectrometrie de masa pe respectivul ligand peptidic MHC

pentru a genera

aa) un semnal pentru eficienta izolarii de la pasul d),

bb) un semnal pentru calibrantul intern de la pasul e),

si

cc) semnalul pentru respectivul ligand peptidic MHC din respectivele celule preparate la pasul a)
si

g) cuantificarea ligandului peptidic MHC mentionat pe baza unei compardri a semnalelor
obtinute la pasul f) cu

aa) numarul de celule obtinut,

bb) cantitatea cunoscuti de ligand peptidd-MHC si/sau complex de ligand peptidd-MHC mentionat
pentru a fi cuantificati ca addugata la pasul c) si

cc) cantitatea cunoscutd de cel putin un ligand peptidic MHC care urmeaza si fie cuantificatd ca
adiugatd la pasul e), in care cuantificarea cuprinde calcularea unui raport intre semnalul
calibrantului intern de la pasul e) si semnalul ligandului peptidic MHC izolat si compararea
raportului cu o curbd de calibrare stabilitd a ligandului peptidic MHC si in care cuantificarea
cuprinde in continuare generarea unei curbe de calibrare specifice peptidei bazate pe un raport cu
calibrantul intern utilizat la aceeasi cantitate si determinarea celui mai scdzut nivel de cuantificare
(LLOQ) pentru ca respectivul ligand peptidic MHC si fie cuantificat, prin care s¢ realizeazad o
cuantificare absolutd a ligandului peptidic MHC pe o celuld pentru ligandul peptidic MHC daci
acea cantitate cuantificata este peste LLOQ, asa cum a fost determinat.

Intr-o metodd in conformitate cu prezenta inventie, in care mai multe esantioane sunt
analizate in paralel, pasul ¢) de mai sus poate fi omis odati ce eficienta de izolare a fost stabilita,
deoarece eficienta pentru un esantion poate fi utilizati pentru a estima eficienta izolarii pentru un
al doilea ligand peptidic MHC si/sau complex de ligand peptidic MHC (adica poate fi utilizat ca
valoare de referin{d incrucisatd).
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Metoda utilizeaza semnalul obfinut de la calibrarea internd (aditionare II) in ¢) ca o
referintd (de control) constantd si pastratd pentru semnalul obtinut de la cel pufin un ligand
peptidic MHC prin calcularea unui raport intre aceste doud semnale. Acest raport este comparat cu
curba de calibrare stabilitd, care include, de asemenea, calibrantul intern in aceeasi cantitate, de
preferintd utilizAndu-se o parte alicotd identica a unui astfel de calibrant intern. Curba de calibrare
descrie apoi relatia dintre aceste rapoarte si cantititile de peptidd. Vezi si Figura 3 si legenda
acesteia.

in mod surprinzitor, in contextul prezentei inventii, inventatorii au constatat ¢i, prin
combinarea pasilor de analizd de mai sus, pentru prima datd devine posibila cuantificarea absolutad
directd a nivelurilor de peptide restrictionate de MHC, de preferinta restrictionate de HLA, pe
cancer sau alte tesuturi infectate, in comparatie cu diferite tesuturi necanceroase sau tesuturi
neinfectate si organe neinfectate.

In contextul prezentei inventii, ,,aditionare” se referd la addugarea unei cantitdti sau
concentrafii cunoscute de cel pufin un ligand peptidic MHC cunoscut, de exemplu ligand peptidic
MHC nelegat (,liber”), pentru a fi cuantificat la un esantion, cum ar fi, de exemplu , un preparat
(denumit aici ,adifionare I’) sau un eluat peptidic (denumit aici ,adifionare II7).
Cantitatile/concentratiile de peptida (peptide) care trebuie addugate pot fi usor ajustate si depind,
cel putin partial, de esantionul care trebuie aditionat si de metoda utilizata pentru analiza.

Este preferatd o metodd in conformitate cu prezenta inventie in care cel pufin un ligand
peptidic MHC este selectat dintre o peptidd asociati tumorii (TAA) sau o peptida asociatd bolii
(DAA).

In metoda in conformitate cu prezenta invenfie in care respectivul esantion biologic
cuprinzand celule este selectat dintr-un esantion de tesut, un esantion de singe, un esantion de
tumoare sau un esantion de fesut infectat. In contextul prezentei inventii, esantioanele care sunt
derivate direct de la subiecti, de exemplu pacienti, sunt denumite esantioane ,,primare”, cum ar fi
esantioanele primare de tesut sau de tumoare, spre deosebire de esantioanele de linii celulare, cum
ar fi, de exemplu, liniile celulare tumorale stabilite. Probele pot fi proaspete sau conservate (de
exemplu, congelate sau preparate), atat timp cat sunt adecvate pentru metoda in conformitate cu
inventia. De preferat este un esantion biologic care nu include linii celulare permanente.

Ca exemplu preferat, seturile de peptide HLA din esantioancle de tesut (primar) congelat
prin soc pot fi obtinute prin precipitarea imund din tesuturi solide utilizindu-se, de exemplu,
anticorpul HLA-A, -B, -C-specific w6/32 sau anticorpul HLA-A*02-specific BB7.2 cuplat cu
sefarozd CNBr-activatd, urmatd de tratament acid si ultrafiltrare. Pentru diferite alele HLA pot fi
utilizati alti anticorpi cunoscuti in domeniu, deoarece existd, de exemplu, GAP-A3 pentru A*03,
B1.23.2 pentru alele B. Existd metode corespunzitoare pentru a obtine peptide MHC de clasi 1
pentru alte mamifere care sunt bine cunoscute in domeniu.

Metoda in conformitate cu inventia poate fi utilizatd, de asemenea, in contextul bolilor
infectioase, cum ar fi infectiile virale sau bacteriene, de exemplu febra dengue, Ebola, virusul
Marburg, tuberculoza (TB), meningita sau sifilisul, de preferat, metoda este utilizata pe tulpini de
organisme infectioase rezistente la antibiotice, boli autoimune, cum ar fi artrita, infectii parazitare,
cum ar fi malaria si alte boli, cum ar fi MS si boala Parkinson, atat timp cét fragmentul vizat este o
peptida legatd de MHC de clasa 1.

Exemple pentru boli autoimune (inclusiv boli care nu sunt declarate oficial boli
autoimune) sunt boala pulmonara obstructivd cronicd, spondilita anchilozantd, boala Crohn (unul
dintre cele doud tipuri de boalad intestinald inflamatorie (,,IBD”) idiopaticd), dermatomiozita,
diabetul zaharat de tip 1, endometrioza, sindromul Goodpasture, boala Graves, sindromul Guillain-
Barre (GBS), boala Hashimoto, hidradenita supurativa, boala Kawasaki, nefropatia IgA, purpura
trombocitopenicd idiopaticd, cistita interstitiald, lupusul eritematos, boala mixtd a tesutului
conjunctiv, morfeea, miastenia gravd, narcolepsia, neuromiotonia, pemfigus vulgar, anemia
pernicioasd, psoriazisul, artrita psoriazicd, polimiozita, ciroza biliard primard, policondrita
recidivantd, poliartrita reumatoidd, schizofrenia, sclerodermia, sindromul Sjogren, sindromul
persoanei rigide, arterita temporala (arterita cu celule gigante), colita ulcerativd (unul dintre cele
doud tipuri de boald intestinald inflamatorie (,,IBD”) idiopaticd), vasculita, vitiligo si
granulomatoza Wegener.

