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(57) Rezumat:
1

Prezenta inventie se refera la peptide,
proteine, acizi nucleici si celule pentru utilizare
in metode imunoterapeutice. In particular,
prezenta inven{ic se referd la imunoterapia
impotriva cancerului. In plus, prezenta inventic
se referd la epitopii peptidici ai unei celule T
asociate tumorii, singuri sau asociati cu alte
peptide asociate tumorii, care pot servi, de
exemplu, drept ingrediente farmaceutice active
ale compozitiilor de vaccinuri care stimuleaza
raspunsurile imunitare antitumorale sau pentru

2

stimularea celulelor T ex vivo si transferarea la
pacienti. Peptidele legate de moleculele
complexului major de histocompatibilitate
(MHC), sau peptidele ca atare, pot fi, de

asemenea, tinte ale anticorpilor,

receptorilor solubili de celule T si ale altor

molecule de legare.
Secvente: 290
Revendiciri: 14
Figuri: 7




(54) Novel peptides and combination of peptides for use in immunotherapy
against various tumors (SEQ ID 25 - MXRAS5-003)

(57) Abstract:

1

The present invention relates to
peptides, proteins, nucleic acids and cells for
use in immunotherapeutic methods. In
particular, the present invention relates to the
immunotherapy of cancer. The present
invention furthermore relates to tumor-
associated T-cell peptide epitopes, alone or in
combination with other tumor-associated
peptides that can for example serve as active
pharmaceutical  ingredients of  vaccine

2

compositions  that stimulate  anti-tumor
immune responses, or to stimulate T cells ex
vivo and transfer into patients. Peptides bound
to molecules of the major histocompatibility
complex (MHC), or peptides as such, can also
be targets of antibodies, soluble T-cell
receptors, and other binding molecules.

Sequences: 290

Claims: 14

Fig.: 7
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la peptide, proteine, acizi nucleici si celule pentru utilizare in metode
imunoterapeutice. In particular, prezenta inventie se referd la imunoterapia impotriva cancerului. In plus,
prezenta inventie se referd la epitopii peptidici ai unei celule T asociate tumorii, singuri sau asociati cu
alte peptide asociate tumorii, care pot servi, de exemplu, drept ingrediente farmaceutice active ale
compozifiilor de vaccinuri care stimuleazd rispunsurile imunitare antitumorale sau pentru stimularea
celulelor T ex vivo si transferarea la pacienti. Peptidele legate de moleculele complexului major de
histocompatibilitate (MHC), sau peptidele ca atare, pot fi, de asemenea, tinte ale anticorpilor, ale
receptorilor solubili de celule T si ale altor molecule de legare.

Prezenta inventie se referd la mai multe secvente noi de peptide si variantele lor derivate din
molecule HLA de clasd I ale celulelor tumorale umane care pot fi utilizate in compozitii de vaccinuri
pentru stimularea raspunsurilor imunitare antitumorale sau ca tinte pentru dezvoltarea de compusi si
celule active din punct de vedere farmaceutic/imunologic.

FUNDAMENTELE INVENTIEI

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), in 2012, cancerul se numira printre cele patru
mari boli mortale netransmisibile la nivel mondial. In acelasi an, cancerul colorectal, cancerul de glanda
mamard si cancerul de tract respirator au fost enumerate printre primele 10 cauze de deces in tirile cu
venituri ridicate (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/).

Epidemiologie

In 2012, la nivel mondial au fost estimate 14,1 milioane de cazuri noi de cancer, 32,6 milioane
de pacienti care suferd de cancer (in interval de 5 ani de la diagnosticare) si 8,2 milioane de decese
cauzate de cancer (Ferlay et al., 2013; Bray et al., 2013).

In cadrul grupurilor de cancer cerebral, leucemic si cancer pulmonar, prezenta descriere se
concentreazd in special pe glioblastom (GB), leucemie limfocitard cronicd (CLL) si leucemie mieloidd
acutd (AML), cancer pulmonar non-microcelular NSCLC) si, respectiv, microcelular (SCLC).

GB este cea mai frecventd afectiune malign a sistemului nervos central, cu o rati de incidentd
ajustatd in functie de varsta de 3,19 la 100.000 de locuitori in Statele Unite. GB are un prognostic foarte
slab, cu o ratd de supravietuire la un an de 35% si o ratd de supravietuire la 5 ani mai mica de 5%. Sexul
masculin, varsta inaintatd si etnia par a fi factori de risc pentru GB (Thakkar et al., 2014).

CLL este cea mai frecventd leucemie in lumea occidentald, unde reprezintd aproximativ o treime
din totalul leucemiilor. Ratele de incidentd sunt similare in SUA si in Europa, iar cazurile noi sunt
estimate la aproximativ 16.000 pe an. CLL este mai frecvent la caucazieni decit la africani, mai rar la
hispanici si la nativii americani si foarte rar la asiatici. La persoanecle de origine asiaticd, ratele de
incidentd a CLL sunt de 3 ori mai mici decét la caucazieni (Gunawardana et al., 2008). Supravietuirea
generald la cinci ani pentru pacientii cu CLL este de aproximativ 79% (http://www.cancer.net/cancer-
types/leukemia-chronic-lymphocytic-cll/statistics).

Cancerul pulmonar este cel mai frecvent tip de cancer la nivel mondial si principala cauza de
deces prin cancer in multe tiri. Cancerul pulmonar este subimpdrtit in cancer pulmonar microcelular si
cancer pulmonar non-microcelular. NSCLC include tipurile histologice adenocarcinom, carcinom cu
celule scuamoase si carcinom cu celule mari si reprezintd 85% din toate cancerele pulmonare din Statele
Unite. Incidenta NSCLC este strans corelatd cu prevalenta fumatului, incluzind fumdtorii actuali si fostii
fumatori, iar rata de supravietuire la cinci ani a fost raportatd la 15% (World Cancer Report, 2014; Molina
et al., 2008).

Terapie

Cancer de glandd mamard

Tratamentul standard pentru pacientele cu cancer de glandd mamard depinde de diferiti
parametri: stadiul tumorii, statutul receptorilor hormonali si modelul de exprimare al HER2. Standardul
de tratament include rezectia chirurgicald completd a tumorii, urmatd de radioterapie. Chimioterapia, in
principal cu antracicline si taxani, poate fi inceputd inainte sau dupa rezectie. Pacientele cu tumori HER2 -
pozitive primesc anticorpul anti-HER2 trastuzumab in plus fatd de chimioterapice (S3-Leitlinie
Mammakarzinom, 2012). Cancerul de glandd mamari este o entitate oncologicd imunogena, iar diferitele
tipuri de celule imune infiltrate in tumorile primare prezintd o semnificatic prognosticd si predictiva
distinctd. Un numir mare de studii de imunoterapic in fazd incipientd au fost efectuate la paciente cu
cancer de glandd mamari. Sunt in curs de aparitie date clinice privind efectele moduldrii punctelor de
control imunitar cu ipilimumab si alti anticorpi activatori ai celulelor T la pacientele cu cancer de glandd
mamara (Emens, 2012).
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Leucemie limfocitard cronicd

Desi LLC nu este vindecabil in prezent, multi pacienti prezintd doar o evolutie lentd a bolii sau o
agravare a simptomelor. Pentru pacientii cu boald simptomatica sau cu evolutie rapidi, sunt disponibile
mai multe optiuni de tratament. Printre acestea se numard chimioterapia, terapia tintita, terapiile pe baza
imunitard, cum ar fi anticorpii monoclonali, receptori himerici de antigen (CAR) si imunoterapia activa,
precum si transplanturile de celule stem.

Mai multe studii finalizate si in curs de desfasurare se bazeazi pe celule T autologe autologe
modificate cu receptor chimeric de antigen (CAR) cu specificitate CD19 (Maus et al., 2014). Pani in
prezent, doar o minoritate de pacienti au prezentat CAR detectabili sau persistenti. Un rdspuns partial
(PR) si doud rispunsuri complete (CR) au fost detectate in studiile cu celule CAR T efectuate de Porter et
al. si Kalos et al. (Kalos et al., 2011; Porter et al., 2011).

Imunoterapia activd include urmitoarele strategii: terapia genicd, vaccinuri cu celule tumorale
modificate integral, vaccinuri pe bazi de DC si vaccinuri peptidice derivate din antigenul asociat tumorii
(TAA).

Mai multe TAA-uri sunt supraexprimate in CLL si sunt potrivite pentru vaccindri. Printre acestea
se numird fibromodulina (Mayr et al., 2005), RHAMM/CD168 (Giannopoulos et al., 2006), MDM2
(Mayretal., 2006), hTERT (Counter et al., 1995), proteina receptoare de laminind imaturd a antigenului
oncofetal (OFAiILRP) (Siegel et al., 2003), adipofilina (Schmidt et al., 2004), survivina (Granziero et al.,
2001), KW1 pana la KW14 (Krackhardt et al., 2002) si regiunea IlgVHCDR3 derivata din tumori (Harig et
al., 2001; Carballido et al., 2012). Un studiu clinic de fazi I a fost efectuat folosind peptida R3 derivata
din RHAMM ca vaccin. 5 din 6 pacienti au avut raspunsuri detectabile ale celulelor T CD8+ specifice R3
(Giannopoulos et al., 2010).

Cancer colorectal

In functic de stadiul in care se afld cancerul colorectal (CRC), sunt disponibile diferite terapii
standard pentru cancerul de colon si rectal. Procedurile standard includ chirurgia, radioterapia,
chimioterapia si terapia tintitd pentru CRC (Berman et al., 2015a; Berman et al., 2015b).

Cele mai recente studii clinice analizeazd imunoterapia activd ca optiune de tratament impotriva
CRC. Aceste strategii includ vaccinarea cu peptide din antigeni asociati tumorilor (TAA-uri), celule
tumorale intregi, vaccinuri cu celule dendritice (DC) si vectori virali (Koido et al., 2013).

Pand 1in prezent, vaccinurile peptidice au fost directionate impotriva antigenului
carcinoembrionar (CEA), mucinei 1, EGFR-ului, antigenului carcinomului cu celule scuamoase
recunoscut de celulele T 3 (SART3), beta-gonadotropinei corionice umane (beta-hCG), antigenului 1 al
tumorii Wilms (WT1), Survivin-2B, MAGE3, p53, proteinei 43 de tip ,deget inelar” si translocazei
membranei mitocondriale exterioare 34 (TOMM34) sau KRAS-ului mutant. In mai multe studii clinice de
faza 1 si 11, pacientii au prezentat rdspunsuri CTL specifice antigenului sau productie de anticorpi. In
contrast cu raspunsurile imunologice, numerosi pacienti nu au au avut beneficii la nivel clinic in urma
vaccinurilor peptidice (Koido et al., 2013; Miyagi et al., 2001; Moulton et al., 2002; Okuno et al., 2011).

Vaccinurile cu celule dendritice cuprind DC-uri pulsate fie cu peptide derivate din TAA, fie cu
lizate de celule tumorale, fie cu celule tumorale apoptotice, fie cu ARN tumoral sau cu produse de fuziune
de celule DC-tumorale. Desi multi pacienti din studiile de faza I/1l au prezentat raspunsuri imunologice
specifice, doar o minoritate a avut un beneficiu clinic (Koido et al., 2013).

Cancer esofagian

Strategia de tratament primar pentru cancerul esofagian depinde de stadiul si localizarea tumorii,
de tipul histologic si de starea medicald a pacientului. Regimurile chimioterapeutice includ oxaliplatind
plus fluorouracil, carboplatind plus paclitaxel, cisplatind plus fluorouracil, FOLFOX si cisplatind plus
irinotecan. Pacientii cu tumori HER2-pozitive ar trebui sd fie tratati in conformitate cu orientirile pentru
cancerul gastric, deoarece datele randomizate pentru terapiile tintite in cancerul esofagian sunt foarte
limitate (Stahl et al., 2013).

Datele privind abordarile imunoterapeutice in cancerul esofagian sunt putine, deoarece a fost
realizat doar un numar foarte limitat de studii clinice in fazd incipientd. Un vaccin alcatuit din trei peptide
derivate din trei antigeni diferiti ai cancerului testicular (protein kinaza TTK, antigenul limfatic 6
complex locus K si proteina 3 de legare a ARNm-ului factorului de crestere asemanitor insulinei (IGF)-
II) a fost administrat pacientilor cu cancer esofagian avansat intr-un studiu de fazd I, cu rezultate
moderate. Injectarea intratumorald de celule T activate dupd provocarea in vitro cu celule maligne
autologe a provocat rispunsuri tumorale complete sau partiale la patru din unsprezece pacienti intr-un
studiu de faza I/11 (Toomey ct al., 2013).

Cancer gastric

Cancerul gastric (GC) incepe in celulele care ciptusesc stratul mucozal si se rdspindeste prin
straturile exterioare pe masurd ce creste. Sunt utilizate patru tipuri de tratament standard. Tratamentul



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3388075 T2 2023.10.31
5

pentru cancerul gastric poate implica rezectie endoscopica sau chirurgicald, chimioterapie, radioterapic
sau chimioradioterapie (Leitlinie Magenkarzinom, 2012).

Eficacitatea regimurilor terapeutice actuale pentru GC avansat este slabd, ceea ce duce la rate
scizute de supravietuire la 5 ani. Imunoterapia ar putea fi o abordare alternativd pentru ameliorarea
supravietuirii pacientilor cu GC. Transferul adoptiv de limfocite asociate tumorii si de celule killer induse
de citokine, vaccinurile pe bazi de peptide care tintesc HER2/neu, MAGE-3 sau receptorii 1 si 2 ai
factorului de crestere endoteliald vasculard si vaccinurile pe bazad de celule dendritice care tintesc
HER2/neu au prezentat rezultate promititoare in studiile clinice de GC. Inhibarea punctului de control
imunitar si celulele T modificate ar putea reprezenta optiuni terapeutice suplimentare, care sunt evaluate
in prezent in studii preclinice si clinice (Matsueda si Graham, 2014).

Glioblastom

Optiunile terapeutice pentru glioblastom (gradul IV OMS) sunt foarte limitate. Diferite abordari
imunoterapeutice sunt investigate pentru tratamentul GB, inclusiv inhibarea punctului de control imunitar,
vaccinarea si transferul adoptiv de celule T modificate.

In prezent, sunt investigate diferite strategii de vaccinare pentru pacientii cu GB, inclusiv
vaccinuri pe bazd de peptide, vaccinuri pe baza de proteine de soc termic, vaccinuri autologe pe baza de
celule tumorale, vaccinuri pe bazad de celule dendritice si vaccinuri pe baza de proteine virale. In aceste
abordari, peptidele derivate din proteinele asociate cu GB, cum ar fi varianta 11T a receptorului factorului
de crestere epidermicd (EGFRvIIl), proteinele de soc termic sau celulele dendritice pulsate cu lizat de
celule tumorale autologe sau componente ale citomegalovirusului sunt aplicate pentru a induce un raspuns
imunitar antitumoral la pacientii cu GB. Mai multe dintre aceste studii releva profiluri bune de sigurantd
si tolerabilitate, precum si date promitatoare privind eficacitatea.

Transferul adoptiv de celule T modificate genctic reprezinti o abordare imunoterapeutici
suplimentard pentru tratamentul GB-ului. Diferite studii clinice evalueazd in prezent siguranfa si
eficacitatea celulelor T purtitoare de receptori de antigen himeric directionate impotriva HER2, a
receptorului IL-13 alfa 2 si a EGFRvII (Ampie et al., 2015).

Cancer hepatic

Gestionarea bolii depinde de stadiul tumorii la momentul diagnosticului si de starea generald a
ficatului. Chimioterapia impotriva HCC-ului include combinatii de doxorubicind, 5-fluorouracil si
cisplatind pentru terapia sistemicd si doxorubicind, floxuridind si mitomicind C pentru perfuzii in artera
hepatici. Cu toate acestea, majoritatea HCC-urilor prezinta o rezistentd ridicata la chimioterapie (Enguita-
German si Fortes, 2014).

Optiunile terapeutice in HCC avansat nerezecabil sunt limitate la Sorafenib, un inhibitor de
multitirozin kinazd (Chang et al., 2007; Wilhelm et al., 2004). Sorafenibul este singurul medicament
sistemic care a confirmat cresterea supravietuirii cu aproximativ 3 luni si reprezintd in prezent singura
optiune de tratament experimental pentru acesti pacienti (Chapiro et al., 2014; Llovet et al., 2008).

In ultima vreme, au fost efectuate un numir limitat de studii de imunoterapie pentru HCC.
Citokinele au fost utilizate pentru a activa subseturi de celule imune si/sau pentru a creste imunogenitatea
tumorala (Reinisch et al., 2002; Sangro et al., 2004). Alte studii s-au axat pe infuzarea de limfocite care
infiltreaza tumorile sau de limfocite activate din sange periferic (Shi et al., 2004; Takayama et al., 1991,
Takayama et al., 2000).

Pand in prezent, au fost efectuate un numir mic de teste de vaccinare terapeutica. Butterfield et
al. au efectuat doud studii folosind peptide derivate din alfa-fetoproteina (AFP) ca vaccin sau DC-uri
incarcate cu peptide AFP ex vivo (Butterfield et al., 2003; Butterfield et al., 2006). In doua studii diferite,
celulele dendritice (DC-uri) autologe au fost pulsate ex vivo cu un lizat de tumord autologa (Lee et al.,
2005) sau cu un lizat al liniei celulare de hepatoblastom HepG2 (Palmer et al., 2009). Pana in prezent,
studiile de vaccinare au ardtat doar imbundtatiri limitate in ceea ce priveste rezultatele clinice.

Melanom

Terapia standard in melanom este rezectia chirurgicald completd cu fesut sinitos din jur.
Optiunile terapeutice includ monochimioterapia, polichimioterapia si terapiile tintite cu inhibitori
specifici (S3-Leitlinie Melanom, 2013).

Mai multe abordari diferite de vaccinare au fost deja evaluate la pacientii cu melanom avansat.
Pani in prezent, studiile de fazd III au dat rezultate mai degrabd dezamigitoare, iar strategiile de
vaccinare trebuie in mod clar imbunitatite. Prin urmare, noile studii clinice, cum ar fi studiul OncoVEX
GM-CSF sau studiul DERMA, au ca scop imbunititirea eficacitatii clinice fard a reduce tolerabilitatea
(http://www.cancerresearchuk.org).

Transferul adoptiv de celule T este foarte promititor pentru tratamentul melanomului in stadiu
avansat. Limfocitele autologe infiltrate in tumori expandate in vitro, precum si celulele T care adipostesc
un receptor de celule T cu afinitate ridicatd pentru antigenul NY-ESO-1 al cancerului testicular au avut
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efecte benefice semnificative si efecte toxice reduse in urma transferului la pacientii cu melanom. Din
nefericire, celulele T cu receptori de celule T cu afinitate mare pentru antigenii specifici melanocitelor
MARTTI si gpl00 si pentru antigenul cancerului testicular MAGEA3 au indus efecte toxice considerabile
in studiile clinice. Astfel, transferul adoptiv de celule T are un potential terapeutic ridicat, dar siguranta si
tolerabilitatea acestor tratamente trebuie si fie in continuare imbundtitite (Phan si Rosenberg, 2013;
Hinrichs si Restifo, 2013).

Cancer pulmonar non-microcelular

Optiunile de tratament sunt stabilite in functie de tipul de cancer (microcelular sau non-
microcelular) si stadiul cancerului, si pot include chirurgia, radioterapia, chimioterapia si bioterapiile
biologice tintite, cum ar fi cele cu bevacizumab, erlotinib si gefitinib (S3-Leitlinie Lungenkarzinom,
2011).

Pentru a extinde optiunile terapeutice pentru NSCLC, diferite aborddri imunoterapeutice au fost
studiate sau sunt inci in curs de investigare. In timp ce vaccinarea cu L-BLP25 sau MAGEA3 nu a reusit
sd demonstreze un avantaj de supravietuire mediat de vaccin la pacientii cu NSCLC, un vaccin derivat din
linia celulari alogeni a prezentat rezultate promititoare in studiile clinice. In plus, in prezent sunt in curs
de desfasurare alte studii de vaccinare care vizeazd gangliozidele, receptorul factorului de crestere
epidermicd si alfi cativa antigeni. O strategic alternativd pentru sporirea raspunsului celulelor T anti-
tumorale ale pacientului constd in blocarea receptorilor celulelor T inhibitoare sau a liganzilor acestora cu
anticorpi specifici. Potentialul terapeutic al citorva dintre acesti anticorpi, inclusiv ipilimumabul,
nivolumabul, pembrolizumabul, MPDL3280A si MEDI-4736 in NSCLC este evaluat in prezent in cadrul
unor studii clinice (Reinmuth et al., 2015).

Cancer ovarian

Rezectia chirurgicald este terapia primard in cazul carcinomului ovarian atat in stadii incipiente,
cat si in stadii avansate (S3-Leitlinie maligne Ovarialtumore, 2013).

Imunoterapia pare a fi o strategie promititoare pentru imbundtafirea tratamentului pacientelor cu
cancer ovarian, deoarece prezenta limfocitelor proinflamatorii infiltrante tumorale, in special a celulelor T
CD8-pozitive, se coreleaza cu un prognostic bun, iar celulele T specifice pentru antigenii asociati tumorii
pot fi izolate din tesutul canceros.

Prin urmare, se depun numeroase eforturi stiintifice pentru investigarea diferitelor imunoterapii
in cancerul ovarian. A fost deja efectuat un numir considerabil de studii preclinice si clinice, iar alte
studii sunt in curs de desfasurare. Sunt disponibile date clinice privind terapia cu citokine, vaccinarea,
tratamentul cu anticorpi monoclonali, transferul adoptiv de celule si imunomodularea.

Studiile de vaccinare de fazi I si 11, care utilizeazad peptide singulare sau multiple, derivate din
mai multe proteine asociate tumorilor (Her2/neu, NY-ESO-1, p53, tumoare Wilms-1) sau antigeni
tumorali intregi, derivate din celule tumorale autologe, au evidentiat profiluri bune de sigurantd si
tolerabilitate, insd numai efecte clinice slabe sau moderate.

Transferul adoptiv de celule imunitare a obtinut rezultate eterogene in studiile clinice. Transferul
adoptiv de celule T autologe, extinse in vitro, care infiltreazd tumorile, s-a dovedit a fi o abordare
promititoare intr-un studiu pilot. In schimb, transferul de celule T care adipostesc un receptor de antigen
himeric specific pentru receptorul alfa al folatului nu a indus un rispuns clinic semnificativ intr-un studiu
de fazd 1. S-a demonstrat ca celulele dendritice pulsate cu lizat de celule tumorale sau cu proteine asociate
tumorilor in vitro sporesc raspunsul antitumoral al celulelor T in urma transferului, insd gradul de activare
a celulelor T nu a fost corelat cu efectele clinice. Transferul de celule natural killer a provocat toxicitati
semnificative intr-un studiu de faz3 II.

Imunitatea antitumorala intrinsecd, precum si imunoterapia sunt perturbate de un micromediu
tumoral imunosupresiv. Pentru a depdsi acest obstacol, medicamentele imunomodulatoare, cum ar fi
ciclofosfamida, anticorpii anti-CD25 si doxorubicina lipozomald pegilatd sunt testate in combinatie cu
imunoterapia. Cele mai fiabile date sunt disponibile in prezent pentru ipilimumab, un anticorp anti-
CTLA4, care imbunititeste activitatea celulelor T. Ipilimumabul s-a dovedit a exercita efecte
antitumorale semnificative la pacientele cu cancer ovarian (Mantia-Smaldone et al., 2012).

Cancer pancreatic

Optiunile terapeutice pentru pacienfii cu cancer pancreatic sunt foarte limitate. O problema
majord pentru un tratament eficient este reprezentatd de obicei de stadiul avansat al tumorii in momentul
diagnosticului.

Strategiile de vaccinare sunt studiate ca o alternativd inovatoare si promititoare pentru
tratamentul cancerului pancreatic. Vaccinurile pe bazd de peptide care vizeazd mutatiile KRAS,
telomeraza reactiva, gastrina, survivina, CEA si MUCI au fost deja evaluate in studiile clinice, partial cu
rezultate promitatoare. In plus, testele clinice pentru vaccinurile pe bazi de celule dendritice, vaccinurile
alogene care secreti GM-CSF si algenpantucel-L la pacientii cu cancer pancreatic au evidentiat, de
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asemenea, efectele benefice ale imunoterapici. In prezent, sunt in curs de desfisurare studii clinice
suplimentare care investigheaza in continuare eficienta diferitelor protocoale de vaccinare (Salman et al.,
2013).

Cancer de prostatd

Strategia terapeuticd pentru cancerul de prostatd depinde in principal de stadiul cancerului.
Pentru cancerul de prostatdi nemetastazant restrins la nivel local, optiunile de tratament includ
supravegherea activd (wait and watch), rezectia chirurgicald completd a prostatei si radioterapia locala cu
doze mari cu sau fara brahiterapie (S3-Leitlinie Prostatakarzinom, 2014).

Vaccinul pe bazd de celule dendritice sipuleucel-T a fost primul vaccin anticancer aprobat de
FDA. Datoritd efectului sdu pozitiv asupra supraviefuirii pacientilor cu CRPC, se depun multe eforturi
pentru dezvoltarea de noi imunoterapii. In ceea ce priveste strategiile de vaccinare, vaccinul peptidic cu
antigen specific prostatic (PSA)-TRICOM, vaccinul peptidic personalizat PPV, vaccinul ADN pTVG-HP
si vaccinul cu celule intregi care exprimd GM-CSF GVAX au prezentat rezultate promititoare in diferite
studii clinice. in plus, s-a demonstrat ci alte vaccinuri pe bazi de celule dendritice, altele decat
sipuleucel-T, si anume BPX-101 si DCVAC/Pa, au provocat rispunsuri clinice la pacientii cu cancer de
prostatd. Inhibitorii punctului de control imunitar, cum ar fi ipilimumabul si nivolumabul, sunt evaluati in
prezent in studii clinice ca monoterapie, precum si in combinatie cu alte tratamente, inclusiv terapia de
deprivare de androgeni, radioterapia locald, PSA-TRICOM si GVAX. Substanta imunomodulatoare
tasquinimod, care a incetinit semnificativ progresia si a crescut supravietuirea fard progresie intr-un
studiu de faza 11, este in prezent investigatd in continuare intr-un studiu de fazi I11. Lenalidomida, un alt
imunomodulator, a produs efecte promitdtoare in studiile clinice din faza initiald, dar nu a reusit sd
imbunititeasci supravietuirea intr-un studiu de fazi III. In ciuda acestor rezultate dezamigitoare, sunt in
curs de desfisurare alte studii cu lenalidomida (Quinn et al., 2015).

Carcinom cu celule renale

Tratamentul inifial constd cel mai frecvent in extirparea parfiald sau completd a rinichiului
(rinichilor) afectat (afectatii) si rdméane pilonul principal al tratamentului curativ (Rini et al., 2008). Pentru
tratamentul de prima linie al pacientilor cu un scor de prognostic slab, un ghid elaborat de mai multe
organizafii si societiti de cancer recomandi inhibitorii receptorilor tirozin kinazei (TKI) sunitinib si
pazopanib, anticorpul monoclonal bevacizumab combinat cu interferon-a (IFN-o) si inhibitorul mTOR
temsirolimus. Pe baza orientirilor elaborate de NCCN din SUA, precum si de EAU si ESMO din Europa,
TKI-urile sorafenib, pazopanib sau, mai recent, axitinib sunt recomandate ca terapie de linia a doua la
pacientii cu RCC care au esuat in terapia anterioard cu citokine (IFN-a, IL-2). Orientirile NCCN
recomandi, de asemenea, sunitinib in acest context (dovezi de nivel inalt in conformitate cu NCCN de
categoria I).

Imunogenitatea cunoscutd a RCC a reprezentat baza de sustinere a utilizarii imunoterapiei si a
vaccinurilor impotriva cancerului in RCC-ul avansat. Corelafia interesantd dintre exprimarea PD-1 a
limfocitelor si stadiul avansat, gradul si prognosticul RCC-ului, precum si exprimarea selectivd a PD-L1
de citre celulele tumorale ale RCC si asocierea sa potentiala cu rezultate clinice mai proaste, au condus la
dezvoltarea de noi agenti anti-PD-1/PD-L1, singuri sau in combinatie cu medicamente anti-angiogenice
sau alte abordari imunoterapeutice, pentru tratamentul RCC-ului (Massari et al., 2015). In cazul RCC-ului
avansat, un studiu de faza III privind un vaccin impotriva cancerului, denumit TRIST, evalucazad daca
TroVax (un vaccin care utilizeazd un antigen asociat tumorii, 5T4, cu un vector de virus al variolei),
addugat la tratamentul standard de primi linie, prelungeste supravietuirea pacientilor cu RCC local
avansat sau mRCC. Mediana supravietuirii nu a fost atinsa in niciunul dintre grupuri, 399 de pacienti
(54%) ramanand in studiu, insa analiza datelor confirmi rezultatele clinice anterioare, demonstrand ci
TroVax este activ din punct de vedere imunologic si cd existd o corelatie intre intensitatea rispunsului
anticorpilor specifici 5T4 si imbundtitirea supravietuirii. In plus, existi mai multe studii care cauti
vaccinuri peptidice care utilizeaza epitopi supraexprimati in RCC.

Au fost investigate diverse abordari ale vaccinurilor tumorale. La pacientii cu RCC au fost
efectuate studii care au utilizat abordari ale tumorii intregi, inclusiv lizate de celule tumorale, fuziuni de
celule dendritice cu celule tumorale sau ARN al tumorii intregi, iar in unele dintre aceste studii au fost
raportate remisiuni ale leziunilor tumorale (Avigan et al., 2004; Holtl et al., 2002; Marten et al., 2002; Su
et al., 2003; Wittig et al., 2001).

Cancer pulmonar microcelular

Tratamentul si prognosticul SCLC depind in mare masurd de stadiul in care este diagnosticat
cancerul. Stadializarca SCLC pe baza rezultatelor clinice este mai frecventd decat stadializarca
patologica. Stadializarea clinicd se bazeaza pe rezultatele examenului fizic, pe diferite teste imagistice si
pe biopsii. Tratamentul chimioterapic standard al SCLC utilizeaza combinatia de etopozid sau irinotecan
cu cisplatini sau carboplatinid (American Cancer Society, 2015; S3-Leitlinie Lungenkarzinom, 2011).
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Imunoterapia reprezintd un domeniu excesiv de investigat in terapia impotriva cancerului. In
tratamentul SCLC sunt folosite diferite abordiri. Una dintre abordari vizeaza blocarca CTLA-4, un
supresor imunitar uman natural. Inhibarea CTLA-4 urmdreste stimularea sistemului imunitar pentru
combaterea cancerului. Recent, a inceput dezvoltarea unor inhibitori promititori ai punctelor de control
imunitar pentru tratamentul SCLC-ului. O altd abordare se bazeaza pe vaccinurile anticancerigene, care
sunt disponibile in prezent pentru tratamentul SCLC-ului in cadrul studiilor clinice (American Cancer
Society, 2015; National Cancer Institute, 2015).

Leucemie mieloidd acutd

Tratamentul pentru LMA este impartit in doud faze: terapia de inductie si terapia post-
remisiune/,.terapia de consolidare”. Terapia de inductie este administratd pentru a induce remisiunea si
constd in chimioterapie combinativd. Terapia de consolidare constd in chimioterapie suplimentard sau
transplant de celule hematopoietice (HCT) (Showel si Levis, 2014).

Studiile clinice sunt recomandate pentru pacientii care fac parte din grupele de prognostic
nefavorabil si intermediar-2. Optiunile de tratament includ agenti hipometilicanti (HMA-uri) precum
azacitidina sau decitabina, CPX-351, care este o formuld lipozomala de daunorubicind si citarabind intr-
un raport molar ,,optim” de 1:5, si volasertib, care este un inhibitor al polo-kinazelor. Volasertibul se
administreazi in asociere cu LDAC (citarabini in doze mici). In cazul mutatiilor FLT3 pot fi administrati
mai multi inhibitori FLT3 diferiti. Acestia includ sorafenib, care se administreaza in combinatie cu 3+7,
quizartinib, un inhibitor mai selectiv al FLT3 ITD care inhibd si CKIT, crenolanib si midostaurin, un
inhibitor neselectiv al FLT3 ITD. O altd optiune de tratament vizeazi CD33 cu conjugate anticorp-
medicament (anti-CD33 + calechiamicini, SGN-CD33a, anti-CD33 + actiniu-225), anticorpi bispecifici
(recunoasterea CD33 + CD3 (AMG 330) sau CD33 + CD16) si receptori de antigen himeric (CAR)
(Estey, 2014).

Limfom non-Hodgkin

NHL-ul are peste 60 de subtipuri. Cele mai frecvente trei subtipuri sunt limfomul difuz cu celule
B mari (DLBCL, cel mai frecvent subtip), limfomul folicular (FL, al doilea cel mai frecvent subtip) si
limfomul limfocitar mic/limfomul limfocitar cronic (SLL/CLL, al treilea cel mai frecvent subtip).
DLBCL, FL si SLL/CLL reprezintd aproximativ 85% din NHL (Li et al., 2015). Tratamentul NHL -ului
depinde de tipul histologic si de stadiul in care se afld (National Cancer Institute, 2015).

Regresia spontand a tumorii poate fi observata la pacientii cu limfom. Prin urmare, imunoterapia
activi este o optiune terapeutici (Palomba, 2012).

O optiune importantd de vaccinare include vaccinurile Id. Limfocitele B exprima
imunoglobuline de suprafati cu o secventd specificd de aminoacizi in regiunile variabile ale lanturilor lor
grele si usoare, unica pentru fiecare clond celulard (= idiotip, Id). Idiotipul functioneazi ca un antigen
asociat tumorii.

Imunizarea activa include injectarca de proteind recombinantd (Id) conjugati cu un adjuvant
(KLH), administratd impreund cu GM-CSF ca adjuvant imunitar. Id-ul specific tumorii este produs prin
culturi de hibridomuri sau cu ajutorul tehnologiei ADN recombinant (plasmide) prin culturi de celule
bacteriene, de insecte sau de mamifere.

Cancer uterin

Mai mult de 80% dintre cancercle endometriale apar sub formad de adenocarcinoame
endometrioide (tip I), o formd care este asociatd cu expunerea la estrogeni si care este bine sau moderat
diferenfiatd. Tratamentul carcinoamelor endometriale si al cancerelor de col uterin este dependent de
stadiul in care se afld (World Cancer Report, 2014).

Existd, de asemenea, unele aborddri imunoterapeutice care sunt in curs de testare. In cadrul unui
studiu clinic de faza I/II, pacientele suferind de cancer uterin au fost vaccinate cu celule dendritice (DC)
autologe electroporate cu ARNm al genei 1 a tumorii Wilms (WT1). In afard de un caz de reactie alergica
locala la adjuvant, nu au fost observate efecte secundare adverse si 3 din 6 pacienti au prezentat un
raspuns imunologic (Coosemans et al., 2013).

Adenocarcinom de vezicd biliard si colangiocarcinom

Colangiocarcinomul (CCC) este dificil de tratat si este, de obicei, letal. Singura optiune de
tratament curativ este rezectia completd (RO0). Eficacitatea terapiilor biologice in cancerele tractului biliar
a fost mixtd. Medicamentele care vizeazi cresterea vaselor de sdnge, cum ar fi sorafenibul,
bevacizumabul, pazopanibul si regorafenibul, sunt acum studiate pentru tratamentul CCC-ului. In plus,
medicamentele care vizeazd EGFR-ul, cum ar fi cetuximabul si panitumumumabul, sunt utilizate in studii
clinice in combinatic cu chimioterapia (American Cancer Society, 2015). Pentru majoritatea
medicamentelor testate pand in prezent, controlul bolii si supravietuirea generald nu au fost imbundtatite
in mod semnificativ, dar sunt in curs de desfasurare alte studii clinice.
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Cancerul de vezica biliard (GBC) este cea mai frecventd si agresivd tumoare malignd a tractului
biliar la nivel mondial. Din cauza rarititii carcinoamelor tractului biliar in general, existd doar citeva
studii specifice privind GBC-ul sau CCC-ul, iar cele mai multe dintre ele includ toate cancerele tractului
biliar. Acesta este motivul pentru care tratamentul nu s-a imbunatitit in ultimele decenii, iar rezectia RO
este inca singura optiune de tratament curativ.

