MD/EP 3430027 T2 2024.03.31

MD/EP 3430027 T2 2024.03.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

1) MD/EP 3430027 a3 T2

(51) Int. C:-A61IK 39/00 (2006.01.01)
CO07K 16/28 (2006.01.01)
A61P 35/00 (2006.01.01)
CO7K 14/47 (2006.01.01)

(12) BREVET DE INVENTIE EUROPEAN VALIDAT

(21) Numarul de depozit: e 2019 0100

(22) Data de depozit: 2017.03.15

(96) Numaiirul cererii si data de depozit a
cererii de brevet european:
17710904.8, 2017.03.15

(97) Numaiirul de publicare si data publicarii
de citre OEB a cererii de brevet
european:3430027, 2019.01.23

(31) Numaiirul cererii prioritare: 201604458;
201662308944 P

(32) Data de depozit a cererii prioritare:
2016.03.16; 2016.03.16

(33) Tara cererii prioritare: GB; US

(49) Data publicarii traducerii fasciculului de
brevet european validat: BOPI nr. 03/2024,
2024.03.31

(80) Data publicirii mentiunii acordirii de
citre OEB: EPB nr. 37/2023, 2023.09.13

(82) Data publicarii solicitarii de validare a
brevetului european: BOPI nr. 02/2019,
2019.02.28

(71) Solicitant: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH, DE
(72) Inventatori: MAHR Andrea, DE; SCHOOR Oliver, DE; WEINSCHENK Toni, DE
(73) Titular: IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH, DE

(74) Mandatar autorizat: FOCSA Valentin

(54) Peptide pentru utilizare in imunoterapia impotriva cancerului pulmonar
fara celule mici si a cancerului pulmonar cu celule mici

(57) Rezumat:
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In general, prezenta descriere se refer
la peptide, proteine, acizi nucleici si celule
pentru utilizare in metode imunoterapice. In
particular, prezenta descriere se¢ referd la
imunoterapia cancerului. Prezenta descriere se
referd in plus la epitopi ai peptidelor celulelor
T asociate cu tumoarea, singure sau in asociere
cu alte peptide asociate tumorilor care pot si
serveascd, de exemplu, ca ingrediente active
farmaceutice ale compozitiilor de vaccinuri
care stimuleaz3 raspunsuri imune antitumorale,
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sau pentru a stimula celulele T ex vivo si
transferul la pacienfi. Peptidele legate la
moleculele complexului cu
histocompatibilitate majord (MHC), sau
peptide ca atare, pot fi, de asemenea, tinte ale
anticorpilor, receptorilor celulelor T solubile si
a altor molecule de legare.
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(57) Abstract:
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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
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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.
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

In general, prezenta descriere se referd la peptide, proteine, acizi nucleici si celule perntru
utilizare in metode imunoterapice. in particular, prezenta descriere se referd la imunoterapia cancerului.
Prezenta descriere se referd in plus la epitopi ai peptidelor celulelor T asociate cu tumoarea, singure sau in
asociere cu alte peptide asociate tumorilor care pot sd serveascd, de exemplu, ca ingrediente active
farmaceutic ale compozitiilor de vaccinuri care stimuleaza rdspunsuri imune antitumorale, sau pentru a
stimula celulele T ex vivo si transferul la pacienti. Peptidele legate la moleculele complexului cu
histocompatibilitate majord (MHC), sau peptide ca atare, pot fi, de asemenea, finte ale anticorpilor,
receptorilor celulelor T solubile si a altor molecule de legare.

Prezenta descriere se referd, in continuare, la utilizarea peptidelor de mai sus pentru generarca
receptorilor specifici celulelor T (TCR) care se leagd la antigeni asociafi tumorii (TAA) pentru {intirea
celulelor canceroase, generarea celulelor T care le exprimd, si metode de tratare a cancerelor care le
utilizeaza. Secventele de peptide dezviluite aici si variantele lor derivate din moleculele HLA clasa 1 ale
celulelor tumorale umane se pot utiliza in compozitii de vaccinuri pentru declangarea raspunsurilor imune
anti-tumorale, sau ca tinte pentru dezvoltarea compusilor activi farmaceutic/imunologic si celulelor.
Prezenta inventie se referd 1a o peptida care are secventa de aminoacizi KVLEHVVRYV (SECV ID NR:
1).

STADIUL TEHNICII iN DOMENIUL CARE FORMEAZA OBIECTUL INVENTIEI

Cancerul pulmonar fard celule mici (NSCLC) estc denumit astfel in conformitate cu
dimensiunca celulelor canceroase atunci cand sunt observate la microscop si trebuie diferentiat de
cancerul cu celule mici (SCLC). NSCLC reprezintd aproximativ 85% pand la 90% din toate cancerele
pulmonare (American Cancer Society, 2015).

Ambele tipuri de cancer (SCLC si NSCLC) reprezintd a doua cea mai comund forma de cancer
atat la barbati cat si la femei. Cancerul pulmonar este cauza principald a deceselor din cauza cancerului,
care reprezintd aproximativ 25%. Astfel, din ce in ce mai multi oameni mor din cauza cancerului
pulmonar decat din cauza cancerelor de colon, san i prostatd combinate, in fiecare an. In plus, ambele
tipuri de cancer reprezintd aproximativ 13% (peste 1,8 milioane) din toate cancercle noi. Cancerul
pulmonar apare in la populatia varstnicad. Varsta medie in momentul diagnosticarii fiind aproximativ 70.
Mai putin de 2% din toate cazurile sunt diagnosticate la oameni mai tineri de 45.

Existd patru tipuri principale de NSCLC, respectiv, adenocarcinomul, carcinomul cu celule
scuamoase, carcinomul bronhoalveolar, carcinomul cu celule mari. Adenocarcinoamele si carcinoamele
cu celule scuamoase sunt cele mai comune tipuri de NSCLC pe baza morfologiei celulare (Travis si
colab., Lung Cancer Principles and Practice, Lippincott-Raven, New York, 361-395, 1996).
Adenocarcinoamele se caracterizeazi printr-o localizare mai perifericd in plaman si adesca prezintd o
mutatic in oncogena K-ras (Gazdar si colab., Anticancer Res., 14, 261-267, 1994). Carcinoamele cu
celule scuamoase sunt in mod obisnuit localizate mai central si frecvent poartd mutatii ale genei p53
(Niklinska si colab., Folia Histochem. Cytobiol., 39, 147-148, 2001).