Prezenta inventie nu se limiteaza la bolile umane, ci poate fi utilizatd pentru mamifere, de
exemplu vaci, porci, cai, pisici, cdini, rozitoare (sobolani, soareci), capre si alte animale
domestice.

Metoda in conformitate cu prezenta inventie cuprinde prepararea celulelor cu, cel pufin
partial, digestie enzimaticd a tesuturilor si/sau liza celulara.
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Numarul de celule se determind utilizAndu-se o metoda selectatd din numdrarea nucleilor
celulari, determinarca fotometrica a ADN-ului, determinareca fluorimetrica a ADN-ului (cum ar fi,
de exemplu, utilizandu-se tehnologia Qubit®) si PCR-ul cantitativ.

Preferatd este si 0 metodd in conformitate cu prezenta inventie care cuprinde in plus
determinarea cantitatii de cel putin un tip de moleculda HLA 1in prepararea mentionatd de la pasul
a). Determinarea cantitatii se poate face utilizind metode comune in domeniu, cum ar fi metodele
care implicd anticorpi specifici, de exemplu intr-un ELISA, geluri, sortare celulard si/sau
cromatografie.

Preferatd este si o metodd in conformitate cu prezenta invenfie in care cel putin un
complex peptidi-MHC ca addugat si/sau cel putin un ligand peptidic MHC ca addugat sunt
marcate si, de preferintd, sunt marcate diferential. Marcatorii respectivi sunt cunoscuti
specialistilor in domeniu si includ marcatori izotopici, marcatori radioactivi si neradioactivi,
enzime si alte grupuri de mase preferabil diferite. De preferintd, marcarea este specificd pentru
peptidele specifice care trebuie cuantificate. Cel mai preferat este un TAA/TUMAP dublu marcat,
de exemplu in situatii in care sunt necesare doud aditiondri marcate diferential in acelasi
experiment (vezi exemplele de mai jos).

Este preferatd o metodd in conformitate cu prezenta inventie in care izolarea cuprinde
cromatografie, cum ar fi cromatografia de afinitate. Astfel, liganzii MHC/HLA izolati pot fi
separati in functie de hidrofobia lor prin cromatografie in fazi inversd (de exemplu, sistemul
nanoAcquity UPLC, Waters) urmatd de detectarea intr-un spectrometru de masa hibrid Orbitrap
(ThermoElectron). Fiecare esantion se analizeazd, de preferintd, prin achizitie de ruldri LCMS
replicate (de exemplu). Datele LCMS se proceseazd apoi prin analiza datelor Tandem-MS
(MS/MS).

Spectrele tandem-MS inregistrate intr-un mod tintit, concentrandu-se pe valorile m/z ale
peptidelor care urmeaza a fi cuantificate, se evalueazd, de preferinti, de un software care extrage
intensitifile ionilor fragmentari preselectafi ai tranzitiilor predefinite. Un exemplu de astfel de
software este 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), o aplicatie pentru analiza datelor de
spectrometric de masd ale experimentelor de achizitie independentd de date (DIA) pentru
monitorizarea reactiilor paralele (MS/MS {intit PRM). Acest software poate fi utilizat in ceea ce
priveste peptida marcatd cu izotop coeluant in scopuri de specificitate, precum si pentru a extrage
intensititile de tranzitie unice pentru procesare ulterioara.

Comparabilitatea grupelor peptidice restrictionate la aceeasi aleld HLA intre esantioane
diferite este posibild pe baza unui anticorp aleld-specific comun utilizat pentru purificare, daci este
disponibil, sau, alternativ, pe baza atribuirii de secvente alelelor HLA comune prin intermediul
modelelor de aminoacizi ancora.

Din motive statistice, este preferatd o metodd in conformitate cu prezenta inventie in care
se efectueaza cel pufin doud rulari de spectrometrie de masa replicate pentru fiecare cel putin o
peptida ligand MHC.

Astfel, inca un alt aspect al prezentei inventii se referd la o metodd in conformitate cu
prezenta inventie care cuprinde in plus selectarea de liganzi peptidici MHC suprareprezentati,
supraexprimati si/sau specifici tumorii pentru analiza.

Inca un alt aspect al prezentei inventii se referd la o metod in conformitate cu prezenta
inventie in care metoda mentionata este capabild de a fi realizatd sau este realizatd pe o baza de
randament ridicat, de preferintd analizarea in paralel a 50 pana la 100 de liganzi peptidici.

Intr-o altd concretizare preferati a metodei in conformitate cu prezenta inventie, pasii
metodei mentionate se efectueazi in ordinea indicati in revendicirile anexate sau ca mai sus. Intr-
o alti concretizare preferatd a metodei in conformitate cu prezenta inventie, respectiva metodd
constd din pasii indica{i mai sus si aici.

Intr-o altd concretizare preferati a metodei in conformitate cu prezenta inventie,
respectiva metoda se referd la terapia si diagnosticul personalizate. Pentru aceasta, esantionul
(esantioanele) analizate este (sunt) derivat(e) de la un individ sau dintr-un grup de indivizi care
suferd de aceeasi afectiune descrisd aici. De asemenea, se poate genera un profil de ligand MHC
personalizat, de preferintd un profil de ligand MHC cuantificat personalizat specific bolii, pe baza
liganzilor peptidici MHC mentionati cuantificati pe baza metodei in conformitate cu prezenta
inventie, asa cum este descrisa aici.

Cel mai preferabil, metoda in conformitate cu prezenta inventii se realizeaza in vitro.

Este descrisd o metoda care cuprinde in plus etapa de sintetizare, de preferintd sintetizare
chimicd, a respectivului ligand peptidic MHC cuantificat, prin metoda mentionatd, pe un
sintetizator sau manual. Este descrisd o metodd pentru prepararea unei peptide imunoreactive cu
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care o peptidd este cuantificatd conform metodei descrise si peptida menfionatd este sintetizata
chimic in vitro sau in vivo. Peptidele pot fi preparate prin legare chimicid a aminoacizilor prin
metode standard cunoscute in domeniu.

Peptidele pot fi preparate in vitro, de exemplu in sisteme fara celule, si in vivo, utilizandu-
se celule. Peptidele pot fi formulate conform descrierii din, de exemplu, EP2111867
(Lewandrowski et al.).