Cancer de vezicd urinard

Tratamentul standard pentru cancerul de vezicd urinard include interventii chirurgicale,
radioterapie, chimioterapie si imunoterapie (National Cancer Institute, 2015).

O abordare imunoterapeuticd eficace este stabilitd in tratamentul cancerului non-muscular
invaziv agresiv al vezicii urinare (NMIBC). Astfel, se aplica o formi sldbitd a bacterici Mycobacterium
bovis (bacillus Calmette-Guérin = BCG) sub formd de solutie intravezicald. Efectul major al
tratamentului cu BCG este o protectie semnificativa pe termen lung (pand la 10 ani) impotriva recidivei
cancerului si o rati de progresie redusa. In principiu, tratamentul cu BCG induce un rispuns inflamator
local care stimuleaza riaspunsul imunitar celular. Rispunsul imunitar la BCG se bazeazi pe urmétoarele
etape cheie: infectarea celulelor uroteliale si a celulelor canceroase vezicale de citre BCG, urmata de o
exprimare crescutd a moleculelor prezentatoare de antigen, inducerca rdspunsului imunitar mediat prin
eliberarea de citokine, inducerea activititii antitumorale prin implicarea diferitelor celule imunitare
(limfocite T citotoxice, neutrofile, celule natural killer si macrofage) (Fuge et al., 2015; Gandhi et al.,
2013).

Avand in vedere efectele secundare severe si cheltuielile asociate cu tratamentul cancerului, este
necesar sa se identifice factorii care pot fi utilizati in tratamentul cancerului in general si al carcinomului
hepatocelular (HCC), al carcinomului colorectal (CRC), al glioblastomului (GB), al cancerului gastric
(GO), al cancerului esofagian, al cancerului pulmonar non-microcelular (NSCLC), al cancerului
pancreatic (PC), al carcinomului cu celule renale (RCC), al hiperplaziei benigne de prostatd (BPH), al
cancerului de prostatd (PCA), al cancerului ovarian (OC), al melanomului, al cancerului de glanda
mamard, al leucemiei limfocitare cronice (CLL), al carcinomului cu celule Merkel (MCC), al cancerului
pulmonar microcelular (SCLC), al limfomului non-Hodgkin (NHL), al leucemiei mieloide acute (AML),
al cancerului de vezicd biliard si colangiocarcinomului (GBC, CCC), al cancerului de vezicd urinard
(UBC) si al cancerului uterin (UEC), in special. De asemenea, este necesard identificarea factorilor care
reprezintd biomarkeri pentru cancer, in general, si pentru tipurile de cancer mentionate mai sus, in special,
ceea ce duce la o diagnosticare mai bund a cancerului, la evaluarea prognosticului si la predictia
succesului tratamentului.

Imunoterapia impotriva cancerului reprezintd o optiune care vizeazi in mod specific celulele
canceroase, reducand in acelasi timp la minimum efectele secundare. Imunoterapia impotriva cancerului
se foloseste de existenfa antigenilor asociati tumorilor. Clasificarea curentd a antigenilor asociati tumorii
(TAA) cuprinde urmdtoarele grupuri principale:

a) Antigeni pentru cancer testicular; Primele TAA-uri identificate vreodatd care pot fi
recunoscute de cdtre celulele T apartin acestei clase, denumite initial antigeni de cancer testicular (CT)
deoarece exprimarea membrilor clasei se face in diferite tipuri histologice de tumori umane si, in
tesuturile normale, are loc numai in spermatocite/spermatogoniile din testicul si, ocazional, din placenta.
Deoarece celulele testiculare nu exprimd molecule HLA de clasd I si II, acesti antigeni nu pot fi
recunoscuti de celulele T in tesuturi normale si, prin urmare, se pot considera ca fiind din punct de vedere
imunologic specifici tumorii. Exemple binecunoscute de antigeni CT sunt membrii familiei MAGE si
NY-ESO-1.

b) Antigeni de diferentiere: Aceste TAA-uri sunt impartite intre tumori si fesutul normal
din care provine tumoarca. Majoritatea antigenilor de diferentiere sunt identificai 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 impotriva cancerului. Exemplele includ, fira a se limita la, tirozinaza si melan-A/MART-1
pentru melanom sau PSA pentru cancer prostatic.

C) TAA-uri supracxprimate: Genele care codificd TAA exprimate larg au fost depistate in
tipuri histologice diferite de tumori precum si in multe fesuturi normale, in general cu niveluri reduse de
exprimare. Este posibil ca multi dintre epitopii procesati si posibil prezentati de tesuturile normale sa fie
sub nivelul prag pentru recunoasterea de catre celulele T, in timp ce supracxprimarea lor in celulele
tumorale poate declansa un rispuns anticanceros prin incdlcarea tolerantei stabilite anterior. Exemplele
cunoscute pentru aceasti clasd de TAA-uri sunt Her-2/neu, survivina, telomeraza si WT1.

d) Antigeni specifici tumorii: Aceste TAA-uri unice apar din mutatii ale genelor normale
(cum ar fi B-catenina, CDK4 etc.). Unele dintre aceste modificiri moleculare sunt asociate cu transformari
neoplazice si/sau progresie. Antigenii specifici tumorii sunt in general capabili s induci un raspuns
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imunitar puternic, fara a purta riscul unor reactii autoimune impotriva tesuturilor normale. Pe de alta parte
aceste TAA-uri sunt in majoritatea cazurilor relevanti numai tumorii exacte din care au fost identificate si
de obicei nu sunt comune mai multor tipuri individuale de tumori. Specificitatea tumorala (sau asocierea
tumorald) a unei peptide poate apirea, de asemenea, daci peptida provine dintr-un exon tumoral (asociat
tumorii) in cazul proteinelor cu izoforme specifice tumorale (asociate tumorii).

e) TAA care apar prin modificiri anormale post-translatie: Aceste TAA-uri apar din
proteine care nu sunt nici specifice, nici supraexprimate in tumori, dar care devin totusi asociate tumorii
prin procese post-translationale active in principal in tumori. Exemplele pentru aceste clase apar din tipare
de glicozilare alteratd, care duc la epitopi noi in tumori, cum ar fi pentru MUC1 sau evenimente de tip
scindare a proteinei in timpul degraddrii, care pot sau nu sa fie specifice tumorii.

f) Proteine oncovirale: Aceste TAA sunt proteine virale care pot juca un rol critic in
procesul oncogen si acestea, deoarece sunt striine (nu au origine umani) pot evoca un raspuns al celulelor
T. Exemple de astfel de proteine sunt proteinele papilomavirusului uman de tip 16, E6 si E7, care sunt
exprimate in carcinomul cervicall.

Imunoterapia pe bazi de celule T vizeaza epitopi peptidici derivati din proteine asociate sau
specifice tumorii, care sunt prezentate de moleculele complexului major de histocompatibilitate (MHC).
Antigenii care sunt recunoscuti de limfocitele T citotoxice specifice tumorii, adica epitopii acestora, pot fi
molecule derivate din toate categoriile de proteine, cum sunt enzimele, receptorii, factorii de transcriere
etc. care sunt exprimate si care, comparativ cu celulele nemodificate cu aceeasi origine, de obicei sunt
reglate ascendent in celulele respectivei tumori.

Existd doud clase de molecule MHC, MHC de clasa I si MHC de clasa II. Moleculele MHC de
clasd I sunt compuse dintr-un lant alfa greu si beta-2-microglobulind, iar moleculele MHC de clasa 11
dintr-un lant alfa si unul beta. Conformatia lor tridimensionala prezintd un sant de legare care este folosit
pentru interactiuni necovalente cu peptide.

Moleculele MHC de clasa I pot fi gisite pe majoritatea celulelor nucleate. Ele prezintd peptide
care rezultd din clivajul proteolitic al proteinelor predominant endogene, produse ribosomale defecte
(DRIP-uri) si peptide mai mari. Totusi, proteinele derivate din compartimente endozomale sau surse
exogene se regisesc frecvent pe moleculele MHC de clasi I. Aceastd modalitate non-clasicd de prezentare
a clasei I este cunoscutd in literatura ca ,,prezentare incrucisatd” (Brossart and Bevan, 1997; Rock et al.,
1990). Moleculele MHC de clasd 1T se pot gasi numai pe celulele ,,profesioniste” prezentatoare de antigen
(APC) si prezinta initial peptidele unor proteine exogene sau transmembranare captate de APC-uri in
timpul endocitozei si care sunt procesate ulterior.

Complexele de peptide si moleculele MHC de clasd I sunt recunoscute de limfocitele T
citotoxice CD8-pozitive care poartd receptorul de celule T (TCR) adecvat, iar complexele peptida —
molecule MHC de clasa II sunt recunoscute de celulele T helper CD4-pozitive care poartd TCR-ul
adecvat. Este bine cunoscut cd TCR-ul, peptida si MHC-ul sunt astfel prezente in raport stoechiometric
1:1:1.

Celulele T CD4-pozitive joacd un rol important in inducerea si sustinerea raspunsurilor efective
de catre celulele T citotoxice CD8-pozitive. Identificarea epitopilor celulelor T CD4-porzitive derivate din
antigeni asociati tumorilor (TAA) are o mare importantd pentru dezvoltarea de produse farmaceutice care
declanseaza raspunsuri imunitare antitumorale (Gnjatic et al., 2003). La locul tumorii, celulele T helper
sustin un mediu de citokine favorabile celulelor T citotoxice (CTL-favorabile) (Mortara et al., 2006) si
atrag celule efectoare, de exemplu CTL, celule natural killer (NK), macrofage si granulocite (Hwang et
al., 2007).

in absenta inflamatiei, exprimarea moleculelor MHC de clasi II este limitati in principal la
celulele sistemului imunitar, in special la celulele ,,profesioniste” prezentatoare de antigen (APC) cum ar
fi monocitele, celulele derivate din monocite, macrofagele sau celulele dendritice. La pacientii cu cancer,
s-a constatat ¢d celulele tumorale exprimd molecule MHC de clasa II (Dengjel et al., 2006).

Peptidele elongate din descriere pot actiona ca epitopi activi ai MHC-ului de clasa II.

Celulele T helper, activate de epitopi ai MHC-ului de clasi II, joacd un rol important in
orchestrarea functiei efectoare a CTL-urilor in imunitatea antitumorald. Epitopii celulelor T care
declanseaza un raspuns din partea celulelor T helper de tip TH1 sustin functiile efectorii ale celulelor T
killer CD8-pozitive, care includ functii citotoxice indreptate impotriva celulelor tumorale care prezintd pe
suprafata celulard complexe peptidi/MHC asociate tumorii. Astfel, epitopii peptidei unei celule T helper
asociate tumorii, singure sau in combinafie cu alte peptide asociate tumorii, poate servi ca ingredient
farmaceutic activ al formulelor de vaccin care ar stimula rdspunsul imunitar antitumoral.

S-a demonstrat pe modele animale (mamifere), de exemplu soarece, ca chiar si in absenfa
limfocitelor T CD8-pozitive, celulele T-CD4 pozitive sunt suficiente pentru inhibarea manifestarilor
tumorale prin inhibarea angiogenezei prin sinteza de interferon gamma (IFNy) (Beatty and Paterson,
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2001; Mumberg et al., 1999). Existd dovezi cid celulele T CD4 sunt efectori antitumorali directi
(Braumuller et al., 2013; Tran et al., 2014).

Deoarece exprimarea constitutivd a moleculelor HLA de clasid I este de obicei limitatd la
celulele sistemului imunitar, posibilitatea de izolare a peptidelor de clasi 1T direct din tumori primare nu a
fost consideratd anterior posibild. Totusi, Dengjel et al. au reusit sa identifice cu succes un numir de
epitopi ai MHC-ului de clasa II direct din tumori (WO 2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Deoarece ambele tipuri de raspuns, CD8 si CD4 dependente, contribuie impreuna si sinergic la
efectul antitumoral, identificarea si caracterizarea antigenilor asociati tumorii recunoscufi de CTL CD8+
(ligand: moleculd MHC de clasad I + epitop peptidd) sau celule T helper CD4-pozitive (ligand: moleculad
MHC de clasi II + epitop peptida) sunt importante in dezvoltarea de vaccinuri tumorale.

Pentru ca o peptidd MHC de clasd I si declanseze (inducd) un raspuns imunitar celular, trebuie
sa 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 leagd MHC de clasd I au de obicei o
lungime de 8-12 resturi de aminoacizi si confin doud resturi conservate (,ancore”) in secventa acestora,
care interactioneaza cu sanful de legare corespunzitoare a moleculei MHC. Astfel, fiecare aleld de MHC
are un ,,motiv de legare” care determind ce peptide se pot lega specific de santul de legare.

In reactia imunitard dependentd de MHC-ul de clasd I, peptidele nu numai ca trebuie sa fie
capabile sd se lege de anumite molecule MHC de clasa I exprimate de celulele tumorale, ci trebuie, de
asemenea, sa fie recunoscute ulterior de celulele T purtdtoare de receptori specifici de celule T (TCR).

Pentru ca proteinele s fie recunoscute de limfocitele T ca antigeni specifici sau asociati tumorii
si pentru a fi utilizati intr-o terapie, trebuie indeplinite anumite conditii prealabile. Antigenul ar trebuie sd
fie exprimat in principal de celulele tumorale si deloc, sau in cantititi comparabil de mici, de tesuturile
normale sinitoase. Intr-o concretizare preferatd, peptida trebuie si fie suprareprezentati de celulele
tumorale in comparatie cu tesuturile normale sinitoase. De asemenea, este de dorit ca antigenul respectiv
sa fie prezent nu numai intr-un tip de tumoare, ci si in concentratii ridicate (adicd numir de copii ale
peptidei respective per celuld). Antigenii specifici tumorii si asociafi tumorii sunt adesea derivate din
proteine implicate direct in transformarea unei celule normale intr-o celuld tumorala datoritd functiei lor,
de exemplu in controlul ciclului celular sau suprimarea apoptozei. Suplimentar, tintele din aval pentru
proteinele care cauzeaza direct transformarea pot fi reglate in sens crescitor si prin urmare pot fi asociate
indirect tumorii. Astfel de antigeni asociati indirect tumorii pot fi, de asemenea, finte aleunei abordari de
tip vaccinare (Singh-Jasuja et al., 2004). Este esential ca epitopi sd fie prezenti in secventa de aminoacizi
a antigenului, pentru a se asigura ci o astfel de peptida (,,peptidd imunogend™), derivatd dintr-un antigen
asociat unei tumori, conduce la un raspuns in vitro sau in vivo al celulelor T.

In principiu, orice peptidd capabili si se lege la 0 moleculdi MHC poate functiona ca epitop al
celulei T. Cerinta prealabild pentru inducerea unui rispuns al celulelor T, in vivo sau in vitro, este
prezenta unei celule T care are un TCR corespunzitor si absenta tolerantei imunologice pentru acest
anumit epitop.

Prin urmare, TAA-urile reprezintd un punct de plecare pentru dezvoltarea unei terapii bazate pe
celule T, inclusiv, dar fard a se limita la vaccinuri anti-tumorale. Metodele pentru identificarea si
caracterizarea TAA-urilor sunt bazate, de obicei, pe utilizarea de celule T care pot fi izolate de la pacienti
sau subiecti sindtosi sau sunt bazate pe generarea de profiluri diferentiate sau tipare de exprimare
diferentiate pentru peptide intre tumori si tesuturi normale. Totusi, identificarea genelor supracxprimate in
fesuturi tumorale sau linii celulare tumorale umane sau exprimate selectiv in astfel de tesuturi sau linii
celulare, nu asigurd informatii precise asupra utilizarii antigenilor care se transcriu din aceste gene intr-un
tratament imunitar. Acest lucru se datoreaza faptului cd numai o subpopulatie individuala de epitopi ai
acestor antigeni este adecvatd pentru o astfel de aplicatie, deoarece trebuie sa fie prezentd o celuld T cu un
TCR corespunzitor, iar toleranta imunologicd pentru acest epitop specific trebuic si fie absentd sau
minimi. Intr-o concretizare foarte preferati a descrierii, este, prin urmare, important si se selecteze numai
acele peptide supraprezentate sau selectiv prezentate impotriva carora se poate gisi o celuld T functionald
si/sau o celuld T proliferantd. Astfel de celule T functionale sunt definite ca celule T care, la stimularea cu
un antigen specific, pot fi extinse clonal si sunt capabile sd execute functii efectoare (,celule T
efectoare™).

In cazul directionirii complexelor peptidi-MHC prin TCR-uri specifice (de exemplu, TCR-uri
solubile) si anticorpi sau alte molecule de legare (schelete) in conformitate cu descrierea, imunogenitatea
peptidelor subiacente este secundar. In aceste cazuri, prezentarea este factorul determinant.

W02015/018805A1 descrie o peptida derivatd din gena MXRAS care se leagd de HLA- A*02,
dar nu descrie o peptidd care cuprinde o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 25 care are o lungime
totala de 11 pani la 16 aminoacizi.
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Bassani-Sternberg et al. (2015) descriu spectrometria de masd de inaltd rezolutie pentru
identificarea peptidelor care prezintd HLA asociate cu cancerul, dar nu divulga o peptida care cuprinde o
secventd de aminoacizi din SEQ ID nr. 25 care are o lungime totald cuprinsd intre 11 si 16 aminoacizi.

WO002/086443A2 descric gena MXRAS asociatd cu cancerul, dar nu descrie o peptida care si
cuprindi o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 25 care are o lungime totald cuprinsa intre 11 si 16
aminoacizi.

REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la o peptida care cuprinde o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO:
25, asa cum este definiti in Revendicarea 1 anexatd. Alte aspecte ale inventiei sunt definite in
revendicdrile anexate.

Intr-un prim aspect, este descrisi o peptida care cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din
grupul format din SEQ ID NO: 1 pani la SEQ ID NO: 288 sau o secventa variantd a acesteia care este cel
putin 77%, preferabil cel putin 88%, omologd (preferabil cel putin 77% sau cel putin 88% identicd) cu
SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288, in care varianta respectiva se leagd de MHC si/sau induce celule
T care reactioneaza incrucisat cu peptida respectivd, sau o sare farmaceutica acceptabild a acesteia, in care
peptida respectiva nu este polipeptida de lungime completi care std la baza acesteia.

In timp ce cel mai important criteriu pentru ca o peptidd si functioneze ca tinti a terapiei
impotriva cancerului este supraprezentarea acesteia in tfesuturile tumorale primare in comparafie cu
tesuturile normale, profilul de exprimare a ARN-ului genei corespunzitoare poate ajuta la selectarea
peptidelor adecvate. In special, uncle peptide sunt greu de detectat prin spectrometrie de masi, fie din
cauza proprietitilor lor chimice, fie din cauza numirului lor scdzut de copii in celule, iar o abordare de
screening axatd pe detectarea prezentdrii peptidelor poate esua in identificarea acestor tinte. Cu toate
acestea, aceste tinte pot fi detectate printr-o abordare alternativd, incepand cu analiza exprimarii genelor
in tesuturile normale si evaludnd in al doilea rind prezentarea peptidelor si exprimarea genelor in tumori.
Aceastd abordare a fost realizatd in aceastd descriere folosind date de ARNm dintr-o baza de date
disponibild public (Lonsdale, 2013) in combinatie cu alte date de exprimare genica (inclusiv esantioane
tumorale), precum si date de prezentare a peptidelor. Dacdi ARNm-ul al unei gene este aproape absent in
tesuturile normale, in special in sistemele de organe vitale, directionarea peptidelor corespunzitoare, chiar
si prin strategii foarte puternice (cum ar fi anticorpii bispecifici cu afinitate optimizatd sau receptorii de
celule T), este mai probabil sa fic sigurd. Astfel de peptide, chiar dacd sunt identificate doar intr-un
procentaj mic de fesuturi tumorale, reprezintd tinte interesante. Analiza de rutind prin spectrometrie de
masd nu este suficient de sensibild pentru a evalua acoperirea fintei la nivel peptidic. Mai degraba,
exprimarea ARNm-ului tumorii poate fi utilizatd pentru a evalua acoperirea. Pentru detectarea peptidei in
sine, ar putea fi necesard o abordare de spectrometrie de masa tintitd, cu o sensibilitate mai mare decat in
cazul screeningului de rutind, ceea ce ar putea duce la o mai buni estimare a acoperirii la nivelul
prezentdrii peptidelor.

Este descrisd, de asemenea, o peptida care cuprinde o secventd selectatd din grupul format din
SEQ ID NO: 1 pani la SEQ ID NO: 288 sau o variantd a acesteia care este cel putin 77%, preferabil cel
putin 88%, omologa (preferabil cel putin 77% sau cel putin 88% identicd) cu SEQ ID NO: 1 pana la SEQ
ID NO: 288, in care respectiva peptidd sau varianta acesteia are o lungime totald cuprinsa intre 8 si 100,
preferabil intre 8 si 30 si, cel mai preferabil, intre 8 si 14 aminoacizi.

Tabelele de mai jos prezintd peptida conform prezentei descrieri, respectiv SEQ ID NO si gena
sursa potentiald (de baza) pentru aceastd peptidd. Peptida din Tabelul 1 se leagd de HLA-A*02.

Tabelul 1: Peptidd in conformitate cu prezenta inventie
SEQ ID No.
Secventd ID-uri gene Simboluri oficiale ale genelor
25 LLWGHPRVALA 25878 MXRAS

Deosebit de preferate sunt peptidele — singure sau in combinatie — in conformitate cu prezenta
descriere, selectate din grupul format din SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288 si utilizarea lor in
imunoterapia carcinomului hepatocelular (HCC), a carcinomului colorectal (CRC), a glioblastomului
(GB), a cancerului gastric (GC), a cancerului esofagian, a cancerului pulmonar non-microcelular
(NSCLC), a cancerului pancreatic (PC), a carcinomului cu celule renale (RCC), a hiperplaziei benigne de
prostatd (BPH), a cancerului de prostatd (PCA), a cancerului ovarian (OC), a melanomului, a cancerului
de glandd mamard, a leucemiei limfocitare cronice (CLL), a carcinomului cu celule Merkel (MCC), a
cancerului pulmonar microcelular (SCLC), a limfomului non-Hodgkin (NHL), a leucemiei mieloide acute
(AML), a cancerului de vezicd biliard si colangiocarcinomului (GBC, CCC), a cancerului de vezica
urinard (UBC) si a cancerului uterin (UEC).
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Cea mai preferatd este peptida din SEQ ID NO: 25 (vezi Tabelul 1), precum si utilizérile sale in
imunoterapia pentru HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC,
melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptide, asa cum sunt descrise in prezentul
document, care au capacitatea de a se lega de o moleculd a complexului major de histocompatibilitate
(MHC) uman de clasd I sau — intr-o formi elongatd, cum ar fi o variantd de lungime — a MHC-ului de
clasa I1.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
peptidele (fiecare) constau sau constau in principal dintr-o secventd de aminoacizi conform SEQ ID NO:
1 pani la SEQ ID NO: 288.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
respectiva peptidd este modificati si/sau include legaturi non-peptidice.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
respectiva peptida face parte dintr-o proteind de fuziune, in special fuzionatd cu aminoacizii N-terminali
ai lanfului invariant asociat cu antigenul HLA-DR (Ii) sau fuzionatd cu (sau in secventa) unui anticorp,
cum ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific pentru celule dendritice.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la un acid nucleic care codifica peptidele descrise in
prezentul document. Prezenta descriere se referd, de asemenea, la acidul nucleic conform descrierii, care
este ADN, ADNc, ANP, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la un vector de exprimare capabil sd exprime si/sau sa
exprime un acid nucleic asa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o peptida, asa cum este descrisd in in prezentul
document, la un acid nucleic, asa cum este descris sau la un vector de exprimare, asa cum este descris in
prezentul document, pentru utilizare in tratamentul belilor si in medicind, in special in tratamentul
cancerului.

Prezenta descriere se referd, de asemenca, la anticorpi care sunt specifici impotriva peptidelor
descrise in prezentul document sau a complexelor dintre aceste peptide descrise in prezentul document si
MHC, precum si la metode de obtinere a acestora.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la receptorii de celule T (TCR-uri), in special 1a TCR-
uri solubile (sTCR-uri) si la TCR-uri clonate, modificate in celule T autologe sau alogene, precum si la
metode de obtinere a acestora, precum si la celulele NK sau la alte celule care poartd respectivele TCR-
uri sau care reactioneaza incrucisat cu respectivele TCR-uri.

Anticorpii si TCR-urile sunt concretizdri suplimentare ale utiliz3rii imunoterapeutice a peptidelor
conform prezentei descrieri.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o celuld-gazdad care cuprinde un acid nucleic asa
cum este descris in prezentul document sau un vector de exprimare asa cum a fost descris anterior.
Prezenta descriere se referd, de asemenea, la celula-gazdd, asa cum este descrisa in prezentul document,
care este o celuld prezentatoare de antigen si, de preferintd, este o celuld dendritica.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la 0 metodd pentru producerea unei peptide, asa cum
este descrisd in prezentul document, metoda respectiva cuprinzind cultivarea celulei-gazda, asa cum este
descris in prezentul document, si izolarea peptidei din celula-gazda sau din mediul de cultur al acesteia.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la metoda descrisd in prezentul document, in care
antigenul este incdrcat pe molecule MHC de clasd 1 sau II exprimate pe suprafata unei celule
prezentatoare de antigen adecvate sau a unei celule prezentatoare de antigen artificiale prin punerea in
contact a unei cantitdti suficiente de antigen cu o celuld prezentatoare de antigen.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la metoda, asa cum este descrisd in prezentul
document, in care celula prezentatoare de antigen cuprinde un vector de exprimare capabil si exprime sau
care exprima respectiva peptida care contine de la SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288, de preferintd
care contine de la SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 126, sau o variantd a secventei de aminoacizi.

Prezenta desciere se referd, de asemenea, la celulele T activate, produse prin metoda descrisd in
prezentul document, in care aceste celule T recunosc in mod selectiv o celuld care exprimi o polipeptidd
care cuprinde o secventd de aminoacizi, asa cum este descrisa in prezentul document.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la 0o metodd de distrugere a celulelor-fintd la un
pacient, celule-tintd care exprimid in mod aberant o polipeptidd care cuprinde orice secventd de
aminoacizi, asa cum este descrisa in prezentul document, metoda cuprinzand administrarea la pacient a
unui numdr eficient de celule T produse asa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descriere se referd, de asemenca, la utilizarca oricirei peptide descrise, a acidului
nucleic descris in prezentul document, a vectorului de exprimare descris in prezentul document, a celulei
descrise in prezentul document, a limfocitelor T activate, a receptorului de celule T sau a anticorpului ori
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a altor molecule de legare a peptidelor si/sau a peptidelor la MHC descrise in prezentul document ca
medicament sau la fabricarea unui medicament. De preferin{d, medicamentul respectiv este activ
impotriva cancerului.

De preferintd, medicamentul respectiv este adecvat si utilizat pentru o terapie celulard, un vaccin
sau o proteind bazatd pe un TCR sau un anticorp solubil.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o utilizare asa cum este prezentati in prezentul
document, in care celulele canceroase sunt HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC,
BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC
sau celule CLL.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la biomarkerii pe baza peptidelor descrise in prezentul
document, numiti in in prezentul document ,.tinte”, care pot fi utilizati in diagnosticarea cancerului, de
preferinti HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom,
cancer de san, SCLC, NHL, AML, GBC, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL. Markerul poate fi ori o
supraprezentare a peptidei (peptidelor) in sine, ori o supraexprimare a genei (genelor) corespunzitoare.
Markerii pot fi, de asemenea, utilizati pentru a prezice probabilitatea de succes a unui tratament, de
preferintd o imunoterapie si, cel mai preferabil, o imunoterapie care vizeaza aceeasi tintd care este
identificatd de biomarker. De exemplu, un anticorp sau un TCR solubil poate fi utilizat pentru a colora
sectiuni ale tumorii pentru a detecta prezenta unei peptide de interes in complex cu MHC.

Optional, anticorpul poarti o functie efectoare suplimentard, cum ar fi un domeniu de stimulare
imunitar sau o toxin.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la utilizarea acestor tinte noi in contextul tratamentului
cancerului.

MXRAS codifica una dintre proteinele asociate remodeldrii matricei, care confine 7 repetiri
bogate in leucind si 12 domenii de tip C2 asemdndtoare imunoglobulinei in legiturd cu perlecanul
(RefSeq, 2002). Un studiu efectuat in China a identificat MXRAS ca fiind a doua cea mai frecventd geni
mutantd in cancerul pulmonar non-microcelular (Xiong et al., 2012). In cazul cancerului de colon,
MXRAS5 s-a dovedit a fi supraexprimat si ar putea servi drept biomarker pentru diagnosticarea precoce si
metastaza omentald (Zou et al., 2002; Wang et al., 2013a).

Stimularea unui raspuns imun depinde de prezenta unor antigeni recunoscufi ca striini de citre
sistemul imunitar al gazdei. Descoperirea antigenilor asociati tumorilor a creat posibilitatea de a folosi
sistemul imunitar al gazdei pentru a interveni asupra cresterii tumorale. In prezent, imunoterapia
impotriva cancerului exploreaza diferite mecanisme de a valorifica atat componenta umorald cit si pe cea
celulara a sistemului imunitar.

Elemente specifice ale raspunsului imun celular sunt capabile de a recunoaste si distruge in mod
specific celulele tumorale. Izolarea celulelor T din populatiile de celule care infiltreaza tumorile sau din
sangele periferic sugercazd ca aceste celule joacd un rol important in apdrarca imunitard naturald
impotriva cancerului. Celulele T CD8-pozitive, in special, care recunosc moleculele de clasd 1 ale
peptidelor purtitoare a complexului major de histocompatibilitate (MHC) cu, de obicei, 8 pani la 10
reziduuri de aminoacizi derivate din proteine sau produse ribozomale defecte (DRIP-uri) localizate in
citosol, joacd un rol important in acest rispuns. Moleculele MHC umane sunt desemnate si ca antigeni
leucocitari umani (HLA).

Termenul ,,rdspuns celular T” se referd la proliferarea si activarea specificd a functiilor efectoare
induse de o peptida in vitro sau in vivo. Pentru celule T citotoxice restrictionate la MHC de clasa I,
functiile efectoare pot fi de lizd a celulelor tintd cu peptide pulsate, precursori de peptide pulsate sau care
prezintd peptide naturale, de secretie de citochine, preferabil interferon gamma, TNF-alfa sau IL-2 indusa
de peptide, secretic de molecule efectoare, preferabil granzime sau perforine induse de peptidd, sau
degranulare.

Termenul ,,peptidd” este folosit in prezentul document pentru a desemna o serie de resturi de
aminoacid conectate intre ele de obicei prin punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale
aminoacizilor adiacenti. Peptidele au, de preferintd, o lungime de 9 aminoacizi, dar pot avea o lungime de
pani la 8 aminoacizi si o lungime de 10, 11, 12 sau 13 aminoacizi sau mai mare, iar in cazul peptidelor
MHC de clasa II (variante alungite ale peptidelor din descriere), acestea pot avea o lungime de 14, 15, 16,
17, 18, 19 sau 20 sau mai mulfi aminoacizi.

In plus, termenul ,peptida” include sirurile unei serii de reziduuri de aminoacizi, conectate intre
ele in mod obisnuit prin legituri peptidice intre grupele alfa-amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti.
De preferinta, sdrurile sunt sdruri acceptabile din punct de vedere farmaceutic ale peptidelor, cum ar fi, de
exemplu, sirurile de clorurd sau de acetat (trifluoroacetat). Trebuie remarcat faptul ci sdrurile peptidelor
conform prezentei descrieri diferd substantial de peptidele in starea (stirile) lor in vivo, deoarece peptidele
nu sunt saruri in vivo.
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Termenul ,,peptidd” include, de asemenea, ,,oligopeptidd”. Termenul ,,oligopeptidd™ este folosit
in prezentul document pentru a desemna o seric de resturi aminoacid conectate intre ele de obicei prin
punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti. Lungimea oligopeptidei
nu este criticd pentru descriere, atita timp cat epitopul corect (sau epitopii corecti) se pastreaza in aceasta.
Oligopeptida are de obicei o lungime mai mica de 30 de aminoacizi, dar mai mare de 15 aminoacizi.

Termenul ,,polipeptidd” desemneazi o serie de resturi aminoacid conectate intre ele de obicei
prin punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti. Lungimea
polipeptidei nu este criticd pentru descriere atita timp cat epitopii corecti se pistreazd. Spre deosebire de
termenii ,,peptidd” sau ,,oligopeptidd”, termenul ,,polipeptidd” se referad la molecule care contin mai mult
de circa 30 de resturi de aminoacid.

O peptida, o oligopeptidd, o proteind sau o polinucleotidi care codificd o astfel de moleculd este
~imunogend” (si, prin urmare, este un ,,imunogen” in sensul prezentei descrieri), daci este capabild si
induci un rispuns imunitar. in cazul prezentei descrieri, imunogenitatea este definiti mai specific ca fiind
abilitatea de a induce un raspuns mediat de celulele T. Astfel, un ,,imunogen” este o molecula capabili sa
inducd un rdspuns imunitar si, in cazul prezentei descrieri, 0 moleculd capabild si inducd un raspuns al
celulelor T. Intr-un alt aspect, imunogenul poate fi peptida, complexul peptidei cu MHC, oligopeptida
si/sau proteina care este utilizatd pentru a crea anticorpi specifici sau TCR-uri impotriva acesteia.

Un ,.epitop” al celulei T de clasa I necesiti o peptidd scurtd care se leaga de receptorul MHC de
clas I formand un complex ternar (lant alfa MCH de clasa I, beta-2-microglobulini si peptidd) care poate
fi recunoscut de o celuld T care poartd un receptor de celuld T corespunzitor care se leagd de complexul
MHC/peptida cu afinitatea adecvatd. Peptidele care se leagd de molecule MHC de clasa I au de obicei o
lungime de 8-14 aminoacizi, cel mai frecvent avand lungimea de 9 aminoacizi.

La oameni existd trei loci genetici diferiti care codificd moleculele MHC de clasd I (moleculele
MHC ale omului sunt si antigeni leucocitari umani desemnati (HLA)): HLA-A, HLA-B, and HLA-C.
HLA-A*01, HLA-A*02 si HLA-B*07 sunt exemple de diferite alele MHC de clasd 1 care pot fi
exprimate pe baza acestor loci.

Tabelul 2: Frecventele F de exprimare pentru HLA-A*02 si HLA-A*24 si cele mai frecvente
serotipuri HLA-DR. Frecventele sunt deduse din frecventele haplotipurilor Gf din populatia americand
adaptate din Mori et al. (Mori et al., 1997) care implicd formula Hardy-Weinberg: F=1-(1-Gf)*.2.
Combinatiile de A*02 sau A*24cu anumite alele HLA-DR pot fi imbogatite sau mai pufin frecvente decat
s-a estimat pe baza frecventelor singulare datoritd unor dezechilibre de legare. Pentru detalii, vezi
Chanock et al. (Chanock et al., 2004).