Au fost raportate multe modificiri genetice asociate cu dezvoltarea si progresul cancerului
pulmonar, insd mecanismele moleculare exacte rdman neclare (Sozzi, G. Eur. J. Cancer 37: 63-73
(2001)). Majoritatea NSCLC se caracterizeazd prin prezenta mutatiei ras ceea ce face ca pacientul si fie
relativ insensibil la tratamentul cu inhibitori ai kinazelor cunoscufi. Ca urmare, tratamentele curente
impotriva cancerului pulmonar sunt, in general, limitate la medicamente citotoxice, interventic
chirurgicald, si terapie prin radiatie. In ultima decadi agentii citotoxici nou dezvoltati incluzind
pentru pacientii cu NSCLC avansat; totusi, fiecare dintre noile regimuri poate sd asigure numai beneficii
de supravietuire modeste in comparatie cu terapiile bazate pe cisplatind (Schiller, J. H. si colab., N. Engl.
J. Med. 346: 92-98 (2002); Kelly, K. si colab., J. Clin. Oncol. 19: 3210-3218 (2001)). Prin urmare, sunt
asteptate cu neribdare de clinicieni noi strategii terapeutice, cum ar fi dezvoltarea agentilor cu tintire
moleculara.

Imunoterapia cancerului reprezintd o optiune de tintire specificd a celulelor canceroase cu
minimizarea efectelor secundare. Imunoterapia cancerului utilizeazd existenta antigenilor asociati
tumorilor.

Clasificarea curentd a antigenilor asociati tumorilor (TAA) poate fi ficutd in urmitoarele
grupuri:

a) Antigeni pentru cancerul testicular: Primii TAA identificati vreodatd care pot fi recunoscuti de
celulele T apartin acestei clase, care au fost numiti initial antigeni ai cancerului testicular (CT) intrucét
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expresia membrilor acesteia in tumorile umane diferite histologic iar, printre tesuturile normale, numai in
spermatocite/spermatogonii de testicul si, ocazional, in placenti. Intrucat celulele testiculelor nu exprimi
moleculele HLA de clasa I si 11, acesti antigeni nu pot fi recunoscuti de celulele T in fesuturile normale si,
prin urmare, pot fi considerati ca fiind specifici imunologic tumorii. Exemple binecunoscute de antigeni
CT sunt membrii ai familiei MAGE si NY-ESO-1.

b) Antigeni de diferenfiere: Acesti TAA sunt impartiti intre tumori si tesutul normal din care a
aparut tumora. Majoritatea antigenilor de diferentiere cunoscuti se gisesc in melanoame si melanocite
normale. Multe dintre aceste proteine legate de descendenta melanocitelor sunt implicate in biosinteza
melaninei si, prin urmare, nu sunt specifice tumorii, insd sunt totusi utilizate pe scard largd pentru
imunoterapia cancerului. Exemplele includ, insd nu se limiteaza la, tirozinazd si Melan-A/MART-1
pentru melanom sau PSA pentru cancerul de prostata.

c) TAA supraexprimati: Genele care codificd TAA exprimate pe scard larga au fost detectate in
diferite tipuri de tumori din punct de vedere histologic, precum si in multe tesuturi normale, in general cu
niveluri de expresie mai scizute. Este posibil ca multi dintre epitopii procesati si potenfial prezentati de
tesuturile normale sa fie sub nivelul pragului pentru recunoasterea celulelor T, in timp ce supraexpresia
lor in celulele tumorale poate declansa un raspuns anticancer prin ruperea tolerantei stabilite anterior.
Exemple proeminente pentru aceast clasa de TAA sunt Her-2/neu, survivina, telomeraza sau WT1.

d) Antigeni specifici tumorii: Acesti TAA unici apar din mutatii ale genelor normale (cum ar fi B-
catenina, CDK4 etc.). Unele dintre aceste modificdri moleculare sunt asociate cu transformarea si/sau
progresia neoplazicd. Antigenii specifici tumorii sunt, in general, capabili sd inducd rispunsuri imune
puternice fara a suporta riscul de reactii autoimune impotriva fesuturilor normale. Pe de alta parte, acesti
TAA sunt in majoritatea cazurilor relevanti doar pentru tumora exactd pe care au fost identificate si, de
obicei, nu sunt impartasite intre multe tumori individuale. Specificitatea tumorala (sau asocierea) a unei
peptide poate apdrea si dacd peptida provine dintr-un exon (asociat) tumoral in cazul proteinelor cu
izoforme (asociate) specifice tumorii.

e) TAA care rezultd din modificiri post-translaionale anormale: astfel de TAA pot apérea din proteine
care nu sunt nici specifice, nici supraexprimate in tumori, dar totusi devin tumori asociate prin procese
post-translationale active in principal in tumori. Exemple pentru aceastd clasd apar din modelele de
glicozilare modificate care conduc la epitopi noi in tumori cum ar fi pentru MUC1 sau evenimente
precum imbinarea proteinei in timpul degradarii care poate fi sau nu specificd tumorii.

f) Proteine oncovirale: Acesti TAA sunt proteine virale care pot juca un rol critic in procesul oncogen si,
intrucat sunt striine (nu de origine umani), pot evoca un raspuns al celulelor T. Exemple de astfel de
proteine sunt proteina virusului papiloma uman tip 16, E6 si E7, care sunt exprimate in carcinomul de col
uterin.

Imunoterapia pe baza de celule T vizeaza epitopi peptidici derivati din proteine asociate tumorii
sau specifice tumorii, care sunt prezentate prin moleculele complexe cu histocompatibilitate majord
(MHC). Antigenii care sunt recunoscuti de limfocitele T specifice tumorii, adicd epitopii acestora, pot fi
molecule derivate din toate clasele de proteine, cum ar fi enzime, receptori, factori de transcriptie etc. care
sunt exprimate si, in comparatie cu celulele nemodificate de aceeasi origine, de obicei suprareglate in
celulele tumorii respective.