Este descrisd o metodd in care se efectuecazi un pas suplimentar, in care se detecteazi
prezenta limfocitelor T. Folosind aceastd metoda, este posibil si se detecteze in mod specific in ce
misurd limfocitele T tintite citre peptidele izolate si identificate sunt preexistente la pacienti. Prin
efectuarea acestui pas este posibil si se aplice sub formi de vaccin numai acele peptide impotriva
carora limfocitele T sunt deja preexistente la pacienti. Peptidele pot fi apoi utilizate pentru a activa
aceste limfocite T specifice.

Este descrisi o metodd in care detectarea limfocitelor T preexistente specifice se
realizeazd prin marcarea leucocitelor cu complexe reconstituite de molecule prezentatoare de
antigen si peptida antigenica.

Este descrisd o metodd in care metoda mentionatd exclude, in plus, utilizarea de celule,
linii celulare sau celule animale knock-out.

Este descris un control automat al calititii bazat pe molecule aditionate in esantioane in
cantitdfi definite.

Cu metoda descrisd, este posibil, de asemenea, sd se identifice peptidele specifice
pacientului, adica este posibil si se potriveascd cu precizie peptidele care urmeaza a fi utilizate ca
vaccin la pacient pentru a induce un rdspuns imun specific.

In prezenta descriere, inventia este descrisa folosindu-se ca exemplu cancerul. Cu toate
acestea, metoda inventivad se poate aplica si pentru boli infectioase, boli autoimune si infectii
parazitare, atat timp cat raspunsul imun respectiv implica MHC de clasa L

Inventia va fi descrisd in continuare in exemplele urmatoare, fard a se limita, totusi, la
acestea. In figurile insotitoare si lista de secvente,

Figura 1 prezinti o imagine de ansamblu schematici asupra abordirii experimentale in
conformitate cu prezenta inventie.

Figura 2 aratd o analizi MS comparativd a unui amestec TUMAP cu 10 fmol per TUMAP din
Tabelul 1. Fiecare peptidd are ca rezultat un semnal MS diferit care aratid detectabilitatea
dependenta de peptida. Peptida 5 nu este enumerati in Tabelul 1, adicad secventele 1-4 din Tabelul
1 corespund cu numerele 1-4 din Figura 2, iar secventele 5-11 din Tabelul 1 corespund cu
numerele 6—12 din Figura 2.

Mai mult, peptidele 19, 21 si 22 din Figura 2 nu sunt enumerate in Tabelul 2, adicd secventele 13—
18 din Figura 2 corespund cu numerele 12—17 din Tabelul 2, secventa 20 din Figura 2 corespunde
cu numdrul 18 din Tabelul 2, iar secventele 23-28 din Figura 2 corespund cu numerele 19-24 din
Tabelul 2.

Figura 3 aratd principiul metodei standard interne. Este generatd o curbd de calibrare prin titrarea
unei versiuni marcate cu izotop (reprezentatd cu gri deschis) a TUMAP. Pentru toate misuritorile
MS, o cantitate constantd de altd versiune marcatd cu izotop a peptidei standard interne TUMAP
(reprezentatd cu gri inchis) este aditionatd in esantioanele MS. Este calculatd o functie de curba de
calibrare din raportul semnalelor MS prin regresie logisticd. LLOQ este definit prin examinare
vizuald si ludnd in considerare abaterea de la liniaritate. ,Esantioancle de cuantificare”
(reprezentate cu verde) reprezintd intensitifile semnalului masurate in esantioane tumorale
selectate pentru cuantificarea absoluti a numerelor de TUMAP.

Figura 4 aratid curbe de calibrare ale TUMAP-urilor HLA-A*02 selectate pentru cuantificare
absoluta. Rezultatele SM ale TUMAP-urilor respective in esantioanele de tesut tumoral utilizate
pentru analiza numerelor absolute de TUMAP-uri per celuld (,,esantioane de cuantificare”) sunt
incluse in fiecare diagrama.

Figura 5 aratd curbe suplimentare de calibrare ale TUMAP-urilor HLA-A*02 selectate pentru
cuantificare absolutd. Rezultatele SM ale TUMAP-urilor respective in esantioancle de tesut
tumoral utilizate pentru analiza numerelor absolute de TUMAP per celuld (,esantioane de
cuantificare”) sunt incluse in fiecare diagrama.

Figura 6 aratid curbe de calibrare ale TUMAP-urilor HLA-A*24 selectate pentru cuantificare
absoluta. Rezultatele SM ale TUMAP-urilor respective in esantioanele de tesut tumoral utilizate
pentru analiza numerelor absolute de TUMAP per celuld (,esantioane de cuantificare™) sunt
incluse in fiecare diagrama.