Alelad Populatie Fenotip calculat din
frecventa alelei

A*02 Caucazieni (America de Nord) 49,1%

A*02 Afro-americani (America de Nord) 34,1%

A*02 Asiatic-americani (America de Nord) 43.2%

A*02 Latino-americani (America de Nord) 48,3%

DR1 Caucazieni (America de Nord) 19,4%

DR2 Caucazieni (America de Nord) 28,2%

DR3 Caucazieni (America de Nord) 20,6%

DR4 Caucazieni (America de Nord) 30,7%

DRS5 Caucazieni (America de Nord) 23,3%

DR6 Caucazieni (America de Nord) 26,7%

DR7 Caucazieni (America de Nord) 24 8%

DRS Caucazieni (America de Nord) 5,7%

DR9 Caucazieni (America de Nord) 2,1%

DRI Africani (nord) americani 13,20%

DR2 Africani (nord) americani 29,80%

DR3 Africani (nord) americani 24 .80%

DR4 Africani (nord) americani 11,10%

DRS Africani (nord) americani 31,10%
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Alelad Populatie Fenotip calculat din
frecventa alelei

DR6 Africani (nord) americani 33,70%
DR7 Africani (nord) americani 19,20%
DR3 Africani (nord) americani 12,10%
DR9 Africani (nord) americani 5,80%
DRI Asiatici (nord) americani 6,80%
DR2 Asiatici (nord) americani 33,80%
DR3 Asiatici (nord) americani 9,20%
DR4 Asiatici (nord) americani 28,60%
DRS Asiatici (nord) americani 30,00%
DR6 Asiatici (nord) americani 25,10%
DR7 Asiatici (nord) americani 13,40%
DR8 Asiatici (nord) americani 12,70%
DR9 Asiatici (nord) americani 18,60%
DRI Hispanici (nord) americani 15,30%
DR2 Hispanici (nord) americani 21,20%
DR3 Hispanici (nord) americani 15,20%
DR4 Hispanici (nord) americani 36,80%
DRS Hispanici (nord) americani 20,00%
DR6 Hispanici (nord) americani 31,10%
DR7 Hispanici (nord) americani 20,20%
DR8 Hispanici (nord) americani 18,60%
DR9 Hispanici (nord) americani 2,10%
A*24 Filipine 65%
A*24 Rusia, Nenet 61%
A*24:02 Japonia 59%
A*24 Malaysia 58%
A*24:02 Filipine 54%
A*24 India 47%
A*24 Coreea de Sud 40%
A*24 Sri Lanka 37%
A*24 China 32%
A*24:02 India 29%
A*24 Australia de Vest 22%
A*24 SUA 22%
A*24 Rusia, Samara 20%
A*24 America de Sud 20%
A*24 Europa 18%

Peptidele din prezenta descriere, de preferintd atunci cind sunt incluse intr-un vaccin din
prezenta descriere, asa cum este descris aici, se leagd de A*02. Un vaccin poate include, de asemenea,
peptide MHC de clasa 1T care se leagd la nivel de pan-legiturd. Prin urmare, vaccinul din descriere poate
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fi utilizat pentru a trata cancerul la pacienfi care sunt A*02-pozitivi, in timp ce nu este necesard nicio
selectie pentru alotipurile MHC de clasd IT datoritd naturii pan-legitoare a acestor peptide.

Daca peptidele A*02 din descriere sunt combinate cu peptide care se leaga la o altd alela, de
exemplu A*24, un procentaj mai mare din orice populatie de pacienti poate fi tratat in comparatie cu
adresarea unei singure alele MHC clasa 1. In timp ce in cele mai multe populatii, mai putin de 50% dintre
pacienti ar putea fi tratafi numai cu oricare dintre alele, un vaccin care cuprinde epitopi HLA-A*24 si
HLA-A*02 poate trata cel putin 60% dintre pacientii din orice populatic relevanti. In mod specific,
urmitoarele procentaje de pacienfi vor fi pozitive pentru cel putin una dintre aceste alele in diferite
regiuni: SUA 61%, Europa de Vest 62%, China 75%, Coreea de Sud 77%, Japonia 86% (calculate de la
www.allelefrequencies.net).

Intr-o concretizare preferatd, termenul , secventdi nucleotidici™ se referd la un heteropolimer al
dezoxiribonucleotidelor.

Secventa de nucleotidd care codificd o anumitd peptidd, oligopeptidd sau polipeptidd poate fi
intalnitd in mod natural sau poate fi construitd artificial. In general, segmentele de ADN care codifici
peptidele, polipeptidele si proteinele din descriere sunt asamblate din fragmente de ADNc si legituri
oligonucleotidice scurte sau dintr-o serie de oligonucleotide, pentru a obfine o gend sintetica care poate fi
exprimatd intr-o unitate transcriptionald recombinanta care cuprinde elemente de reglare derivate dintr-un
operon microbian sau viral.

In sensul prezentului document, termenul ,,0 nucleotidd care codificd o peptidd” se referd la o
secventd de nucleotide care codificd peptida si care include codonii artificiali de start si stop compatibili
cu sistemul biologic prin care secventa urmeaza si fie exprimati, de exemplu, o celuld dendriticd sau un
alt sistem celular util pentru producerea de TCR-uri.

In sensul prezentului document, referirea la o secventi de acid nucleic include atit acidul nucleic
monocatenar, cit si cel bicatenar. Astfel, de exemplu pentru ADN; secventa specificd, cu exceptia cazului
in care contextul indicd altfel, se referd la ADN-ul monocatenar al unei astfel de secvente, la duplexul
unei astfel de secvente cu complementul sidu (ADN bicatenar) si la complementul unei astfel de secvente.

Termenul ,,regiune de codare” se referd la acea portiune a genei care codificd, fie in mod natural,
fic in mod normal, produsul de exprimare al acelei gene in mediul sdu genomic natural, adicd regiunca
care codific in vivo produsul de exprimare nativ al genei respective.

Regiunca codificatoare poate fi derivatd dintr-o gend nemutantd (,,normald”), mutanti sau
modificatd, sau poate fi chiar derivata dintr-o secventd de ADN sau dintr-o geni sintetizatd in intregime in
laborator, folosind metode bine cunoscute de citre specialistii din domeniul sintezei de ADN.

Termenul ,,produs de exprimare” desemneaza polipeptida sau proteina care este produsul natural
de translatic al genei si orice echivalent de codificare a secventei de acid nucleic care rezultd din
degenerarea codului genetic si care codificd astfel acelasi (aceiasi) aminoacid (aminoacizi).

Termenul ,.fragment”, cand este vorba despre o secventd de codificare, se referd la o portiune de
ADN care contine mai pufin decét regiunea completa de codificare, al carei produs complet de exprimare
retine in principal aceeasi functie sau activitate biologica ca si produsul de exprimare al intregii regiuni de
codificare.

Termenul ,,segment ADN” se referd la un polimer ADN sub forma unui fragment separat sau ca
0 componentd a unei structuri ADN mai mari, care a fost obtinutd din ADN izolat cel pufin o datd in
forma substanfiald purd, adicd fird contaminanti endogeni si in cantitdfi sau concentratii care permit
identificarea, manevrarea §i recuperarea segmentului si a secventelor nucleotidice componente prin
metode biochimice standard, de exemplu prin utilizarea unui vector de clonare. Aceste segmente sunt
furnizate sub forma unui cadru deschis de citire, neintrerupt de secvente interne netraduse (sau introni)
care sunt de obicei prezente in genele eucariote. Secventele de ADN netradus pot fi prezente in aval de
cadrul de citire deschis, unde acestea nu interferd cu manipularea sau exprimarea regiunilor de codificare.

Termenul ,,amorsd” se referd la o secventd de acid nucleic scurtd care se poate imperechea cu o
monocatend ADN si care asigurd un capat 3’-OH liber la nivelul cdruia ADN polimeraza incepe sinteza
unui lan{ dezoxiribonucleic.

Termenul ,,promotor” se referd la o regiune ADN implicata in legarea ARN-polimerazei pentru a
initia transcripfia.

Termenul ,izolat” se referd la faptul cid materialul este indepartat din mediul sdu original (de
exemplu, mediul natural, daca apare in mod natural). De exemplu, o polinucleotida sau polipeptidd care
apare natural intr-un animal viu nu este izolat; dar aceeasi polinucleotida sau polipeptidd separatd de una
sau toate materialele coexistente din sistemul natural reprezintd un izolat. Aceste polinucleotide pot face
parte dintr-un vector si/sau aceste polinucleotide sau polipeptide pot face parte dintr-un compus, dar
ramanand izolate deoarece vectorul sau compusul nu face parte din mediul natural.
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Polinucleotidele si polipeptidele recombinate sau imunogene descrise in conformitate cu
prezenta inventie, pot si fie in forma ,,purificatd”. Termenul ,,purificat” nu se refera la puritate absolutd;
mai degrabd este intentionat ca definitie relativa, si poate include produse care sunt inalt purificate sau
produse care sunt numai parfial purificate, deoarece acesti termeni sunt infelesi de cei instruiti in
domeniul relevant. Pentru exemplificare, clonele individuale izolate dintr-o bibliotecd de ADNc au fost
purificate in mod conventional pand la omogenitate electroforetica. Purificarea materialelor de inceput
sau naturale pana la cel putin un ordin de marime, preferabil la doud sau trei ordine de mirime, si ideal la
patru sau cinci ordine de mirime este de dorit in special. Mai mult, s¢ include in mod explicit o
polipeptidd revendicati care are o puritate de preferintd de 99,999%, sau de cel putin 99,99% sau de
99,9%; si chiar, de dorit, de 99% masic sau mai mult.

Acizii nucleici si produsele de exprimare polipeptidicd descrise in conformitate cu prezenta
inventie, precum si vectorii de exprimare care confin astfel de acizi nucleici si/sau astfel de polipeptide,
pot fi in . formi imbogititd”. In sensul prezentului document, termenul ,,imbogitit” inseamni cd
concentratia materialului este de cel putin aproximativ 2, 5, 10, 100 sau 1000 de ori mai mare decét
concentratia sa naturald (de exemplu), in mod avantajos de 0,01% masic, de preferintd de cel putin 0,1%
masic. Produsele imbogitite cu 0,5%, 1%, 5%, 10% si 20% masic sunt de asemenea de interes.
Secventele, compusii, vectorii, clonele si celelalte materiale care sunt cuprinse in prezenta descriere pot
fi, in functie de interes, in formd imbogifitd sau izolatd. Termenul ,fragment activ’ inseamnd un
fragment, de obicei o peptidd, o polipeptidd sau o secventd de acid nucleic, care genereazd un raspuns
imunitar (adicd are activitate imunogend) atunci cand este administrat, singur sau, opfional, cu un
adjuvant adecvat sau intr-un vector, unui animal, cum ar fi un mamifer, de exemplu, un iepure sau un
soarece, si, de asemenea, inclusiv un om, un astfel de rdspuns imunitar ludnd forma stimularii unui
raspuns al celulelor T in cadrul animalului receptor, cum ar fi un om. Alternativ, , fragmentul activ” poate
fi, de asemenea, utilizat pentru a induce un raspuns al celulelor T in vitro.

Asa cum sunt utilizati in prezentul document, termenii ,,porfiune”, ,.segment” si ,.fragment”,
atunci cand sunt utilizati in legitura cu polipeptidele, se referd la o secventd continud de reziduuri, cum ar
fi reziduuri de aminoacizi, secventd care formeaza un subset al unei secvente mai mari. De exemplu, daci
o polipeptidd este supusd unui tratament cu oricare dintre endopeptidazele uzuale, cum ar fi tripsina sau
chimotripsina, oligopeptidele care rezulta din acest tratament reprezintd portiuni, segmente sau fragmente
ale polipeptidei initiale. Atunci cind sunt utilizati in legiturd cu polinucleotidele, acesti termeni se referd
la produsele obtinute prin tratarea polinucleotidelor respective cu oricare dintre endonucleaze.

In conformitate cu prezenta descriere, termenul L identitate procentuald” sau ,,procentual identic”,
atunci cand se referd la o secventd, inseamnd cd o secventi este comparatd cu o secventd revendicata sau
descrisd dupa alinierea secventei care urmeazd a fi comparati (,secventa comparati”) cu secvenfa
descrisd sau revendicatd (,secventa de referintd”). Identitatea procentuald se determind conform
urmitoarei formule: identitate procentuald = 100 [1 -(C/R)], unde C este numirul de diferente dintre
secventa de referint si secventa comparatd pe lungimea aliniamentului dintre secventa de referinta si cea
comparatd, in care

(i) fiecare baz sau aminoacid din secventa de referin{d care nu are un corespondent aliniat,
baza sau aminoacid, in secventa comparata, si

(ii) fiecare lipsi din secventa de referintd, si

(iii) fiecare baza sau aminoacid aliniat(d) din secventa de referinti care diferd de baza sau

aminoacidul aliniat din secventa comparat, reprezinti o diferented si (iii) alinierea trebuie sa inceapa in
pozitia 1 a secventelor aliniate;

si R este numdrul de baze sau aminoacizi din secventa de referintd pe lungimea alinierii cu
secventa comparatd, orice lipsd apdrutd in secventa de referintd fiind de asemenea numéirati ca baza sau
aminoacid.

Daci existd o aliniere intre secventa comparati si secventa de referintd pentru care identitatea
procentuald calculatid mai sus este aproximativ egald sau mai mare decat identitatea procentuald minima
specificatd, atunci secvenfa comparati are identitatea procentuald minima specificati fatd de secventa de
referintd, chiar dacd pot exista alinieri in care identitatea procentuald calculatd mai sus este mai mica
decét identitatea procentuald specificata.

Dupa cum s-a mentionat mai sus, prezenta descrieere furnizeaza astfel o peptida care cuprinde o
secventi care este selectatd din grupul format din SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288 sau o varianta
a acestuia care este omologd in proportie de 88% cu SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288, sau o
varianta a acestuia, care va induce celule T care reactioneaza incrucisat cu peptida respectiva. Peptidele
din descriere au capacitatea de a s¢ lega de o moleculd a complexului major de histocompatibilitate
(MHC) uman de clasa I sau de versiuni alungite ale acestor peptide la clasa II.
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In prezenta descriere, termenul ,,omolog” se referd la gradul de identitate (a se vedea identitatea
procentuald de mai sus) dintre secventele a doud secvente de aminoacizi, adici secvente peptidice sau
polipeptidice. ,,Omologia” mentionatd mai sus se determind prin compararea a doud secvente aliniate in
conditii optime fatd de secventele care urmeaza a fi comparate. O astfel de omologie de secventd poate fi
calculata prin crearea unei alinieri folosind, de exemplu, algoritmul ClustalW. Programele software de
analizd a secventelor disponibile in mod obisnuit, mai exact Vector NTI, GENETYX sau alte instrumente
sunt furnizate de baze de date publice.

O persoani specializatd in domeniu va putea evalua daca celulele T induse de o variantd a unei
peptide specifice vor fi capabile sd reactioneze incrucisat cu peptida in sine (Appay et al., 2006;
Colombetti et al., 2006; Fong et al., 2001; Zaremba et al., 1997).

Prin ,variantd” a secvenfei de aminoacizi date, inventatorii inteleg ci lanturile laterale, de
exemplu, ale unuia sau a doud dintre reziduurile de aminoacizi sunt modificate (de exemplu, prin
inlocuirea lor cu lantul lateral al unui alt reziduu de aminoacid natural sau cu un alt lant lateral), astfel
incat peptida si fie in continuare capabild si se lege de o moleculd HLA in mod substantial in acelasi mod
ca o peptidd compusa din secventa de aminoacizi dati, constind in SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO:
288. De exemplu, o peptidd poate fi modificatd astfel incit s menfind cel putin, dacd nu si
imbundtateascd, capacitatea de a interactiona cu si de a se lega la santul de legare al unei molecule MHC
adecvate, cum ar fi HLA-A*02 sau -DR si, in acest fel, sd mentind cel putin, dacd nu s imbunatiteasca,
capacitatea de a se lega la TCR-ul celulelor T activate.

Aceste celule T pot ulterior si reactioneze incrucisat cu celulele si si distrugd celulele care
exprimd o polipeptidd care contine secventa naturald de aminoacizi a peptidei cognate, asa cum este
definitd in aspectele descrierii. Dupa cum reiese din literatura stiintifica si din bazele de date, anumite
pozitii ale peptidelor de legare HLA sunt, de obicei, reziduuri de ancorare care formeazi o secventi
centrald care se potriveste motivului de legare al receptorului HLA, care este definit de proprietatile
polare, electrofizice, hidrofobe si spatiale ale lanturilor polipeptidice care constituie santul de legare.
Astfel, un specialist in domeniu ar putea modifica secventele de aminoacizi prezentate in SEQ ID NO: 1
pand la SEQ ID NO 288 prin mentinerea reziduurilor de ancorare cunoscute, si ar putea determina daca
aceste variante pdstreazd capacitatea de a se lega de moleculele MHC de clasd 1 sau II. Variantele
prezentei descrieri isi pstreaza abilitatea de a lega TCR-urile celulelor T activate, care pot reactiona
incrucisat cu celulele si pot ucide celulele care exprimi polipeptida care confine secventa naturald de
aminoacid a peptidei cognate definite in aspectele descrierii.

Peptidele originale (nemodificate), astfel cum sunt descrise in prezentul document, pot fi
modificate prin inlocuirea uneia sau mai multor reziduuri in diferite locuri, eventual selective, din lanful
peptidic, dacd nu se specifica altfel. De preferinti, aceste substitutii sunt situate la capitul lantului de
aminoacizi. O astfel de substitutie poate fi conservatoare, de exemplu, dacd un aminoacid este substituit
cu un alt aminoacid cu structurd si caracteristici similare, astfel incat de exemplu un aminoacid hidrofob
sa fie inlocuit cu un alt aminoacid hidrofob. Chiar mai conservativd ar fi inlocuirea aminoacizilor de
acecasi mirime sau similard si de naturd chimica, cum ar fi inlocuirea leucinei cu izoleucina. in studiile
privind variatiile de secventd in familiile de proteine omologe care apar in mod natural, anumite
substitutii de aminoacizi sunt mai des tolerate decét altele, iar acestea prezintd adesea o corelatie cu
similitudinile de marime, sarcind, polaritate si hidrofobicitate dintre aminoacidul original si cel de
inlocuire, ceea ce constituie baza pentru definirea ,,substitutiilor conservative”.

Substitutiile conservatoare sunt in prezentul document definite ca schimburi in cadrul unuia
dintre urméitoarele cinci grupuri: Grupul 1 — resturi mici, alifatice, nepolare sau usor polare (Ala, Ser, Thr,
Pro, Gly); Grupul 2 — resturi polare, incircate negativ si amidele lor (Asp, Asn, Glu, Gln); Grupul 3 —
resturi polare, incircate pozitiv (His, Arg, Lys); Grupul 4 — resturi mari, alifatice, nepolare (Met, Leu, Ile,
Val, Cys); si Grupul 5 — resturi mari, aromatice (Phe, Tyr, Trp).

Substitutiile mai pufin conservatoare pot implica schimbarea unui aminoacid cu un altul cu
caracteristici similare dar oarecum diferit ca dimensiuni, cum ar fi, de exemplu, substituirea alaninei cu
un rest de izoleucind. Substitutiile inalt neconservative pot implica substituirea unui aminoacid acid cu
unul care este polar sau chiar bazic. Astfel de substitutii ,,radicale” nu pot fi apreciate, totusi, ca potential
ineficiente deoarece efectele chimice nu sunt complet previzibile; astfel de substitutii radicale pot provoca
efecte caracterizate de serendipitate, fiind impredictibile pe baza principiilor chimice elementare.

Desigur, aceste substitufii pot implica structuri diferite de L-aminoacizii uzuali. Astfel, D-
aminoacizii se pot substitui cu L-aminoacizii identificati uzual in peptidele antigenice ale descrierii fiind
in continuare inclusi in prezentul document. In plus, aminoacizii nestandard (si anume, altii decat
aminoacizii proteinogeni naturali obisnuiti) pot fi, de asemenea, utilizati in scopul substituirii pentru a
produce imunogeni si polipeptide imunogene in conformitate cu prezenta descriere.
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Dac3 substitutiile din mai mult de o pozitie se descoperd ca pot conduce la o peptidd cu activitate
antigenica substantial echivalentd sau mai mare decét cea descrisd mai jos, atunci aceste substitutii se vor
testa pentru a identifica dacd substitutiile combinate provoacd efecte cumulative sau sinergice ale
antigenicitatii peptidei. Cel mult, nu mai mult de patru pozitii din cadrul peptidei pot fi substituite
simultan.

O peptida care constd in esentd din secventa de aminoacizi indicata in prezentul document poate
avea unul sau doi aminoacizi care nu sunt de ancorare (a se vedea mai jos in ceea ce priveste motivul de
ancorare) schimbafi fard ca abilitatea de a se lega de o moleculd a complexului major de
histocompatibilitate uman (MHC) de clasa I sau Il sa fie modificatd in mod substantial sau sa fie afectatad
in mod negativ, in comparatie cu peptida nemodificata. Intr-o alti concretizare, intr-o peptidi care consti
in esentd din secventa de aminoacizi indicata aici, unul sau doi aminoacizi pot fi schimbati cu partenerii
lor de schimb conservativ (a se vedea mai jos) fira ca abilitatea de a se lega de o moleculd a complexului
major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasa I sau II sa fie modificatd in mod substantial sau si fie
afectatd in mod negativ, in comparatie cu peptida nemodificata.

Reziduurile de aminoacizi care nu contribuie in mod substantial la interactiunile cu receptorul de
celule T pot fi modificate prin inlocuire cu alfi aminoacizi a cdror incorporare nu afecteazi in mod
substantial reactivitatea celulelor T si nu elimind legitura cu MHC-ul relevant. Astfel, in afard de conditia
mentionatd, peptida din prezenta descriere poate fi orice peptida (termen prin care inventatorii includ
oligopeptida sau polipeptida), care include secventele de aminoacizi sau o portiune sau variantd a
acestora, aga cum sunt prezentate.

Pot fi, de asemenea, adecvate peptide mai lungi (elongate). Este posibil ca epitopii MHC de clasi
I, desi au de obicei o lungime cuprinsa intre 8 si 11 aminoacizi, sa fie generati prin procesarea peptidelor
din peptide sau proteine mai lungi care includ epitopul real. Este preferabil ca resturile care flancheazi
epitopul efectiv si fie resturi care sd nu influenteze substantial clivajul proteolitic necesar pentru
expunerea epitopului efectiv in timpul procesarii.

Peptidele din descriere pot fi alungite cu pand la patru aminoacizi, adici 1, 2, 3 sau 4 aminoacizi
pot fi addugati la ambele capete in orice combinatie intre 4:0 si 0:4. Combinatiile de elongatii descrise in
prezentul document pot fi gdsite in Tabelul 3.

Tabelul 3. Combinatii de elongatii ale peptidelor din descricre

C-terminal N-terminal

4 0

3 Osau 1

2 0 sau 1 sau 2

1 0 sau 1 sau 2 sau 3

0 0 sau 1 sau 2 sau 3 sau 4
N-terminal C-terminal

4 0

3 Osau 1

2 0 sau 1 sau 2

1 0 sau 1 sau 2 sau 3

0 0 sau 1 sau 2 sau 3 sau 4

Aminoacizii pentru alungire/extindere pot fi peptidele din secventa originald a proteinei sau orice
alt aminoacid (alti aminoacizi). Alungirea poate fi utilizatd pentru a spori stabilitatea sau solubilitatea
peptidelor.

Astfel, epitopi ai prezentei descrieri pot fi identici cu epitopi naturali asociati tumorilor sau
specifici tumorilor sau pot include epitopi care nu diferd cu mai mult de patru reziduuri de peptida de
referintd, atat timp cat au o activitate antigenica substantial identica.

Intr-o altd concretizare, peptida este alungiti pe una sau pe ambele parti cu mai mult de 4
aminoacizi, de preferintd pana la o lungime totald de pand la 30 de aminoacizi. Acest lucru poate duce la
peptide de legare la MHC-ul de clasa II. Legarea la MHC-ul de clasd II poate fi testatd prin metode
cunoscute in domeniu.

In consecintd, prezenta descriere furnizeaza peptide si variante ale epitopilor MHC de clasa I, in
care peptida sau varianta are o lungime totala cuprinsa intre 8 si 100 de aminoacizi, preferabil intre 8 si 30
de aminoacizi, si cel mai preferabil intre 8 si 14 aminoacizi, si anume 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 aminoacizi,
in cazul peptidelor alungite de legare de clasa I, lungimea poate fi si de 15, 16, 17, 18, 19, 19, 20, 21 sau
22 de aminoacizi.
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Bineinteles, peptida sau varianta conform prezentei descrieri va avea capacitatea de a se lega de
o moleculd din complexul major de histocompatibilitate (MHC) uman clasa I sau II. Legarea unei peptide
sau a unei variante 1a un complex MHC poate fi testatd prin metode cunoscute in domeniu.

De preferintd, atunci cand celulele T specifice pentru o peptidd conform prezentei descrieri sunt
testate impotriva peptidelor substituite, concentratia de peptida la care peptidele substituite obfin jumatate
din cresterea maxima a lizei in raport cu fondul nu este mai mare de aproximativ 1 mM, preferabil nu mai
mare de aproximativ 1 pM, mai preferabil nu mai mare de aproximativ 1 nM, si incd si mai preferabil mu
mai mare de aproximativ 100 pM si cel mai preferabil nu mai mare de aproximativ 10 pM. Este, de
asemenea, de preferat ca peptida substituitd sa fie recunoscutd de celule T provenind de la mai multi
indivizi, cel putin doi si, preferabil, trei indivizi.

Intr-o concretizare deosebit de preferati a descrierii, peptida consti sau consti in esentd dintr-o
secventi de aminoacizi conform SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288.

,,Care constd in esentd din” inseamnd ca o peptidd conform prezentei descrieri, in plus fata de
secventa conformd cu oricare dintre secventele SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288 sau o varianta a
acesteia, contine segmente suplimentare de aminoacizi localizati N- si/sau C-terminal care nu fac neapdarat
parte din peptida care functioneaza ca epitop pentru epitopul moleculelor MHC.

Totusi, aceste resturi pot fi importante pentru a furniza o introducere adecvatad a peptidei care
face obicctul prezentei descrieri in interiorul celulelor. Intr-o concretizare a prezentei descrieri, peptida
face parte dintr-o proteind de fuziune care cuprinde, de exemplu, cei 80 de aminoacizi N-terminali ai
lantului invariant asociat cu antigenul HLA-DR (p33, in continuare ,Ii”), asa cum rezultd din NCBI,
numirul de acces GenBank X00497. In alte fuziuni, peptida din prezenta descriere poate fi fuzionati cu
un anticorp, astfel cum este descris in prezenta descriere, sau cu o parte functionald a acestuia, in special
intr-o secventd a unui anticorp, astfel incat s fie tintitd in mod specific de respectivul anticorp sau, de
exemplu, cu sau intr-un anticorp care este specific pentru celulele dendritice, astfel cum este descris in
prezentul document.

In plus, peptida sau varianta pot fi ulterior modificate pentru a imbunititi stabilitatea si/sau
legarea de molecule MHC pentru a exercita un rispuns imun mai puternic. Metodele pentru aceasta
optimizare a secventei de peptidd este cunoscutd in domeniu si poate include, de exemplu, introducerea
unor legaturi peptidice inversate sau a unor legituri non-peptidice.

Intr-o legitura peptidicd inversd, reziduurile de aminoacizi nu sunt unite prin legaturi peptidice (-
CO-NH-), ci legitura peptidic este inversatd. Astfel de peptidomimetice retro-inversate pot fi realizate
folosindu-se metode cunoscute in domeniu, de exemplu, cum ar fi cele descrise in Meziere et al (1997)
(Meziere et al., 1997). Aceastd abordare implica sinteza de pseudopeptide care contin modificdri care
implicd scheletul si nu orientarea lanturilor secundare. Meziere et al. (Meziere et al., 1997) demonstreazi
cd aceste pseudopeptide sunt utile pentru legarea MHC si raspunsurile celulelor T helper. Peptidele retro-
inversate, care confin legituri NH-CO si nu legituri peptidice CO-NH, sunt mult mai rezistente la
proteoliza.

O legdturd non-peptidica este, de exemplu, -CH»-NH, -CH,S-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -COCHa-, -
CH(OH)CH,- sau -CH»SO-. US 4,897,445 furnizeazd o metodd pentru sinteza in fazd solidd a unor
legaturi non-peptidice (-CH»-NH) in lanturi de polipeptide care implicd polipeptide sintetizate de
procedurile standard si legituri non-peptidice sintetizate prin reactia dintre o amino-aldehidd si un
aminoacid in prezenfa NaCNBHa.

Peptidele care contin secvenfele descrise mai sus pot fi sintetizate cu ajutorul unor grupari
chimice suplimentare prezente la capetele amino- sau carboxi-terminale, pentru a imbundtafi stabilitatea,
biodisponibilitatea si/sau afinitatea peptidelor. De exemplu, grupdrile hidrofobe, cum ar fi carbo-benzoxil,
dansil sau T-butil-oxi-carbonil pot fi addugate capatului peptidic amino-terminal. Similar, o grupare acetil
sau o grupare 9-fluorenil-metoxi-carbonil se poate plasa la capitul amino-terminal al peptidei. In plus,
grupdrile hidrofobe, cum ar T-butil-oxi-carbonil, sau o grupare amido- pot fi adaugate capatului peptidic
amino-terminal.

Mai mult, peptidele din descriere pot fi sintetizate pentru a li se modifica configuratia stericd. De
exemplu, se poate folosi izomerul D al unuia sau mai multor resturi de aminoacid peptidic in locul
izomerului L uzual. Ba chiar mai mult, cel putin unul dintre resturile de aminoacid al peptidei din
descriere poate fi substituit cu unul dintre resturile de aminoacid cunoscute, care nu apar in mod natural.
peptidelor din descriere.

Similar, o peptida sau o variantd din descriere se poate modifica din punct de vedere chimic prin
reactii cu diversi aminoacizi inainte sau dupd sinteza peptidei. Exemple de astfel de modificéri sunt bine
cunoscute in domeniu si sunt rezumate, de exemplu, in R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein
Modification, 3rd ed. CRC Press, 2004 (Lundblad, 2004). Modificarea chimicad a aminoacizilor include,
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fard a s¢ limita la, modificarea prin acilare, amidinare, piridoxilarea lizinei, alkilare reductiva,
trinitrobenzilarea grupurilor amino cu acid 2,4,6-trinitrobenzen sulfonic (TNBS), modificarea amidicad a
grupdrilor carboxil si sulfhidril prin oxidarea cu acid performic a cisteinei la acid cisteic, formarea de
derivafi de mercur, formarea de disulfuri mixte cu alfi compusi tiolici, reactia cu maleimida,
carboximetilarea cu acid iodoacetic sau iodoacetamida si carbamoilare cu cianat la pH alcalin, desi fard a
se limita la acestea. In aceste privinte, doritorii sunt trimisi la Capitolul 15 al protocolului prezent din
Protein Science, Eds. Coligan et al. (John Wiley and Sons NY 1995-2000) (Coligan et al., 1995) pentru o
metodologie mai ampla referitoare la modificarea chimici a proteinelor.

Pe scurt, modificarea de exemplu a resturilor arginil sunt de obicei bazate pe reactia dintre
compusii dicarbonil vecini cum ar fi fenilglioxal, 2, 3-butandiond, si 1,2-ciclohexan-diond pentru
formarea unui aduct. Un alt exemplu e reactia dintre metilglioxal si resturile de arginina. Cisteina se poate
modifica fard modificarea concomitenta a altor situri nucleofile cum ar fi lizina si histidina. Ca rezultat,
pentru modificarea cisteinei sunt disponibili un numar mare de reactivi. Site-urile web ale unor companii,
cum ar fi Sigma-Aldrich (http://www.sigma-aldrich.com) furnizeazi informatii despre anumiti reactivi.

Reducerea selectiva a puntilor disulfurice din proteine este si ea frecventd. Puntile disulfurice se
pot forma si oxida prin tratamentul termic al produselor biofarmaceutice. Reactivul K de la Woodward se
poate folosi pentru modificarea resturilor de acid glutamic. N-(3-(dimetil-amino)propil)-N’-
etilcarbodiimida se poate folosi pentru a forma legdturi intra-moleculare intre un rest de lizind si un rest
de acid glutamic. De exemplu, dietilpirocarbonatul este un reactiv pentru modificarea resturilor de histidil
din proteine. Histidina se poate modifica la rAndul sau folosind 4-hidroxi-2-nonenal. Reactia resturilor de
lisind si a altor grupdri a-amino este utild, de exemplu, pentru legarea peptidelor de suprafete sau de
legaturi incrucisate proteine/peptide. Lisina este locul de atasare a poli(etilen)glicolului si locul principal
de modificare in cazul glicolizarii proteinelor. Resturile de metionind din proteine se pot modifica, de
exemplu, folosind iodacetamida, brometilamini si cloramind T.

Tetranitrometanul si N-acetil-imidazolul se pot folosi pentru modificarea resturilor tirozil.
Legarea incrucisatd prin formarea de ditirosind poate fi realizata cu ioni de cupru sau apa oxigenata.

Studii recente privind modificarea triptofanului au utilizat N-bromosuccinimidd, bromurd 2-
hidroxi-5-nitrobenzil sau 3-bromo-3-metil-2-(2-nitrofenilmercapto)-3H-indol (BPNS-scatol).

Modificarea cu succes a proteinelor si peptidelor terapeutice cu PEG este adesea asociati cu o
extindere a timpului de injumititire circulatoric in timpul legirii incrucisate a proteinelor cu
glutaraldehidd, diacrilat de polictilen-glicol, iar formaldehida este utilizati pentru pregitirea
hidrogelurilor. Modificarea chimicd a alergenilor pentru imunoterapie este obtinutd adesea prin
carbamilare cu cianat de potasiu.

O peptida sau o variantd, in care peptida este modificatd sau include legituri non-peptidice, este
o concretizare preferati a descrierii. In general, peptidele si variantele (cel putin cele care contin legaturi
peptidice intre reziduurile de aminoacizi) pot fi sintetizate prin sinteza peptidelor in faza solidd in modul
Fmoc-poliamidd, asa cum este prezentat de Lukas et al. (Lukas et al., 1981) si de referinfele citate.
Protectia temporard a grupdrii N-amino este asiguratd de gruparea 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc).
Clivajul repetitiv al acestei grupdri de protectie cu intens labilitate de baza este realizat folosind 20%
piperdind in N,N-dimetilformamida. Functionalitatile lanturilor secundare se pot proteja sub forma butil-
eterilor (in cazul serinei, treoninei si tirozinei), a butil-esterilor (in cazul acizilor glutamic si aspartic), a
derivatilor butiloxicarbonil (in cazul lizinei si histidinei), a derivatilor tritil (in cazul cisteinei) si a
derivatilor de 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzensulfonil (in cazul argininei). Daca resturile C-terminale sunt
glutamina sau asparagina, pentru protejarea functiei amido a lantului secundar se va folosi gruparea 4,4°-
dimetoxibenzhidril. Suportul in fazi solidd se bazeaza pe un polimer de polidimetilacrilamida constituit
din trei monomeri: dimetilacrilamidd (monomer de bazd), bisacriloiletilendiamini (agent de legitura
incrucisatd) si ester metilic de acrililsarcosind (agent de functionalizare). Agentul de legiturd peptid-
rasind scindabil folosit este derivatul labil in mediu acid al acidului 4-hidroximetil-fenoxiacetic. Toti
derivatii aminoacid sunt addugati sub formd de derivati simetrici anhidri preformati cu exceptia
asparaginei si glutaminei, care sunt addugate folosind o procedurd de cuplare inversd mediati de N,N-
diciclohexil-carbodiimidad/1-hidroxibenzotriazol. Toate reactiile de cuplare si deprotejare sunt
monitorizate folosind proceduri care folosesc ninhidrind, trinitrobenzen, acid sulfonic si izotin-test. Dupa
finalizarea sintezei, peptidele sunt scindate din suportul rezinic cu indepartarea concomitentd a grupdrilor
protectoare ale lanturilor secundare prin tratarea cu acid trifluoroacetic 95% care contine un amestec
curdtitor 50%. Printre agentii de curdtare utilizati in mod obisnuit se numird etan-ditiolul, fenolul,
anizolul si apa, alegerea exactd depinzind de aminoacizii constituenti ai peptidei care se sintetizeaza. De
asemenea, este posibild o combinatie de metodologii in faza solidd si in fazd de solutie pentru sinteza
peptidelor (a se vedea, de exemplu, (Bruckdorfer et al., 2004) si referintele citate).
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Acidul trifluoracetic este climinat prin evaporare in vid, cu triturare ulterioara cu eter dietilic,
obtindndu-se peptida brutd. Eventualii agenti de curdtare prezenti sunt eliminati printr-o procedurd simpld
de extragere care, prin liofilizarea fazei apoase, permite obfinerea peptidei brute fard agenti de curafare.
Reactivii pentru sinteza peptidelor sunt in general disponibili, de exemplu, la Calbiochem-Novabiochem
(Nottingham, Regatul Unit).