Existd doua clase de molecule de MHC, MHC clasa I si MHC clasa II. Moleculele MHC din
clasa I sunt compuse dintr-un lant greu alfa si beta-2-microglobulind, moleculele MHC din clasa II dintr-
un lant alfa si un lant beta. Conformatia lor tridimensionald are ca rezultat un san{ de legare, care este
utilizat pentru interactiunea necovalentd cu peptida. Moleculele MHC din clasa I pot fi gisite pe
majoritatea celulelor nucleate. Ele prezintd peptidd care rezultd din scindarea proteoliticd a proteinelor
predominant endogene, a produselor ribozomale defecte (DRIP) si a peptidei mai mari. Totusi, peptide
derivate din compartimente endozomale sau din surse exogene se gasesc frecvent si pe moleculele MHC
din clasa I. Acest mod non-clasic de prezentare in clasa I este denumit in literaturad prezentare incrucisatd
(Brossart si Bevan, 1997; Rock si colab., 1990). Moleculele MHC din clasa II pot fi gésite predominant
pe celulele profesionale prezentatoare de antigen (APC) si in principal prezintd peptide ale proteinelor
exogene sau transmembranare care sunt preluate de APC, de exemplu, in timpul endocitozei si sunt
ulterior procesate.

Complecsii peptidelor si MHC din clasa I sunt recunoscuti de celulele T CD8-pozitive care
poartd receptorul de celule T (TCR) adecvat, in timp ce complecsii peptidelor si moleculele de MHC din
clasa II sunt recunoscufi de celulele T helper CD4-pozitive purtind TCR corespunzitor. Este bine
cunoscut faptul ca TCR, peptida si MHC sunt astfel prezente intr-o cantitate stoechiometrica de 1:1:1.

Celulele T helper pozitive CD4 joacd un rol important in inducerea si sustinerea raspunsurilor
eficiente de citre celulele T citotoxice CD8 pozitive. Identificarea epitopilor celulelor T pozitive pentru
CD4 derivati din antigenii asociati tumorii (TAA) este de mare importantd pentru dezvoltarea de produse
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farmaceutice pentru declansarea raspunsurilor imune antitumorale (Gnjatic si colab., 2003). La locul
tumorii, celulele T helper sustin un mediu de citokine prietenos cu celulele T citotoxice (CTL-) (Mortara
si colab., 20006) si atrag celule efectoare, de exemplu, CTL, celule natural killer (NK), macrofage si
granulocite (Hwang si colab., 2007).

In absenta inflamatiei, expresia moleculei MHC din clasa II este limitatd in principal la celulele
sistemului imunitar, in special la celulele profesionale prezentatoare de antigen (APC), de exemplu,
monocite, celule derivate din monocite, macrofage, celule dendritice. La pacientii cu cancer, s-a
descoperit cd celulele tumorii exprimd moleculele MHC din clasa II (Dengjel si colab., 2006). Peptida
alungitd (mai lungd) din descriere poate functiona ca epitopi activi MHC din clasa II.

Celulele T-helper, activate de epitopii MHC din clasa II, joacd un rol important in orchestrarea
functiei efectoare a CTL in imunitatea antitumorald. Epitopii celulelor T-helper care declanseazd un
raspuns al celulei T-helper de tip TH1 sustin functiile efectoare ale celulelor T ucigase pozitive pentru
CD8, care includ functii citotoxice directionate impotriva celulelor tumorale care prezintd complecsi
peptidd/MHC asociati tumorii pe suprafata lor celulari. in acest mod, epitopii peptidici de celule T-helper
asociate cu tumori, singuri sau in asociere cu alte peptide asociate tumorilor, pot servi ca ingrediente
active farmaceutic ale compozitiilor de vaccinuri care stimuleaza rdspunsurile imune anti-tumorale.

S-a demonstrat pe modele animale de mamifere, de exemplu, soareci, cd chiar si in absenta
limfocitelor T pozitive pentru CDS8, celulele T pozitive pentru CD4 sunt suficiente pentru inhibarea
manifestdrii tumorilor prin inhibarea angiogenezei prin secretia de interferon-gamma ( IFNy) (Beatty si
Paterson, 2001; Mumberg si colab., 1999). Existd dovezi pentru celulele T CD4 ca efectori antitumorali
directi (Braumuller si colab., 2013; Tran si colab., 2014).

Intrucit expresia constitutivi a moleculei HLA clasa II este de obicei limitati la celulele imune,
posibilitatea de a izola peptida de clasa II direct din tumorile primare nu a fost consideratd anterior
posibild. Totusi, Dengjel si colab. au avut succes in identificarea unui numar de epitopi MHC din clasa 11
direct din tumori (WO 2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Intrucat ambele tipuri de rispuns, dependente de CD8 si CD4, contribuie impreuna si sinergic la
efectul antitumoral, identificarea si caracterizarea antigeniilor asociati tumorii recunoscuti fie de celulele
T CD8+ (ligand: moleculda MHC din clasa 1 + epitop peptidic) sau de citre celulele T-helper pozitive
pentru CD4 (ligand: moleculda MHC din clasa II + epitop peptidic) este importantd in dezvoltarca
vaccinurilor tumorale.

Pentru ca o peptidd MHC de clasa I sd declanseze (provoace) un raspuns imun celular, aceasta
trebuie, de asemenea, sd sc lege la o moleculd MHC. Acest proces este dependent de alela moleculei
MHC si de polimorfismele specifice ale secventei de aminoacizi a peptidei. Peptida de legare a MHC-
clasa I are de obicei o lungime de 8-12 resturi de aminoacizi si de obicei confine doud resturi conservate
("ancore") in secventa lor care interactioneaza cu canalul de legare corespunzitor al moleculei MHC. In
acest fel, fiecare alelda MHC are un ,motiv de legare” care determind ce peptidd se poate lega in mod
specific la canalul de legare.

In reactia imund dependentd de MHC din clasa I, peptida nu numai c3 trebuie si se poata lega de
anumite molecule de MHC de clasa I exprimate de celulele tumorale, ci ulterior trebuie sa fie recunoscuta
si de celulele T care poartd receptori specifici pentru celulele T (TCR).