Figura 7 aratd curbe suplimentare de calibrare ale TUMAP-urilor HLA-A*24 selectate pentru
cuantificare absolutd. Rezultatele SM ale TUMAP-urilor respective in esantioancle de tesut
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tumoral utilizate pentru analiza numerelor absolute de TUMAP per celuld (,esantioane de
cuantificare”) sunt incluse in fiecare diagrama.
Figura 8 arata variatia estimati a masurdtorilor MS replicate pentru toate TUMAP-urile analizate.
Fiecare punct reprezintd coeficientul de variatie (CV in %) pentru misurdtorile MS replicate
pentru un TUMAP individual intr-un esantion de tesut specific. Mediana valorilor CV pentru toate
TUMAP-urile este considerata o variatiec medie a masuratorilor MS replicate.
Figura 9 arata eficienta izoldrii pentru peptide-MHC. Eficienta izoldrii pentru peptide-MHC a fost
determinatd in opt esantioane A*02-pozitive pentru TUMAP-uri A*02 (A) si in sase esantioane
A*24-pozitive pentru TUMAP-uri A*24 (B). Eficienfa izoldrii variazi in medie cu 24% pentru
TUMAP-urile A*02 si, respectiv, cu 32% pentru TUMAP-urile A*24 (C).
Figura 10 prezintd metodele de evaluare a analizei continutului de ADN. A. Comparatie a trei
metode diferite pentru interpolarea unui numdr de celule dintr-o anumiti cantitate de ADN:
folosind o curba standard pregititd din linii celulare tumorale (gri inchis), din PBMC de la
donatori sdndtosi (gri) si folosind greutatea teoreticd a unui genom diploid uman (gri deschis).
Replicile biologice, adicad preparate de lizate tisulare independente din diferite parti ale aceleiasi
tumori, sunt evidentiate cu gri. B. Diagrama curbei standard PBMC, care a fost utilizatd pentru a
determina numdrul total de celule ale esantioanelor de tesut analizate in cuantificarea absolutd a
TUMAP-urilor.
Figura 11 aratd determinarea numarului de celule din esantioane de tesut solide, congelate. Analiza
numdrului de celule a esantioanelor tumorale A*02-pozitive si A*24-pozitive (A) si variatia
estimatd a analizei numirului de celule (B). Replicile biologice sunt evidentiate cu gri.
Figura 12 arata rezultate pentru copii peptidice per celuld pentru TUMAP-uri HLA-A*02. Au fost
analizate opt tumori de GC (cancer gastric) diferite, trei dintre ele in duplicate (duplicatele
biologice sunt grupate si evidentiate cu gri). LLOQ se referd la intervalul de cuantificare intr-un
experiment MS si este extrapolat la un LLOQ specific esantionului si specific TUMAP, adica cel
mai mic numdr de copii cuantificabil intr-un esantion specific pentru un TUMAP specific (descris
cu gri).
Figura 13 aratd rezultate suplimentare pentru copii peptidice per celuld pentru TUMAP-uri HLA-
A*02. Au fost analizate opt tumori de cancer gastric diferite, trei dintre ele in duplicate
(duplicatele biologice sunt grupate si evidentiate cu gri). LLOQ se referd la intervalul de
cuantificare intr-un experiment MS si este extrapolat la un LLOQ specific esantionului si specific
TUMAP, adicd cel mai mic numir de copii cuantificabil intr-un esantion specific pentru un
TUMAP specific (descris cu gri).
Figura 14 arata rezultate pentru copii peptidice per celuld pentru TUMAP-uri HLA-A*24. Au fost
analizate sase tumori de cancer gastric diferite, trei dintre ele in duplicate (duplicatele biologice
sunt grupate si evidentiate cu gri). LLOQ se referd la intervalul de cuantificare intr-un experiment
MS si este extrapolat la un LLOQ specific esantionului si specific TUMAP, adica cel mai mic
numdr de copii cuantificabil intr-un esantion specific pentru un TUMAP specific (descris cu gri).
Figura 15 aratd rezultate suplimentare pentru copii peptidice per celuld pentru TUMAP-uri HLA-
A*24. Au fost analizate sase tumori de cancer gastric diferite, trei dintre ele in duplicate
(duplicatele biologice sunt grupate si evidentiate cu gri). LLOQ se referd la intervalul de
cuantificare intr-un experiment MS si este extrapolat la un LLOQ specific esantionului si specific
TUMAP, adicd cel mai mic numir de copii cuantificabil intr-un esantion specific pentru un
TUMAP specific (descris cu gri).
Figura 16 aratd testarea unei influente a aditiondrii probelor folosindu-se 500 fmol de peptide
libere in preparatul de monomer MHC/peptidd. Peptida liberd din analizi nu are o influenta
substantiald pentru peptidele indicate.
Figura 17 aratd rezultatele testelor pentru reproductibilitatea izolirii ADN-ului utilizandu-se Qubit
HS (fluorescentd) in raport cu o curbd standard. Esantioancle (esantioane de cancer, cum ar fi
NSCLC (cancer pulmonar non-microcelular)) aratd omogenitate suficientd. ADN-ul a fost izolat
din parti alicote de 3 x 50 pl.

SEQ ID NO 1-24 prezintd peptidele din Tabelul 1 si Tabelul 2 care au fost selectate
pentru cuantificare absoluta conform exemplelor.
Exemple:

Urmdtoarele exemple descriu metoda inventiva in contextul TAA-uri/cancer. Inventia nu
se limiteaza la exemple, deoarece acestea sunt doar o variantd concretizatd a invenf{iei.
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Tabelul 1: TUMAP-uri HLA-A*02 selectate pentru cuantificare absolutd
Au fost selectate unsprezece peptide pentru cuantificare absoluti.

[NT. Cod peptida Secventd
1 IGF2BP3-001 KIQEILTQV
b FAP-003 YVYQNNIYL
COL12A1-002 FLVDGSWSV
4 MXRAS-001 TLSSIKVEV
5 INCAPG-001 YLLSYIQSI
COL6A3-002 FLLDGSANV
IWNTSA-001 AMSSKFFLV
F2R-001 TLDPRSFLL
9 HIF1A-001 ALDGFVMVL
10 MET-001 'YVDPVITSI
11 CCNB1-002 ILIDWLVQV
Tabelul 2: TUMAP-uri HLA-A*24 selectate pentru cuantificare absolutd
5 Au fost selectate paisprezece peptide pentru cuantificare absolutd. Proprietitile unei
peptide (PLK4-001) s-au dovedit a fi inadecvate pentru alte experimente. Pentru restul de 13
peptide au fost finalizat experimente de cuantificare absoluta.
Nr.  |Cod peptida Secventd
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 [YNGKLFDLL
bo  [MET-006 SYIDVLPEF
b1 |[AVL9-001 FYISPVNKL
h»  [PPAP2C-001 AYLVYTDRL
23  |UCHL5-001 NYLPFIMEL
24  |UQCRB-001 YYNAAGEFNKL
Cuantificarea copiilor de TUMAP per celuld in esantioane tumorale solide necesitd
10 (sub)cuantificarea
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a) TUMAP-ului izolat,
b) pierderea TUMAP-ului in timpul izolarii si
) numadrul de celule din esantionul de tesut analizat.

O imagine de ansamblu a aborddrii experimentale in conformitate cu prezenta inventie
este datd in Figura 1.

Cuantificarea peptidelor prin nanoLC-MS/MS

Pentru o cuantificare precisd a peptidelor prin spectrometric de masd (MS), sunt necesare
mai intai cunostinfele de baza despre corelatia specifici peptidelor dintre cantitatea de peptide si
semnalul MS. De exemplu, misurarea prin MS a unui amestec de peptide cu 10 fmol per peptida
aratd ca existi diferente mari specifice peptidelor in semnalul MS (Figura 2). Acest lucru implica,
de asemenea, ci intervalul in care o peptida poate fi cuantificati in mod fiabil prin MS depinde de
caracteristicile individuale ale peptidei.

In plus, o corelatie liniard intre cantitatea unei peptide specifice si semnalul MS poate fi
de asteptat numai intr-un anumit interval. Prin urmare, inventatorii au decis s determine o curbd
de calibrare individuala pentru fiecare peptida. Intervalul fiecirei curbe de calibrare a fost selectat
pentru a reflecta nu numai intervalul individual de cuantificare al peptidei, ci si intervalul de
semnale MS pentru fiecare peptidd din esantioanele tumorale analizate anterior. Scopul a fost ca
fiecare curb3 de calibrare si cuprindi intervalul de semnal MS specific peptidei de cel putin 80%
din esantioanele noastre de rutind.

Generarca curbelor de calibrare exacte necesiti un standard sintetic, care trebuic
cuantificat cu o metodd independentd si are aceleasi caracteristici ca si TUMAP-ul natural.
Inventatorii au folosit versiuni marcate dublu cu izotop ale TUMAP-ului, adica au fost inclusi doi
aminoacizi marcati cu izotop in timpul sintezei TUMAP-ului. Versiunile marcate dublu pot fi
distinse de TUMAP-ul natural printr-o diferen{d de masd de 12-18 Dalton in functie de
aminoacidul marcat. In afari de mas3, marcarea cu izotop nu modifici proprietitile peptidei in
MS, adica peptidele cu acelasi rezultat de secventd, insd cu marcaje cu izotop diferite duc la
aceleasi intensitdti ale semnalului MS (Anderson et al.,, 2012). Dupa sintezd, TUMAP-urile
marcate dublu au fost cuantificate cu precizie prin analiza azotului pentru a permite o corelatie
exactd intre cantitatea de peptide si semnalul MS.