Purificarea poate fi efectuata prin oricare dintre tehnicile sau printr-o combinatie de tehnici, cum
ar fi recristalizarea, cromatografia de excludere a dimensiunii, cromatografia de schimb de ioni,
cromatografia de interactiune hidrofoba si (de obicei) cromatografia lichida de inaltd performanta in faza
inversd folosind, de exemplu, separarea in gradient acetonitril/apa.

Analiza peptidelor poate fi efectuatd folosind cromatografie in strat subtire, electroforeza, in
particular electroforezd capilard, extragere in faza solidd (CSPE), cromatografie lichidd de inaltd
performantd in faza inversd, analizd a aminoacizilor dupd hidroliza acid3 si prin analizi spectrometricd in
masa la bombardarea rapida cu atomi (FAB), dar si analizd spectrometrica in masd de tip MALDI si ESI-
Q-TOF.

Pentru identificarea peptidelor din prezenta descriere, baza de date a datelor de exprimare a
ARN-ului disponibile in mod public (Lonsdale, 2013) din aproximativ 3.000 de esantioanc de tesut
normal a fost verificatd pentru genele cu exprimare aproape absentd in sistemele de organe vitale si cu
exprimare scizuti in alte sisteme de organe importante. Intr-o a doua etapa, peptidele asociate cancerului,
derivate din produsele proteice ale acestor gene, au fost identificate prin spectrometric de masd cu
ajutorul platformei XPRESIDENT™, asa cum este descris in prezentul document.

In detaliu, pentru a selecta genele de interes utilizind datele RNASeq din baza de date
mentionatd, sistemele de organe vitale au fost considerate a fi: creierul, inima, vasele de sange, plamanii
si ficatul. Mediana de citiri pe kilobaza per milion de citiri (RPKM) pentru organele vitale trebuia sa fie
mai mici de 2, iar percentila de 75% trebuia si fie mai mici de 5 RPKM pentru selectarea genei. In cazul
in care sistemele de organe au fost acoperite de mai mult de o clasd de esantioane, de exemplu, diferite
regiuni ale creierului care au fost analizate separat, pentru calcul s-a utilizat mediana maxima si percentila
maximi de 75% din clasele de esantioane multiple. Alte sisteme de organe importante au fost considerate
a fi: pielea, nervii, hipofiza, colonul, rinichii, tesutul adipos, glanda suprarenald, vezica urinara, singele
integral, esofagul, muschii, pancreasul, glanda salivara, intestinul subtire, stomacul, glanda mamara,
splina, glanda tiroidd. Pentru selectarea genei, a fost necesar ca RPKM-ul median maxim pentru aceste
organe sd fie mai mic de 10. Celelalte organe au fost considerate ca fiind nevitale si, prin urmare, nu s-a
aplicat nicio valoare de prag pentru exprimarea genelor. Aceste organe erau colul uterin si uterul,
trompele uterine, vaginul, prostata, testiculele si ovarul. Folosind acest filtru, au fost selectate aproximativ
14.000 de gene candidate. Apoi, au fost analizate profilurile de prezentare a peptidelor derivate din
proteinele corespunzatoare. Peptidele au fost considerate interesante dacd au fost prezentate in mai putin
de cinci esantioane normale dintr-un set de peste 170 de esantioane normale (adicd necanceroase)
analizate si dacd cea mai mare prezentare a tesutului normal a fost mai mica de 30% din semnalul median
al tumorii (pe toate esantioanele tumorale).

Pentru a selecta peptidele suprareprezentate, se calculeaza un profil de prezentare care arata
prezentarea mediand a esantioanelor, precum si variafia replicilor. Profilul juxtapune esantioanc ale
entitdtii tumorale de interes la o baza de referintd de esantioane de tesut normal. Fiecare dintre aceste
profiluri poate fi apoi consolidat intr-un scor de suprareprezentare prin calcularea valorii p a unui model
liniar cu efecte mixte (Pinheiro et al., 2015) care se ajusteaza pentru teste multiple prin rata de descoperiri
false (Benjamini si Hochberg, 1995).

Pentru identificarea si cuatificarea relativd ale liganzilor HLA prin spectrometrie de masd, au
fost purificate moleculele HLA din probele de fesut congelate rapid si au fost izolate peptidele asociate cu
HLA. Peptidele izolate au fost separate si secvenicle au fost identificate prin experimente de
cromatografic lichidd-spectrometric de masd (LC-MS) cu nano-electropulverizare-ionizare (nanoEST)
online. Secventele peptidice rezultate au fost verificate prin compararea modelului de fragmentare a
TUMAP-urilor naturale inregistrate din esantioane tumorale primare cu modelele de fragmentare ale
peptidelor sintetice de referintd corespunzitoare cu secvente identice. Avand in vedere ci peptidele au
fost identificate direct ca liganzi ai moleculelor HLA din tumorile primare, aceste rezultate reprezintd o
dovada direct a procesdrii si prezentdrii naturale a peptidelor identificate pe tesutul canceros primar.

Numerele de esantioane au fost (in total/esantioane care au trecut QC): pentru PC N=39 (36),
pentru CCR N= 22 (18), pentru CCR N=31 (28), pentru carcinom esofagian N= 14 (11), pentru BPH si
cancer de prostatd N= 53 (43), pentru HCC N=15 (15), pentru NSCLC N=96 (87), pentru GC N=35 (33),
pentru GB N= 38 (27), pentru cancer de glandd mamard N= 2 (2), pentru melanom N=5 (2), pentru cancer
ovarian N= 21 (20), pentru LLC N= 5 (4), pentru SCLC N= 18 (17), NHL N= 18 (18), AML N= 23 (18),
GBC, CCC N= 18 (17), pentru UBC N= 17 (15), pentru UEC N= 19 (16). Probele au trecut de controlul
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de calitate (QC) dacd sunt achizitionate 5 replici de spectrometrie de masa sau dacd proba este consumata
complet, iar peptidele utilizate pentru a calcula factorul de normalizare (adica care apar in replici tehnice
ale aceleiasi probe cu o variatie mai micd de 50% si care apar in cel putin 2 esantioane independente)
reprezintd cel putin 30% din toate peptidele masurate in esantion. Esantioanele care au fost subtipate,
rezultind un subtip rar (cum ar fi A*02:05, A*02:06) au fost excluse pentru selectarea peptidelor din
prezenta descriere.

Pipeline-ul descoperirii XPRESIDENT® v2.1 (a s¢ vedea, de exemplu, US 2013-0096016)
permite identificarea si selectarea candidatilor de vaccinuri peptidice suprareprezentate relevante pe baza
cuantificdrii relative directe a nivelurilor de peptide restrictionate de HLA pe tesuturile canceroase in
comparafic cu mai multe tesuturi si organe necanceroase diferite. Acest lucru a fost realizat prin
dezvoltarea unei cuantificiri diferentiale fard marcaje, utilizind datele LC-MS achizitionate si procesate
de un pipeline propriu de analizd a datelor, care combini algoritmi de identificare a secventelor, de
grupare spectrald, de numdarare a ionilor, de aliniere a timpului de retentie, de deconvolutie si normalizare
a stirii de incarcare.

Au fost stabilite niveluri de prezentare, inclusiv estimdri de eroare pentru fiecare peptida si
esantion. Au fost identificate peptide prezentate exclusiv pe fesutul tumoral si peptide supraprezentate in
tesuturile si organele tumorale fata de cele necanceroase.

Complexele HLA-peptidd din esantioane primare de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian,
NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML,
GBC, CCC, UBC, UEC si CLL au fost purificate, iar peptidele asociate cu HLA au fost izolate si
analizate prin LC-MS (vezi exemplele). Toate TUMAP-urile continute in prezenta solicitare de brevet au
fost identificate cu aceastd abordare pe probe de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC,
RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamara, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC,
UEC si/sau CLL, confirmand prezentarea lor pe aceste tipuri de tumori.

TUMAP-urile identificate pe mai multe tumori si fesuturi normale au fost cuantificate prin
numararea ionica a datelor LC-MS fard marcare. Metoda presupune ci zonele de semnal LC-MS ale unei
peptide sunt corelate cu abundenta acesteia in esantion. Toate semnalele cantitative ale unei peptide din
diferite experimente LC-MS au fost normalizate pe baza tendintei centrale, au fost calculate ca medie per
esantion si au fost reunite intr-un grafic cu bare, numit profil de prezentare. Profilul de prezentare
consolideazad diferite metode de analizd, cum ar fi cdutarca in bazele de date de proteine, gruparca
spectrald, deconvolutia stirii de incarcare (descdrcare) si alinierea si normalizarea timpului de retentie.

In plus, pipeline-ul descoperirii XPRESIDENT® v2.x permite cuantificarea directi absoluti a
nivelurilor de peptide restrictionate de MHC, de preferintd HLA, pe fesuturi canceroase sau alte tesuturi
infectate. Pe scurt, numdrul total de celule a fost calculat din confinutul total de ADN al esantionului de
tesut analizat. Cantitatea totala de peptide pentru un TUMAP intr-un esantion de fesut a fost misurata prin
nanoLC-MS/MS ca raport intre TUMAP-ul natural si o cantitate cunoscutd a unei versiuni marcate cu
izotopi a TUMAP-ului, asa-numitul standard intern. Eficacitatea izoldrii TUMAP-urilor a fost
determinatd prin aditionarea complexelor peptidd:MHC ale tuturor TUMAP-urilor selectate in lizatul
tisular in cel mai scurt moment posibil al procedurii de izolare a TUMAP-urilor si detectarea lor prin
nanoL.C-MS/MS dupi finalizarea procedurii de izolare a peptidelor. Numarul total de celule si cantitatea
de peptida totald au fost calculate pe baza masurdtorilor triplicate pentru fiecare esantion de tesut.
Eficacitatea de izolare specificd peptidelor a fost calculatd ca medie din 10 experimente cu aditionare,
fiecare fiind misurat ca triplicat (vezi Exemplul 6 si Tabelul 11).

Aceastd analizd combinatd a exprimirii ARN si a datelor de spectrometric de masd a dus la
obtinerea celor 288 de peptide din prezenta descriere. In multe cazuri, peptida a fost identificati doar pe
spectrometric de masd, datele ARN oferd o bazd mult mai bund pentru estimarea acoperirii (vezi
Exemplul 2).

Prezenta descriere furnizeazd peptide care sunt utile in tratarea cancerclor/tumorilor, de
preferinti HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom,
cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL care prezintd in exces sau
in exclusivitate peptidele din prezenta dezviluire. S-a demonstrat prin spectrometric de masd ca aceste
peptide sunt prezentate in mod natural de moleculele HLA in probele primare umane de HCC, CRC, GB,
GC, cancer esofagian, NSCLC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamara, SCLC,
NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC, CLL si/sau in probele de PC.

Multe dintre genele-/proteinele-sursa (denumite si ,,proteine de lungime completd” sau ,,proteine
de bazd”) din care sunt derivate peptidele s-au dovedit a fi puternic supraexprimate in cancer in
comparafie cu tesuturile normale — tesuturile normale”, in legiturd cu aceastd descriere inseamni fie
tesuturi sdndtoase de tipul tumorii corespunzatoare (ficat, colon/rect, creier, stomac, esofag, pldman,
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pancreas, rinichi, prostatd, ovar, piele, glandd mamari si leucocite), fie alte celule din tesuturi normale,
demonstrand un grad ridicat de asociere tumorald a genelor-sursd (vezi Exemplul 2). Mai mult, peptidele
in sine sunt puternic supraprezentate pe tesutul tumoral — tesut tumoral”, in sensul prezentei descrieri,
insemnand un esantion de la un pacient care suferd de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC,
PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC,
UBC, UEC sau CLL, dar nu si pe tesuturile normale (vezi Exemplul 1).

Peptidele legate de HLA pot fi recunoscute de sistemul imunitar, in special de limfocitele T.
Celulele T pot distruge celulele care prezintd complexul HLA/peptidd recunoscut, de exemplu HCC,
CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandi
mamard, PC, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC sau celule CLL care prezintd peptidele
derivate.

S-a demonstrat cd peptidele din prezenta descriere sunt capabile sd stimuleze rdspunsurile
celulelor T si/sau sunt suprareprezentate si, prin urmare, pot fi utilizate pentru producerea de anticorpi
si/sau TCR-uri, cum ar fi TCR-uri solubile, in conformitate cu prezenta descriere (a se vedea Exemplul 3
si Exemplul 4). Mai mult, peptidele, atunci cand sunt complexate cu MHC-ul respectiv, pot fi utilizate, de
asemenea, pentru producerea de anticorpi si/sau TCR-uri, in special sTCR-uri, in conformitate cu
prezenta descriere. Metodele respective sunt bine cunoscute de citre specialistii in domeniu si pot fi
gasite, de asemenea, in literatura de specialitate. Astfel, peptidele din prezenta descriere sunt utile pentru
a genera un raspuns imunitar la un pacient, prin care celulele tumorale pot fi distruse. Raspunsul imunitar
la pacient se poate induce prin administrarea directd a peptidelor descrise sau a substantelor precursor
adecvate (de exemplu peptide elongate, proteine sau acizi nucleici care codificd aceste peptide)
pacientului, in mod ideal combinate cu un agent care creste imunogenitatea. Raspunsul imunitar care are
originea in astfel de vaccinare terapeuticd se poate astepta si fie foarte specific impotriva celulelor
tumorale deoarece peptidele tintd ale prezentei descrieri nu sunt prezente pe tesuturi normale in numere
de copii comparabile, fapt care previne riscul unor reactii autoimune nedorite indreptat impotriva
celulelor normale ale pacientului.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la receptorii de celule T (TCR-uri) care cuprind un
lant alfa si un lant beta (,,TCR alfa/beta”). De asemenea, sunt furnizate peptidele capabile si se lege la
TCR-uri si anticorpi atunci cand sunt prezentate de o moleculda MHC. Prezenta descriere se referd, de
asemenea, la acizi nucleici, vectori si celule-gazdd pentru exprimarea TCR-urilor si a peptidelor din
prezenta descriere, precum si la metode de utilizare a acestora.

Termenul ,,receptor de celule T (prescurtat TCR) se referd la o moleculd heterodimerica care
cuprinde un lant polipeptidic alfa (lant alfa) si un lant polipeptidic beta (lant beta), in care receptorul
heterodimeric este capabil sd se lege de un antigen peptidic prezentat de o moleculd HLA. Termenul
include, de asemenea, asa-numitele TCR-uri gamma/delta.

Intr-una dintre concretiziri, descrierea furnizeaza o metoda de producere a unui TCR, asa cum
este descrisa aici, metoda cuprinzand cultivarea unei celule-gazda capabile si exprime TCR-ul in conditii
adecvate pentru a promova exprimarea TCR-ului.

Intr-un alt aspect, descrierea se referi la metodele conform descrierii, in care antigenul este
incdrcat pe moleculele MHC de clasd I sau II exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen
adecvate sau a unei celule prezentatoare de antigen artificiale prin punerea in contact a unei cantitdti
suficiente de antigen cu o celuld prezentatoare de antigen sau antigenul este incircat pe tetrameri MHC de
clasd I sau II prin tetramerizarea monomerilor complexului antigen/ MHC de clasd I sau II.

Lanturile alfa si beta ale TCR-urilor alfa/beta si lanturile gamma si delta ale TCR-urilor
gamma/delta sunt in general considerate ca avand fiecare doud ,,domenii”, si anume domeniul variabil si
domeniul constant. Domeniul variabil consti intr-o concatenare a regiunii variabile (V) si a regiunii de
imbinare (J). Domeniul variabil poate include, de asemenea, o regiune lider (L). Lanturile beta si delta pot
include, de asemenea, o regiune de diversitate (D). Domeniile constante alfa si beta pot include, de
asemenea, domenii transmembranare (TM) C-terminale care ancoreaza lanturile alfa si beta la membrana
celulara.

In ceea ce priveste TCR-urile gamma/delta, termenul ,,domeniu variabil TCR gamma”, astfel
cum este utilizat in prezentul document, se referd la concatenarea regiunii TCR gamma V (TRGV) fara
regiunea lider (L) si a regiunii TCR gamma J (TRGJ), iar termenul domeniu constant TCR gamma se
referd la regiunea TRGC extracelulard sau la o secventd TRGC trunchiatd C-terminald. De asemenea,
termenul ,,domeniu variabil TCR delta” se referd la concatenarea regiunii TCR delta V (TRDV) fard
regiunea lider (L) si a regiunii TCR delta D/J (TRDD/TRD]J), iar termenul ,,domeniu constant TCR delta”
se referd la regiunea TRDC extracelulard sau la o secventd TRDC trunchiatd C-terminala.

TCR-urile din prezenta descriere se leagd, de preferintd, la un complex peptidi-moleculd HLA
cu o afinitate de legare (KD) de aproximativ 100 pM sau mai pufin, aproximativ 50 pM sau mai putin,
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aproximativ 25 uM sau mai putin, sau aproximativ 10 uM sau mai putin. Mai preferate sunt TCR-urile de
mare afinitate care au afinitifi de legare de aproximativ 1 uM sau mai putin, de aproximativ 100 nM sau
mai putin, de aproximativ 50 nM sau mai pufin, de aproximativ 25 nM sau mai pufin. Exemple
nelimitative de intervale preferate de afinitate de legare pentru TCR-urile din prezenta descriere includ de
la aproximativ 1 nM la aproximativ 10 nM; de la aproximativ 10 nM la aproximativ 20 nM; de la
aproximativ 20 nM la aproximativ 30 nM; de la aproximativ 30 nM la aproximativ 40 nM; de la
aproximativ 40 nM la aproximativ 50 nM; de la aproximativ 50 nM la aproximativ 60 nM; de la
aproximativ 60 nM la aproximativ 70 nM; de la aproximativ 70 nM la aproximativ 80 nM; de la
aproximativ 80 nM la aproximativ 90 nM; si de la aproximativ 90 nM la aproximativ 100 nM.

In sensul prezentei descrieri cu privire la TCR-uri, termenul ,legare specifici” si variantele
gramaticale ale acestuia sunt utilizate pentru a desemna un TCR care are o afinitate de legare (KD) pentru
un complex peptidd-moleculd HLA de 100 pM sau mai putin.

TCR-urile heterodimerice alfa/beta din prezenta descriere pot avea o legiturd disulfurica
introdusd intre domeniile lor constante. TCR-urile preferate de acest tip le includ pe cele care au o
secventi de domeniu constant TRAC si o secventd de domeniu constant TRBC1 sau TRBC2, cu exceptia
faptului ca Thr 48 din TRAC si Ser 57 din TRBC1 sau TRBC2 sunt inlocuite cu reziduuri de cisteind,
cisteinele respective formaind o legaturd disulfuricd intre secventa de domeniu constant TRAC si secventa
de domeniu constant TRBC1 sau TRBC2 a TCR-ului.

Cu sau fard legitura introdusd intre lanturi mentionatd mai sus, TCR-urile heterodimerice
alfa/beta din prezenta descriere pot avea o secventi de domeniu constant TRAC si o secventd de domeniu
constant TRBC1 sau TRBC2, iar secventa de domeniu constant TRAC si secventa de domeniu constant
TRBC1 sau TRBC2 ale TCR-ului pot fi legate prin legitura disulfuricd nativa dintre Cys4 din exonul 2 al
TRAC si Cys2 din exonul 2 al TRBC1 sau TRBC2.

TCR-urile din prezenta descriere pot cuprinde un marker detectabil selectat din grupul format
dintr-un radionuclid, un fluorofor si biotind. TCR-urile din prezenta descriere pot fi conjugate cu un agent
activ din punct de vedere terapeutic, cum ar fi un radionuclid, un agent chimioterapeutic sau o toxina.

Intr-una dintre concretiziri, un TCR din prezenta descriere care are cel putin o mutatie in lantul
alfa si/sau care are cel putin o mutatie in lantul beta are glicozilarea modificati in comparatic cu TCR-ul
nemutant.

Intr-una dintre concretiziri, un TCR care contine cel putin o mutatie in lantul alfa al TCR-ului
si/sau in lanful beta al TCR are o afinitate de legare si/sau un timp de injumatitire de legare pentru un
complex peptidd-moleculd HL A, care este cel pufin dublu fati de un TCR care contine lantul alfa al TCR-
ului nemutant si/sau lantul beta al TCR-ului nemutant. Amplificarea afinititii TCR-urilor specifice
tumorilor si exploatarea acestora se bazeazad pe existenta unei ferestre pentru afinititile TCR optime.
Existenta unei astfel de ferestre se bazeaza pe observatiile conform carora TCR-urile specifice pentru
agentii patogeni restrictionati de HLA-A?2 au valori KD care sunt, in general, de aproximativ 10 ori mai
mici in comparatie cu TCR-urile specifice pentru autoantigenii asociati tumorilor HLA-A2-restrictionate.
In prezent se cunoaste ci, desi antigenii tumorali au potentialul de a fi imunogeni, deoarece tumorile
provin din propriile celule ale individului, doar proteinele mutante sau cele cu procesare translationala
modificatd vor fi considerate striine de citre sistemul imunitar. Antigenii care sunt reglati in sens
crescator sau supraexprimati (asa-numitii autoantigeni) nu vor induce neapdrat un riaspuns imunitar
functional impotriva tumorii: Celulele T care exprimd TCR-uri foarte reactive la acesti antigeni vor fi fost
selectate negativ in timus intr-un proces cunoscut sub numele de tolerantd centrald, ceea ce inseamna ca
rdman doar celulele T cu TCR-uri cu afinitate scdzutd pentru autoantigeni. Prin urmare, afinitatea TCR-
urilor sau a variantelor din prezenta descriere fatd de pepidele conform descrierii poate fi imbunatititi
prin metode bine cunoscute in domeniu.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o metoda de identificare si izolare a unui TCR in
conformitate cu prezenta descriere, metoda respectiva cuprinzand incubarea de PBMC-uri de la donatori
sanatosi HLA-A*02-negativi cu monomeri A2/peptidd, incubarea PBMC-urilor cu tetramer-ficoeritrind
(PE) si izolarea celulelor T cu aviditate mare prin analiza cu sortare celulard activatd prin fluorescentd
(FACS)-Calibur.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o metoda de identificare si izolare a unui TCR in
conformitate cu prezenta descriere, metoda respectivd cuprinzind obtinerea unui soarece transgenic cu
toti locii genici TCRof umani (1.1 si 0.1. 7 Mb), ale cdrui celule T exprimd un repertoriu TCR uman
divers care compenseazi deficienta TCR de soarece, imunizarea soarecelui cu peptida de interes,
incubarea PBMC obtinute de la soarecii transgenici cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea celulelor T cu
aviditate mare prin analiza cu sortare celulard activatd prin fluorescentd (FACS)-Calibur.

Intr-unul dintre aspecte, pentru a obtine celule T care exprimi TCR-urile din prezenta descriere,
acizii nucleici care codificd lanturile TCR-alfa si/sau TCR-beta din prezenta descriere sunt clonati in
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vectori de exprimare, cum ar fi retrovirusul gamma sau lentivirusul. Virusurile recombinante sunt
generate si apoi testate pentru functionalitate, cum ar fi specificitatea antigenului si aviditatea functionala.
O parte aliquota din produsul final este apoi utilizatd pentru a transduce populatia de celule T-tintd (in
general purificatd din PBMC-uri ale pacientului), care este expandati inainte de a fi perfuzata pacientului.

Intr-un alt aspect, pentru a obtine celule T care exprimi TCR-urile din prezenta descriere, ARN-
urile TCR sunt sintetizate prin tehnici cunoscute in domeniu, de exemplu, prin sisteme de transcriptic in
vitro. ARN-urile TCR sintetizate in vitro sunt apoi introduse in celulele T CD8+ primare obtinute de la
donatori sindtosi prin electroporare pentru a reexprima lanfurile TCR-alfa si/sau TCR-beta specifice
tumorii.

Pentru a creste exprimarea, acizii nucleici care codificd TCR-urile din prezenta descriere pot fi
legati in mod operational de promotori puternici, cum ar fi repetirile terminale lungi (LTR) retrovirale,
citomegalovirusul (CMV), virusul celulelor stem murine (MSCV) U3, fosfoglicerat kinaza (PGK), B-
actina, ubiquitina si un promotor compozit al virusului simian 40 (SV40)/CD43, factorul de elongare
(EF)-1a si promotorul virusului de formare a focarelor splenice (SFFV). Intr-o concretizare preferata,
promotorul este heterolog cu acidul nucleic care este exprimat.

In plus fati de promotorii puternici, casetele de exprimare TCR din prezenta descriere pot
confine elemente suplimentare care pot amplifica exprimarea transgenicd, inclusiv un tract polipurinic
central (cPPT) (Follenzi et al., 2000), care promoveaza translocarea nucleard a constructiilor lentivirale, si
elementul de reglare posttranscriptionala a virusului hepatitei Woodchuck (WPRE), care creste nivelul de
exprimare a transgenicd prin cresterea stabilititiit ARN-ului (Zufferey et al., 1999).

Lantfurile alfa si beta ale unui TCR din prezenta descriere pot fi codificate de acizi nucleici
localizati in vectori separati sau pot fi codificate de polinucleotide localizate in acelasi vector.

Obtinerea unui nivel ridicat de exprimare la suprafata TCR-ului necesitd ca ambele lanturi TCR-
alfa si TCR-beta ale TCR-ului introdus si fie transcripfionate la niveluri ridicate. Pentru a face acest
lucru, lanturile TCR-alfa si TCR-beta din prezenta descriere pot fi clonate in constructii bi-cistronice intr-
un singur vector, care s-a dovedit a fi capabil sd depdseascd acest obstacol. Utilizarea unui situs de intrare
intraribozomal viral (IRES) intre lanfurile TCR-alfa si TCR-beta are ca rezultat exprimarea coordonata a
ambelor lanfuri, deoarece lanfurile TCR-alfa si TCR-beta sunt generate dintr-o singurd transcriptie care
este scindatd in doud proteine in timpul translatiei, asigurdnd producerea unui raport molar egal intre
lanturile TCR-alfa si TCR-beta. (Schmitt et al.) 2009).

Acizii nucleici care codificd TCR-uri din prezenta descriere pot fi optimizati din punct de vedere
al codonului pentru a creste exprimarea dintr-o celuli-gazdd. Redundanta in codul genetic permite ca unii
aminoacizi sa fie codificati prin mai mult de un codon, dar anumiti codoni sunt mai pufin ,,optimi”decat
(Gustafsson et al., 2004). S-a demonstrat cd modificarea secvenfelor genelor TCR-alfa si TCR-beta astfel
incat fiecare aminoacid si fie codificat de codonul optim pentru exprimarea genei de mamifer, precum si
eliminarea motivelor de instabilitate a ARNm-ului sau a situsurilor de scindare criptice, sporeste
semnificativ exprimarea genelor TCR-alfa si TCR-beta (Scholten et al., 2006).

Mai mult decat atit, o diferentd intre lanturile TCR introduse si cele endogene poate duce la
dobandirea unor specificititi care prezintd un risc semnificativ pentru autoimunitate. De exemplu,
formarea de dimeri TCR combinafi poate reduce numarul de molecule CD3 disponibile pentru a forma
complexe TCR imperecheate corespunzitor si, prin urmare, poate scddea semnificativ aviditatea
functionald a celulelor care exprimd TCR-ul introdus (Kuball et al., 2007).

Pentru a reduce imperecherea gresitd, domeniul C-terminal al lanturilor TCR introduse din
prezenta descriere poate fi modificat pentru a promova afinitatea intre lanturi, reducand in acelasi timp
capacitatea lanturilor introduse de a se imperechea cu TCR-ul endogen. Aceste strategii pot include
inlocuirea domeniilor C-terminal TCR-alfa si TCR-beta umane cu omologii lor murini (domeniu C-
terminal murinizat);, generarea unei a doua legituri disulfurice intre lanturi in domeniul C-terminal prin
introducerea unui al doilea reziduu de cisteind in ambele lanturi TCR-alfa si TCR-beta ale TCR-ului
introdus (modificarea cu cisteind); schimbarea reziduurilor de interactiune din domeniile C-terminale ale
lanturilor TCR-alfa si TCR-beta (,,knob-in-hole™); si fuzionarea domeniilor variabile ale lanturilor TCR-
alfa si TCR-beta direct cu CD3( (fuziune CD3(). (Schmitt et al.) 2009).

Intr-una dintre concretiziri, o celuli-gazdi este modificati pentru a exprima un TCR din
prezenta descriere. In concretizirile preferate, celula-gazdi este o celuld T umani sau un progenitor de
celuld T umani. In unele concretiziri, celula T sau progenitorul de celule T este obtinut de la un pacient
cu cancer. In alte concretiziri, celula T sau progenitorul de celule T este obtinut de la un donator sanatos.
Celulele-gazda din prezenta descriere pot fi alogene sau autologe in ceea ce priveste un pacient care
urmeazi si fie tratat. Intr-una dintre concretiziri, gazda este o celuli T gamma/delta transformati pentru a
exprima un TCR alfa/beta.
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O ,,comporzitic farmaceuticd” este o compozitic adecvatid pentru a fi administratd unei fiinte
umane intr-o institutie medicald. De preferinti, o compozitic farmaceutici este sterild si produsd in
conformitate cu orientdrile GMP.

Compozitiile farmaceutice cuprind peptidele fie sub formi liberd, fie sub forma unei saruri
acceptabile din punct de vedere farmaceutic (a se vedea si mai sus). In sensul prezentului document, ,.0
sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic” se referd la un derivat al peptidelor prezentate, in care
peptida este modificatd prin obtinerea de siruri acide sau bazice ale agentului. De exemplu, sdrurile acide
se prepard din baza liberd (de obicei, in cazul in care forma neutrd a medicamentului are o grupare neutrd
-NH2), implicind reactia cu un acid adecvat. Acizii adecvati pentru prepararea sarurilor acide includ atat
acizi organici, de exemplu acid acetic, acid propionic, acid glicolic, acid piruvic, acid oxalic, acid malic,
acid malonic, acid succinic, acid maleic, acid fumaric, acid tartric, acid citric, acid benzoic, acid cinamic,
acid mandelic, acid metan-sulfonic, acid etan-sulfonic, acid p-toluensulfonic, acid salicilic si altele
asemenea, precum $§i acizi anorganici, de exemplu acid clorhidric, acid bromhidric, acid sulfuric, acid
azotic, acid fosforic si altele asemenea. Dimpotriva, preparatele sarurilor bazice ale grupdrilor acide care
pot face parte din peptida sunt preparate folosind o bazi acceptabild farmaceutic, cum ar fi hidroxidul de
sodiu, hidroxidul de potasiu, hidroxidul de amoniu, hidroxidul de calciu, trimetilamina sau altele
asemenea.

Intr-o concretizare deosebit de preferati, compozitiile farmaceutice cuprind peptidele sub forma
de saruri ale acidului acetic (acetati), ale trifluoroacetatilor sau ale acidului clorhidric (cloruri).

De preferintd, medicamentul din prezenta descriere este un imunoterapeutic, cum ar fi un vaccin.
Acesta poate fi administrat direct pacientului, in organul afectat sau pe cale sistemica i.d., i.m,, s.c., i.p. si
i.v., sau poate fi aplicat ex vivo celulelor provenite de la pacient sau unei linii de celule umane care sunt
ulterior administrate pacientului, sau poate fi utilizat in vifro pentru a selecta o subpopulatic de celule
imune provenite de la pacient, care sunt apoi readministrate pacientului. In cazul in care acidul nucleic
este administrat celulelor in vitro, poate fi util ca celulele sa fie transfectate astfel incat sd coexprime
citokine imunostimulatoare, cum ar fi interleukina-2. Peptida poate fi substantial purd sau poate fi
combinatd cu un adjuvant imunostimulator (a se vedea mai jos) sau poate fi utilizatd in combinatie cu
citokine imunostimulatoare, sau poate fi administratd cu un sistem de livrare adecvat, de exemplu
lipozomi. De asemenea, peptida poate fi conjugatd cu un transportor adecvat, cum ar fi hemocianina
melcului Megathura crenulata (keyhole limpet hemocyanin, KLH) sau mannan (vezi WO 95/18145 si
(Longenecker et al., 1993)). Peptida poate fi, de asemenea, marcatd, poate fi o proteind de fuziune sau
poate fi o molecula hibrida. Se asteaptd ca peptidele a cdror secventa este prezentata in prezenta descriere
sa stimuleze celulele T CD4 sau CD8. Cu toate acestea, stimularea celulelor T CD8 este mai eficientd in
prezenta ajutorului furnizat de celulele CD4 T-helper. Astfel, pentru epitopi MHC de clasd 1 care
stimuleazd celulele T CD8, partenerul de fuziune sau sectiunile unei molecule hibride furnizeazi in mod
corespunzator epitopi care stimuleazi celulele T CD4-pozitive. Epitopi care stimuleazd CD4 si CD8 sunt
bine cunoscuti in domeniu si ii includ pe cei identificati in prezenta descriere.

Intr-un aspect, vaccinul cuprinde cel putin o peptidd avand secventa de aminoacizi prezentati de
la SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288 si cel putin o peptidd suplimentard, de preferintd intre 2 si 50
de peptide, mai preferabil intre 2 si 25 de peptide, chiar mai preferabil intre 2 si 20 de peptide si cel mai
preferabil intre 2, 3, 4, 4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 sau 18 peptide. Peptida (peptidele)
poate (pot) fi derivatd (derivate) din una sau mai multe TAA-uri specifice si se poate (pot) lega de
molecule MHC de clasi 1.

Un alt aspect al descrierii furnizeazi un acid nucleic (de exemplu o polinucleotidd) care codifica
0 peptida sau o varianta a peptidei din descriere. Polinucleotida poate fi, de exemplu, ADN, ADNc, ANP,
ARN sau combinatii ale acestora, fie monocatenar si/sau bicatenar, fie forme native sau stabilizate de
polinucleotide, cum ar fi, de exemplu, polinucleotide cu o cu baza de fosforotioat si poate sau nu si
confind introni, atit timp cat codificd peptida. Desigur, numai peptidele care contin reziduuri de
aminoacizi naturali unite prin legituri peptidice naturale pot fi codificate de un polinucleotid. Un alt
aspect al descrierii oferd un vector de exprimare capabil sd exprime o polipeptidd in conformitate cu
descrierea.

Au fost dezvoltate o varietate de metode pentru a lega polinucleotide, in special ADN, de
vectori, de exemplu prin terminus coeziv complementar. De exemplu segmentului ADN i se pot adduga
regiuni homopolimerice complementare care si fie introduse in ADN-ul vector. Vectorul si segmentul de
ADN sunt apoi unite prin legituri de hidrogen intre cozile homopolimerice complementare pentru a
forma molecule de ADN recombinate.