Pentru ca proteinele si fie recunoscute de limfocitele T ca antigeni specifici tumorii sau asociati
si sa fie utilizate intr-o terapie, trebuie indeplinite anumite conditii prealabile. Antigenul trebuie exprimat
in principal de celulele tumorale si nu, sau in cantititi relativ mici, de tesuturile normale sinitoase. Intr-o
variantd de realizare preferatd, peptida ar trebui sd fie supraprezentatd de celulele tumorale in comparatie
cu tesuturile normale sinitoase. In plus, este de dorit ca antigenul respectiv si nu fie prezent doar intr-un
tip de tumoare, ci si in concentratii mari (adicd, numirul de copii ale peptidei respective per celuld).
Tumorile specifice si antigenii asociati tumorii sunt adesea derivati din proteine direct implicate in
transformarea unei celule normale intr-o celuld tumorala datoritd functiei lor, de exemplu, in controlul
ciclului celular sau suprimarea apoptozei. In plus, tintele din aval ale proteinei direct cauzatoare pentru o
transformare pot fi reglate in sus si astfel pot fi asociate indirect cu tumora. Astfel de antigeni indirecte
asociate tumorii pot fi, de asemenea, tinte ale unei abordari de vaccinare (Singh-Jasuja si colab., 2004).
Este esential ca epitopii si fie prezenti in secventa de aminoacizi a antigenului, pentru a se asigura ci o
astfel de o peptida (,,peptida imunogend™), fiind derivatd dintr-un antigen asociat tumorii, conduce la un
T- in vitro sau in vivo. celula-raspuns.

Prin urmare, TAA reprezintd un punct de plecare pentru dezvoltarea unei terapii bazate pe celule
T, incluzand, insd fard a se limita la, vaccinuri tumorale. Metodele de identificare si caracterizare a TAA
se bazeaza de obicei pe utilizarea celulelor T care pot fi izolate de la pacienti sau subiecti sdndtosi, sau se
bazeazi pe generarea de profiluri de transcriptic diferentiate sau modele de expresie diferentiald a
peptidelor intre tumori si tesuturi normale. Totusi, identificarea genelor supraexprimate in tesuturile
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tumorale sau liniile celulare tumorale umane, sau exprimate selectiv in astfel de tesuturi sau linii celulare,
nu oferd informatii precise cu privire la utilizarea antigenilor transcrisi din aceste gene intr-o terapie
imund. Acest lucru se datoreazd faptului cd numai o subpopulatie individuald de epitopi ai acestor
antigeni este adecvatd pentru o astfel de aplicatie, intrucat o celuld T cu un TCR corespunzitor trebuie si
fie prezenti si toleranta imunologicd pentru acest epitop particular trebuie sa fie absentd sau minima. Prin
urmare, este important s se selecteze numai acele peptide prezentate in exces sau selectiv impotriva
carora poate fi gisitd o celuld T functionald si/sau proliferativd. O astfel de celuld T functionald este
definitd ca o celuld T, care la stimularea cu un antigen specific poate fi expandati clonal si este capabild
sa execute functii efectoare ("celula T efectoare").

In cazul fintirii peptidei-MHC de catre TCR-uri specifice (de exemplu, TCR solubile) si
anticorpi sau alte molecule de legare (schele) conform descrierii, imunogenitatea peptidei de bazi este
secundari. In aceste cazuri, prezentarea este factorul determinant.

In ciuda progresului semnificativ in cercetarea de bazi si clinicd privind TAA (Rosenbeg si
colab., Nature Med. 4: 321-7 (1998); Mukherji si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 8078-82
(1995);Hu si colab., Cancer Res. 56: 2479-83 (1996)), sunt disponibile doar un numar limitat de TAA
candidati pentru tratamentul cancerului. TAA exprimati din abundentd in celulele canceroase si, in acelasi
timp, expresia care este limitati la celulele canceroase ar fi candidati promititori ca tinte
imunoterapeutice. Mai mult, identificarea de noi TAA care induc raspunsuri imune antitumorale puternice
si specifice este de asteptat sd incurajeze utilizarea clinicd a strategiei de vaccinare cu peptide in diferite
tipuri de cancer (Boon si can der Bruggen, J. Exp. Med. 183: 725-9 (1996); van. der Bruggen si colab.,
Science 254: 1643-7 (1991); Brichard si colab., J. Exp. Med. 178: 489-95 (1993); Kawakami si colab., J.
Exp. Med. 180: 347 -52 (1994); Shichijo si colab., J. Exp. Med. 187: 277-88 (1998); Chen si colab., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 94: 1914-8 (1997); Harris , J. Natl. Cancer Inst. 88: 1442-5 (1996); Butterfield si
colab., Cancer Res. 59: 3134-42 (1999); Vissers si colab., Cancer Res. 59: 5554-9 (1999) van der Burg si
colab., ] Immunol 156: 3308-14 (1996); Tanaka si colab., Cancer Res. 57: 4465-8 (1997); Fujie si colab.,
Int. J. Cancer 80: 169- 72 (1999); Kikuchi si colab., Int. J. Cancer 81: 459-66 (1999); Oiso si colab., Int.
J. Cancer 81: 387-94 (1999)).

In plus, desi s-au facut progrese in dezvoltarea medicamentelor de fintire moleculard pentru
terapia cancerului, gamele de tipuri de tumori care raspund, precum si eficacitatea tratamentelor sunt inca
foarte limitate. Prin urmare, este urgent si se dezvolte noi agenti anti-cancer care tintesc moleculele foarte
specifice celulelor maligne si care sunt susceptibili de a provoca reactii adverse minime sau deloc. Exista,
de asemenea, necesitatea identificdrii factorilor reprezentind biomarkeri pentru cancer in general si
NSCLC in special, care si conducd la o mai bun diagnosticare a cancerului, evaluarea prognosticului si
predictia succesului tratamentului.

REZUMATUL INVENTIEI

Scopul inventiei este definit de revendicari.

In mod specific, prezenta inventic se referd la o peptida constand dintr-o secventd amino a SECV
ID NR. 1 (KVLEHVVRYV), sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia, perntru utilizare in tratamentul
cancerului, in care cancerul men{ionat este selectat dintre cancerul pulmonar fard celule mici si cancerul
pulmonar cu celule mici.