Curbele de calibrare au fost preparate in cel putin trei matrice diferite, adicd peptida HLA
elueazd din probe naturale similare cu probele pentru MS de rutind si fiecare preparat a fost
misurat ruldri de MS duplicate. Pentru a compensa eventualele variatii tehnice intre ciclurile de
MS, a fost inclusi o peptidd standard internd in toate méasuritorile. Raportul semnalelor MS ale
peptidei titrate la standardul intern fix a fost reprezentat grafic, iar curba de calibrare a fost
calculatd prin regresic logisticd (Figura 3). Limita inferioard de cuantificare (LLOQ) a fost
determinata vizual ludndu-se in considerare abaterea de la liniaritate. Daci abaterea de la liniaritate
nu a fost evidentd, cum ar fi pentru peptida FAP-003 (Figura 4), pentru calcularea LLOQ a fost
utilizat raportul mediu al celei mai mici cantitifi de peptide. Limita superioard de cuantificare,
adica abaterea de la liniaritate la concentrafii mai mari, nu a fost atinsd pentru nicio curbd de
calibrare.

In experimentele de cuantificare propriu-zise, s-a addugat aceeasi cantitate din standardul
intern la fiecare proba ca pentru generarea curbei de calibrare si s-a calculat raportul dintre peptida
naturald si peptida standard internd. Aceastd ,,metodd standard internd” este 0 metodd comund in
cuantificarea proteinelor bazatd pe MS, de exemplu pentru analiza biomarkerilor in esantioane
biologice (Sturm et al., 2012; Prasad si Unadkat, 2014; Sato et al., 2012). Curbele de calibrare si
valorile masurate in esantioanele tumorale reale sunt aratate in Figura 4 si Figura 5 pentru HLA-
A*02 si In Figura 6 si Figura 7 pentru HLA-A*24 pentru toate TUMAP-urile selectate pentru
cuantificare absoluta.

Pentru a se estima variatia mdsuratorilor cantitative prin MS, a fost calculat coeficientul
de variatie (CV in %) al continutului de peptide pentru fiecare esantion de MS. CV-urile per
esantion de MS au fost reprezentate grafic si variafia generald a masurdtorilor prin MS a fost
estimatd ca CV median (Figura 8).

Eficacitatea izolarii peptidelor/MHC-urilor

In ceea ce priveste orice proces de purificare a proteinelor, izolarea proteinelor din
probele de tesut este asociatd cu o anumitd pierdere a proteinei de interes. Pentru a determina
eficienta izoldrii TUMAP-urilor, complexele peptididi-MHC au fost generate pentru toate
TUMAP-urile sclectate pentru cuantificare absolutd. Pentru a putea discrimina complexele
peptidd-MHC naturale de cele aditionate, s-au utilizat versiuni de TUMAP-uri marcate cu un
singur izotop, adicd in timpul sintezei TUMAP-urilor a fost introdus un aminoacid marcat cu
izotop. Aceste complexe au fost adifionate in lizate de tesut proaspat preparate, adica in cel mai
timpuriu punct posibil al procedurii de izolare a TUMAP-urilor, si apoi au fost capturate precum
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complexele peptidd-MHC naturale in urmaitoarea purificare de afinitate. Prin urmare, masurarea
recuperdrii TUMAP-urilor marcate cu un singur izotop permite concluzii cu privire la eficienta
izolarii TUMAP-urilor naturale individuale.

Eficienfa izoldrii a fost determinati in 13 esantioane care au fost selectate pentru
cuantificarea absolutd a TUMAP-urilor (7 HLA-A*02-pozitive, 5 HLA-A*24-pozitive si 1 HLA-
A*02/A*24 dublu-pozitiv). Pentru eficienta izoldrii au fost analizate opt esantioane A*02-pozitive
pentru TUMAP-uri A*02 si sase esantioane A*24-pozitive pentru TUMAP-uri A*24 (Figura 9 A,
B). Rezultatele sugereaza ci, pentru majoritatea peptidelor, eficienta izoldrii este comparabild intre
diferite esantioane de tesut. In schimb, eficienta izolirii difers intre peptidele individuale. Acest
lucru sugereaza ca eficienta izolarii, desi este determinati doar la un numdr limitat de probe de
fesut, poate fi extrapolatd la orice alt preparat tisular. Cu toate acestea, este necesar si se analizeze
fiecare TUMAP individual, deoarece eficienta izoldrii nu poate fi extrapolatd de la o peptida la
altele.

In cateva cazuri, eficienfa izoldrii este nerealist de mare si/sau variaza puternic, de
exemplu pentru peptida NCAPG-001 (Figura 9 A). In cazurile in care eficienta nu a putut fi
determinatd, de exemplu din cauza dificultdtilor de cuantificare dependente de peptide (de
exemplu, un nivel ridicat de LLOQ pentru peptidele CCNB1-002, ASPM-001) sau a fost calculatd
o eficientd mai mare de 100%, inventatorii au presupus o eficientd de izolare de 100%. Aceasta
este o abordare conservatoare care, cel mai probabil, supraestimeazd eficien{a izolarii §i, prin
urmare, duce in cele din urmd la o subestimare a copiilor peptidice per celuld.

Pentru a estima variafia eficientei izoldrii TUMAP-urilor, a fost reprezentat grafic
coeficientul de variatie (CV in %) pentru izolarea TUMAP-urilor individuale din 6—8 esantioane
(Figura 9 C). In ansamblu, variatia medie pentru TUMAP-urile A*02 este de 24%, iar pentru
TUMAP-urile A*24 de 32%.

Determinarea numadrului de celule in tesut solid, congelat

Un alt factor critic pentru calcularea numirului de copii peptidice per celuld este
estimarea numadrului total de celule din esantioanele de fesut utilizate pentru izolarea TUMAP-
urilor. Inventatorii au decis sd utilizeze analiza continutului de ADN, deoarece aceastd metoda este
aplicabila unei game largi de esantioane de origine diferitd si, cel mai important, de esantioane
congelate (Forsey si Chaudhuri, 2009; Alcoser et al., 2011; Alcoser et al., 2011; Silva et al., 2013).

Avand in vedere cterogenitatea intratumorald, este necesar s se¢ determine numirul de
celule dintr-o fractiune de tesut care este reprezentativa pentru esantionul complet de tesut utilizat
pentru izolarea TUMAP-urilor. Lizatul tisular preparat in timpul izoldrii TUMAP-urilor este un
esantion adecvat pentru analiza ADN-ului, deoarece este mai omogen in comparatie cu o fractiune
din tesutul solid. Dupd izolarea ADN-ului, concentratia totald de ADN a fost cuantificatd intr-un
test pe bazd de fluorescentd (Life Technologies, Qubit HS DNA Assay) si a fost calculat confinutul
total de ADN al esantioanelor.