Agentii de legare sintetici care contin unul sau mai multe situsuri de restrictie furnizeazi o
metoda alternativa de imbinare a segmentului de ADN cu vectorii. Agentii de legare sintetici care contin
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o varietate de situsuri de endonucleazd de restrictic sunt disponibili in comert de la o serie de surse,
inclusiv International Biotechnologies Inc. New Haven, CN, SUA.

O metoda dezirabild de modificare a ADN-ului care codificd polipeptida din descriere utilizeazi
reactia in lant a polimerazei, asa cum este prezentatd de Saiki RK, et al. (Saiki et al., 1988). Aceastd
metoda poate fi utilizatd pentru a introduce ADN-ul intr-un vector adecvat, de exemplu prin inginerie in
situsuri de restrictie adecvate, sau poate fi utilizatd pentru a modifica ADN-ul in alte moduri utile, asa
cum este cunoscut in domeniu. In cazul in care se utilizeazi vectori virali, se preferd vectorii pox- sau
adenovirus.

ADN-ul (sau in cazul vectorilor retrovirali, ARN-ul) poate fi apoi exprimat intr-o gazdad adecvata
pentru a produce o polipeptidd compusa din peptidd sau varianta din descriere. Astfel, ADN-ul care
codificd peptida sau varianta din descriere poate fi utilizat in conformitate cu tchnicile cunoscute,
modificat corespunzitor instructiunilor din prezentul document, pentru a construi un vector de exprimare,
care este apoi utilizat pentru a transforma o celuld-gazdd adecvatd pentru exprimarea si producerea
polipeptidei din descriere. Astfel de tehnici le includ pe cele prezentate, de exemplu in US 4,440,859,
4,530,901, 4,582,800, 4,677,063, 4,678,751, 4,704,362, 4,710,463, 4,757,006, 4,766,075 si 4,810,648.

ADN-ul (sau, in cazul vectorilor retrovirali, ARN-ul) care codificd polipeptida care constituic
compusul din descriere poate fi unit cu o mare varietate de alte secvente de ADN pentru a fi introdus intr-
o gazd3 adecvati. ADN-ul insotitor va depinde de natura gazdei, de modul de introducere a ADN-ului in
gazda si de dorinfa de mentinere sau de integrare episomala.

In general, ADN-ul este inserat intr-un vector de exprimare, cum ar fi o plasmidi, in orientarca
corespunzatoare si in cadrul de citire corect pentru exprimare. Dacd este necesar, ADN-ul poate fi legat
de secvente de nucleotide de control al reglarii transcriptionale si translationale adecvate recunoscute de
gazda doritd, desi astfel de controale sunt in general disponibile in vectorul de exprimare. Vectorul este
apoi introdus in gazda prin tehnici standard. In general, nu toate gazdele vor fi transformate de vector.
Prin urmare, va fi nevoie de selectarea unor celule-gazda transformate. Una dintre tehnicile de selectie
implicd incorporarea in vectorul de exprimare a unei secvenfe de ADN, cu toate elementele de control
necesare, care codificd pentru o trisdturd selectabild in celula transformatd, cum ar fi rezistenfa la
antibiotice.

Alternativ, gena pentru o astfel de trasiturd selectabild se poate afla pe un alt vector, care este
utilizat pentru a co-transforma celula-gazda dorita.

Celulele-gazdd care au fost transformate de ADN-ul recombinant din descriere sunt apoi
cultivate pentru o perioadd suficientd de timp si in condifii adecvate, cunoscute de specialistii in domeniu,
avand in vedere instructiunile din prezentul document, pentru a permite exprimarea polipeptidei, care
poate fi apoi recuperati.

Sunt cunoscute multe sisteme de exprimare, inclusiv bacterii (de exemplu, E. coli si Bacillus
subtilis), levuri (de exemplu, Saccharomyces cerevisiae), fungi filamentosi (de exemplu, Aspergillus
spec.), celule vegetale, celule animale si celule de insecte. Este de preferat ca sistemul sa poata fi format
din celule de mamifere, cum ar fi celulele CHO, disponibile din ATCC Cell Biology Collection.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o celuld-gazda transformati cu o constructie de
vector polinucleotidicd din prezenta descriere. Celula-gazdi poate fi procariotd sau eucariotd. Celulele
bacteriene pot fi, in anumite circumstante, celule-gazda procariote preferate si, de obicei, sunt o tulpini de
E. coli, cum ar fi, de exemplu, tulpinile de E. coli DH5 disponibile de la Bethesda Research Laboratories
Inc., Bethesda, MD, SUA, si RR1 disponibile de la American Type Culture Collection (ATCC) din
Rockville, MD, SUA (nr. ATCC 31343). Celulele gazda eucariote preferate includ celule de levuri, de
insecte si de mamifere, de preferintd celule de vertebrate, cum ar fi cele de soarece, de sobolan sau de
maimutd ori linii de celule fibroblastice si de colon umane. Celulele-gazda de levuri includ YPH499,
YPH500 si YPH501, care sunt in general disponibile de la Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA
92037, SUA. Celulele-gazda preferate de mamifere includ celulele ovariene de hamster chinezesc (CHO)
disponibile la ATCC sub denumirea CCL61, celulele embrionare de soarece elvetian NIH/3T3 disponibile
la ATCC sub denumirea CRL 1658, celulele COS-1 derivate din rinichi de maimut disponibile la ATCC
sub denumirea CRL 1650 si celulele 293, care sunt celule de rinichi embrionar uman. Celulele de insecte
preferate sunt celulele Sf9, care pot fi transfectate cu vectori de exprimare baculovirus. O prezentare
generala cu privire la alegerea celulelor-gazda adecvate pentru exprimare poate fi gisitd, de exemplu, in
manualul de Paulina Balbas si Argelia Lorence ,Methods in Molecular Biology Recombinant Gene
Expression, Reviews and Protocols”, Part One, Second Edition, ISBN 978-1-58829-262-9, precum si in
alte lucrdri cunoscute de catre specialisti.

Transformarea gazdelor celulare corespunzatoare cu o constructie de ADN din prezenta descriere
se realizeazi prin metode bine cunoscute, care depind de obicei de tipul de vector utilizat. In ceea ce
priveste transformarea celulelor-gazdd procariote, a se vedea, de exemplu, Cohen et al. (Cohen et al.,
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1972) si (Green and Sambrook, 2012). Transformarea celulelor de levuri este descrisd in Sherman et al.
(Sherman et al., 1986). Metoda lui Beggs (Beggs, 1978) este, de asemenea, utild. In ceea ce priveste
celulele vertebrate, reactivii utili pentru transfectarea acestor celule, de exemplu fosfatul de calciu si
DEAE-dextranul sau formuldrile lipozomice, sunt disponibile la Stratagene Cloning Systems sau Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, SUA. Electroporarca este, de asemenea, utild pentru
transformarea si/sau transfectarea celulelor si este bine cunoscuta in artd pentru transformarea celulelor de
levuri, a celulelor bacteriene, a celulelor de insecte si a celulelor de vertebrate.

Celulele transformate cu succes, adica celulele care contin o constructie de ADN din prezenta
descriere, pot fi identificate prin tehnici bine cunoscute, cum ar fi PCR. Alternativ, prezenta proteinei in
stratul supranatant poate fi detectati folosind anticorpi.

Se va aprecia cd anumite celule gazdi ale descrierii sunt utile la prepararea peptidelor din
descriere, de exemplu celulele bacteriene, de levuri si de insecte. Cu toate acestea, si alte celule-gazda pot
fi utile in anumite metode terapeutice. De exemplu, celulele prezentatoare de antigen, cum ar fi celulele
dendritice, pot fi utilizate in mod util pentru a exprima peptidele din descriere, astfel incat acestea sa
poata fi incdrcate in moleculele MHC corespunzitoare. Astfel, prezenta descriere furnizeazi o celuli-
gazda care cuprinde un acid nucleic sau un vector de exprimare in conformitate cu inventia.

Intr-o concretizare preferati, celula gazdi este o celuld prezentatoare de antigen, in special o
celuld dendriticd sau o celuld prezentatoare de antigen. APC-urile incircate cu o proteind de fuziune
recombinantd care contine fosfatazi acidd prostatici (PAP) au fost aprobate de citre Administratia
americand pentru alimente si medicamente (FDA), la 29 aprilie 2010, pentru tratarea HRPC-urilor
metastatice asimptomatice sau minim simptomatice (Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Un alt aspect al descrierii oferd o metodd de producere a peptidei sau a variantei sale, metoda
cuprinzand cultivarea unei celule-gazda si izolarea peptidei din celula-gazda sau din mediul de cultura al
acesteia.

Intr-o alti concretizare, peptida, acidul nucleic sau vectorul de exprimare al descrierii sunt
utilizate in medicind. De exemplu, peptida sau varianta sa poate fi preparatd pentru injectare intravenoasa
(i.v.), injectare subcutanatd (s.c.), injectaarc intradermicd (i.d.), injectarc intraperitoneald (i.p.) sau
injectare intramusculard (i.m.). Metodele preferate de injectare a peptidelor includ s.c., i.d., i.p., i.m. §i i.v.
Metodele preferate de injectare a ADN-ului includ i.d., i.m., s.c., i.p. si i.v. Se pot administra doze de
exemplu intre 50 pg si 1,5 mg, de preferinta intre 125 pg si 500 ug, de peptidi sau ADN, care depind de
peptida sau de ADN-ul respectiv. Dozele din acest interval au fost utilizate cu succes in studiile anterioare
(Walter et al., 2012).

Polinucleotida utilizatd pentru vaccinarea activa poate fi substantial purd sau poate fi confinuta
intr-un vector sau sistem de livrare adecvat. Acidul nucleic poate fi ADN, ADNc, APN, ARN sau o
combinafie a acestora. Metodele de concepere si de introducere a unui astfel de acid nucleic sunt bine
cunoscute in domeniu. O prezentare generald este furnizatd, de exemplu, de Teufel et al. (Teufel et al.,
2005). Vaccinurile polinucleotidice sunt usor de preparat, insd modul de actiune al acestor vectori in
inducerea unui raspuns imun nu este pe deplin inteles. Vectorii si sistemele de livrare adecvate includ
ADN-ul si/fsau ARN-ul viral, cum ar fi sistemele bazate pe adenovirus, virusul vaccinia, retrovirusuri,
virusul herpetic, adenovirusul asociat sau hibrizi care confin elemente din mai multe virusuri. Sistemele
de eliberare non-virale includ lipide cationice si polimeri cationici si sunt bine cunoscute in domeniul
cliberarii de ADN. Se poate utiliza, de asemenea, livrarea fizicd, cum ar fi prin intermediul unui ,,pistol de
gene”. Peptida sau peptidele codificate de acidul nucleic pot fi o proteind de fuziune, de exemplu, cu un
epitop care stimuleaza celulele T pentru CDR-ul opus respectiv, asa cum s-a mentionat mai sus.c

Adjuvantii preferati sunt anti-CD40, imiquimod, resiquimod, GM-CSF, ciclofosfamida,
sunitinib, bevacizumab, interferon-alfa, oligonucleotide CpG si derivati, poli-(I:.C) si derivati, ARN,
sildenafil si formulari particulate cu PLG sau virozomi.

Intr-o concretizare preferati, in compozitia farmaceutici conform descrierii, adjuvantul este
selectat din grupul format din factori de stimulare a coloniilor, cum ar fi factorul de stimulare a coloniilor
de macrofage granulocite (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod, resiquimod si interferon-
alfa.

Intr-o concretizare preferati, in compozitia farmaceutici conform descrierii, adjuvantul este
selectat din grupul format din factori de stimulare a coloniilor, cum ar fi factorul de stimulare a coloniilor
de macrofage granulocite (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida si interferon-alfa. Intr-o concretizare
preferatd a compozifiei farmaceutice conform descrierii, adjuvantul este ciclofosfamida, imiquimodul sau
resiquimodul. Adjuvanti si mai preferati sunt Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA
50V, Montanide ISA-51, poli-ICLC (Hiltonol®) si mAb anti-CD40 sau combinatii ale acestora.

Aceastd compozitie este utilizatd pentru administrare parenterald, cum ar fi administrarea
subcutanati, intradermicd, intramusculard sau orald. In acest scop, peptidele si, optional, alte molecule



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3388075 T2 2023.10.31
31

sunt dizolvate sau suspendate intr-un suport acceptabil din punct de vedere farmaceutic, de preferintd
apos. In plus, compozitia poate contine excipienti, cum ar fi tampoane, agenti de legare, agenti de
declansare, diluanti, arome, lubrifianti etc. Peptidele pot fi, de asemenea, administrate impreund cu
substante imunostimulatoare, cum ar fi citokinele. Lista exhaustivd de excipienti care se pot folosi in
aceastd compozitie poate, de exemplu, fi preluatd din A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients
(Kibbe, 2000). Compozitia poate fi utilizatdh pentru prevenirea, profilaxia si/sau terapia bolilor
adenomatoase sau canceroase. Exemple de formulari pot fi gésite, de exemplu, in EP2112253.

Este important si se infeleagd cad raspunsul imunitar declansat de vaccinul conform descrierii
ataci cancerul in diferite stadii celulare si in diferite stadii de dezvoltare. In plus, sunt atacate diferite cii
de semnalizare asociate cancerului. Acesta este un avantaj fati de vaccinurile care se adreseazi doar uneia
sau catorva tinte, ceea ce poate determina tumoarea sd se adapteze cu usurinta la atac (evadare a tumorii).
In plus, nu toate tumorile individuale exprimi acelasi model de antigeni. Prin urmare, o combinatie de
mai multe peptide asociate tumorilor asigura faptul ca fiecare tumoare poarta cel putin o parte din finte.
Compozitia este conceputd in asa fel incét fiecare tumoare si exprime mai mulfi antigeni si sd acopere
mai multe cdi independente necesare pentru cresterea si menfinerea tumorii. Astfel, vaccinul poate fi
utilizat ,,gata de utilizare” pentru o populatie mai mare de pacienti. Acest lucru inseamna ci o preselectie
a pacientilor care urmeaza sa fie tratafi cu vaccinul poate fi limitat3 la tipizarea HLA, nu necesita evaludri
suplimentare ale biomarkerilor pentru expresia antigenului, dar se asigurd totusi cd mai multe finte sunt
atacate simultan de rispunsul imunitar indus, ceea ce este important pentru eficacitate (Banchereau et al.,
2001; Walter et al., 2012).

Peptidele din prezenta inventie pot fi utilizate pentru a genera si dezvolta anticorpi specifici
impotriva complexelor MHC-peptidd. Acestia pot fi utilizati pentru terapie, directionind toxine sau
substante radioactive catre tesutul bolnav. O altd utilizare a acestor anticorpi poate fi directionarea
radionuclizilor citre tesutul bolnav in scopuri imagistice, cum ar fi PET. Aceastd utilizare poate ajuta la
detectarea metastazelor mici sau la determinarea dimensiunii si localizarii precise a tesuturilor bolnave.

Prin urmare, un alt aspect al descrierii este acela de a furniza o metodd de producere a unui
anticorp recombinant care se leagd in mod specific de un complex major de histocompatibilitate (MHC)
uman de clasa I sau II, fiind complexat cu un antigen restrictionat HLA, metoda cuprinzand: imunizarea
unui mamifer non-uman modificat genetic care cuprinde celule care exprimd complexul major de
histocompatibilitate (MHC) uman de clasd I sau II cu o formé solubild a unei molecule MHC de clasa 1
sau II care este complexatd cu antigenul restrictionat de HLA; izolarea moleculelor de ARNm din celulele
producitoare de anticorpi ale mamiferului non-uman; producerea unei biblioteci de afisare de fagi care
prezintd molecule de proteine codificate de moleculele de ARNm respective; si izolarea a cel putin unui
fag din biblioteca de afisare de fagi, cel putin un fag prezentind anticorpul care se leagd in mod specific
de complexul major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasd 1 sau II care este complexat cu
antigenul restrictionat de HLA.

Un alt aspect al descrierii este acela de a furniza un anticorp care se leagd in mod specific de un
complex major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasd I sau II, fiind complexat cu un antigen
restricfionat de HLA, in care anticorpul este, de preferinti, un anticorp policlonal, un anticorp
monoclonal, un anticorp bi-specific si/sau un anticorp himeric.

Metodele respective de producere a unor astfel de anticorpi si a complexelor majore de
histocompatibilitate de clasi I cu lanf unic, precum si alte instrumente pentru producerea acestor anticorpi
sunt prezentate in WO 03/068201, WO 2004/084798, WO 01/72768, WO 03/070752 si in publicatii
(Cohen et al., 2003a; Cohen et al., 2003b; Denkberg et al., 2003).

De preferintd, anticorpul se leagd cu o afinitate de legare la complex mai micd de 20 nanomoli,
de preferintd mai micd de 10 nanomoli, ceea ce este, de asemenea, considerat ca fiind ,specific” in
contextul prezentei descrieri.

Prezenta descriere se referd la o peptidd care cuprinde o secventd care este selectatd din grupul
format din SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288 sau o variantd a acesteia care este cel putin 88%
omologd (de preferinta identicd) cu SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288 sau o varianta a acesteia care
induce celule T care reactioneaza incrucisat cu respectiva peptidd, in care respectiva peptidd nu este
polipeptida de lungime completa care sti la baza acesteia.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o peptidd care cuprinde o secventd care este
selectatd din grupul format din SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288 sau o varianti a acesteia care este
cel putin 88% omologd (de preferintd identicd) cu SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288, in care
respectiva peptidd sau variantd are o lungime totald cuprinsa intre 8 si 100 de aminoacizi,preferabil intre 8
s1 30 de aminoacizi i, cel mai preferabil, intre 8 si 14 aminoacizi.
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Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document care au
capacitatea de a se lega de o moleculd a complexului major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasd
I sau IL

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
peptida consti sau constd in principal dintr-o secventi de aminoacizi conform SEQ ID NO: 1 pana la SEQ
ID NO: 288.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
peptid este modificata si/sau include legituri non-peptidice.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la peptidele descrise in prezentul document, in care
peptida face parte dintr-o proteind de fuziune, cuprinzind in special aminoacizii N-terminali ai lantului
invariant asociat antigenului HLA-DR (Ii), sau in care peptida este fuzionata cu (sau in) un anticorp, cum
ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific pentru celulele dendritice.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la un acid nucleic care codifica peptidele descrise in
prezentul document, cu conditia ca peptida si nu fie o proteind umana completd (integrald).

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la acidul nucleic conform descrierii, care este ADN,
ADNc, ANP, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descricre se referd, de asemenea, la un vector de exprimare capabil sd exprime un acid
nucleic agsa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o peptidd, asa cum este descrisd in prezentul
document, la un acid nucleic, asa cum este descris in prezentul document, sau la un vector de exprimare,
asa cum este descris in prezentul document, pentru utilizare in medicind, in special in tratamentul pentru
HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de
glandd mamara, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o celuld-gazda care cuprinde un acid nucleic asa
cum este descris in prezentul document sau un vector de exprimare asa cum este descris in prezentul
document,

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la celula-gazda, asa cum este descrisa in prezentul
document, care este o celuld prezentatoare de antigen si, de preferinta, o celuld dendritica.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o0 metodd de producere a unei peptide, asa cum este
descrisd in prezentul document, metoda respectivd cuprinzind cultivarea celulei-gazda, asa cum este
descris in prezentul document, si izolarea peptidei din celula-gazda sau din mediul de cultur al acesteia.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la metoda, asa cum este descrisd in prezentul
document, in care antigenul este incdrcat pe moleculele MHC de clasd I sau II exprimate pe suprafata
unei celule prezentatoare de antigen adecvate prin punerea in contact a unei cantititi suficiente de antigen
cu o celuld prezentatoare de antigen.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la metoda, asa cum este descrisd in prezentul
document, in care celula prezentatoare de antigen cuprinde un vector de exprimare capabil sd exprime
respectiva peptidd care confine SEQ ID NO: 1 pand la SEQ ID NO: 288 sau respectiva varianti a
secventei de aminoacizi.

Prezenta desciere se referd, de asemenea, la celulele T activate, produse prin metoda descrisa in
prezentul document, in care aceste celule T recunosc in mod selectiv o celuld care exprimi in mod
aberant o polipeptidd care cuprinde o secventd de aminoacizi, asa cum este descrisd in prezentul
document.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o metodd de distrugere a celulelor-tintd la un
pacient, celule-tintd care exprimid in mod aberant o polipeptidd care cuprinde orice secventd de
aminoacizi, asa cum este descrisa in prezentul document, metoda cuprinzand administrarea la pacient a
unui numdr eficient de celule T, asa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la utilizarea oricarei peptide descrise, a unui acid
nucleic, asa cum este descris in prezentul document, a unui vector de exprimare, asa cum este descris in
prezentul document, a unei celule, asa cum este descrisd in prezentul document, sau a unei limfocite T
citotoxice activate, asa cum este descrisd in prezentul document, ca medicament sau la fabricarea unui
medicament. Prezenta descricre se referd, de asemenca, la o utilizare conform descrierii, in care
medicamentul este activ impotriva cancerului.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, 1a o utilizare conform descrierii, in care medicamentul
este un vaccin. Prezenta descricre se referd, de asemenca, la o utilizare conform descrierii, in care
medicamentul este activ impotriva cancerului.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o utilizare asa cum este prezentatd in prezentul
document, in care celulele canceroase sunt HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC,
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BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC
sau celule CLL.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la anumite proteine-marker si biomarkeri pe baza
peptidelor prezentate aici, denumite in continuare finte”, care pot fi utilizate in diagnosticul si/sau
prognosticul pentru HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC,
MCC, melanom, cancer de glandd mamara, SCLC, NHL, AML, GBC, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL.
Prezenta descriere se referd, de asemenea, la utilizarea acestor tinte noi pentru tratamentului cancerului.

Termenul ,anticorp” sau ,,anticorpi” este utilizat in prezentul document in sens larg si include
atat anticorpii policlonali, cit si monoclonali. Pe langd moleculele de imunoglobulini intacte sau
complete”, in termenul de ,,anticorpi” sunt incluse si fragmente (de exemplu, CDR, fragmente Fv, Fab si
Fc) sau polimeri ai acestor molecule de imunoglobulind si versiuni umanizate ale moleculelor de
imunoglobulind, atita timp cit prezintd oricare dintre proprietdtile dorite (de exemplu, legarea specifica
de un HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom,
cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC, sau (poli)peptida-marker de
CLL, administrarea unei toxine la un HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC,
BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, GBC, CCC, UBC,
UEC sau celule CLL care exprimd o gend marker-de cancer la un nivel crescut si/sau inhibarea activitafii
unei polipeptide-marker de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC,
MCC, melanom, cancer de glandd mamara, SCLC, NHL, AML, GBC, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL),
asa cum este descris in prezentul document.

Ori de cate ori este posibil, anticorpii din descriere pot fi achizitionati din surse comerciale.
Anticorpii din descriere pot fi, de asemenea, generati prin metode bine cunoscute. Specialistul in domeniu
va intelege ca fie polipeptidele-marker de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC,
BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC,
sau CLL, fie fragmente ale acestora pot fi utilizate pentru a genera anticorpii din prezenta descriere. O
polipeptidd care urmeaza sa fie utilizatd pentru generarea unui anticorp din descriere poate fi partial sau
complet purificatd dintr-o sursa naturald sau poate fi produsa prin tehnici de ADN recombinant.

De exemplu, un ADNc care codifica o peptidd in conformitate cu prezenta descriere, cum ar fi o
peptidi conform SEQ ID NO: 1 pana la SEQ ID NO: 288, o polipeptida sau o variantd sau un fragment al
acesteia, poate fi exprimat in celule procariote (de exemplu, bacterii) sau in celule eucariote (de exemplu,
celule de levuri, de insecte sau de mamifere), dupd care proteina recombinantd poate fi purificatd si
utilizatd pentru a genera un preparat de anticorp monoclonal sau policlonal care se leagd in mod specific
de polipeptida-marker de HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC,
MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL utilizat
pentru a genera anticorpul descris in prezentul document.

Un specialist in domeniu va intelege cd generarea a doud sau mai multe seturi diferite de
anticorpi monoclonali sau policlonali maximizeaza probabilitatea de a obtine un anticorp cu specificitatea
si afinitatea necesare pentru utilizarea previzutd (de exemplu, ELISA, imunohistochimie, imagistica in
vivo, terapie cu imunotoxine). Anticorpii sunt testati pentru activitatea lor doritd prin metode cunoscute,
in conformitate cu scopul pentru care urmeaza si fie utilizati (de exemplu, ELISA, imunohistochimie,
imunoterapie etc.; pentru mai multe indrumdri privind generarea si testarea anticorpilor, a se vedea, de
exemplu, Greenfield, 2014 (Greenfield, 2014)). De exemplu, anticorpii pot fi testati prin teste ELISA sau
prin Western blot, prin colorarea imunohistochimica a cancerelor fixate in formol sau a sectiunilor de
fesut congelate. Dupd caracterizarea lor initiald in vitro, anticorpii destinati utilizdrii terapeutice sau
diagnosticirii in vive sunt testati in conformitate cu metodele cunoscute de testare clinica.

Termenul ,,anticorp monoclonal”, asa cum este utilizat in prezentul document, se referd la un
anticorp obtinut dintr-o populatie substantial omogena de anticorpi, adici anticorpii individuali care
compun populatia sunt identici, cu exceptia unor posibile mutatii naturale care pot fi prezente in cantititi
minore. Anticorpii monoclonali din prezentul document includ in mod specific anticorpi ,,himerici” in
care o portiune a lantului greu si/sau usor este identicd sau omoloagd cu secventele corespunzitoare din
anticorpii derivati dintr-o anumita specie sau apartinand unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in
timp ce restul lantului (lanfurilor) este identic sau omolog cu secventele corespunzitoare din anticorpii
derivati dintr-o altd specie sau apartinind unei alte clase sau subclase de anticorpi, precum si fragmente
ale unor astfel de anticorpi, atat timp cat prezintd activitatea antagonistd doritd (US 4,816,567).

Anticorpii monoclonali ai descrierii pot fi preparati prin metode cu hibridom. Intr-o metodi cu
hibridom, un soarece sau un alt animal-gazda adecvat este imunizat de obicei cu un agent imunizant
pentru a obfine limfocite care produc sau sunt capabile sd producd anticorpi care se vor lega in mod
specific de agentul imunizant. Ca alternativa, limfocitele pot fi imunizate in vitro.
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Anticorpii monoclonali pot fi obtinuti, de asemenea, prin metode de ADN recombinant, cum ar fi
cele descrise in US 4,816,567. ADN-ul care codifica anticorpii monoclonali ai descrierii poate fi izolat si
secventiat cu usurintd folosind proceduri conventionale (de exemplu, folosind sonde de oligonucleotide
care sunt capabile sd se lege in mod specific de genele care codificd lanfurile grele si usoare ale
anticorpilor murini).

Metodele in vitro sunt, de asemeneca, adecvate pentru prepararea anticorpilor monovalenti.
Digestia anticorpilor pentru a produce fragmente ale acestora, in special fragmente Fab, poate fi realizat
folosind tehnici de rutind cunoscute in domeniu. De exemplu, digestia poate fi efectuata utilizand papaina.
Exemple de digestie cu papaind sunt descrise in WO 94/29348 si US 4,342,566. Digestia cu papaina a
anticorpilor produce, de obicei,doud fragmente identice de legare a antigenului, numite fragmente Fab,
fiecare cu un singur situs de legare a antigenului, si un fragment Fc rezidual. Tratamentul cu pepsind
produce un fragment F(ab')2 si un fragment pFc'.

Fragmentele de anticorpi, fie cd sunt sau nu atasate la alte secvente, pot include, de asemenea,
insertii, elimindri, substituiri sau alte modificiri selectate ale anumitor regiuni sau reziduuri specifice de
aminoacizi, cu conditia ca activitatea fragmentului sd nu fie modificatd sau afectatd in mod semnificativ
in comparatie cu anticorpul sau fragmentul de anticorp nemodificat. Aceste modificari pot conferi
anumite proprietdti suplimentare, cum ar fi eliminarea/addugarea de aminoacizi capabili de legituri
disulfurice, cresterea biolungimii, modificarea caracteristicilor sale secretorii etc. In orice caz, fragmentul
de anticorp trebuic si posede o proprictate bioactivd, cum ar fi activitatea de legare, reglarea legiturii la
nivelul domeniului de legare etc. Regiunile functionale sau active ale anticorpului pot fi identificate prin
mutageneza unei regiuni specifice a proteinei, urmatd de exprimarea si testarea polipeptidei exprimate.
Astfel de metode sunt usor de inteles pentru un specialist in domeniu si pot include mutageneza situs-
specifica a acidului nucleic care codificd fragmentul de anticorp.

Anticorpii din descriere pot cuprinde, de asemenea, anticorpi umanizati sau anticorpi umani.
Formele umanizate ale anticorpilor non-umani (de exemplu, murini) sunt imunoglobuline himerice,
lanturi de imunoglobuline sau fragmente ale acestora (cum ar fi Fv, Fab, Fab' sau alte subsecvente de
legare a antigenului ale anticorpilor) care confin o secventd minima derivatd din imunoglobulina non-
umand. Anticorpii umanizati includ imunoglobuline umane (anticorp receptor) in care reziduurile dintr-o
regiune determinantd complementard (CDR) a receptorului sunt inlocuite cu reziduuri dintr-o CDR a unei
specii neumane (anticorp donator), cum ar fi soarecele, sobolanul sau iepurele, avand specificitatea,
afinitatea si capacitatea dorite. In unele cazuri, reziduurile cadrului Fv (FR) din imunoglobulina umana
sunt inlocuite cu reziduuri corespunzatoare non-umane. Anticorpii umanizafi pot cuprinde, de asemenea,
reziduuri care nu se gisesc nici in anticorpul receptor, nici in secventele CDR importate sau in secventele-
cadru. In general, anticorpul umanizat va cuprinde in mare parte cel putin unul si, de obicei, doud domenii
variabile, in care toate sau aproape toate regiunile CDR corespund celor ale unei imunoglobuline
neumane §i toate sau aproape toate regiunile FR sunt cele ale unei secvente consensuale de
imunoglobulini umani. In mod optim, anticorpul umanizat va cuprinde, de asemenea, cel putin o portiune
din regiunca constantad a imunoglobulinei (Fc), de obicei cea a unei imunoglobuline umane.

Metodele de umanizare a anticorpilor non-umani sunt bine cunoscute in domeniu. In general, un
anticorp umanizat are una sau mai multe reziduuri de aminoacizi introduse in acesta dintr-o sursd non-
umand. Aceste reziduuri de aminoacizi non-umane sunt adescori denumite reziduuri de ,,import”, care
sunt preluate de obicei dintr-un domeniu variabil de ,,import”. Umanizarea poate fi realizata in principal
prin inlocuirea CDR-urilor sau a secventelor CDR de rozitoare cu secventele corespunzitoare ale unui
anticorp uman. in consecintd, astfel de anticorpi ,,umanizati” sunt anticorpi himerici (US 4,816,567), in
care o cantitate substanfial mai micd decit un domeniu variabil uman intact a fost inlocuiti cu secventa
corespunzitoare dintr-o specie non-umani. In practica, anticorpii umanizati sunt, de obicei, anticorpi
umani in care unele reziduuri CDR si, eventual, unele reziduuri FR sunt inlocuite cu reziduuri din situsuri
analoge din anticorpi de rozitoare.

Se pot folosi animale transgenice (de exemplu, soareci) care sunt capabile, in urma imunizarii, sa
produca un repertoriu complet de anticorpi umani in absenta productiei endogene de imunoglobuline. De
exemplu, s-a descris faptul cd deletia homozigotd a genei regiunii de jonctiune a lanfului greu al
anticorpilor la soarecii mutanti himerici si la soarecii mutan{i din linia germinald duce la inhibarea
completd a productiei endogene de anticorpi. Transferul matricei genetice de imunoglobuline din linia
germinald umand in astfel de soareci mutanti din linia germinald va determina producerea de anticorpi
umani la provocarea cu antigen. Anticorpii umani pot fi, de asemenea, produsi in biblioteci de afisare de
fagi.

Anticorpii din descriere se administreazi de preferin{d unui subiect intr-un suport acceptabil din
punct de vedere farmaceutic. De obicei, in formula se utilizeazi o cantitate adecvatd de sare acceptabila
din punct de vedere farmaceutic pentru a face formula izotond. Exemplele de suport acceptabil din punct
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de vedere farmaceutic includ solutie salind, solutiec Ringer si solutiec de dextrozi. pH-ul solutiei este,
preferabil, de la aproximativ 5 la aproximativ 8 si, mai preferabil, de la aproximativ 7 la aproximativ 7,5.
Printre alti suporturi se numara preparatele cu eliberare prelungiti, cum ar fi matricile semipermeabile de
polimeri hidrofobi solizi care contin anticorpul, matrici care se prezintd sub formi de articole modelate,
de exemplu, pelicule, lipozomi sau microparticule. Este evident pentru specialistii in domeniu cd anumiti
purtdtori pot fi mai preferabili in functie, de exemplu, de calea de administrare si de concentratia de
anticorp care se administreaza.

Anticorpii pot fi administrafi subiectului, pacientului sau celulei prin injectare (de exemplu,
intravenoasd, intraperitoneald, subcutanatd, intramusculard) sau prin alte metode, cum ar fi perfuzarea,
carc asigurd livrarca lor in fluxul sanguin intr-o forma eficace. Anticorpii pot fi, de asemeneca,
administrati pe cdi intratumorale sau peritumorale, pentru a exercita efecte terapeutice atat locale, cat si
sistemice. Se preferd injectarea locald sau intravenoasa.

Dozele si programele eficace de administrare a anticorpilor pot fi determinate in mod empiric, iar
efectuarea unor astfel de determiniri este de competenta specialistului in domeniu. Specialistii in
domeniu vor intelege cd doza de anticorp care trebuie administratd va varia in functie, de exemplu, de
subiectul care va primi anticorpul, de calea de administrare, de tipul special de anticorp utilizat si de alte
medicamente care se administreazd. O doza zilnica tipicd a anticorpului utilizat singur poate varia de la
aproximativ 1 pg/kg pand la 100 mg/kg de greutate corporald sau mai mult pe zi, in functie de factorii
mentionafi mai sus. In urma administrarii unui anticorp, de preferintd pentru a trata HCC, CRC, GB, GC,
cancerului esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamar3,
SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL, eficacitatea anticorpului terapeutic poate fi
evaluatd in diverse moduri bine cunoscute de citre practicianul experimentat. De exemplu, dimensiunea,
numarul si/sau distribufia cancerului la un subiect care primeste tratament pot fi monitorizate cu ajutorul
tehnicilor standard de imagisticd tumorald. Un anticorp administrat in scop terapeutic care opreste
cresterea tumorii, determind reducerea tumorii si/sau previne dezvoltarea de noi tumori, in comparatie cu
evolutia bolii care ar apirea in absenta administrarii anticorpului, este un anticorp eficace pentru tratarea
cancerului.