Prezenta inventie se referd, in continuare, la un receptor de celule T, de preferintd un receptor de
celule T recombinant, solubil sau legat de membrand, care este reactiv cu un ligand HL A, in care ligandul
mentionat consta din peptida prezentei inventie, perntru utilizare in tratamentul cancerului pulmonar farad
celule mici sau cancerului pulmonar cu celule mici.

Prezenta inventie se referd, in continuare, la un anticorp, in special un anticorp solubil sau legat
de membrand, care recunoaste in mod specific peptida prezentei inventie atunci cind este legati de o
moleculd MHC perntru utilizare in tratamentul cancerului pulmonar fird celule mici sau cancerului
pulmonar cu celule mici.

Prezenta inventie se referd, in continuare, la o compozitie farmaceutica care cuprinde cel putin
un ingredient activ selectat din grupul constind din peptida prezentei inventie, sau anticorpul prezentei
inventie, sau receptorul de celule T al prezentei inventii, si un purtitor acceptabil farmaceutic, si,
optional, excipienti si/sau stabilizatori acceptabili farmaceutic suplimentari perntru utilizare in tratamentul
cancerului, in care cancerul menfionat este selectat dintre cancerul pulmonar fard celule mici si cancerul
pulmonar cu celule mici.

Prezenta descriere dezviluie o peptidd care cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din
grupul constind din SECV ID NR:2 pana la SECV ID NR:24 sau o secventd varianti a acesteia care este
de cel putin 65%, de preferinta de cel putin 77% si mai preferat de cel putin 85% omoloaga (de preferinta
cel putin 75% sau cel putin 85% identicd) cu SECV ID NR:2 pani la SECV ID NR:24, in care respectiva
variantd se leagd la MHC si/sau induce reticularea celulelor T cu peptida mentionati, sau o sare
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acceptabild farmaceutic a acesteia, si in care peptida mentionatd nu este polipeptida de lungime completd
subiacenta.

Dezviluite aici este, de asemenea, o peptidd cuprinzand o secventa care este selectatd din grupul
constind din SECV ID NR:2 pana la SECV ID NR:24 sau o variantd a acesteia, care este de cel putin
65%, de preferintd de cel putin 75% si mai preferabil cel putin 85% omoloagd (de preferintd cel putin
75% sau cel putin 85% identicd) cu SECV ID NR:2 pénd la SECV ID NR:24, in care respectiva peptidd
sau varianta acesteia are o lungime totald cuprinsa intre 8 si 100, de preferintd intre 8 si 30, si cel mai
preferabil intre 8 si 14 aminoacizi, in care respectiva peptidd sau varianta se leaga la MHC si/sau induce
celulele T in reactii incrucisate cu respectiva peptida, sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Urmatoarele tabele prezintd peptida conform prezentei descrieri si SECV ID NR. respective ale
acestora. Prezenta inventie se referd la peptida cu SECV ID NR: 1. Peptidele cu SECV ID NR:

Tabelul 1: Peptide conform prezentei descrieri. Prezenta inventie se referd la peptida cu SECV ID NR: 1.
Peptidele cu SECV ID NR: 2 pani la 24 sunt dezvaluite aici numai ca referinte.

SECV ID NR: Secventa

1 KVLEHVVRV
2 KVLEHVVRL
3 KVLEHVVRA
4 KVLEHVVRI
5 KLLEHVVRV
6 KLLEHWRL
7 KLLEHVVRA
8 KLLEHWRI

9 KALEHVVRV
10 KALEHWRL
11 KALEHVVRA
12 KALEHVVRI
13 YLLEHVVRV
14 YLLEHWRL
15 YLLEHVVRA
16 YLLEHVVRI
17 YALEHVVRV
18 YALEHVVRL
19 YALEHVVRA
20 YALEHVVRI
21 YVLEHVVRV
22 YVLEHVVRL
23 YVLEHVVRA
24 YVLEHVVRI

Prezenta descriere dezviluie variante ale peptidei MAG-003 (SECV ID NR:1), cuprinzand o

secventd de aminoacizi conform urméitoarei formule generale I:

XiXoLEHVVRX;

Formula I

in care X; este selectat dintre aminoacizii K si Y, X este selectat dintre aminoacizii V, L si A, si X3 este
selectat dintre V, L, A, si I, in care respectiva peptida se leagd la o moleculd HLA din clasa I sau II si/sau
induce celulele T sd reactioneze incrucisat cu respectivele peptide As dezvaluite aici, sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora. Asa cum se dezvaluie aici, respectiva peptida nu este polipeptida de
lungime completd subiacenta.

Peptida cu SECV ID NR: 1 a prezentei inventii este perntru utilizare in tratamentul cancerului
pulmonar fard celule mici sau al cancerului pulmonar cu celule mici.

Prezenta descricre dezviluie in plus variante ale peptidelor cu SECV ID NR: 1 perntru utilizare
in tratamentul bolilor proliferative, cum ar fi cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul pulmonar cu
celule mici, cancerul celulelor renale, cancerul cerebral, cancerul gastric, cancerul colorectal, cancerul
hepatocelular, cancerul pancreatic, cancerul de prostatd, leucemia, cancerul de san, carcinomul cu celule
Merkel, melanomul, cancerul ovarian, cancerul vezicii urinare, cancerul uterin, cancerul vezicii biliare si
al ductului biliar si cancerul esofagian.

Peptidele - singure sau in combinatic - conform prezentei descrieri sunt selectate din grupul
constind din SECV ID NR:2 pand la SECV ID NR:24. Sunt dezviluite aici peptide - singure sau in
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combinatie - selectate din grupul constand din SECV ID NR:2 pand la SECV ID NR:24 (vezi Tabelul 1),
si utilizdrile acestora in imunoterapia cancerului pulmonar fard celule mici, cancerului pulmonar cu celule
mici, cancerului celulelor renale, cancerului cerebral, cancerului gastric, cancerului colorectal, cancerului
hepatocelular, cancerului pancreatic, cancerului de prostatd, leucemiei, cancerului de san, carcinomului cu
celule Merkel, melanomului, cancerului ovarian, cancerului vezicii urinare, cancerului uterin, cancerului
vezicii biliare si al ductului biliar si a cancerului esofagian, si de preferintd a glioblastomului, cancerului
gastric, cancerului pulmonar, carcinomului hepatocelular, cancerului colorectal, cancerului pancreatic,
cancerului esofagian, cancerului ovarian, si a cancerului pulmonar fard celule mici.