Pentru calcularea numerelor de celule dintr-o anumiti cantitate de ADN, inventatorii au
luat in considerare doud metode diferite: In primul rind, numirul de celule poate fi calculat
utilizandu-se masa teoreticd a unui genom uman, care a fost estimatd a fi de aproximativ 6,67 pg
de ADN per genom diploid. (Alcoser et al., 2011; Konigshoff et al., 2003). Alternativ, esantioanele
cu numir de celule cunoscut pot fi utilizate pentru pregitirea unei curbe standard de ADN cu
aceleasi metode ca cele utilizate pentru esantioanele de tesut. Aceastd metodd compenseaza deja
orice impact al procedurii de izolare si cuantificare a ADN-ului, imbundtatind astfel precizia
rezultatelor noastre. Inventatorii au pregitit doud curbe standard diferite, una din sapte linii
celulare tumorale diferite si cealaltd din celule mononucleare din singe periferic (PBMC) de la
sase donatori sanatosi.

Pentru a compara toate cele trei metode de evaluare (masa teoreticd a ADN-ului si doud
curbe standard bazate pe celule diferite), a fost calculat numarul de celule per 1 g de tesut pentru
mai multe esantioane (Figura 10 A). Calculele folosind standardul liniei celulare au ca rezultat un
numdr de celule substantial mai mic (subestimare de maxim 3,6 ori) in comparatie cu utilizarea
standardului PBMC. Acest lucru era de asteptat avand in vedere cd liniile celulare tumorale tind sd
aibd portiuni mai mari de celule aneuploide, cu un continut mai mare de ADN in comparatie cu
PBMC-urile diploide sinitoase. In literatura de specialitate, proportia tumorilor gastrice diploide
variaza de 1a 25% la 67%, in functie de studiu (Hiyama et al., 1995; Tamura et al., 1991; Wiksten
et al., 2008; Zhang et al., 2005; Sugai et al., 2005). Deoarece ploidia si fractiunea de celule
aneuploide din esantioanele de tesut sunt necunoscute, ambele curbe standard pot furniza doar o
estimare a numarului real de celule, insd nu iau in considerare toate proprietitile unui esantion
individual de fesut. O alta sursi de variatie este starea de proliferare necunoscuta a esantionului de
tesut sau prezenta cclulelor necrotice. In special, dublarea continutului de ADN in celulele
proliferante creste cantitatea de ADN in raport cu numarul de celule si, astfel, va influenta calculul
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numirului de celule. In doui esantioane de tesut gastric normal, inventatorii au calculat, cu toate
cele trei aborddri, un numar mai mic de celule per 1 g de tesut in comparatie cu probele tumorale.

Ca abordare conservatoare, inventatorii au decis si utilizeze curba standard PBMC
(Figura 10 B), care poate duce la o supraestimare a numdrului de celule din portiunea de
esantioane de tesut hiperdiploide, ducind la o subestimare a copiilor peptidice per celula in astfel
de esantioane, insd nu ar trebui niciodatd s supraestimeze copii peptidice per celuld din niciun
esantion.

Pentru analiza probelor de tesut selectate pentru cuantificarea absolutd a TUMAP-urilor,
inventatorii au izolat ADN din 2-3 parti alicote de lizat de tesut si fiecare preparat de ADN a fost
cuantificat in 2-3 replici in testul pe baza de fluorescentd. Numadrul total de celule si numdrul de
celule per 1 g de tesut au fost calculate din continutul total de ADN utilizindu-se curba standard
PBMC (Figura 11 A). Pentru a obtine o estimare a variafiei globale a analizei numarului de celule,
coeficientul de variatie (%) a fost determinat mai intii la nivelul fiecarui esantion sau, daci a fost
disponibild, la nivelul fiecdrei replici biologice (adica preparate de lizat tisular independente din
diferite bucdti ale aceleiasi tumori). Acest calcul a luat in considerare variatia dintre pdrtile alicote
de lizat tisular, precum si misurdtorile replicate in testul de fluorescentd. Acesti coeficienti CV
sunt aratafi in Figura 11 B, iar variatia generald a fost determinati ca mediand a coeficientilor CV
descrisi. Variabilitatea poate fi partial explicatd prin faptul ci lizatele tisulare nu sunt complet
omogenizate, adicd particulele de tesut rimase care contin celule nedisociate conduc la un numéir
mai mare de celule pentru replicile individuale de izolare (vezi, de exemplu, GC816T in Figura 11
A).

Copii de peptide per celuld

Cu date pentru cuantificarea peptidelor in ruldri nanoLC-MS/MS (,,peptidd totald™),
eficienfa izoldrii TUMAP-urilor (,% de eficien{d a izolarii”) si numarul de celule din fiecare
esantion tumoral disponibil, este posibil si se calculeze numdrul de copii TUMAP per celuld
conform urmatoarei formule:

Cantitatea de peptidd totald se calculeazd din rezultatul a 2-4 experimente nanoLC-MS/MS
(,.peptidd/rulare [fmol]”) utilizAndu-se curbele de calibrare prezentate in Figurile 4-7.

T

toatal peptide = ¥
155%
i ofivsate uzsd For TOMS P fonisuan
total peptide peptidd totald
peptide peptida
run rulare
fmol fmol
mol mol
peptide eluate eluat peptidic
jul ul
MS sample per run esantion MS per rulare
% of lisate used for TUMAP isolation % de lizat utilizat pentru izolarea TUMAP-urilor

Doar masuritorile MS peste LLOQ, definite prin utilizarea curbelor de calibrare, sunt
utilizate pentru calcularea numerelor absolute de copii peptidice. Acest LLOQ se referd la
cantitatea de TUMAP-uri intr-un experiment nanoLC-MS/MS (,,LLOQ/rulare [fmol]™).

Numadrul de copii per celuld pentru toate peptidele, care ar putea fi cuantificate, variazi de
la 50 1a 30000 de copii per celula (vezi Tabelul 3).