Un alt aspect al descrierii este acela de a furniza o metodd de producere a unui receptor solubil
de celule T (sTCR) care recunoaste un complex peptidd-MHC specific. Astfel de receptori solubili de
celule T pot fi generati din clone specifice de celule T, iar afinitatea lor poate fi crescutd prin mutageneza
care vizeaza regiunile care determini complementaritatea. in scopul selectirii receptorilor de celule T, se
poate utiliza afisarea de fagi (US 2010/0113300, (Liddy et al., 2012)). In scopul stabilizirii receptorilor de
celule T in timpul afisdrii de fag si in cazul utilizirii practice ca medicament, lantul alfa si lantul beta pot
fi legate, de exemplu, prin legaturi disulfidice non-native, alte legituri covalente (receptor de celule T cu
un singur lanf) sau prin domenii de dimerizare (Boulter et al., 2003; Card et al., 2004; Willcox et al.,
1999). Receptorul de celule T poate fi legat de toxine, medicamente, citokine (a se vedea, de exemplu, US
2013/0115191) si domenii care recruteaza celulele efectoare, cum ar fi un domeniu anti-CD3 etc., pentru
a executa anumite functii asupra celulelor-tinta. In plus, ar putea fi exprimat in celulele T utilizate pentru
transferul adoptiv. Informatii suplimentare pot fi gasite in WO 2004/033685A1 si WO 2004/074322A1. O
combinatie de sTCR-uri este descrisd in WO 2012/056407A1. Alte metode de productie sunt descrise in
WO 2013/057586A1.

In plus, peptidele si/sau TCR-urile sau anticorpii sau alte molecule de legare din prezenta
descriere pot fi utilizate pentru a verifica diagnosticul de cancer pus de un anatomopatolog pe baza unui
esantion biopsiat.

Anticorpii sau TCR-urile pot fi, de asemenea, utilizate pentru teste de diagnosticare in vivo. in
general, anticorpul este marcat cu un radionucleotid (cum ar fi ''In, *Tc, “C, 31, 3H, 3?P sau *°S), astfel
incat tumoarea s poatd fi localizatd prin imunoscintigrafie. Intr-una dintre concretiziri, anticorpii sau
fragmentele acestora se leagd de domeniile extracelulare a doud sau mai multe tinte ale unei proteine
selectate din grupul format din proteinele mentionate mai sus, iar valoarea afinitatii (Kd) este mai mica de
1x10 pM.

Anticorpii pentru diagnosticare pot fi marcati cu sonde care pot fi detectate prin diferite metode
de imagisticd. Metodele de detectare a sondelor includ, fird a se limita la acestea, microscopia
fluorescentd, luminoasd, confocald si electronicd; imagistica prin rezonantd magnetica si spectroscopia;
fluoroscopia, tomografia computerizatd si tomografia cu emisie de pozitroni. Sondele adecvate includ, dar
nu se limiteaza la fluoresceind, rodamind, eozind si alti fluorofori, radioizotopi, aur, gadoliniu si alte
lantanide, fier paramagnetic, fluor-18 si alti radionuclizi emititori de pozitroni. In plus, sondele pot fi
bifunctionale sau multifunctionale si pot fi detectabile prin mai mult de una dintre metodele enumerate.
Acesti anticorpi pot fi marcati direct sau indirect cu sondele menfionate. Atasarea sondelor la anticorpi
include atasarea covalentd a sondei, incorporarea sondei in anticorp si atasarea covalenti a unui compus
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chelator pentru legarea sondei, printre alte metode bine cunoscute in domeniu. Pentru imunohistochimie,
esantionul de tesut bolnav poate fi proaspdt sau congelat sau poate fi inclus in parafind si fixat cu un
conservant, cum ar fi formalina. Sectiunea fixatd sau inglobata contine esantionul si este pusd in contact
cu un anticorp primar marcat si un anticorp secundar, anticorpul fiind utilizat pentru a detecta exprimarea
proteinelor in situ.

Un alt aspect al prezentei descrieri include o metodd in vitro pentru producerea de celule T
activate, metoda cuprinzand punerea in contact a celulelor T in vitro cu molecule MHC umane incércate
cu antigen, exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate, pentru o perioadd de
timp suficientd pentru a activa celula T intr-o manierd specificd antigenului, in care antigenul este o
peptida descrisd in prezentul document. De preferinti, se utilizeazi o cantitate suficientd de antigen cu o
celuld prezentatoare de antigen.

De preferintd, celulei de mamifer i lipseste sau are un nivel sau o functie redusid a
transportatorului de peptide TAP. Celulele adecvate care nu au transportorul de peptide TAP includ
celulele T2, RMA-S si Drosophila. TAP este transportatorul asociat cu procesarea antigenului.

Linia celulard umani T2 cu deficit de incdrcare a peptidelor este disponibild la American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, SUA, cu nr. de catalog CRL
1992; linia celulard de Drosophila Schneider line 2 este disponibild la ATCC cu nr. de catalog CRL
19863; linia celulard RMA-S de soarece este descrisd in Ljunggren et al. (Ljunggren si Karre, 1985).

De preferinta, inainte de transfectare, celula-gazda nu exprimi practic nicio moleculda MHC de
clasd 1. Se preferd, de asemenea, ca celula stimulatoare sd exprime o moleculd importantd pentru
furnizarea unui semnal costimulator pentru celulele T, cum ar fi oricare dintre B7.1, B7.2, ICAM-1 si
LFA 3. Secveniele de acid nucleic ale numeroaselor molecule MHC de clasa I si ale moleculelor
costimulatoare sunt disponibile in mod public in bazele de date GenBank si EMBL.

In cazul in care un epitop MHC de clasi I este utilizat ca antigen, celulele T sunt celule T CDS8-
pozitive.

In cazul in care o celuli prezentatoare de antigen este transfectati pentru a exprima un astfel de
epitop, de preferintd, celula cuprinde un vector de exprimare capabil si exprime o peptida care contine
SEQ ID NO: 1 pani la SEQ ID NO: 288 sau o varianti a secventei de aminoacizi a acesteia.

O serie de alte metode pot fi utilizate pentru a genera celule T in vitro. De exemplu, in generarea
de CTL-uri se pot utiliza limfocite autologe care infiltreaza tumorile. Plebanski et al. (Plebanski et al.,
1995) au utilizat limfocite autologe din singe periferic (PLB) in prepararea celulelor T. in plus, este
posibild producerea de celule T autologe prin pulsarea celulelor dendritice cu peptide sau polipeptide, sau
prin infectarea cu virusuri recombinante. De asemenea, celulele B pot fi utilizate in productia de celule T
autologe. In plus, macrofagele pulsate cu peptide sau polipeptide sau infectate cu un virus recombinant
pot fi utilizate la prepararea de celule T autologe. S. Walter et al. (Walter et al., 2003) descriu amorsarea
in vitro a celulelor T prin utilizarea de celule prezentatoare de antigen artificiale (aAPC), aceasta
reprezentand, de asemenea, o modalitate potriviti de generare de celule T pentru peptida aleasi. In
prezenta descriere, aAPC-urile au fost generate prin cuplarea complexelor MHC-peptidd preformate la
suprafata particulelor de polistiren (microbile) prin biochimie biotina:streptavidini. Acest sistem permite
controlul exact al densitifii MHC pe aAPC-uri, ceea ce permite obtinerea selectivd de raspunsuri de
celule T specifice antigenului cu aciditate mare sau micd, cu eficacitate ridicatd, din probe de sange. Pe
langd complexele MHC:peptida, celulele aAPC trebuie sd poarte alte proteine cu activitate de co-
stimulare, cum ar fi anticorpi anti-CD28 cuplati pe suprafetele lor. In plus, astfel de sisteme bazate pe
aAPC-uri necesitd adesea addugarea de factori solubili corespunzitori, de exemplu citokine, cum ar fi
interleukina-12.

La prepararea celulelor T se pot utiliza, de asemenea, celule alogene, iar o metoda este descrisa
in detaliu in WO 97/26328. De exemplu, pe 14nga celulele Drosophila si celulele T2, pot fi utilizate si alte
celule pentru a prezenta antigeni, cum ar fi celule CHO, celule de insecte infectate cu baculovirus,
bacteriile, levuri si celule-finta infectate cu vaccinia. In plus, se pot utiliza virusuri de plante (vezi, de
exemplu, Porta et al. (Porta et al., 1994), care descriu dezvoltarea virusului mozaicului din Vigna
unguiculata ca fiind un sistem cu productivitate ridicatid pentru prezentarea de peptide strdine.

Celulele T activate care sunt directionate impotriva peptidelor din descriere sunt utile in terapie.
Astfel, un alt aspect al descrierii furnizeaza celule T activate care pot fi obtinute prin metodele de mai sus
ale descrierii.

Celulele T activate, care sunt produse prin metoda de mai sus, vor recunoaste selectiv o celuld
care exprimi in mod aberant o polipeptida care cuprinde o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 1
pani la SEQ ID NO: 288.

De preferintd, celula T recunoaste celula prin interactiune, prin intermediul TCR-ului sdu, cu
complexul HLA-peptidd (de exemplu, legare). Celulele T sunt utile intr-o metodd de distrugere a
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celulelor-tinta la un pacient ale cdrui celule-fintd exprima in mod aberant o polipeptidd care cuprinde o
secventd de aminoacizi din descriere, in care pacientului i se administreazd un numar eficient de celule T
activate. Celulele T care sunt administrate pacientului pot fi derivate de la pacient si activate asa cum s-a
descris mai sus (adicd sunt celule T autologe). Alternativ, celulele T nu provin de la pacient, ci de la un alt
individ. Desigur, este de preferat ca sursa si fie un individ sdnitos. Prin ,,individ sdndtos”, inventatorii
inteleg ca individul este, in general, intr-o stare de sandtate bund, de preferintd are un sistem imunitar
competent si, mai ales, nu suferd de nicio boald care poate fi usor testata si detectata.

In vivo, celulele-tintd pentru celulele T CD8-pozitive conform prezentei descieri pot fi celule ale
tumorii (care uneori exprimd MHC de clasa II) si/sau celule stromale care inconjoard tumoarea (celule
tumorale) (care uncori exprimi, de asemenca, MHC de clasa II; (Dengjel et al., 2006)).

Celulele T din prezenta descriere pot fi utilizate ca ingrediente active ale unei compozitii
terapeutice. In consecinti, descrierea furnizeazi si o metodi de distrugere a celulelor tinti la un pacient
ale cirui celule tintd exprima aberant o polipeptidd care confine o secventd de aminoacizi din descriere,
metoda constind in administrarea unui numdr eficient de celule T pacientului, asa cum s-a ardtat mai sus.

Prin ,.exprimatd aberant”, inventatorii inteleg, de asemenea, ca polipeptida este supracxprimata
in comparatie cu nivelurile normale de exprimare sau cd gena este silenfioasd in tesutul din care provine
tumoarea, insa este exprimatd in tumoare. Prin ,,supraexprimati’’, inventatorii inteleg cd polipeptida este
prezentd la un nivel de cel putin 1,2 ori mai mare decat cel prezent in tesutul normal; preferabil, la un
nivel de cel putin 2 ori si, mai preferabil, la un nivel de cel putin 5 ori sau 10 ori mai mare decat cel
prezent in tesutul normal.

Celulele T pot fi obfinute prin metode cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise mai sus.

Protocoalele pentru acest asa-numit transfer adoptiv de celule T sunt bine cunoscute in domeniu.
Recenzii pot fi gisite in: Gattioni et al. si Morgan et al. (Gattinoni et al., 2006; Morgan et al., 2006).

Un alt aspect al prezentei descrieri include utilizarea peptidelor complexate cu MHC pentru a
genera un receptor de celule T al carui acid nucleic este clonat si este introdus intr-o celuld-gazda, de
preferintd o celuld T. Aceasta celuld T modificatd poate fi apoi transferatd unui pacient pentru tratarea
cancerului.

Orice moleculd a descrierii, si anume peptida, acidul nucleic, anticorpul, vectorul de exprimare,
celula, celula T activatd, receptorul de celule T sau acidul nucleic care o codifica, este utild pentru tratarca
tulburirilor caracterizate prin faptul ci celulele scapa unui rispuns imunitar. In consecint, orice moleculi
din prezenta descriere poate fi utilizatd ca medicament sau pentru fabricarea unui medicament. Molecula
poate fi utilizatd ca atarc sau combinatd cu altd (altee) moleculd (molecule) a(le) descrierii sau cu o
moleculd (molecule) cunoscuta (cunoscute).

Prezenta descriere furnizeazi, de asemenea, un medicament care este util in tratarea cancerului,
in special HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom,
cancer de glandd mamari, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC, sau CLL si alte malignitafi.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, 1a o trusd care cuprinde:

(a) un recipient care contine o compozifie farmaceutica asa cum este descrisd mai sus, in
solutie sau sub forma liofilizats;

(b) optional, un al doilea recipient care contine un diluant sau o solufie de reconstituire
pentru formula liofilizata; si

(c) optional, instructiuni pentru (i) utilizarea solutiei sau (ii) reconstituirea si/sau utilizarea
formulei liofilizate.

Trusa poate contine suplimentar si una sau mai multe din urmatoarele: (iii) solutic tampon, (iv)
dizolvant, (v) filtru, (vi) ac sau (v) seringd. Recipientul este in mod preferabil o sticld, o fiold, o seringd
sau o eprubetd si poate fi un recipient reutilizabil. Compozitia farmaceutica este, de preferintd, liofilizata.

Trusele din prezenta descriere cuprind, de preferinti, o formula liofilizatd a prezentei descrieri
intr-un recipient adecvat si instructiuni pentru reconstituirea si/sau utilizarea acesteia. Recipientele
adecvate includ, de exemplu, sticle, flacoane (de exemplu, flacoane cu doud camere), seringi (cum ar fi
seringile cu doud camere) si eprubete. Recipientul poate fi format dintr-o varietate de materiale, cum ar fi
sticla sau plasticul. De preferintd, trusa si/sau recipientul contin instructiuni pe sau asociate cu recipientul
care indicd instructiunile de reconstituire si/sau de utilizare. De exemplu, eticheta poate indica dacd
formula liofilizata trebuie reconstituitd la o concentratic a peptidelor descrisa anterior. In plus eticheta
poate indica daca formula este utilizabila sau destinatd pentru administrare subcutanata.

Recipientul care contine formula poate fi o fiold pentru utilizdri multiple, care permite
administrarea repetatd (de exemplu, 2-6 administriri) a formulei reconstituite. Trusa poate include in plus
si un al doilea recipient care contine un dizolvant adecvat (de exemplu, solutie de bicarbonat de sodiu).

La amestecarea dizolvantului cu formula liofilizatd, concentratia finald de peptide in formula
reconstituitd este preferabil de cel putin 0,15 mg/ml/peptidd (=75 pg) si, preferabil, nu depaseste 3
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mg/ml/peptidd (=1500 pg). Trusa poate include, de asemenea, alte materiale de dorit din punct de vedere
comercial si al utilizatorului, inclusiv alti tampoane, diluanti, filtre, ace, seringi si prospecte cu
mstructiuni de utilizare.

Trusele din prezenta descriere pot avea un singur recipient care contine formularea compozitiilor
farmaceutice conform prezentei descrieri cu sau fird alte componente (de exemplu, alti compusi sau
compozifii farmaceutice din acesti alti compusi) sau pot avea recipiente distincte pentru fiecare
componenta.

De preferinta, trusele descrierii includ o formulare a descrierii ambalatd pentru a fi utilizatd in
combinafie cu co-administrarea unui al doilea compus (cum ar fi adjuvanti (de exemplu, GM-CSF), un
agent chimioterapeutic, un produs natural, un hormon sau un antagonist, un agent sau un inhibitor anti-
angiogenezd, un agent care induce apoptoza sau un chelator) sau o compozitie farmaceuticd a acestuia.
Componentele trusei pot fi precomplexate sau fiecare componentd poate fi intr-un recipient separat si
distinct inainte de a fi administratd unui pacient. Componentele trusei pot fi furnizate in una sau mai
multe solutii lichide, preferabil, o solutie apoasd, mai preferabil, o solutic apoasd sterild. Componentele
trusei pot fi, de asemenea, furnizate sub forma de solide, care pot fi transformate in lichide prin addugarea
de solventi adecvati, care sunt de preferinta furnizate intr-un alt recipient distinct.

Recipientul unei truse terapeutice poate fi un flacon, o eprubetd, un balon, o sticld, o seringa sau
orice alt mijloc de inglobare a unui solid sau a unui lichid. De obicei, atunci cind existd mai mult de o
componentd, trrusa va contine un al doilea flacon sau un alt recipient, care permite o dozare separata.
Trusa poate contine, de asemenea, un alt recipient pentru un lichid acceptabil din punct de vedere
farmaceutic. De preferintd, o trusa terapeutica va contine un aparat (de exemplu, unul sau mai multe ace,
seringi, picaturi pentru ochi, pipetd etc.), care permite administrarea agentilor din descriere care sunt
componente ale prezentei truse.

Prezenta formuld este una care este adecvatd pentru administrarea peptidelor pe orice cale
acceptabild, cum ar fi cea orald (enterald), nazald, oftalmicd, subcutanatd, intradermicd, intramusculara,
intravenoasa sau transdermica. De preferintd, administrarea este s.c. si, cel mai preferabil, administrarea
i.d. poate fi efectuatd cu ajutorul unei pompe de perfuzare.

Deoarece peptidele din prezenta descriere au fost izolate din HCC, CRC, GB, GC, cancer
esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL,
AML, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL, medicamentul din prezenta descriere este utilizat de preferinta in
tratamentul pentru HCC, CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC,
melanom, cancer de glandd mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL.

Pe langa utilitatea lor in tratamentul cancerului, peptidele care fac obiectul prezentei descrieri
sunt utile si in scop diagnostic. Deoarece peptidele au fost generate din celule de HCC, CRC, GB, GC,
cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandd mamara, SCLC,
NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC si CLL si deoarece s-a stabilit ci aceste peptide nu sunt prezente in
tesuturile normale sau sunt prezente la niveluri mai scizute in tesuturile normale, aceste peptide pot fi
utilizate pentru a diagnostica prezenta unui cancer.

Prezenta peptidelor revendicate pe biopsiile de fesut in esantioancle de singe poate ajuta un
patolog in diagnosticarca cancerului. Detectarea anumitor peptide cu ajutorul anticorpilor, al
spectrometriei de masd sau al altor metode cunoscute in domeniu poate informa patologul ca esantionul
de tesut este malign, inflamat sau, in general, bolnav, sau poate fi utilizatd ca biomarker pentru HCC,
CRC, GB, GC, cancer esofagian, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA, OC, MCC, melanom, cancer de glandi
mamard, SCLC, NHL, AML, GBC, CCC, UBC, UEC sau CLL. Prezenta unor grupuri de peptide poate
permite clasificarea sau subclasificarea tesuturilor bolnave.

Detectarea peptidelor pe esantioane de tesut bolnav poate permite luarea unei decizii cu privire la
beneficiile terapiilor care implicd sistemul imunitar, in special daca se stie sau se asteapt ca limfocitele T
sa fie implicate in mecanismul de actiune. Pierderea exprimirii MHC este un mecanism bine descris prin
care celulele maligne infectate scapd de imunosupraveghere.

Astfel, prezenta peptidelor arata ca acest mecanism nu este exploatat de celulele analizate.

Peptidele din prezenta descriere ar putea fi utilizate pentru a analiza rispunsurile limfocitelor
impotriva acestor peptide, cum ar fi raspunsurile celulelor T sau raspunsurile anticorpilor impotriva
peptidei sau a peptidei complexate cu molecule MHC. Aceste rdspunsuri limfocitare pot fi utilizate ca
markeri de prognostic pentru a lua o decizie privind etapele ulterioare de tratament. Aceste rdspunsuri pot
fi, de asemenea, utilizate ca markeri de rdspuns surogat in abordarile imunoterapeutice care au drept scop
inducerea de rdspunsuri limfocitare prin diferite mijloace, de exemplu, vaccinare cu proteine, acizi
nucleici, materiale autologe, transfer adoptiv de limfocite. In cadrul terapiei genice, rispunsurile
limfocitelor impotriva peptidelor pot fi luate in considerare in evaluarea efectelor secundare.
Monitorizarea raspunsurilor limfocitare ar putea fi, de asemenca, un instrument valoros pentru
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examindrile de urmirire a terapiilor de transplant, de exemplu pentru detectarea bolilor grefd versus gazda
si gazda versus grefa.

FIGURI

Figura 1 prezintd suprareprezentarea diferitelor peptide in diferite fesuturi canceroase in
comparatie cu fesuturile normale. Analizele au inclus date din peste 170 de esantioane de fesut normal si
376 de esantioane de cancer. Sunt prezentate doar esantioancle in care s-a constatat prezenta peptidei.
Figura 1A) Geni: CENPE, Peptidd: KLQEKIQEL (SEQ ID NO: 1), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 4
linii celulare de cancer leucocitar, 1 linie celulard de cancer pancreatic, 1 linie celulard de melanom, 2
esantioane de tesut normal (1 glanda suprarenald, 1 splind), 31 de esantioane de tesut canceros primar (1
cancer cerebral, 4 cancere de colon, 1 cancer esofagian, 1 cancer renal, 2 cancere hepatice, 16 cancere
pulmonare, 4 cancere ovariene, 1 cancer rectal, 1 cancer gastric), Figura 1B) Gena: KIF15, Peptida:
QLIEKNWLL (SEQ ID NO: 10), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 5 linii celulare de cancer leucocitar, 1
linie celulard de cancer pancreatic, 1 linie celulard de leucemie mieloidd, 1 esantion de fesut normal (1
glandd suprarenald), 29 de esantioane de tesut canceros (4 cancere de colon, 2 cancere esofagiene, 1
cancer leucocitar, 1 cancer hepatic, 10 cancere pulmonare, 11 cancere ovariene), Figura 1C) Gena:
HAVCRI, Peptida: LLDPKTIFL (SEQ ID NO: 11), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 1 linie celulard de
cancer renal, 13 probe de tesuturi canceroase (8 cancere renale, 1 cancer hepatic, 2 cancere pulmonare, 2
cancere rectale), Figura 1D) Gend: RPGRIPIL, Peptidd: RLHDENILL (SEQ ID NO: 13), Tesuturi (de la
stinga la dreapta): 1 linie celulard de cancer renal, 1 linie celulard de cancer de prostat, 1 linie celulard
de melanom, 50 de esantioane de tesuturi canceroase (4 cancere cerebrale, 1 cancer de colon, 2 cancere
esofagiene, 3 cancere renale, 2 cancere hepatice, 23 de cancere pulmonare, 7 cancere ovariene, 2 cancere
pancreatice, 2 cancere de prostatd, 3 cancere rectale, 1 cancer gastric). Figurile 1E — 1J aratd
suprareprezentarea diferitelor peptide in diferite tesuturi canceroase in comparatie cu tesuturile normale.
Analizele au inclus date din peste 320 de esantioane de tesut normal si 462 de esantioane de cancer. Sunt
prezentate doar esantioanele in care s-a constatat prezenta peptidei. Figura 1E) Gend: DNAH14, Peptida:
SVLEKEIYSI (SEQ ID NO: 2), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 4 linii celulare (3 celule sanguine, 1
pancreas, 2 tesuturi normale (1 ganglion limfatic, 1 trahee), 52 de fesuturi canceroase (2 cancere de canal
biliar, 1 cancer de celule micloide, 3 cancere de leucemie leucocitard, 5 cancere de glandd mamard, 1
cancer esofagian, 1 cancer de esofag si stomac, 1 cancer de vezica biliard, 4 cancere de colon, 7 cancere
pulmonare, 6 cancere de ganglioni limfatici, 7 cancere ovariene, 4 cancere de prostatd, 4 cancere de picle,
2 cancere de vezicd urinard, 4 cancere de uter), Figura 1F) Gene: MAGEA3, MAGEAG, Peptida:
KIWEELSVLEV (SEQ ID NO: 40), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 8 tesuturi canceroase (1 cancer
hepatic, 3 cancere pulmonare, 2 cancere de picle, 1 cancer de stomac, 1 cancer de vezicad urinard), Figura
1G) Gend: HMX1, Peptida: FLIENLLAA (SEQ ID NO: 67), Tesuturi (de la stanga la dreapta): 7 tesuturi
canceroase (4 cancere cerebrale, 2 cancere pulmonare, 1 cancer uterin), Figura 1H) Genia: CCDC138,
Peptidd: FLLEREQLL (SEQ ID NO: 84), Tesuturi (de la stanga la dreapta): 3 linii celulare (2 celule
sanguine, 1 piele), 24 de fesuturi canceroase (1 cancer de celule mieloide, 3 cancere de leucemie
leucocitara, 1 cancer de maduva osoasd, 1 cancer de glandd mamard, 1 cancer renal, 2 cancere de colon, 3
cancere rectale, 1 cancer pulmonar, 7 cancere de ganglioni limfatici, 3 cancere de vezicd urinard, 1 cancer
uterin), Figura 11) Gend: CLSPN, Peptida: SLLNQPKAV (SEQ ID NO: 235), Tesuturi (de la stanga la
dreapta): 13 linii celulare (3 celule sanguine, 2 rinichi, 8 pancreas), 30 de tesuturi canceroase (1 cancer de
celule mieloide, 1 cancer de leucemie leucocitard, 2 cancere cercbral, 2 cancere de glandd mamard, 2
cancere esofagiene, 1 cancer de vezicd biliard, 1 cancer rectal, 2 cancere hepatice, 4 cancere pulmonare, 5
cancere de ganglioni limfatici, 2 cancere ovariene, 2 cancere de picle, 4 cancere de vezicd urinard, 1
cancer uterin), Figura 1J) Gend: SPC25, Peptidd: GLAEFQENV (SEQ ID NO: 243), Tesuturi (de la
stanga la dreapta): 3 linii celulare (1 celule sanguine, 1 rinichi, 1 pancreas), 67 de tesuturi canceroase (1
cancer de canal biliar, 4 cancere de leucemie leucocitard, 1 cancer de celule micloide, 2 cancere cercbrale,
3 cancere de glandd mamard, 4 cancere esofagiene, 2 cancere de vezicd biliard, 2 cancere de colon, 1
cancer rectal, 2 cancere hepatice, 15 cancere pulmonare, 8 cancere de ganglioni limfatici, 9 cancere
ovariene, 3 cancere de picle, 4 cancere de vezicd urinard, 6 cancere uterine).

Figura 2 prezintd exemple de profiluri de exprimare (exprimare relativd in comparatie cu
rinichiul normal) ale genelor-sursa din prezenta descriere care sunt puternic supraexprimate sau exclusiv
exprimate in diferite tipuri de cancer in comparatie cu un panel de tesuturi normale. Figura 2A) PRIM2 -
Tesuturi (de la stinga la dreapta): glandd suprarenald, arterd, miduvd osoasd, creier (intreg), glanda
mamard, colon, esofag, inimd, rinichi (triplicat), leucocite, ficat, plaman, ganglion limfatic, ovar,
pancreas, placentd, prostatd, glandd salivard, muschi scheletic, piele, intestin subfire, splind, splind,
stomac, testicul, timus, glandd tiroida, vezica urinard, col uterin, uter, vend (fiecare esantion normal
reprezintd un grup de mai multi donatori), 22 de esantioane individuale de cancer de prostata, Figura 2B)
CHEKI1 - Tesuturi (de la stinga la dreapta): glandad suprarenald, arterd, maduva osoasd, creier (intreg),
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glandd mamard, colon, esofag, inimi, rinichi (triplicat), leucocite, ficat, pldman, ganglion limfatic, ovar,
pancreas, placentd, prostatd, glandd salivard, muschi scheletic, piele, intestin subtire, splind, stomac,
testicul, timus, gland3 tiroidd, vezica urinard, col uterin, uter, vend (fiecare esantion normal reprezintd un
grup de mai multi donatori), 3 esantioane individuale de colon normal, 10 esantioane individuale de
cancer colorectal, Figura 2C) TTC30A - Tesuturi (de la stinga la dreapta): glanda suprarenald, arterd,
miduvi osoasd, creier (intreg), glandd mamara, colon, esofag, inimi, rinichi (triplicat), leucocite, ficat,
pldman, ganglion limfatic, ovar, pancreas, placentd, prostati, glanda salivard, muschi scheletic, piele,
intestin subtire, splind, splind, stomac, testicul, timus, glanda tiroida, vezica urinar, col uterin, uter, vend
(fiecare esantion normal reprezinti un grup de mai multi donatori), 30 de esantioane individuale de cancer
cerebral, Figura 2D) TRIP13 - Tesuturi (de la stinga la dreapta): glandi suprarenald, arterd, maduva
osoasd, creier (intreg), san, colon, esofag, inimi, rinichi (in trei exemplare), leucocite, ficat, plaman,
ganglion limfatic, ovar, pancreas, placentd, prostatd, glanda salivard, muschi scheletic, piele, intestin
subfire, splind, stomac, testicul, timus, glanda tiroidd, vezica urinard, col uterin, uter, vend (fiecare
esantion normal reprezintd un grup de mai mulfi donatori), 1 esantion individual de plaman normal, 38 de
esantioane individuale de cancer pulmonar, Figura 2E) MXRAS - Tesuturi (de la stanga la dreapta):
glandd suprarenald, arterd, maduva osoasd, creier (intreg), glandd mamari, colon, esofag, inimé, rinichi
(triplicat), leucocite, ficat, plaman, ganglion limfatic, ovar, pancreas, placentd, prostatd, glandi salivara,
muschi scheletic, piele, intestin subtire, splind, stomac, testicul, timus, glanda tiroidd, vezica urinara, col
uterin, uter, vend (fiecare esantion normal reprezinti un grup de mai mulfi donatori), 9 esantioane
individuale de cancer pancreatic. Figurile 2F — 2H prezintd exemple de profiluri de exprimare ale genelor-
sursd din prezenta descriere care sunt puternic supraexprimate sau exclusiv exprimate in cancer intr-un
panel de tesuturi normale (bare albe) si in diferite esantioane de cancer (bare negre). Figura 2F) MMP11,
MMP13 (SEQ ID NO: 24) - Tesuturi (de la stinga la dreapta): 80 de esantioane de tesut normal (6 artere,
2 celule sanguine, 2 creiere, 1 inimd, 2 ficati, 3 pldmani, 2 vene, 1 tesut adipos, 1 glanda suprarenald, 5
miduve osoase, 1 cartilaj, 1 colon, 1 esofag, 2 ochi, 2 vezici biliare, 1 rinichi, 6 ganglioni limfatici, 4
pancreasuri, 2 nervi periferici, 2 glande hipofizare, 1 rect, 2 glande salivare, 2 muschi scheletici, 1 piele, 1
intestin subtire, 1 splind, 1 stomac, 1 glanda tiroidd, 7 trahei, 1 vezica urinard, 1 glandd mamard, 5 ovare,
5 placente, 1 prostatd, 1 testicul, 1 timus, 1 uter), 50 de esantioane de cancer (10 cancere de glanda
mamard, 4 cancere de canal biliar, 6 cancere de vezicd biliard, 11 cancere esofagiene, 10 cancere de
vezicd urinard, 10 cancere uterine), Figura 2G) HORMAD1 (SEQ ID NO: 168) - Tesuturi (de la stinga la
dreapta): 80 de esantioane de tesut normal (6 artere, 2 celule sanguine, 2 creiere, 1 inimd, 2 ficati, 3
pldmani, 2 vene, 1 tesut adipos, 1 glandd suprarenald, 5 miduve osoase, 1 cartilaj, 1 colon, 1 esofag, 2
ochi, 2 vezici biliare, 1 rinichi, 6 ganglioni limfatici, 4 pancreasuri, 2 nervi periferici, 2 glande hipofizare,
1 rect, 2 glande salivare, 2 muschi scheletici, 1 piele, 1 intestin subtire, 1 splind, 1 stomac, 1 glanda
tiroida, 7 trahei, 1 vezica urinard, 1 glandd mamard, 5 ovare, 5 placente, 1 prostatd, 1 testicul, 1 timus, 1
uter), 41 de esantioane de cancer (10 cancere de glandd mamard, 10 cancere de piele, 11 cancere
pulmonare non-microcelulare, 10 cancere pulmonare microcelulare), Figura 2H) IGF2BP1, IGF2BP3
(SEQ ID NO: 274) - Tesuturi de la stanga la dreapta): 80 de esantioane de tesut normal (6 artere, 2 celule
sanguine, 2 creiere, 1 inimd, 2 ficati, 3 plamani, 2 vene, 1 tesut adipos, 1 glanda suprarenald, 5 maduve
osoase, 1 cartilaj, 1 colon, 1 esofag, 2 ochi, 2 vezici biliare, 1 rinichi, 6 ganglioni limfatici, 4 pancreasuri,
2 nervi periferici, 2 glande hipofizare, 1 rect, 2 glande salivare, 2 muschi scheletici, 1 piele, 1 intestin
subtire, 1 splind, 1 stomac, 1 gland3 tiroidd, 7 trahei, 1 vezicd urinard, 1 glandd mamard, 5 ovare, 5
placente, 1 prostat, 1 testicul, 1 timus, 1 uter), 53 de esantioane de cancer (4 cancere de canal biliar, 6
cancere de vezicd biliard, 10 cancere de ganglioni limfatici, 12 cancere ovariene, 11 cancere esofagiene,
10 cancere pulmonare).

Figura 3 prezinti exemple de date privind imunogenitatea: rezultate ale citometriei in flux dupa
colorarea multimerului specific peptidelor.

Figura 4A-R prezintd in partea superioard: intensitifile mediane ale semnalului MS din
misuratorile de replicare tehnicd sunt reprezentate sub formd de puncte colorate pentru esantioancle
singulare HLA-A*02 pozitive normale (puncte verzi sau gri) si pentru esantioancle tumorale (puncte
rosii) pe care a fost detectatd peptida. Esantioanele tumorale si normale sunt grupate in functie de organul
de origine, iar diagramele ,.caseti si mustati” reprezintd mediana, percentila 25 si 75 (caseta), precum si
minimul si maximul (mustatile) intensitatilor de semnal normalizate pe mai multe esantioane. Organele
normale sunt ordonate in functie de categoriile de risc (celule sanguine, sistem cardiovascular, creier,
ficat, pldmani: risc ridicat, puncte de culoare verde inchis; organe de reproducere, glandd mamard,
prostata: risc scdzut, puncte gri; toate celelalte organe: risc mediu; puncte de culoare verde deschis).
Partea de jos: Frecventa relativd de detectare a peptidelor in fiecare organ este prezentatd sub formi de
grafic ,,spineplot”. Numerele de sub panou indicd numirul de esantioane in care a fost detectatd peptida
din numarul total de esantioane analizate pentru fiecare organ (N = 298 pentru esantioane normale, N =
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461 pentru esantioane tumorale). Dacd peptida a fost detectatdi pe un esantion, dar nu a putut fi
cuantificatd din motive tehnice, esantionul este inclus in aceastd reprezentare a frecventei de detectare,
insd nu se afiseazd niciun punct in partea superioard a figurii. Tesuturi (de la stinga la dreapta):
esantioane normale: arterd; celule sanguine; creier;, inimd; ficat, pldman; vend; adipose: tesut adipos;
adren.gl.: glanda suprarenald; BM: miduva osoasd; colorect: colon si rect; duod: duoden; esoph: esofag;
gallb: vezica biliard; LN: ganglion limfatic; panc: pancreas; parathyr: glanda paratiroidd; perit: peritoneu;
pituit: hipofizd; sal. gland: glanda salivard; skel.mus: muschi scheletic; piele; sm.int: intestin subtire;
splind; stomac; tiroidd; trahee; ureter; vezicd urinard; glandi mamard; ovar; placentd; prostati; testicul,
timus; uter. Esantioane tumorale: AML: leucemie mieloidd acutd; PCA: cancer de prostati; BRCA:
cancer de glandd mamard; CLL: leucemie limfocitara cronicd; CRC: cancer colorectal; GALB: cancer de
vezicd biliard; HCC: carcinom hepatocelular; MEL: melanom; NHL: limfom non-Hodgkin; OC: cancer
ovarian; OSCAR: cancer esofagian; OSC_GC: cancer esofagian/gastric; PC: cancer pancreatic; GB:
glioblastom; GC: cancer gastric; NSCLC: cancer pulmonar non-microcelular; RCC: carcinom cu celule
renale; SCLC: cancer pulmonar microcelular; UBC: carcinom de vezicd urinard; UEC: cancer uterin si
endometrial.