Sunt dezvaluite aici variante de peptide ale peptidei cu SECV ID NR: 1, care au the capacitatca
de a se lega la o moleculd a complexului de histocompatibilitate majord umani (MHC) clasa-I sau - intr-o
forma alungiti, cum ar fi o varianti-de lungime - MHC clasa-11.

Sunt dezviluite aici variante de peptide ale peptidei cu SECV ID NR: 1, in care respectivele
peptide (fiecare) cuprind, constau din, sau constau in esenti dintr-o secventd de aminoacizi conform
SECV ID NR:2 pani la SECV ID NR:24.

Sunt dezviluite aici peptide, in care respectiva peptidd este modificatd si/sau include legaturi
non-peptidice.

Sunt dezviluite aici peptide, in care respectiva peptida face parte dintr-o proteind de fuziune, in
special condensati cu aminoacizii N-terminali ai lantului invariabil asociat antigenului HLA-DR (li), sau
condensatd cu (sau in secventa unui) un anticorp, cum ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific
pentru celulele dendritice.

Prezenta descriere dezviluie un acid nucleiccare codificd peptidele dezvaluite aici. Prezenta
descriere dezviluie in continuare acidul nucleic care este ADN, cADN, ANP, ARN sau combinatii ale
acestora.

Prezenta descriere dezviluie in continuare un vector de expresie capabil sd exprime si/sau care
exprimd un acid nucleic dezv3luit aici.

Prezenta descriere dezvaluie in continuare o peptidd, un acid nucleic sau un vector de expresic
perntru utilizare in tratamentul bolilor si in medicamente, in special in tratamentul cancerului.

Prezenta descriere dezviluie in continuare anticorpi care sunt specifici impotriva peptidelor
prezentei dezviluiri sau complecsi ai respectivelor peptide conform prezentei descrieri cu MHC, si
procedee de producere a acestora.

Prezenta descriere dezviluie in continuare o celuld gazdi cuprinzind un acid nucleic sau un
vector de expresie asa cum se descrie aici.

Prezenta descriere dezviluie in continuare respectiva celuld gazda care este o celuld gazdi care
prezintd un antigen, si de preferinta este o celuld dendritica.

Prezenta descriere dezviluie in continuare un procedeu de producere a unei peptide descrise aici,
respectivul procedeu cuprinzand cultivarea celulei gazdd dezviluite aici, si izolarea peptidei din
respectiva celula gazda sau mediul sdu de cultura.

Prezenta descriere dezviluie in continuare respectivul procedeu, in care antigenul este incarcat
pe moleculele de MHC din clasa I sau II exprimate pe suprafata unei celule care prezintd antigenul
adecvate sau celule care prezintd antigenul artificiale prin contactarea unei cantitdti suficiente de antigen
cu o celuld care prezinti antigenul.

Prezenta descriere dezviluie in continuare procedeul in care celula care prezintd antigenul
cuprinde un vector de expresie capabil sd exprime si/sau care exprima respectiva peptidd containing
SECV ID NR:1 pana la SECV ID NR.: 24, preferably confinind SECV ID NR:1 pana la SECV ID
NR:24, sau o variantd de secventd de aminoacizi.

Prezenta descriere dezviluie in continuare celule T activate, produse prin procedeul dezviluit
aici, in care respectiva celuld T recunoaste selectiv o celuld descrisd aici care exprimd o polipeptida
cuprinzand o secventd de aminoacizi descrisd aici.

Prezenta descriere dezviluie in continuare o metodd de ucidere a celulelor tintd la un pacient,
celule tintd care exprima aberant o polipeptida cuprinzand orice secventd de aminoacizi dezvaluitd aici,
metoda cuprinzand administrarea, asa cum s-a descris aici, pacientului a unui numir eficient de celule T
produse aga cum s-a descris aici.

Este, de asemenea, dezvaluitd aici utilizarea oricdrei peptide, acid nucleic, vector de expresie,
celuld, limfocitd T activatd, receptor al celulelor T sau alte molecule de legare la peptida si/sau de legare
la peptida-MHC asa cum se¢ descrie aici ca medicament sau la fabricarea unui medicament. Respectivul
medicament poate fi activ impotriva cancerului.

Respectivul medicament poate fi o terapie celulard, un vaccin sau o proteind bazatd pe un TCR
solubil sau anticorp.
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Prezenta descriere dezviluie in continuare o utilizare aga cum se descrie aici, in care respectivele
celule canceroase sunt cancer fard celule mici, cancer cu celule mici, cancer al celulelor renale, cancer
cerebral, cancer gastric, cancer colorectal, cancer hepatocelular, cancer pancreatic, cancer de prostati,
leucemie, cancer de sin, carcinom cu celule Merkel, melanom, cancer ovarian, cancer al vezicii urinare,
cancer uterin, cancer al vezicii biliare si al ductului biliar si cancer esofagian, si de preferintd cancer fara
celule mici.

Sunt, de asemenea, dezvaluiti aici biomarkeri bazati pe peptidele descrise aici la care se va face
referire ca "tinte" care se pot utiliza in diagnosticarea cancerului, de preferintd, a cancerului pulmonar fara
celule mici. Markerul poate fi o supra-prezentare a peptidei/peptidelor insdsi/insele, sau supra-expresie a
genei/genelor corespunzitoare. Markerii se pot utiliza, de asemenca, pentru a prezice probabilitatea de
succes a tratamentului, de preferintd, o imunoterapie, si cel mai preferat o imunoterapic care tinteste
aceeasi tintd care este identica cu biomarkerul. De exemplu, un anticorp sau TCR solubil se pot utiliza
pentru a colora sectiunile tumorii cu scopul de a detecta prezenta unei peptide de interes in complexul cu
MHC. Optional, anticorpul poartd o alti functie efectoare cum ar fi un domeniu de stimulare imunitara
sau toxina.