Tabelul 3: Privire de ansamblu asupra numerelor de copii per celuld pentru TUMAP-uri HLA-
A*02 si HLA-A*24

TUMAP-urile HLA-A*02 au fost analizate in opt esantioane si TUMAP-urile HLA-A*24 in sase
esantioane; nq = necuantificat deoarece cantitatea de peptide a fost sub LLOQ
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HLA-  [Cod peptidi Cuantificat in n Copii per celuld (interval de
Aleld esantioane (% de esantioanejesantioane individuale si
analizate replici biologice)
A*02  |[IGF2BP3- 1 (13%) 350-450
001
A*02  |[FAP-003 1 (13%) 200-250
A*02  |COL12A1- 0 (0%) nq
002
A*02  [MXRAS-001 1 (13%) 450
A*02  INCAPG-001 1 (13%) 1000
A*02  |COL6A3-002 0 (0%) nq
A*02  [WNTSA-001 1 (13%) 400
A*02  |F2R-001 S (63%) 50-300
A*02  |HIF1A-001 3 (38%) ©000-30000
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  IMET-006 3 (50%) 2500-13500
A*24  |AVL9-001 4 (67%) 1000-10000
A*24  [PPAP2C-001 5 (83%) 200-1500
A*24  |UCHLS-001 1(17%) 2500
A*24  [UQCRB-001 1(17%) 900

Figura 15 pentru TUMAP-uri A*24).
Estimarea crorii in cuantificarea absolutd a TUMAP-urilor

sus:

Pentru a vizualiza LLOQ in contextul ,,copiilor peptidice per celuld”, s-a calculat ,,LLOQ
per celuld” pentru fiecare TUMAP din fiecare esantion folosindu-se cele doud formule prezentate
mai sus. Deoarece esantioanele diferd in numdrul total de celule, LLOQ per celuld este diferit
pentru fiecare esantion (vezi Figura 12 si Figura 13 pentru TUMAP-uri A*02 si Figura 14 si

Pentru a estima variafia cuantificirii absolute a TUMAP-urilor, inventatorii au luat in
considerare variatia relativd a celor trei rezultate experimentale majore, asa cum s-a descris mai

a) cantitatea de TUMAP-uri izolate: abatere relativad de 1,8% (A*02) si de 2,1% (A*24)
b) eficienta izoldrii TUMAP-urilor: abatere relativa de 24% (A*02) si de 32% (A*24)
¢) numdrul de celule din esantionul de fesut: abatere relativa de 27%
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Presupunand distributia normald a valorilor variabilei, eroarea relativi (o) a ,,copiilor per
celuld” poate fi calculata ca ridicina pitratd a sumei erorii relative patratice a fiecarei variabile:

copies

total cell count
total peptide
isolation efficiency

copii
total celule

peptidd totald
eficientd izolare
Cu valorile date mai sus, coeficientul de variatie pentru numdrul absolut de copii

peptidice per celuld este de aproximativ 36% pentru peptidele HLA-A*02 si 42% pentru peptidele
HLA-A*24. Pentru a da o impresie asupra variatiei rezultatelor, s-a calculat eroarca absoluta si
eroarca relativd a copiilor peptidice per celuld pentru o peptidd model si un esantion model
(Tabelul 4).

Tabelul 4: Exemplu de calcul al erorii absolute si al erorii relative in cuantificarea absoluta a

TUMAP-urilor pentru o peptidi model

A*02 A*24
valoare
eroare rel. eroare abs,  cTOare rel. eroare abs
(%) T (%) '
Total celule/esantion 1x10® 27% - 27% -
Total peptide [fmol] 16,25 1,8% - 2,1% -
Eficienfdi a  izoldrii  pentrull0% 24% 32%
peptiddAMHC
Copii de peptide per celula 1000 36% 360 42 % 420

Acest calcul model sugereaz3 cd, pentru analiza complexa in mai multi pasi a cuantificarii
absolute, variafia rezultatelor este incd intr-un interval acceptabil. Pentru TUMAP-uri individuale,
eroarea relativa se poate abate de la eroarea medie calculat aici. Numerele de copii de TUMAP-
uri per celuld pot fi comparate cantitativ intre diferite TUMAP-uri, permitind prioritizarea
TUMAP-urilor pentru a alege anticorpii adecvati si/sau tintele solubile ale receptorilor de celule T.
Comparatie intre metoda de cuantificare a TUMAP-urilor si metodele publicate cunoscute

abordare precisd pentru cuantificarea absolutd a numerelor de copii peptidice asociate
MHC per celuld nu a fost ardtatd anterior. Cel mai important, metodele publicate anterior pentru
cuantificarea peptidelor legate de MHC utilizand analiza MS nu au luat in considerare pierderea
antigenului in timpul pregitirii esantionului (Tan et al., 2011; Hogan et al., 2005). Grupul lui Peter
A. von Velen a publicat recent 0 metoda pentru ,,cuantificarea exactd a peptidelor legate de MHC”
(Hassan et al., 2014). In accastd notd tehnici, a fost utilizatd o abordare pentru a cuantifica doi
antigeni de histocompatibilitate minord, LB-NISCH-1A si LB-SSR1-1S, pe celule EBV-LCL
JYpp65. Cu toate acestea, pasii experimentali individuali diferd substantial, ceea ce este rezumat in
tabelul de mai jos:
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Tabelul 5: Comparafie a metodelor pentru cuantificarca TUMAP-urilor intre Hassan et al. si

prezenta inventie

Hassan et al.

prezenta inventie

Curbe de calibrare pentrul

peptide

Utilizatdi numai pentru a determina
domeniul liniar, presupunind cd toate
peptidele au aceeasi corelatie a cantitdtii de
peptide cu semnalul MS (panta = 1)

Pentru a determina domeniul liniar, LLOQ
si pentru a cuantifica peptidele; ia in|
considerare corelatia, specifici peptidelor, aj
cantitdfii si semnalului MS pentru fiecare
peptida individuald

Cuantificare a peptidelor

Calibrare  intr-un  punct: raport al

semnalului cu peptida standard aditionata

Metoda standard internd, bazati pe curba de
calibrare specificd peptidelor, cuantificare aj
probelor in apropierea LLOQ

Eficien{a a izolarii

Complexe peptidi-MHC aditionate in lizz:j
dupd 2 ore de lizd si clearance pri
centrifugare, ignorandu-se pierderea de
peptide in acesti pasi

Complexe peptidd-MHC aditionate direct
dupd omogenizarea tesutului, adici cel mai
timpuriu punct in izolarea peptidelor

Esantioane

Linie celulara

Tesut tumoral solid

Pregdtire a esantionului

Pas suplimentar de cromatografie C18
inainte de nanoLC-MS/MS final, utilizat
pentru a reduce complexitatea esantionului

Utilizare 1imediati a unui esantion|
imunoprecipitat si filtrat pentru nanoLC-
MS/MS

Determinare a numarului
de celule

Numarare a celulelor in timpul prepararii
peletelor celulare

Analizd a continutului de ADN din lizat de
tesuturi solide
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Hassan et al.

prezenta inventie

Calculare a erorii

Se ia in considerare numai variatia
replicdrilor MS (CV 0,1%-7,1%), insd nu si
variatia izolarii complexelor peptidi-MHC
(26% si, respectiv, 91%) si a numdrului de
celule.

Se iau in considerare variatiile in replicdrile
MS (CV mediu de 1,8%-2,1%), eficiental
izolarii complexelor peptidi-MHC (CV
mediu de 24%-32%) si determinarea)
numdrului de celule (CV mediu de 27%).