Figura 5A-R prezintd exemple de profiluri de exprimare ale genelor-sursa ale prezentei descrieri
care sunt supracxprimate in diferite esantioane de cancer. Esantioanele tumorale (punctele rosii) si cele
normale (punctele verzi sau gri) sunt grupate in functie de organul de origine, iar diagramele ,.casetd si
mustifi” reprezintd valorile RPKM mediane, percentila 25 si 75 (caseta) si valorile minime $i maxime
(mustatile). Organele normale sunt ordonate in functie de categoriile de risc. RPKM = citiri per kilobaza
per milion de citiri cartografiate. Esantioane normale: arterd; celule sanguine; creier; inimd; ficat; plaman;
vend; adipose: tesut adipos; adren.gl.: glanda suprarenald; BM: maduva osoasi; cartilaj; colorect: colon si
rect; esoph: esofag; ochi; gallb: vezica biliard; rinichi; LN: ganglion limfatic; nerv; panc: pancreas; pituit:
hipofiza; sal. gland: glanda salivard; skel.mus: muschi scheletic; piele; sm.int: intestin subtire; splind;
stomac; tiroidd; trahee; vezicd urinard; glandd mamard; ovar; placentd; prostatd; testicul; timus; uter.
Esantioane tumorale: AML: leucemie mieloida acutd; PCA: cancer de prostatd; BRCA: cancer de glandi
mamard;, CLL: leucemic limfocitard cronicd; CRC: cancer colorectal; GALB: cancer de vezicd biliari;
HCC: carcinom hepatocelular; MEL: melanom; NHL: limfom non-Hodgkin; OC: cancer ovarian;
OSCAR: cancer esofagian; PC: cancer pancreatic; GB: glioblastom; GC: cancer gastric; NSCLC: cancer
pulmonar non-microcelular; RCC: carcinom cu celule renale; SCLC: cancer pulmonar microcelular;
UBC: carcinom de vezica urinard, UEC: cancer uterin si endometrial.

Figurile 6A — M prezintd exemple de rezultate ale rdspunsurilor in vitro ale celulelor T CD8+
specifice peptidelor de 1a un donator sinitos de HLA-A*(2+. Celulele T CD8+ au fost amorsate folosind
APC-uri artificiale acoperite cu mAb anti-CD28 si HLA-A*02 in complex cu, de exemplu, peptida SEQ
ID NO: 11 (A, panoul din stanga) sau peptida SEQ ID NO: 14 (B, panoul din stinga), respectiv [SEQ ID
NO: 157 (C), 233 (D), 85 (E), 89 (F), 155 (G), 153 (H), 264 (), 117 (J), 253 (K), 39 (L) si 203 (M)].
Dupa trei cicluri de stimulare, detectarea celulelor reactive la peptide a fost efectuati prin colorarca
multimerului 2D cu multimerul relevant, de exemplu A*02/SEQ ID NO: 11 (A) sau A*02/SEQ ID NO:
14 (B). Panourile din dreapta (de exemplu, A si B) aratd colorarea de control a celulelor stimulate cu
complexe A*02/peptida irelevante. Celulele singlet viabile au fost selectate pentru limfocite CD8+.
Portile booleene au ajutat la excluderea evenimentelor fals-pozitive detectate cu multimeri specifici
pentru peptide diferite. Sunt indicate frecventele de celule multimer+ specifice in randul limfocitelor
CD8+.

Figurile 7A — C aratd suprareprezentarea diferitelor peptide in diferite fesuturi canceroase in
comparatie cu fesuturile normale. Analizele au inclus date din peste 320 de esantioane de fesut normal si
462 de esantioane de cancer. Sunt prezentate doar esantioanele in care s-a constatat prezenta peptidei.
Figura 7A) Geni: CCRS, Peptida: LLIPFTIFM (SEQ ID NO.: 43), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 16
tesuturi canceroase (1 cancer de canal biliar, 1 cancer de glandd mamard, 1 cancer de colon, 7 cancere
pulmonare, 2 cancere de ganglioni limfatici, 3 cancere ovariene, 1 cancer de piele); Figura 7B Gena:
CXCRS5, Peptida: ILVTSIFFL (SEQ ID NO.: 152), Tesuturi (de la stinga la dreapta): 6 tesuturi normale
(1 ganglion limfatic, 5 splind), 16 tesuturi canceroase (8 cancere de leucemie leucocitard, 8 cancere de
ganglioni limfatici); Figura 7C Gend: CYSLTRI, Peptidd: VILTSSPFL (SEQ ID NO.: 156), Tesuturi (de
la stinga la dreapta): 3 tesuturi normale (1 pldman, 1 ganglion limfatic, 1 splind), 11 tesuturi canceroase
(2 cancere de glandd mamard, 5 cancere de leucemie leucocitard, 3 cancere de ganglioni limfatici, 1
cancer de celule mieloide).

EXEMPLE

EXEMPLUL 1

Identificarea si cuantificarea peptidelor asociate tumorii prezentate pe suprafata celulei
Esantioancle de tesut




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3388075 T2 2023.10.31
42

Tesuturile tumorale ale pacientilor au fost obtinute de la Asterand (Detroit, SUA si Royston,
Herts, Regatul Unit); Spitalul Universitar Val d'Hebron (Barcelona); BioServe (Beltsville, MD, SUA);
Centrul pentru terapia imunitard a cancerului (CCIT), Spitalul Herlev (Herlev); Geneticist Inc. (Glendale,
CA, SUA); Spitalul Universitar din Geneva; Spitalul Universitar din Heidelberg; Spitalul Universitar din
Munchen; Universitatca de Medicind din prefectura Kyoto (KPUM); Universitatea din Osaka (OCU);
ProteoGenex Inc., (Culver City, CA, SUA); Spitalul Universitar din Tiibingen. Tesuturile normale au fost
obtinute de la Bio-Options Inc., CA, SUA; BioServe, Beltsville, MD, SUA; Capital BioScience Inc.,
Rockville, MD, SUA; Geneticist Inc., Glendale, CA, SUA; Spitalul Universitar din Geneva; Spitalul
Universitar din Heidelberg; Spitalul Universitar din Miinchen; ProteoGenex Inc., Culver City, CA, SUA;
Spitalul Universitar din Tiibingen. Toti pacientii si-au dat consimtiméantul in cunostin{d de cauza in scris
inainte de interventia chirurgicald sau autopsie. Tesuturile au fost congelate brusc imediat dupa excizie si
au fost péstrate pana la izolarea TUMAP-urilor la -70°C sau mai jos.

Izolarea peptidelor HLA din esantioane de tesut

Seturile de peptide HLA din esantioancle de tesut congelate rapid au fost obfinute prin
precipitare imunitara din fesuturi solide, in conformitate cu un protocol usor modificat (Falk et al., 1991;
Seeger et al., 1999), utilizand anticorpul specific HLA-A*02 BB7.2, anticorpul specific HLA-A, -B, -C-
W6/32, sefaroza activatd cu CNBr, tratament cu acid si ultrafiltrare.

Analizele prin spectrometrie de masd

Seturile de peptide HLA obtinute au fost separate dupd hidrofobie prin cromatografie in faza
inversd (sistem nanoAcquity UPLC, Waters), iar peptidele clutate au fost analizate intr-un spectrometre
de masd hibride LTQ-velos si de fuziune (ThermoElectron) echipate cu o sursd ESI. Seturile de peptide
au fost incircate direct in coloana de analizd microcapilard cu siliciu infuzat (75 pm id. x 250 mm)
previzutd cu material in fazi inversd Cl18, de 1,7 pm (Waters) cu aplicarea unui debit de 400 nL pe
minut. Apoi, peptidele au fost separate cu ajutorul unui gradient binar de 180 minute in doud trepte, de la
10% la 33% B, la un debit de 300 nl pe minut. Gradientul a fost compus din solvent A (0,1% acid formic
in apd) si solvent B (0,1% acid formic in acetonitril). Pentru introducerea in sursa nanoESI s-a utilizat un
capilar de sticld acoperit cu aur (PicoTip, New Objective). Spectrometrele de masd LTQ-Orbitrap au fost
operate in modul dependent de masi folosindu-se o strategie TOPS5. Pe scurt, un ciclu de scanare a fost
initiat cu o scanare completd de mare precizie masica in Orbitrap (R = 30 000), urmata de scandri MS/MS
tot in Orbitrap (R = 7500) pe cei mai abundenti 5 ioni precursori cu excluderea dinamicd a ionilor
selectati anterior. Spectrul de masd tandem a fost interpretat de SEQUEST si alte controale manuale.
Secventa peptidicd identificatd a fost asiguratd pin compararea modelului de fragmentare a peptidelor
naturale generat cu modelul de fragmentare a peptidei sintetice de referintd, cu secvent identica.

Cuantificarea relativi LC-MS fard marcare a fost realizatd prin numdirarea ionilor, adica prin
extragerea si analiza caracteristicilor LC-MS (Mueller et al., 2007). Metoda presupune cd zona de semnal
LC-MS a peptidei este corelati cu abundenta acesteia in esantion. Caracteristicile extrase au fost
prelucrate ulterior prin deconvolutia starii de sarcind si alinierea timpului de retentie (Mueller et al., 2008;
Sturm et al., 2008). In final, toate caracteristicile LC-MS au fost comparate cu rezultatele identificirii
secventei pentru a combina datele cantitative din diferite esantioane si tesuturi cu profilurile de prezentare
a peptidelor. Datele cantitative au fost normalizate pe doud niveluri, in functie de tendinta centrald, pentru
a lua in considerare variatia in cadrul replicilor tehnice si biologice. Astfel, fiecare peptidd identificatd
poate fi asociati cu date cantitative care permit o cuantificare relativi intre esantioane si tesuturi. in plus,
toate datele cantitative obtinute pentru peptidele candidate au fost inspectate manual pentru a asigura
coerenta datelor si pentru a verifica acuratetea analizei automate. Pentru fiecare peptida a fost calculat un
profil de prezentare care indicd prezentarea medie a esantionului, precum si variatiile din replici.
Profilurile juxtapun esantioanele de cancer pe o baza de referintd de esantioane de tesut normal. Exemple
de profiluri de prezentare ale peptidelor supraprezentate sunt aratate in Figura 1. O imagine de ansamblu a
prezentdrii peptidelor intre entitdti este aratata in Tabelul 4 pentru anumite peptide.

Tabelul 4: Imagine de ansamblu a prezentdrii peptidelor selectate in cadrul entitdtilor. Peptida a
fost considerata interesantd pentru o entitate in cazul in care a fost suprareprezentati pe esantioanc de
cancer ale acestel entititi in comparatie cu tesuturile normale. MEL = melanom, BRCA = cancer de
glandi mamard, OSCAR = carcinom esofagian. BPH include hiperplazia benigna de prostati, precum si
cancerul pancreatic.

SEQ ID No.
Secventd Entitati de interes special

25 LLWGHPRVALA CRC, PC,NSCLC
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EXEMPLUL 2

Profilul de exprimare a genelor care codifica peptidele din descriere

Supraprezentarea sau prezentarea specificd a unei peptide pe celulele tumorale in comparatie cu
celulele normale este suficientd pentru ca aceasta si fic utild in imunoterapie, iar unele peptide sunt
specifice tumorilor in pofida faptului ci proteina lor sursd se giseste si in tesuturi normale. Cu toate
acestea, profilarea exprimirii ARNm-ului adaugd un nivel suplimentar de siguranti in selectarea fintelor
peptidice pentru imunoterapii. In special pentru optiunile terapeutice cu riscuri ridicate de sigurantd, cum
ar fi TCR-urile maturate prin afinitate, peptida-{intd ideald va fi derivatad dintr-o proteind care este unica
pentru tumoare si care nu se gaseste in tesuturile normale. Pentru aceastd descriere, s-a demonstrat ca
exprimarea in fesutul normal a tuturor genelor-sursd este minimd, pe baza bazei de date descrise mai sus
de date de exprimare a ARN-ului care acoperi aproximativ 3.000 de esantioane de tesut normal. in cazul
unor entitdfi canceroase (HCC, CRC, GB, GC, NSCLC, PC, RCC, BPH/PCA), au fost adidugate analize
suplimentare ale ARN-ului din tfesuturi normale si tumorale pentru a se estima acoperirea-{intd in
populatia de pacienti care suferd de cancerul respectiv.

Sursele de ARN si pregétirea lor

Esantioanele de {esut prelevate chirurgical au fost furnizate conform indicatiilor de mai sus (a se
vedea Exemplul 1), dupa ce s-a obtinut consimtdmantul in cunostintd de cauzi in scris de la fiecare
pacient. Esantioanele de tesut tumoral au fost congelate imediat dupd intervenfia chirurgicala si apoi
omogenizate cu mortar si pistil in azot lichid. ARN-ul total a fost preparat din aceste esantioane cu
ajutorul reactivului TRI (Ambion, Darmstadt, Germania), urmat de o curdtare cu RNeasy (QIAGEN,
Hilden, Germania); ambele metode au fost efectuate in conformitate cu protocolul producatorului.

ARN-ul total din {esuturi umane sanitoase a fost obfinut comercial (Ambion, Huntingdon,
Anglia; Clontech, Heidelberg, Germania; Stratagene, Amsterdam, Olanda; BioChain, Hayward, CA,
SUA). ARN-ul de la mai multi indivizi (intre 2 si 123 indivizi) a fost combinat astfel incat ARN-ul
fiecarui individ sd fie ponderat in mod egal. Calitatea si cantitatea tuturor probelor de ARN au fost
evaluate pe un bioanalizator Agilent 2100 (Agilent, Waldbronn, Germania) folosind trusa RNA 6000 Pico
LabChip (Agilent).

ARN-ul total din fesuturile umane sanitoase pentru experimentele RNASeq a fost obtinut de la:
Asterand (Detroit, MI, SUA si Royston, Herts, Regatul Unit), BioCat GmbH (Heidelberg, Germania),
BioServe (Beltsville, MD, SUA), Capital BioScience Inc. (Rockville, MD, SUA), Geneticist Inc.
(Glendale, CA, SUA), Istituto Nazionale Tumori ,,Pascale” (Napoli, Italia), ProteoGenex Inc. (Culver
City, CA, SUA), Spitalul Universitar din Heidelberg (Heidelberg, Germania).

ARN-ul total din tesuturile tumorale pentru experimentele RNASeq a fost obtinut de la: Asterand
(Detroit, M1, SUA si Royston, Herts, Regatul Unit), Bio-Options Inc. (Brea, CA, SUA), BioServe
(Beltsville, MD, SUA), Geneticist Inc. (Glendale, CA, SUA), ProteoGenex Inc. (Culver City, CA, SUA),
Tissue Solutions Ltd (Glasgow, Regatul Unit), Spitalul Universitar din Bonn (Bonn, Germania), Spitalul
Universitar din Heidelberg (Heidelberg, Germania), Spitalul Universitar din Tiibingen (Tiibingen,
Germania).

Experimente in micromatrice

Acoperirea a fost estimati prin analiza profilurilor de exprimare a ARN-ului (micromatrice
Affymetrix) din 30 GB-uri, 16 CRC-uri, 56 RCC-uri, 12 HCC-uri, 38 NSCLC-uri, 11 PC-uri, 34 GC-uri
s1 20 de esantioane de cancer de prostata.

Analiza exprimdrii genomului tuturor esantioanclor de ARN din tesut tumoral si normal a fost
efectuatd cu micromatrice de oligonucleotide Affymetrix Human Genome (HG) U133A sau HG-U133
Plus 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, SUA). Toate etapele au fost efectuate in conformitate cu manualul
Affymetrix. Pe scurt, ADNc-ul cu dublu-helix a fost sintetizat din 5-8 ug de ARN total, folosindu-se
SuperScript RTII (Invitrogen) si amorsa oligo-dT-T7 (MWG Biotech, Ebersberg, Germania) conform
descrierii din manual. Transcripfia in vitro a fost efectuatd cu o trusd BioArray High Yield RNA
Transcript Labelling (ENZO Diagnostics, Inc., Farmingdale, NY, SUA) pentru matricele UI33A sau cu o
trusd GeneChip IVT Labelling (Affymetrix) pentru matricele U133 Plus 2.0, urmatd de fragmentarca
ARNc-ului, hibridizare si colorare cu streptavidini-ficoeritrind si anticorp antistreptavidind biotinilat
(Molecular Probes, Leiden, Olanda). Imaginile au fost scanate cu Agilent 2500A GeneArray Scanner
(U133A) sau cu Affymetrix Gene-Chip Scanner 3000 (U133 Plus 2.0), iar datele au fost analizate cu
software-ul GCOS (Affymetrix), folosindu-se setirile implicite pentru toti parametrii. Pentru normalizare
au fost folosite 100 de gene auxiliare furnizate de Affymetrix. Valorile exprimirilor relative au fost
calculate pe baza rapoartelor jurnalelor de semnale furnizate de software, iar esantionul normal a fost
stabilit arbitrar la 1,0. In Figura 2 sunt prezentate exemple de profiluri de exprimare ale genelor-sursi ale
prezentei descrieri care sunt puternic supraexprimate sau exclusiv exprimate in HCC, CRC, GB, GC,
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NSCLC, PC, RCC sau BPH/PCA. O imagine de ansamblu a acoperirii pentru genele selectate este
prezentatd in Eroare! Sursa de referintd nu a fost gasita.

Experimentele cu RNAseq

Analiza exprimdrii genice a esantioanclor de ARN din tumori si din tesut normal a fost efectuata
prin secventiere de generatia urmitoare (RNAseq) de citre CeGaT (Tiibingen, Germania). Pe scurt,
bibliotecile de secventiere sunt pregitite folosind trusa de reactivi [llumina HiSeq v4 in conformitate cu
protocolul furnizorului (Illumina Inc., San Diego, CA, SUA), care include fragmentarea ARN-ului,
conversia ADNc-ului si adiugarea de adaptoare de secventiere. Bibliotecile derivate din mai multe
esantioane sunt amestecate echimolar si secventiate pe secventiator Illumina HiSeq 2500 in conformitate
cu instructiunile producitorului, generind citiri single-end de 50 bp. Citirile procesate sunt cartografiate
la genomul uman (GRCh38) folosind programul STAR. Datele de exprimare sunt furnizate la nivel de
transcripfie ca RPKM (citiri per kilobazd per milion de citiri cartografiate, generate de software-ul
Cufflinks) si la nivel de exon (citiri totale, generate de software-ul Bedtools), pe baza adnotirilor din baza
de date de secvente Ensembl (Ensembl77). Citirile de exoni sunt normalizate in functie de lungimea
exonului si de dimensiunea alinierii pentru a ob{ine valorile RPKM.

Exemple de profiluri de exprimare ale genelor-sursi ale prezentei descrieri care sunt puternic
supraexprimate sau exclusiv exprimate in NHL, BRCA, GBC, CCC, MEL, OC, OSCAR, SCLC, UBC,
UEC sunt prezentate in Figurile 2 F—H.

EXEMPLUL 3

Imunogenitatea in vitro a peptidelor prezentate de MHC de clasi [

Pentru a obtine informatii cu privire la imunogenitatea TUMAP-urilor din prezenta descriere,
inventatorii au efectuat cercetdri folosind un test de initiere a celulelor T in vitro bazat pe stimuldri
repetate ale celulelor T CD8+ cu celule prezentatoare de antigen artificiale (aAPCs) incarcate cu
complexe peptidi-MHC si anticorpi anti-CD28. In acest fel, inventatorii au putut demonstra
imunogenitatea pentru 47 de TUMAP-uri restrictionate HLA-A*0201 din cele descrise pana in prezent,
demonstrand cd aceste peptide sunt epitopi ai celulelor T impotriva carora existd celule T precursoare
CD8+ la om (Eroare! Sursa de referintd nu a fost gisiti.6 A si B).

Amorsarea in vitro a celulelor T CD8+

Pentru a efectua stimuldri in vitro cu celule prezentatoare de antigen artificiale incarcate cu
complex peptida-MHC (pMHC) si anticorp anti-CD28, inventatorii au izolat mai intéi celule T CD8+ din
celule HLA-A*02 proaspete produse de leucafereza prin selectie pozitivd folosind microsfere CD8
(Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germania) de la donatori sinitosi obtinute de la Clinicile
Universitare din Mannheim, Germania, dupa obtinerea consimtimantului in cunostintd de cauzd. PBMC-
urile si limfocitele CD8+ izolate au fost incubate in mediu de celule T (TCM) péni la utilizare, constind
in RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Germania) suplimentat cu 10% ser AB uman inactivat termic
(PAN-Biotech, Aidenbach, Germania), 100 U/ml Penicilind/100 pg/ml Streptomicind (Cambrex, Koéln,
Germania), 1 mM piruvat de sodiu (CC Pro, Oberdorla, Germania), 20 pg/ml Gentamicini (Cambrex). In
aceasti etapd, in TCM s-au adaugat, de asemenea, 2,5 ng/ml de IL-7 (PromoCell, Heidelberg, Germania)
si 10 U/ml de IL-2 (Novartis Pharma, Nirnberg, Germania). Generarea granulelor acoperite cu
pMHC/anti-CD28 si stimularea si citirea celulelor T a fost realizatd intr-un sistem in vitro foarte bine
definit, utilizand patru molecule pMHC diferite pentru fiecare conditie de stimulare si 8 molecule pMHC
diferite pentru fiecare conditie de citire.

1gGG2a antistimulator de soarece purificat de co-stimulare CD28 uman Ab 9.3 (Jung et al., 1987)
a fost biotinilat chimic folosind sulfo-N-hidroxisuccinimidobiotind, conform recomandarilor
producitorului (Perbio, Bonn, Germania). Microsferele utilizate au fost particule de polistiren cu
diametrul de 5.6 um acoperite cu streptavidini (Bangs Laboratories, Illinois, SUA).

pMHC-urile utilizate pentru stimuldrile de control pozitiv si negativ au fost A*0201/MLA-001
(peptida  ELAGIGILTV (SEQ ID NO: 289) din Melan-A/MART-1 modificat) si, respectiv,
A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI din DDXS5, SEQ ID NO: 290).

800.000 de microsfere/200 pl au fost acoperite in plici cu 96 de godeuri in prezenta a 4 x 12,5
ng de biotind-pMHC diferite, spdlate si ulterior au fost addugate 600 ng de biotind anti-CD28 intr-un
volum de 200 pl. Stimulirile au fost initiate in plici cu 96 de godeuri prin co-incubarea a 1x10° celule T
CD8+ cu 2x10° microsfere acoperite spilate in 200 pl de TCM suplimentat cu 5 ng/ml de IL-12
(PromoCell) timp de 3 zile la 37°C. Jumitate din mediu a fost apoi schimbat cu TCM proaspat
suplimentat cu 80 U/ml de IL-2 si incubarea a continuat timp de 4 zile la 37°C. Acest ciclu de stimulare a
fost efectuat, in total, de trei ori. Pentru citirea multimerului pMHC folosind 8§ molecule pMHC diferite
per conditie, a fost utilizatd o abordare de codificare combinatorie bidimensionald, asa cum a fost descrisd
anterior (Andersen et al., 2012), cu modificdri minore care includ cuplarea la 5 fluorocromi diferiti. In
cele din urmi, s-au efectuat analize multimerice prin colorarea celulelor cu colorant Live/dead near IR
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(Invitrogen, Karlsruhe, Germania), anticorp CD8-FITC clona SK1 (BD, Heidelberg, Germania) si
multimeri pMHC fluorescenti. Pentru analiza, s-a folosit un citometru BD LSRII SORP echipat cu lasere
si filtre adecvate. Celulele specifice peptidelor au fost calculate ca procentaj din totalul celulelor CD8+.
Evaluarea analizei multimerice a fost realizatd cu ajutorul software-ului FlowJo (Tree Star, Oregon,
SUA). Amorsarea in vitro a limfocitelor CD8+ multimer+ specifice a fost detectatd prin comparatiec cu
stimularile de control negativ. Imunogenitatea pentru un anumit antigen a fost detectatd in cazul in care s-
a constatat cd cel pufin un godeu evaluabil stimulat in vitro de la un donator sdnitos continea o linie
specificd de celule T CD8+ dupa stimularea in vitro (adica acest godeu continea cel putin 1% celule T
CD8+ multimer+ specifice, iar procentajul de celule multimer+ specifice era de cel putin 10 ori mai mare
decat mediana stimuldrilor de control negativ).

Imunogenicitatea in vitro a peptidelor

In cazul peptidelor HLA de clasi I testate, imunogenitatea in virro a putut fi demonstrati prin
generarea de linii de celule T specifice peptidelor. Exemple de rezultate ale citometriei in flux dupd
colorarea multimerului specific TUMAP pentru 15 peptide ale descrieri sunt prezentate in Figurile 3 si 6,
impreund cu controalele negative corespunzitoare.

EXEMPLUL 4

Sintetizarea peptidelor

Toate peptidele au fost sintetizate cu ajutorul sintezei standard si bine stabilite a peptidelor in
faza solidd, folosind strategia Fmoc.

Identitatea si puritatea fiecirei peptide individuale au fost determinate prin spectrometric de
masa si RP-HPLC analitica. Peptidele au fost obtinute sub forma de liofilizate (sare de trifluoroacetat) de
culoare alba pani la albi-deschis, cu o puritate de >50%.

Toate TUMAP-urile se administreazd de preferintd sub forma de saruri de trifluoroacetat sau de
acetat, dar sunt posibile si alte forme de sare.

EXEMPLUL 5

Testele de legare a MHC-urilor

Peptidele candidate pentru terapiile pe bazd de celule T conform prezentei descrieri au fost
testate in continuare pentru capacitatea lor de legare la MHC (afinitate). Complexele peptidd-MHC
individuale au fost produse prin schimb de liganzi UV, in care o peptida sensibild la UV este scindatd prin
iradiere UV si schimbata cu peptida de interes, asa cum a fost analizatd. Numai peptidele candidate care
se pot lega si pot stabiliza eficient moleculele MHC receptiive la peptide impiedicd disocierca
complexelor MHC. Pentru a determina randamentul reactiei de schimb, s-a efectuat un test ELISA bazat
pe detectarea lantului usor (f2m) al complexelor MHC stabilizate. Testul a fost efectuat conform
descrierii generale din Rodenko et al.. (Rodenko et al., 2006).

Plicile MAXISorp cu 96 de godeuri (NUNC) au fost acoperite peste noapte cu 2ug/ml de
streptavidind in PBS la temperatura camerei, spélate de 4 ori si blocate timp de 1 ord la 37°C in solutie-
tampon de blocare cu 2% BSA. Monomerii HLA-A*02:01/MLA-001 repliafi au servit drept standarde,
acoperind intervalul 15-500 ng/ml. Monomerii peptidd-MHC din reactia de schimb UV au fost diluati de
100 de ori in solufie-tampon de blocare. Esantioanele au fost incubate timp de o ord la 37°C, spilate de
patru ori, incubate cu 2ug/ml de anti-B2m conjugat cu HRP timp de o ord la 37°C, spilate din nou si
detectate cu solutic de TMB care este opritd cu NH>SO,4. Absorbtia a fost misurata la 450 nm. Peptidele
candidate care prezintd un randament de schimb ridicat (preferabil mai mare de 50%, cel mai preferabil
de 75%) sunt in general preferate pentru generarea si producerea de anticorpi sau de fragmente ale
acestora si/sau de receptori de celule T sau de fragmente ale acestora, deoarece prezintd suficientd
aviditate fatd de moleculele MHC si impiedicd disocierea complexelor MHC.

Tabelul 5: Scoruri de legare la MHC de clasa 1.

Legarea peptidei restrictionate de HLA de clasd I la HLA-A*02:01 a fost evaluatd prin
randamentul schimbului de peptide: >10% = +; >20% = ++; >50 = +++; > 75% = ++++

SEQ ID Secventd Schimb de peptide
25 LLWGHPRVALA H+++
EXEMPLUL 6
Tabelul 6; Peptida preferatd in conformitate cu prezenta inventie
SEQ ID No Secventd Cod peptida
25 LLWGHPRVALA MXRAS5-003

Cuantificarca absoluti a peptidelor asociate tumorii prezentate pe suprafata celulei
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Generarea de lianfi, cum ar fi anticorpii si/sau TCR-urile, este un proces laborios, care poate fi
efectuat numai pentru un numir de tinte selectate. In cazul peptidelor asociate si specifice tumorilor,
criteriile de selectie includ, dar nu se limiteazd la exclusivitatea prezentdrii si la densitatea peptidei
prezentate pe suprafata celular. In plus fati de izolarea si cuantificarea relativi a peptidelor, asa cum este
descrisd in prezentul document, inventatorii au analizat copiile absolute de peptide per celuld, asa cum
este descris. Cuantificarea numarului de copii de TUMAP-uri per celuld in esantioanele de tumori solide
necesita cuantificarea absolutd a TUMAP-urilor izolate, eficacitatea izoldrii TUMAP-urilor si numarul de
celule din esantionul de tesut analizat.

Cuantificarea peptidelor prin nanoL.C-MS/MS

Pentru o cuantificare precisd a peptidelor prin spectrometric de masi, a fost generatd o curba de
calibrare pentru fiecare peptidd folosind metoda standardului intern. Standardul intern este o variantd
marcata cu doi izotopi a fiecarei peptide, adica in sinteza TUMAP-urilor au fost inclusi doi aminoacizi
marcati cu izotopi. Acesta diferd de peptida asociatid tumorii doar prin masa sa, dar nu prezintd nicio
diferenta in ceea ce priveste alte proprietdti fizico-chimice (Anderson et al., 2012). Standardul intern a
fost aditionat la fiecare probd MS si toate semnalele MS au fost normalizate la semnalul MS al
standardului intern pentru a elimina eventualele variatii tehnice intre experimentele MS.

Curbele de calibrare au fost pregitite in cel putin trei matrice diferite, si anume eluati de peptide
HLA din esantioane naturale similare cu probele MS de rutind, iar fiecare preparat a fost misurat in ruldri
MS duplicate. Pentru evaluare, semnalele MS au fost normalizate in raport cu semnalul standardului
intern si s-a calculat o curba de calibrare prin regresie logistica.

Pentru cuantificarea peptidelor asociate tumorilor din esantioancle de tesut, esantioancle
respective au fost, de asemenea, aditionate cu standardul intern; semnalele MS au fost normalizate in
raport cu standardul intern si cuantificate cu ajutorul curbei de calibrare a peptidelor.

Eficacitatea izolarii complexelor peptidi-MHC

Ca in cazul oricdrui proces de purificare a proteinelor, izolarea proteinelor din esantioane de
fesut este asociatd cu o anumitd pierdere a proteinei de interes. Pentru a determina eficienta izolarii
TUMAP-urilor, au fost generate complexe peptidi-MHC pentru toate TUMAP-urile selectate pentru
cuantificare absolutd. Pentru a putea discrimina complexele peptidi-MHC aditionate de cele naturale, s-
au utilizat versiuni ale TUMAP-urilor marcate cu un singur izotop, adica in sinteza TUMAP -urilor a fost
inclus un aminoacid marcat cu un izotop. Aceste complexe au fost aditionate in lizatii tisulari proaspat
preparati, adicd in cel mai timpuriu punct posibil al procedurii de izolare a TUMAP-urilor, si apoi au fost
capturate la fel ca si complexele peptidd-MHC naturale in urmatoarea purificare de afinitate. Prin urmare,
misurarea recuperdrii TUMAP-urilor cu un singur marcaj permite formularea de concluzii privind
eficienta izoldrii TUMAP-urilor naturale individuale.

Eficacitatea izolarii a fost analizatd pe un numar redus de esantioane si a fost comparabild intre
aceste esantioane de tesut. In schimb, eficacitatea izolirii diferd intre peptidele individuale. Acest lucru
sugereaza ci eficacitatea izolarii, desi determinatd doar pe un numar limitat de esantioane de fesut, poate
fi extrapolatd la orice alt preparat tisular. Cu toate acestea, este necesar s se analizeze fiecare TUMAP in
parte, deoarece eficacitatea izoldrii nu poate fi extrapolata de la o peptida la altele.

Determinarea numirului de celule in tesuturi solide. congelate

Pentru a determina numarul de celule din esantioancle de tesut supuse cuantificdrii absolute a
peptidelor, inventatorii au aplicat analiza continutului de ADN. Aceasti metoda este aplicabild unei game
largi de esantioane de diferite origini si, cel mai important, esantioanelor congelate (Alcoser et al., 2011;
Forsey si Chaudhuri, 2009; Silva et al., 2013). In timpul protocolului de izolare a peptidelor, un esantion
de tesut este procesat pentru a obtine un lizat omogen, din care se preleveaza o parte alicotd mica de lizat.
Partea alicota este impdartitd in trei parti, din care se izoleazd ADN-ul (QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen,
Hilden, Germania). Continutul total de ADN din fiecare izolare de ADN este cuantificat cu ajutorul unui
test de cuantificare a ADN-ului bazat pe fluorescentd (Qubit dsDNA HS Assay Kit, Life Technologies,
Darmstadt, Germania) in cel pufin doud replicari.

Pentru a calcula numarul de celule, a fost generatd o curba standard de ADN din parti alicote de
celule sanguine sdndtoase singulare, cu o gami de numere de celule definite. Curba standard este utilizatd
pentru a calcula continutul total de celule din continutul total de ADN din fiecare izolare de ADN.
Numdrul total mediu de celule din esantionul de tesut utilizat pentru izolarea peptidelor este extrapolat
avand in vedere volumul cunoscut al partilor alicote de lizat si volumul total al lizatului.