Este, de asemenea, dezviluitd aici utilizarca acestor noi tinte pentru identificarca TCR care
recunosc cel putin una dintre respectivele tinte si de preferintd identificarea of respectivilor TCR care
activeazi celulele T.

Prezenta descriere dezviluie, de asemenea, utilizarea acestor noi tinte in contextul tratamentului
cancerului.

Prezenta descriere dezviluie in continuare utilizarca peptidelor descrise aici pentru producerea
TCR, subunititlor de TCR individuale (singure sau in combinatic), si sub-domeniilor acestora, in special
TCR solubili (STCR) si TCR clonati, respectivii TCR modificati genetic in celule T autoloage sau
alogenice, si metode de producere a acestora, precum si a altor celule care poartd respectivul TCR sau
reactioneazd incrucisat cu respectivii TCR.

Prezenta inventie se referd la o proteind a TCR, subunititle de TCR individuale (singure sau in
combinatie), si sub-domeniile acestora, in special TCR solubili (sSTCR) si TCR clonati care se leagd la un
complex KVLEHVVRYV (SECV ID NR:1)-HLA-A*02 cuprinzind un domeniu variabil al lantului alfa al
TCR un domeniu variabil al lantului beta al TCR perntru utilizare in tratamentul cancerului pulmonar fara
celule mici sau al cancerului pulmonar cu celule mici.

Prezenta inventie se referd, in continuare, la un acid nucleic izolat cuprinzand o secventd de
nucleotidd care codificd un TCR al prezentei inventii. Prezenta inventie se referd, in continuare, la un
vector de expresie recombinant cuprinzand un acid nucleic care codificd un lant alfa, lant beta, al TCR,
sau ambele, produs conform prezentei descrieri.

Prezenta descriere dezvaluie, de asemenca, o celuld gazdd izolatd cuprinzind vectorul de
expresie recombinant care exprimi acidul nucleic care codifica lantul alfa, lantul beta, al TCR, sau
ambele.

De asemenea, este dezviluitd aici o celuld gazda izolatd cuprinzind vectorul de expresie
recombinant al prezentei inventii, de preferintd, in care celula este o limfocita din sangele periferic (PBL).

De asemenea, este dezviluitd aici o PBL izolatd cuprinzand vectorul de expresie recombinant al
prezentei inventii, in care PBL este o celuld T CD8+ sau o CD4+ celuld T.

De asemenea, este dezvaluitd aici o populatiec de celule cuprinzand cel putin o celuld gazda a
prezentei descrieri.

Prezenta inventie se referd, in continuare, la proteine ale TCR ale prezentei inventii perntru
utilizare in tratamentul cancerului pulmonar fard celule mici si al cancerului pulmonar cu celule mici.
Sunt, de asemenca, dezviluite aici respectivele proteine ale TCR perntru utilizare in tratamentul
cancerului celulelor renale, cancerului cerebral, cancerului gastric, cancerului colorectal, cancerului
hepatocelular, cancerului pancreatic, cancerului de prostati, leucemiei, cancerului de sin, carcinomului cu
celule Merkel, melanomului, cancerului ovarian, cancerului vezicii urinare, cancerului uterin, cancerului
vezicii biliare si al ductului biliar si al cancerului esofagian.

Stimularea unui rdspuns imun depinde de prezenta antigenilor recunoscuti ca strani de sistemul
imunitar al gazdei. Descoperirea existentei antigenilor asociafi tumorilor a ridicat posibilitatea de utilizare
a sistemului imunitar al gazdei de a interveni in cresterea tumorii. Pentru imunoterapia cancerului sunt
explorate in prezent diverse mecanisme de explorare atat a bratelor umorale cit si a celor celulare ale
sistemului imunitar.

Elementele specifice ale rdspunsului imun celular sunt capabile sd recunoasci sepcific si sd
distrugd celulele tumorale. 1zolarea celulelor T din populatiile de celule care infiltreazi tumoarea sau din
sangele periferic sugereaza faptul ci astfel de celule joacd un rol important in apirareca imuni naturala
impotriva cancerului. Celulele T pozitive la CD8 in special, care recunosc moleculele din clasa I ale
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peptidelor care poartd complexul (MHC) cu histocompatibilitate majora de obicei cu 8 pand la 10 resturi
de aminoacizi derivate din proteine sau produsi ribozomici defectuosi (DRIPS) localizati in citozol, joaca
un rol important in acest raspuns. Moleculele de MHC ale omului sunt, de asemeneca, desemnate ca
antigeni leucocitari umani (HLA).

Termenul "raspuns al celulei T" inseamna proliferarea specifica si activarea functiilor efectoare
induse de o peptida in vitro sau in vivo. Pentra MHC din clasa I celulele T citotoxice restrictive, functiile
efectoare poate fi liza a celulelor tintd care prezintd peptide pulsate, precursori ai peptidelor pulsate sau
peptide naturale, secretia citokinelor, de preferintd Interferonul-gama, TNF-alfa, sau IL-2 indusi de
peptide, secretia moleculelor efectoare, de preferintd, granzime sau perforine induse de peptide, sau
degranulare.

Termenul "peptidd" se utilizeazd aici pentru a desemna o seric de resturi de aminoacizi,
conectate unele cu altele, in mod obisnuit, prin legaturi peptidice intre gruparile alfa/amino si carbonil ale
aminoacizilor adiacenti. Peptidele au, de preferintd, 9 aminoacizi in lungime, insd pot avea si 8
aminoacizi in lungime, si 10, 11, sau 12 sau mai lungi, si in cazul peptidelor MHC din clasa II (variantele
alungite ale peptidelor din descriere) aceastea pot avea 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 sau 20 sau mai multi
aminoacizi in lungime.

In plus, termenul "peptide" va include siruri ale unei siruri de resturi de aminoacizi, conectate
unele cu altele, in mod obisnuit, prin legituri peptidice intre grupdrile alfa/amino si carbonil ale
aminoacizilor adiacenti. De preferintd, sarurile sunt sdruri acceptabile farmaceutic ale peptidelor, cum ar
fi, de exemplu, sarurile clorurd sau acetat (trifluoro-acetat). Trebuie remarcat faptul ¢ sdrurile peptidelor
conform prezentei descrieri diferd substantial de peptidele in starile lor in vivo, intrucit peptidele nu sunt
sdruri in vivo.