Numerele de copii ale celor doud peptide analizate de Hassan et al. a variat de la 800 la

5300 (abatere relativd 74%) si, respectiv, de la 3000 la 12000 (abatere relativa 60%) de copii per
celula intre replicile biologice. Motivul acestei variatii nu a fost clar discutat, insd se poate datora
utilizarii unor instrumente de MS diferite.

obtinerea de rezultate mai precise si mai fiabile.
Cuantificarea peptidelor cu numere mici de copii

In rezumat, se asteaptd ca metoda mai rafinatd din prezenta inventie sd contribuic la

Pentru a arita puterea metodei inventive, au fost generate datele prezentate in tabelul

urmdtor. Au fost identificate peptide care sunt prezente doar in numere foarte mici de copii, printre
10 care s¢ numdira peptida PDE11-001. Se poate vedea ¢ metoda permite determinarea a aproximativ

10 copii ale peptidei per celula.

Tabelul 6: Cuantificarea peptidelor cu numere reduse de copii

PC — cancer de prostatd — Secventa PDE11 -001 is ALLESRVNL (SEQ ID NO 25)

Copii per celula INumdr de probe
Cod peptida Sursd/HLA
Min. Mediand |Max. [PLLOQ >LOD  |[Evalua-bile
Peptida 1 20 20 20 1 5 16 INSCLC/A*02
Peptida 2 10 30 300 13 16 17 INSCLC/A*02
Peptida 3 10 30 50 4 10 18 INSCLC/A*02
Peptida 4 10 30 100 17 17 19 INSCLC/A*02
Peptida 5 20 20 90 7 8 11 INSCLC/A*02
Peptidd 6 10 20 50 0 0 10 INSCLC/A*02
Peptida 7 <10 30 200 9 12 15 PC/A*02
PDE11-001 <10 10 30 8 9 10 PC/A*02

PDE11-001 este o peptidd de legare HLA-A*02 derivatd din fosfodiesterazd 11A

15 (PDE11A), care catalizeazd hidroliza cAMP si cGMP, regland astfel cdile de semnalizare
respective. Mutatiile din PDE11A au fost asociate cu hiperplazie adrenocorticald, precum si cu
tumori cu celule germinale testiculare cu istoric familial. Peptida a fost detectatd pe esantioane de
cancer de prostatd, precum si in carcinom hepatocelular, pancreatic si cu celule renale si nu pe

tesuturi normale.

20
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(87) Revendiciri:

1. O metoda pentru cuantificarea absolutd a unui ligand peptidic MHC pe o celuld, metoda
mentionatd cuprinzind

a) pregitirea celulelor care prezintd ligandul peptidic MHC mentionat dintr-un
esantion biologic selectat dintr-un esantion de tesut, un esantion de snge, un esantion tumoral sau
un esantion dintr-un tesut infectat care cuprinde celulele mentionate, cuprinzand digestia
enzimatici a tesuturilor si/sau liza celulara,

b) determinarea numdrului de celule al preparatului mentionat la pasul a)
cuprinzand numdrarca nucleilor celulari, determinarea fotometricd a ADN-ului, determinarea
fluorimetricd a ADN-ului sau PCR-ul cantitativ,

) addugarea unei cantitifi cunoscute de ligand peptidic MHC si/sau de complex
peptidd-MHC pentru a fi cuantificata la preparatul mentionat 1a pasul a) direct dupd omogenizarea
tesutului (,,aditionare I”),

d) izolarea ligandului peptidic MHC din preparatul mentionat la pasul ¢) pentru a
obtine un eluat peptidic,
e) addugarea unei cantititi cunoscute de ligand peptidic MHC pentru a fi

cuantificat la eluatul peptidic mentionat (,,aditionare I1”) drept calibrant intern,

f)efectuarea unei analize de spectrometric de masa pe respectivul ligand peptidic MHC
pentru a genera aa) un semnal pentru eficientfa izoldrii in pasul d),

bb) un semnal pentru calibrantul intern de la pasul €) si

cc) semnalul pentru respectivul ligand peptidic MHC din respectivele celule preparate la
pasul a)

si

2) cuantificarea ligandului peptidic MHC mentionat pe baza unei compariri a
semnalelor obfinute la pasul f) cu

aa) numadrul de celule obtinut,

bb) cantitatea cunoscutd din ligandul peptidic MHC si/sau complexul peptidd-MHC
mentionat pentru a fi cuantificata ca addugata la pasul c) si

cc) cantitatea cunoscutd de ligand peptidic MHC care trebuie cuantificat asa cum

este addugatd in pasul ¢), in care cuantificarea cuprinde calcularea unui raport intre semnalele
calibrantului intern din pasul e) si cele ale ligandului peptidic MHC izolat si compararea raportului
cu o curba de calibrare stabilitd a ligandului peptidic MHC si

in care cuantificarea mai cuprinde generarea unei curbe de calibrare specifice peptidei pe
baza unui raport cu calibrantul intern utilizat la aceeasi cantitate si determinarea celui mai scazut
nivel de cuantificare (LLOQ) pentru respectivul ligand peptidic MHC care trebuie cuantificat, prin
care o cuantificare absolutd a ligandul peptidic MHC pe o celuld este realizatd pentru ligandul
peptidic MHC in cazul in care cantitatea cuantificatd este peste LLOQ, asa cum a fost determinat.

2. Metoda in conformitate cu Revendicarea 1 in care ligandul peptidic MHC mentionat este
0 peptida asociatd tumorii (TAA) sau o peptida asociata bolii (DAA).

3. Metoda in conformitate cu Revendicarea 1 sau 2 care mai cuprinde determinarea
cantitatii de cel pufin un tip de moleculd HLA in pregitirea de la pasul a).

4. Metoda in conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-3, in care complexul peptida-
MHC adiugat si/sau ligandul peptidic MHC ad&ugat este/sunt marcat(e) si, de preferintd, este/sunt
marcat(e) diferential prin izotopi.

5. Metoda in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-4, in care izolarea include
cromatografie, cum ar fi cromatografia de afinitate.

6. Metoda in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-5, cuprinzand in plus
selectarea liganzilor peptidici MHC supraprezentati, supraexprimati si/sau specifici tumorii pentru
analiz4.

7. Metoda 1n conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-6, in care respectiva metoda
este realizatd pe o bazi de randament ridicat.

8. Metoda in conformitate cu oricare dintre Revendicérile 1-7, in care respectiva metodd
constd din pasii indicati.

9. Metoda in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-8, in care esantionul
(esantioanele) biologic(e) este/sunt derivate de la un individ sau un grup de indivizi care suferd de
aceeasi boala.

10. Metoda in conformitate cu Revendicarea 9, cuprinzand in plus pasul de generare a unui
profil de ligand MHC personalizat, de preferintd un profil de ligand MHC personalizat, specific
bolii, pe baza liganzilor peptidici MHC cuantificafi mentionafi.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figura 16
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Figura 17
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Reproductibilitate a izolarii ADN-ului (Qubit HS, curba standard)
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