Copii de peptide per celula

Folosind datele din experimentele mentionate mai sus, inventatorii au calculat numarul de copii
ale TUMAP-urilor per celuld prin impartirea cantitafii totale de peptide la numirul total de celule din
esantion, urmati de impdrtirea prin eficacitatea izolarii.
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<210> 1

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Lys Leu GIn Glu Lys Ile Gln Glu Leu

1 5

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ser Val Leu Glu Lys Glu Ile Tyr Ser Ile

1 5 10

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Arg Val Ile Asp Asp Ser Leu Val Val Gly Val

1 5 10

<210> 4

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Val Leu Phe Gly Glu Leu Pro Ala Leu

1 5

<210> 5

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly Leu Val Asp Ile Met Val His Leu

1 5

<210> 6

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Phe Leu Asn Ala Ile Glu Thr Ala Leu

1 5

<210> 7

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala Leu Leu GIn Ala Leu Met Glu Leu

1 5

<210> 8
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211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ala Leu Ser Ser Ser GIn Ala Glu Val
1 5

<210> 9

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser Leu Ile Thr Gly Gln Asp Leu Leu Ser Val
1 5 10

<210> 10

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gln Leu Ile Glu Lys Asn Trp Leu Leu
1 5

<210> 11

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Leu Leu Asp Pro Lys Thr Ile Phe Leu
1 5

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Arg Leu Leu Asp Pro Lys Thr Ile Phe Leu
1 5 10

<210> 13

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg Leu His Asp Glu Asn Ile Leu Leu
1 5

<210> 14

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Tyr Thr Phe Ser Gly Asp Val Gln Leu
1 5

<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Gly Leu Pro Ser Ala Thr Thr Thr Val
1 5

<210> 16

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 16

Ser Leu Ala Asp Leu Ser Leu Leu Leu
1 5

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Gly Leu Leu Pro Ser Ala Glu Ser Ile Lys Leu
1 5 10

<210> 18

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Lys Thr Ala Ser Ile Asn Gln Asn Val
1 5

<210> 19

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Lys Val Phe Glu Leu Asp Leu Val Thr Leu
1 5 10

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ala Leu Val Glu Lys Gly Glu Phe Ala Leu
1 5 10

<210> 21

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Tyr Leu Met Asp Asp Phe Ser Ser Leu
1 5

<210> 22

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Leu Met Tyr Pro Tyr Ile Tyr His Val
1 5

<210> 23

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Ala Leu Leu Ser Pro Leu Ser Leu Ala
1 5

<210> 24

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Lys Val Trp Ser Asp Val Thr Pro Leu
1 5
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<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Leu Leu Trp Gly His Pro Arg Val Ala Leu Ala
1 5 10

<210> 26

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Val Leu Asp Gly Lys Val Ala Val Val
1 5

<210> 27

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Gly Leu Leu Gly Lys Val Thr Ser Val
1 5

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Ile Lys Val Thr Asp Pro Gln Leu Leu Glu Leu
1 5 10

<210> 29

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Lys Met Ile Ser Ala Ile Pro Thr Leu

1 5

<210> 30

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Ile Tle Thr Glu Val Ile Thr Arg Leu

1 5

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

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

<210> 32

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Val Val Met Val Leu Val Leu Met Leu
1 5

<210> 33

211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 33

Thr Leu Asp Arg Asn Ser Leu Tyr Val
1 5

<210> 34

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Thr Leu Asn Thr Leu Asp Ile Asn Leu
1 5

<210> 35

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Val Ile Ile Lys Gly Leu Glu Glu Ile

1 5

<210> 36

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Thr Val Leu GIn Glu Leu Ile Asn Val
1 5

<210> 37

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln Ile Val Glu Leu Ile Glu Lys Ile

1 5

<210> 38

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Val Leu Gln Gln Glu Ser Asn Phe Leu
1 5

<210> 39

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Tyr Leu Glu Asp Gly Phe Ala Tyr Val
1 5

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Lys Ile Trp Glu Glu Leu Ser Val Leu Glu Val
1 5 10

<210> 41

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ile Val Thr Glu Ile Ile Ser Glu Ile
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1 5

<210> 42

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Lys Gln Met Ser Ile Ser Thr Gly Leu
1 5

<210> 43

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Leu Leu Ile Pro Phe Thr Ile Phe Met
1 5

<210> 44

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Ala Val Phe Asn Leu Val His Val Val
1 5

<210> 45

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Phe Leu Pro Val Ser Val Val Tyr Val
1 5

<210> 46

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Ile Ser Leu Asp Glu Val Ala Val Ser Leu
1 5 10

<210> 47

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Gly Leu Asn Gly Phe Asn Val Leu Leu
1 5

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Lys Ile Ser Asp Phe Gly Leu Ala Thr Val
1 5 10

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Lys Leu Ile Gly Asn Ile His Gly Asn Glu Val
1 5 10

<210> 50

211> 9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Ile Leu Leu Ser Val Leu His Gln Leu
1 5

<210> 51

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Leu Asp Ser Glu Ala Leu Leu Thr Leu
1 5

<210> 52

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Thr Ile Gly Ile Pro Phe Pro Asn Val
1 5

<210> 53

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Ala Gln His Leu Ser Thr Leu Leu Leu
1 5

<210> 54

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Tyr Leu Val Pro Gly Leu Val Ala Ala
1 5

<210> 55

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

His Leu Phe Asp Lys lle Ile Lys Ile

1 5

<210> 56

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Val Leu Gln Glu Asn Ser Ser Asp Tyr Gln Ser Asn Leu
1 5 10

<210> 57

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Thr Leu Tyr Pro Gly Arg Phe Asp Tyr Val
1 5 10

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58
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His Leu Leu Gly Glu Gly Ala Phe Ala Gln Val
1 5 10

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Ala Leu Ala Asp Gly Ile Lys Ser Phe Leu Leu
1 5 10

<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Tyr Leu Phe Ser Gln Gly Leu Gln Gly Leu
1 5 10

<210> 61

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Ala Leu Tyr Pro Lys Glu Ile Thr Leu
1 5

<210> 62

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

Ser Leu Val Glu Asn Ile His Val Leu
1 5

<210> 63

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Lys Leu Leu Pro Met Val Ile Gln Leu
1 5

<210> 64

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Ser Leu Tyr Ala Gly Ser Asn Asn Gln Val
1 5 10

<210> 65

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Ser Leu Ser Glu Lys Ser Pro Glu Val
1 5

<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Ala Met Phe Pro Asp Thr Ile Pro Arg Val
1 5 10

<210> 67



MD/EP 3388075 T2 2023.10.31

60

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Phe Leu Ile Glu Asn Leu Leu Ala Ala
1 5

<210> 68

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gln Leu Met Asn Leu Ile Arg Ser Val
1 5

<210> 69

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Leu Lys Val Leu Lys Ala Asp Val Val Leu
1 5 10

<210> 70

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Gly Leu Thr Glu Lys Thr Val Leu Val
1 5

<210> 71

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

His Met Ser Gly Lys Leu Thr Asn Val
1 5

<210> 72

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Val Leu Ser Thr Arg Val Thr Asn Val
1 5

<210> 73

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Ser Val Pro Lys Thr Leu Gly Val

1 5

<210> 74

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Gly Leu Ala Phe Leu Pro Ala Ser Val
1 5

<210> 75

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 75

Ala Leu Leu Asp Gly Ala Leu Gln Leu
1 5

<210> 76

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Phe Thr Ala Glu Phe Leu Glu Lys Val
1 5

<210> 77

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Ala Leu Tyr Gly Asn Val Gln Gln Val
1 5

<210> 78

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Leu Phe Gln Ser Arg Ile Ala Gly Val
1 5

<210> 79

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Thr Val Leu Glu Glu Ile Gly Asn Arg Val
1 5 10

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Val Leu Thr Gly GIn Val His Glu Leu
1 5

<210> 81

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Ile Leu Ala Glu Glu Pro Ile Tyr Ile

1 5

<210> 82

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

Ile Leu Ala Glu Glu Pro Ile Tyr Ile Arg Val
1 5 10

<210> 83

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Gly Leu Leu Glu Asn Ser Pro His Leu
1 5
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<210> 84

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

Phe Leu Leu Glu Arg Glu Gln Leu Leu
1 5

<210> 85

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Lys Leu Leu Asp Lys Pro Glu Gln Phe Leu
1 5 10

<210> 86

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Ser Leu Phe Ser Asn Ile Glu Ser Val
1 5

<210> 87

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Lys Leu Leu Ser Leu Leu Glu Glu Ala
1 5

<210> 88

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Leu Leu Leu Pro Leu Glu Leu Ser Leu Ala
1 5 10

<210> 89

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Ser Leu Ala Glu Thr Ile Phe Ile Val

1 5

<210> 90

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

AlaIle Leu Asn Val Asp Glu Lys Asn Gln Val
1 5 10

<210> 91

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

Leu Leu Pro Ser Ile Phe Leu Met Val
1 5

<210> 92

211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 92

Arg Leu Phe Glu Glu Val Leu Gly Val
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

Arg Leu Tyr Gly Tyr Phe His Asp Ala
1 5

<210> 94

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

Tyr Leu Asp Glu Val Ala Phe Met Leu
1 5

<210> 95

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

Lys Leu Ile Asp Glu Asp Glu Pro Leu Phe Leu
1 5 10

<210> 96

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

Ala Leu Asp Thr Thr Arg His Glu Leu
1 5

<210> 97

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

Lys Leu Phe Glu Lys Ser Thr Gly Leu
1 5

<210> 98

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

Phe Val GlIn Glu Lys Ile Pro Glu Leu
1 5

<210> 99

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

Thr Leu Phe Gly Ile Gln Leu Thr Glu Ala
1 5 10

<210> 100

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

Ala Leu Gln Ser Phe Glu Phe Arg Val
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1 5

<210> 101

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

Ser Leu Leu Glu Val Asn Glu Ala Ser Ser Val
1 5 10

<210> 102

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

Gly Leu Tyr Pro Val Thr Leu Val Gly Val
1 5 10

<210> 103

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

Tyr Leu Ala Asp Thr Val Gln Lys Leu

1 5

<210> 104

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104

Asp Leu Pro Thr Gln Glu Pro Ala Leu Gly Thr Thr
1 5 10

<210> 105

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

Ala Met Leu Ala Ser Gln Thr Glu Ala

1 5

<210> 106

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

Val Leu Leu Gly Ser Val Val Ile Phe Ala
1 5 10

<210> 107

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

Arg Val Leu Pro Gly GIn Ala Val Thr Gly Val
1 5 10

<210> 108

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

Phe Ile Ala Asn Leu Pro Pro Glu Leu Lys Ala
1 5 10

<210> 109

211> 9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 109

Ile Leu Gly Ser Phe Glu Leu Gln Leu
1 5

<210> 110

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 110

Gln Ile Gln Gly GlIn Val Ser Glu Val
1 5

<210> 111

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

Ala Gln Leu Glu Gly Lys Leu Val Ser Ile
1 5 10

<210> 112

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 112

Ile Leu Ala GIn Asp Val Ala Gln Leu
1 5

<210> 113

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

Phe Leu Phe Leu Lys Glu Val Lys Val
1 5

<210> 114

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 114

Leu Leu Phe Pro Ser Asp Val Gln Thr Leu
1 5 10

<210> 115

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

Ile Leu His Gly Glu Val Asn Lys Val
1 5

<210> 116

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

Ala Leu Leu Ser Ser Val Ala Glu Ala
1 5

<210> 117

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117
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Thr Leu Leu Glu Gly Ile Ser Arg Ala
1 5

<210> 118

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

Ile Ala Tyr Asn Pro Asn Gly Asn Ala Leu
1 5 10

<210> 119

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119

Ser Leu Ile Glu Glu Ser Glu Glu Leu
1 5

<210> 120

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 120

Leu Gln Leu Ser Pro Leu Lys Gly Leu Ser Leu
1 5 10

<210> 121

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121

Ala Leu Tyr Val Gln Ala Pro Thr Val
1 5

<210> 122

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

Ser Ile Ile Asp Thr Glu Leu Lys Val

1 5

<210> 123

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 123

Gln Thr Ala Pro Glu Glu Ala Phe Ile Lys Leu
1 5 10

<210> 124

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 124

Ala Leu Leu Leu Arg Leu Phe Thr Ile
1 5

<210> 125

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125

Ala Ala Leu Glu Val Leu Ala Glu Val
1 5

<210> 126
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211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 126

Gln Leu Arg Glu Ala Phe Glu GIn Leu
1 5

<210> 127

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127

Ile Met Lys Ala Thr Gly Leu Gly Ile Gln Leu
1 5 10

<210> 128

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128

Ser Ile Leu Thr Asn Ile Ser Glu Val

1 5

<210> 129

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 129

Lys Met Ala Ser Lys Val Thr GIn Val
1 5

<210> 130

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

Gln Leu Tyr Gly Ser Ala Ile Thr Leu
1 5

<210> 131

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131

Ser Leu Tyr Pro His Phe Thr Leu Leu
1 5

<210> 132

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132

Ala Leu Leu Asn Asn Val Ile Glu Val
1 5

<210> 133

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 133

Phe Leu Asp Gly Arg Pro Leu Thr Leu
1 5

<210> 134

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 134

Ser Leu Tyr Lys Ser Phe Leu Gln Leu
1 5

<210> 135

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135

His Leu Asp Thr Val Lys Ile Glu Val
1 5

<210> 136

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 136

Leu Leu Trp Asp Ala Pro Ala Lys Cys
1 5

<210> 137

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137

Lys Leu Ile Tyr Lys Asp Leu Val Ser Val
1 5 10

<210> 138

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138

Gly Ile Ile Asn Lys Leu Val Thr Val
1 5

<210> 139

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139

Ile Tle Leu Glu Asn Ile Gln Ser Leu

1 5

<210> 140

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 140

Phe Leu Asp Ser Gln Ile Thr Thr Val
1 5

<210> 141

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141

Asn Ile Asp Ile Asn Asn Asn Glu Leu
1 5

<210> 142

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142

Leu Leu Asp Ala Ala His Ala Ser Ile
1 5
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<210> 143

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143

Met Leu Trp Glu Ser Ile Met Arg Val
1 5

<210> 144

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144

Phe Leu Ile Ser Gln Thr Pro Leu Leu
1 5

<210> 145

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145

Ala Leu Glu Glu Lys Leu Glu Asn Val
1 5

<210> 146

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146

Val Val Ala Ala His Leu Ala Gly Ala
1 5

<210> 147

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147

Gly Leu Leu Ser Ala Leu Glu Asn Val
1 5

<210> 148

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148

Tyr Leu Ile Leu Ser Ser His Gln Leu
1 5

<210> 149

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149

Asn Met Ala Asp Gly Gln Leu His Gln Val
1 5 10

<210> 150

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 150

Val Leu Leu Asp Met Val His Ser Leu
1 5

<210> 151

211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 151

Asp Ile Ser Lys Arg Ile Gln Ser Leu
1 5

<210> 152

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152

Ile Leu Val Thr Ser Ile Phe Phe Leu
1 5

<210> 153

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 153

Lys Leu Val Glu Leu Glu His Thr Leu
1 5

<210> 154

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 154

Ala Ile Ile Lys Glu Ile Gln Thr Val

1 5

<210> 155

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 155

Thr Leu Asp Ser Tyr Leu Lys Ala Val
1 5

<210> 156

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 156

Val Ile Leu Thr Ser Ser Pro Phe Leu
1 5

<210> 157

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157

Ile Leu Gln Asp Gly Gln Phe Leu Val
1 5

<210> 158

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 158

Tyr Leu Asp Pro Leu Trp His Gln Leu
1 5

<210> 159

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 159

Gln Leu Gly Pro Val Pro Val Thr Ile
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1 5

<210> 160

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 160

Thr Leu Gln Glu Trp Leu Thr Glu Val
1 5

<210> 161

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 161

Asn Leu Leu Asp Glu Asn Val Cys Leu
1 5

<210> 162

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 162

Gly Leu Leu Gly Asn Leu Leu Thr Ser Leu
1 5 10

<210> 163

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 163

Gly Leu Glu Glu Arg Leu Tyr Thr Ala
1 5

<210> 164

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 164

Met Leu Ile Ile Arg Val Pro Ser Val

1 5

<210> 165

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 165

Ser Leu Leu Asp Tyr Glu Val Ser Ile
1 5

<210> 166

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 166

Leu Leu Gly Asp Ser Ser Phe Phe Leu
1 5

<210> 167

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 167

Leu Val Val Asp Glu Gly Ser Leu Val Ser Val
1 5 10

<210> 168

<211> 10
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 168

Val Ile Phe Glu Gly Glu Pro Met Tyr Leu
1 5 10

<210> 169

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 169

Ala Leu Ala Asp Leu Ser Val Ala Val
1 5

<210> 170

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 170

Phe Ile Ala Ala Val Val Glu Lys Val
1 5

<210> 171

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 171

Leu Leu Leu Leu Asp Val Pro Thr Ala
1 5

<210> 172

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 172

Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu
1 5 10

<210> 173

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 173

Arg Leu Ile Asp Ile Tyr Lys Asn Val
1 5

<210> 174

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 174

Ala Leu Tyr Ser Gly Asp Leu His Ala Ala
1 5 10

<210> 175

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 175

Ser Leu Leu Asp Leu Val Gln Ser Leu
1 5

<210> 176

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 176
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Val Gln Ser Gly Leu Arg Ile Leu Leu
1 5

<210> 177

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 177

Ala Leu Ile Asn Val Leu Asn Ala Leu
1 5

<210> 178

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 178

Ser Leu Val Ser Trp Gln Leu Leu Leu
1 5

<210> 179

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 179

Thr Leu Gly Glu Ile Ile Lys Gly Val
1 5

<210> 180

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 180

Arg Leu Tyr Glu Glu Glu Ile Arg Ile
1 5

<210> 181

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 181

Leu Leu Trp Ala Pro Thr Ala GIn Ala
1 5

<210> 182

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 182

Gly Leu GIn Asp Gly Phe Gln Ile Thr Val
1 5 10

<210> 183

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 183

Ala Leu Ser Tyr Ile Leu Pro Tyr Leu
1 5

<210> 184

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 184

Ala Leu Asp Ser Thr Ile Ala His Leu
1 5

<210> 185
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<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 185

Thr Leu Tyr Gln Gly Leu Pro Ala Glu Val
1 5 10

<210> 186

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 186

Ser Leu Leu Ser Leu Glu Ser Arg Leu
1 5

<210> 187

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 187

Ser Ile Leu Lys Glu Asp Pro Phe Leu
1 5

<210> 188

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 188

Val Leu Gly Glu Glu Gln Glu Gly Val
1 5

<210> 189

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 189

Met Ala Val Ser Asp Leu Leu Ile Leu
1 5

<210> 190

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 190

Ser Leu Ser Thr Glu Leu Phe Lys Val
1 5

<210> 191

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 191

Ala Ala Ile Glu Ile Phe Glu Lys Val

1 5

<210> 192

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 192

Thr Leu Leu Pro Ser Ser Gly Leu Val Thr Leu
1 5 10

<210> 193

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens



MD/EP 3388075 T2 2023.10.31

75

<400> 193

Ala Leu Phe His Met Asn Ile Leu Leu
1 5

<210> 194

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 194

Lys Leu Leu Glu Glu Val Gln Leu Leu
1 5

<210> 195

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 195

Val Ile Ile Gln Asn Leu Pro Ala Leu

1 5

<210> 196

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 196

Thr Leu His Gln Trp Ile Tyr Tyr Leu
1 5

<210> 197

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 197

Leu Gly Gly Pro Thr Ser Leu Leu His Val
1 5 10

<210> 198

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 198

Ile Leu Thr Asn Lys Val Val Ser Val
1 5

<210> 199

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 199

Ser Val Ala Asp Leu Ala His Val Leu
1 5

<210> 200

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 200

Ile Met Pro Thr Phe Asp Leu Thr Lys Val
1 5 10

<210> 201

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 201

Leu Leu Phe Ser Leu Leu Cys Glu Ala
1 5
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<210> 202

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 202

Ala Leu Ala Lys Asp Glu Leu Ser Leu
1 5

<210> 203

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 203

Phe Leu Phe Val Asp Pro Glu Leu Val
1 5

<210> 204

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 204

Ser Glu Trp Gly Ser Pro His Ala Ala Val Pro
1 5 10

<210> 205

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 205

Leu Ala Phe Gly Tyr Asp Asp Glu Leu
1 5

<210> 206

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 206

Gly Leu Asp Ala Phe Arg Ile Phe Leu
1 5

<210> 207

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 207

Lys Leu Phe Glu Thr Val Glu Glu Leu
1 5

<210> 208

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 208

His Leu Asn Asn Asp Arg Asn Pro Leu
1 5

<210> 209

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 209

Val Leu Gln Thr Glu Glu Leu Val Ala Asn
1 5 10

<210> 210

211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 210

Gly Leu Ala Gly Asp Asn Ile Tyr Leu
1 5

<210> 211

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 211

Leu Leu Thr Thr Val Leu Ile Asn Ala
1 5

<210> 212

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 212

Met Thr Leu Ser Glu Ile His Ala Val
1 5

<210> 213

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 213

Ile Leu Ala Val Asp Gly Val Leu Ser Val
1 5 10

<210> 214

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 214

Ala Leu Phe Glu Thr Leu Ile Gln Leu
1 5

<210> 215

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 215

Gln Ile Ala Asp Ile Val Thr Ser Val
1 5

<210> 216

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 216

Ala Leu Ser Thr Val Thr Pro Arg Ile
1 5

<210> 217

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 217

Leu Leu Trp Pro Ser Ser Val Pro Ala
1 5

<210> 218

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 218

Ser Leu Thr Gly Ala Asn Ile Thr Val
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1 5

<210> 219

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 219

Gly Val Val Pro Thr Ile GIn Lys Val
1 5

<210> 220

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 220

Ala Leu Ser Glu Leu Glu Arg Val Leu
1 5

<210> 221

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 221

Ile Met Leu Asn Ser Val Glu Glu Ile

1 5

<210> 222

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 222

Leu Leu Thr Gly Val Phe Ala Gln Leu
1 5

<210> 223

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 223

Ala Leu His Pro Val Gln Phe Tyr Leu
1 5

<210> 224

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 224

Leu Leu Phe Asp Trp Ser Gly Thr Gly Arg Ala Asp Ala
1 5 10

<210> 225

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 225

Phe Leu Pro Gln Pro Val Pro Leu Ser Val
1 5 10

<210> 226

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 226

Ser Leu Ala Gly Asn Leu Gln Glu Leu
1 5

<210> 227

211> 9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 227

Ser Glu Met Glu Glu Leu Pro Ser Val
1 5

<210> 228

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 228

Ser Leu Leu Glu Leu Asp Gly Ile Asn Leu Arg Leu
1 5 10

<210> 229

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 229

Tyr Leu Tyr Glu Leu Glu His Ala Leu
1 5

<210> 230

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 230

Lys Leu Leu Asn Met Ile Phe Ser Ile
1 5

<210> 231

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 231

Leu Leu Asp Asp lle Phe Ile Arg Leu
1 5

<210> 232

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 232

Leu Val Val Gly Gly Ile Ala Thr Val
1 5

<210> 233

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 233

Ser Leu Phe Glu Ser Leu Glu Tyr Leu
1 5

<210> 234

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 234

Val Leu Leu Asn Glu Ile Leu Glu GlIn Val
1 5 10

<210> 235

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 235
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Ser Leu Leu Asn Gln Pro Lys Ala Val
1 5

<210> 236

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 236

Lys Met Ser Glu Leu Gln Thr Tyr Val
1 5

<210> 237

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 237

Ala Leu Leu Glu Gln Thr Gly Asp Met Ser Leu
1 5 10

<210> 238

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 238

His Leu GIn Glu Lys Leu Gln Ser Leu
1 5

<210> 239

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 239

Val Ile Ile Lys Gly Leu Glu Glu Ile Thr Val
1 5 10

<210> 240

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 240

Ser Val Gln Glu Asn Ile Gln Gln Lys
1 5

<210> 241

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 241

Lys Gln Phe Glu Gly Thr Val Glu Ile
1 5

<210> 242

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 242

Lys Leu GIn Glu Glu Ile Pro Val Leu
1 5

<210> 243

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 243

Gly Leu Ala Glu Phe Gln Glu Asn Val
1 5

<210> 244
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211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 244

Asn Val Ala Glu Ile Val Ile His Ile

1 5

<210> 245

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 245

Ala Leu Leu Glu Glu Glu Glu Gly Val
1 5

<210> 246

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 246

Ala Leu Ala Gly Ile Val Thr Asn Val
1 5

<210> 247

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 247

Asn Leu Leu Ile Asp Asp Lys Gly Thr Ile Lys Leu
1 5 10

<210> 248

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 248

Val Leu Met Gln Asp Ser Arg Leu Tyr Leu
1 5 10

<210> 249

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 249

Tyr Leu Tyr Gln Ile Leu Gln Gly Ile
1 5

<210> 250

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 250

Leu Met Gln Asp Ser Arg Leu Tyr Leu
1 5

<210> 251

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 251

Leu Leu Trp Gly Asn Leu Pro Glu Ile
1 5

<210> 252

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 252

Ser Leu Met Glu Lys Asn Gln Ser Leu
1 5

<210> 253

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 253

Lys Leu Leu Ala Val Ile His Glu Leu
1 5

<210> 254

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 254

Ala Leu Gly Asp Lys Phe Leu Leu Arg Val
1 5 10

<210> 255

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 255

Phe Leu Met Lys Asn Ser Asp Leu Tyr Gly Ala
1 5 10

<210> 256

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 256

Phe Leu Asn Asp Ile Phe Glu Arg Ile
1 5

<210> 257

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 257

Lys Leu Ile Asp His Gln Gly Leu Tyr Leu
1 5 10

<210> 258

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 258

Gln Leu Val Gln Arg Val Ala Ser Val
1 5

<210> 259

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 259

Gly Pro Gly Ile Phe Pro Pro Pro Pro Pro Gln Pro
1 5 10

<210> 260

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 260

Ala Leu Asn Glu Ser Leu Val Glu Cys
1 5
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<210> 261

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 261

Gly Leu Ala Ala Leu Ala Val His Leu
1 5

<210> 262

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 262

Leu Leu Leu Glu Ala Val Trp His Leu
1 5

<210> 263

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 263

Ser Ile Ile Glu Tyr Leu Pro Thr Leu

1 5

<210> 264

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 264

Thr Leu His Asp Gln Val His Leu Leu
1 5

<210> 265

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 265

Phe Leu Leu Asp Lys Pro GIn Asp Leu Ser Ile
1 5 10

<210> 266

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 266

Phe Leu Leu Asp Lys Pro GIn Asp Leu
1 5

<210> 267

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 267

Tyr Leu Leu Asp Met Pro Leu Trp Tyr Leu
1 5 10

<210> 268

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 268

Ser Leu Asp Lys Asp Ile Val Ala Leu
1 5

<210> 269

211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 269

Gly Leu Leu Asp Cys Pro Ile Phe Leu
1 5

<210> 270

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 270

Thr Leu Leu Thr Phe Phe His Glu Leu
1 5

<210> 271

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 271

Val Leu Ile Glu Tyr Asn Phe Ser Ile

1 5

<210> 272

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 272

Phe Val Met Glu Gly Glu Pro Pro Lys Leu
1 5 10

<210> 273

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 273

Ser Leu Asn Lys Gln Ile Glu Thr Val
1 5

<210> 274

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 274

Thr Leu Tyr Asn Pro Glu Arg Thr Ile Thr Val
1 5 10

<210> 275

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 275

Ala Val Pro Pro Pro Pro Ser Ser Val

1 5

<210> 276

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 276

Arg Met Pro Thr Val Leu Gln Cys Val
1 5

<210> 277

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 277

Lys Leu Gln Glu Glu Leu Asn Lys Val
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1 5

<210> 278

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 278

Val Leu Glu Asp Lys Val Leu Ser Val
1 5

<210> 279

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 279

Val Leu Met Asp Glu Gly Ala Val Leu Thr Leu
1 5 10

<210> 280

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 280

His Leu Trp Gly His Ala Leu Phe Leu
1 5

<210> 281

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 281

Leu Leu Leu Glu Ser Asp Pro Lys Val Tyr Ser Leu
1 5 10

<210> 282

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 282

Ser Leu Tyr Ala Leu His Val Lys Ala
1 5

<210> 283

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 283

Ala Leu Ser Glu Leu Leu GlIn GIn Val
1 5

<210> 284

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 284

Lys Leu Met Asp Pro Gly Ser Leu Pro Pro Leu
1 5 10

<210> 285

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 285

Met Leu Leu Asp Thr Val Gln Lys Val
1 5

<210> 286

211> 9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 286

Phe Leu Thr Glu Met Val His Phe Ile
1 5

<210> 287

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 287

Lys Ile Gln Glu Ile Leu Thr GIn Val
1 5

<210> 288

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 288

Ser Leu Tyr Lys Gly Leu Leu Ser Val
1 5

<210> 289

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 289

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

<210> 290

211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 290

Tyr Leu Leu Pro Ala Ile Val His Ile
1 5

-1-
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(57) Revendiciri:
1. O peptida care cuprinde o secventd de aminoacizi constind din SEQ ID NO: 25; si o

sare farmaceuticd acceptabila a acesteia si in care respectiva peptidd are o lungime totald de la 11 la 16
aminoacizi.

2. Peptida conform Revendicarii 1, in care respectiva peptida constd dintr-o secventd de
aminoacizi conform SEQ ID NO: 25.

3. Peptida conform Revendicarii 1 sau 2, in care respectiva peptidad include legéturi non-
peptidice.

4. Un receptor de celule T, de preferintd un receptor de celule T recombinant, solubil sau

legat de membrand, care este reactiv cu un ligand HLA in complex cu HLA, in care ligandul respectiv are
cel putin 88% identitate cu o secventd de aminoacizi conform SEQ ID NO: 25 si, de preferin{d, consta din
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 25.

5. Un anticorp, in special un anticorp solubil sau legat de membrand, care recunoaste in
mod specific o peptidd constiand dintr-o secventd de aminoacizi conform SEQ ID NO: 25 atunci cand este
legatad de o molecula MHC.

6. Un acid nucleic care codifici pentru o peptidd conform unecia dintre Revendicarile 1-3
sau pentru un TCR conform Revendicarii 4 ori pentru un anticorp conform Revendicarii 5, legat in mod
optional de o secventd promotoare heterologd, sau un vector de exprimare care exprimd acidul nucleic
mentionat.

7. O celuld-gazdd recombinantd care cuprinde peptida conform oricireia dintre
Revendicdrile 1-3 sau acidul nucleic sau vectorul de exprimare conform Revendicdrii 6, in care
respectiva celuld-gazda este, de preferintd, o celuld prezentatoare de antigen, cum ar fi o celuld dendritica,
sau in care respectiva celuld-gazda este, de preferintd, o celuld T sau o celuld NK.

8. Metodi de producere a peptidei conform oricireia dintre Revendicdrile 1-3 sau de
producere a receptorului de celule T conform Revendicarii 4 ori a unui anticorp conform Revendicarii 5,
metoda cuprinzind cultivarea celulei-gazdd conform Revendicdrii 8 care prezintd peptida conform
oricireia dintre Revendicdrile 1-3 sau care exprimi acidul nucleic sau vectorul de exprimare conform
Revendicdrii 7 si izolarea peptidei sau a TCR-ului sau a anticorpului din celula-gazdad sau din mediul de
culturd al acesteia.

9. O metoda in vitro pentru producerea de limfocite T activate, metoda cuprinzand
punerea in contact a celulelor T in vitro cu molecule MHC de clasd I umane incircate cu antigen,
exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate sau a unei constructii artificiale care
imitd o celuld prezentatoare de antigen, pentru o perioadd de timp suficientd pentru a activa celulele T
respective intr-o manierd specificd antigenului, in care antigenul respectiv este o peptida constand dintr-o
secventd de aminoacizi conform SEQ ID NO: 25.

10. O limfocitd T activatd, produsa prin metoda conform Revendicdrii 9, care recunoaste
selectiv o celuld care prezintd o polipeptidd care cuprinde o secventd de aminoacizi de la oricare dintre
Revendicérile 1 sau 2.

11. O compozifie farmaceuticd care cuprinde cel putin un ingredient activ selectat din
grupul format din peptida conform oricdreia dintre Revendicdrile 1-3, acidul nucleic sau vectorul de
exprimare conform Revendicdrii 6, celula conform Revendicarii 7, limfocita T activati conform
Revendicdrii 10 sau anticorpul conform Revendicirii 5 ori receptorul de celule T conform Revendicarii 5
si un suport acceptabil din punct de vedere farmaceutic si, opfional, excipienfi si/sau stabilizatori
suplimentari acceptati din punct de vedere farmaceutic.

12. Peptida conform oricdreia dintre Revendicdrile 1-3, acidul nucleic sau vectorul de
exprimare conform Revendicdrii 6, celula conform Revendicdrii 7, limfocita T activatd conform
Revendicdrii 10 sau anticorpul conform Revendicirii 5 ori receptorul de celule T conform Revendicarii 5
pentru utilizare in medicind, de preferind pentru utilizare in diagnosticarea si/sau tratamentul cancerului
sau pentru utilizare in fabricarea unui medicament impotriva cancerului.

13. Peptida conform oricdreia dintre Revendicdrile 1-3, acidul nucleic sau vectorul de
exprimare conform Revendicdrii 6, celula conform Revendicirii 7, limfocita T activati conform
Revendicarii 10 sau anticorpul conform Revendicarii 5 ori receptorul de celule T conform Revendicarii 4
pentru utilizare in diagnosticarea si/sau tratamentul cancerului sau pentru utilizarea la fabricarea unui
medicament impotriva cancerului conform Revendicarii 13, in care cancerul respectiv este selectat din
grupul de carcinom hepatocelular (HCC), carcinom colorectal (CRC), glioblastom (GB), cancer gastric
(GCO), cancer esofagian, cancer pulmonar non-microcelular (NSCLC), cancer pancreatic (PC), carcinom
cu celule renale (RCC), hiperplazie benigna de prostatd (BPH), cancer de prostatd (PCA), cancer ovarian
(OC), melanom, cancer de glandd mamard, leucemie limfocitard cronicd (CLL), carcinom cu celule
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Merkel (MCC), cancer pulmonar microcelular (SCLC), limfom non-Hodgkin (NHL), leucemie micloida
acutd (AML), cancer de vezica biliara si colangiocarcinom (GBC, CCC), cancer de vezica urinard (UBC),
cancer uterin (UEC) si alte tumori care prezinti o supraexprimare a unei proteine din care este derivata
peptida din SEQ ID NO: 25.

14. O trusa care cuprinde:

a) un recipient care confine o compozifie farmaceuticd care confine peptida conform
oricireia dintre Revendicérile 1-3, acidul nucleic sau vectorul de exprimare conform Revendicirii 6,
celula conform Revendicirii 7, limfocitele T activate conform Revendicirii 10 sau anticorpul conform
Revendicdrii 5 ori receptorul de celule T conform Revendicdrii 4, in solutie sau sub forma liofilizatd;

b) optional, un al doilea recipient care contine un diluant sau o solutic de reconstituire
pentru forma liofilizats;

c) optional, instructiuni pentru (i) utilizarea solutiei sau (ii) reconstituirea si/sau utilizarea
formulei si

d) optional, mai cuprinde unul sau mai multe dintre (iii) o solutie-tampon, (iv) un diluant,

(v) un filtru, (vi) un ac sau (vii) o seringa.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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Figura 10 - Peptida: LLDPKTIFL (A702:01)
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Figura 102 - Peptidiis REHDENILL (A%2:013
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Figura &

Stimulare Stimulare
HLA-AD2/SeqiD No 11 HELA-A*Q2/ control negativ
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BYW421: A*02/SeniD

BVESD: A*02/SeglD No 11

Stivrudare Stimulare
A A HLA-AT02/SeqlD No 14 HLA-AQ2{ control negativ

* 2.88%

BY421: AY2i5eqiD No

APC: AT02/GeqiD No 14
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Figurs & icontinuare)
Stirmutare Stimulare

HLA-A™02/SeqiD No 187 HLA-AMZ  control negativ
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BYES(: A*02/5eglD No 157
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Stimulare Stimulare
P HLAAD2/S8eqiD No 238 HLAAM2! conteel negativ
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BYESD: AT02/SaqiD No 233

PE: A"02/5egiD No 233
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Figura § {comtinnare)
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Stimulare Stimudare
HLA-A*02/8eqiD No 85 HLA-A®Q2/ control negativ
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Stimulare Stimulare
HLA-ATD2/8egiD No 59 HLA-ATQZ] contrad negativ
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APC: A*02/3eqiD N

PE-Oy7 A*02/8eqgll No 89
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Figura 6 foondinuare}

&

Stimulare Stimulare
HLA-A*02/SeqglD No 155 HUA-AYQ2 control negativ
A

f.g" 0.07%

BVE5D: A*02/5eqlD No 155

PE: AM02/SeqlD No 156
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. Stimulare Stimuiare
w3 A HLA-AMDRISeqiD No 183 HLA-AM02] control nagativ

BVE50: A"02/5eqlD No




MD/EP 3388075 T2 2023.10.31

Figara § {oontinuare}

-

BVBE0: A*D2/Seqild No 264

Stimulare

HLA-A*02/SeqiD No 264

149

Stimulare

A HLAAMR/SegiD No 117

PE: A702/8eqiD No 117

PE-Cy7: AY02ISeqiD No 2684

Stimulare

/16.56%

A "

Stimigare
HUA-ANDZ/ control negativ

APC AP 5egiD No 117
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Figura 6 {continnare}

7

Stimulare Stimulare
HLAAQ2/SealD No 253 HLAA2! control negativ

>

PE: A*02{5eqiD No 253

APC: A02/SeqlD No 253
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Fizurs & {vontinuare)
Stimulare Stimulare
HLAAMORISEQ 1D NO: 39 HLA-AG2/control negativ
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Stimulare Stimulare
A HLACACQSEQ 1D NO: 203 HLA-AQZ2/control negativ
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BVES0: ATO/SEQ 1D NO: 20
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