Termenul "peptide” va include, de asemenea, "oligopeptide”. Termenul "oligopeptide” se
utilizeaza aici pentru a desemna o serie de resturi de aminoacizi, conectate unele cu altele, in mod
obisnuit, prin legituri peptidice intre grupdrile alfa/amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti.
Lungimea oligopeptidelor nu este criticA pentru descriere, atita timp cat epitopul sau epitopii sunt
mentinuti in acestea. Oligopeptidele au in mod obisnuit mai putin de aproximativ 30 de resturi de
aminoacizi in lungime, si mai mari de aproximativ 15 aminoacizi in lungime.

Termenul "polipeptidd" desemneazi o serie de resturi de aminoacizi, conectate unele cu altele, in
mod obisnuit, prin legaturi peptidice intre grupdrile alfa/amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti.
Lungimea polipeptidei nu este criticd pentru descriere atata timp cét epitopii corecti sunt mentinuti. In
contrast cu termenii peptidd sau oligopeptida, termenul polipeptida este menit sa se refere la moleculele
confinind peste aproximativ 30 de resturi de aminoacizi.

O peptida, oligopeptidd, proteind sau polinucleotidd care codificd o astfel de moleculd este
"imunogenica" (si astfel este "imunogena" in prezenta descriere), daca este capabild si inducd un raspuns
imun. In cazul prezentei descrieri, imunogenicitatea este definiti mai specific drept capacitatea de a
induce un raspuns al celulei T. Astfel, un "imunogen" ar fi o moleculd care este capabild sd induci un
rispuns imun, si in cazul prezentei descrieri, o moleculi capabili si induci un rispuns al celulei T. Intr-
un alt aspect, imunogenul poate fi peptida, complex de peptide cu MHC, oligopeptidd, si/sau proteind care
se utilizeaza pentru a creste anticorpi specifici sau TCR impotriva acestora.

Un "epitop" ale celulei T din clasa I necesitd o peptida scurtd care este legat la un receptor MHC
din clasa I, formand un complex teARNry (lant alfa al MHC din clasa I, beta-2-microglobulind, si
peptidi) care poate fi recunoscut de o celuld T care poarta un potrivit receptor al celulei T care se leagi la
complexul MHC/peptida cu afinitate corespunzitoare. Peptidele care se leagd la moleculele de MHC din
clasa I au in mod obisnuit 8-14 aminoacizi in lungime, cel mai tipic 9 aminoacizi in lungime.

La oameni existd trei loci diferiti genetic care codificdi moleculele de MHC din clasa 1

(moleculele de MHC ale omului sunt, de asemenea, desemnate ca antigeni leucocitari umani (HLA)):
HLA-A, HLA-B, si HLA-C. HLA-A*01, HLA-A*02, si HLA-B*07 sunt exemple de diferite alele ale
MHC din clasa I care pot fi exprimate din acesti loci.
Tabelul 2: Frecventele de expresie F ale HLA-A*02 si HLA-A*24 si cele mai frecvente serotipuri HLA-
DR. Frecventele sunt deduse din frecventele halotipului Gf din populatia americani adaptate de Mori i
colab. (Mori si colab., 1997) prin utilizarea formulei Hardy-Weinberg F = 1 - (1-Gf)%. Combinatiile A*02
sau A*24 cu anumite alele HLA-DR pot fi imbunatitite sau mai putin frecevente decat este de asteptat din
frecventele lor unice din cauza dezechilibrului de legiturd. Pentru detalii se poate consulta Chanock si
colab. (Chanock si colab., 2004).

Alela Populatia Fenotip calculat din frecventa
alelei

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

A*02 Afro-americani (America de Nord) 34,1%
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A*02 Asiatic americand (America de Nord) 43.2%
A*02 Latino-americani (America de Nord) 48,3%
DR1 Caucaziand (America de Nord) 19,4%
DR2 Caucazianid (America de Nord) 28,2%
DR3 Caucazianid (America de Nord) 20,6%
DR4 Caucazianid (America de Nord) 30,7%
DR3 Caucazianid (America de Nord) 23,3%
DR6 Caucazianid (America de Nord) 24.8%
DR7 Caucazianid (America de Nord) 26,7%
DRS Caucazianid (America de Nord) 5,7%
DR9 Caucazianid (America de Nord) 2,1%
DR1 Africand (Nord) Americani 13,20%
DR2 Africand (Nord) Americani 29,80%
DR3 Africand (Nord) Americani 24.80%
DR4 Africand (Nord) Americani 11,10%
DRS Africand (Nord) Americani 31,10%
DR6 Africani (Nord) Americani 33,70%
DR7 Africand (Nord) Americani 19,20%
DRS Africand (Nord) Americani 12,10%
DR9 Africand (Nord) Americana 5,80%
DR1 Asiaticd (Nord) Americana 6,80%
DR2 Asiaticd (Nord) Americana 33,80%
DR3 Asiaticd (Nord) Americana 9,20%
DR4 Asiaticd (Nord) Americana 28,60%
DR3 Asiaticd (Nord) Americana 30,00%
DR6 Asiaticd (Nord) Americana 25,10%
DR7 Asiaticd (Nord) Americana 13,40%
DRS Asiaticd (Nord) Americana 12,70%
DR9 Asiaticd (Nord) Americana 18,60%
DR1 Latind (Nord) Americana 15,30%
DR2 Latind (Nord) Americana 21,20%
DR3 Latind (Nord) Americana 15,20%
DR4 Latind (Nord) Americana 36,80%
DR3 Latind (Nord) Americana 20,00%
DR6 Latind (Nord) Americani 31,10%
DR7 Latind (Nord) Americani 20,20%
DRS Latind (Nord) Americani 18,60%
DRY Latind (Nord) Americani 2,10%
A*24 Filipinezi 65%
A*24 Neneti din Rusia 61%
A*24:02 Japoneza 59%
A*24 Malacziani 58%
A*24:02 Filipineza 54%
A*24 Indiani 47%
A*24 Sud coreand 40%
A*24 Sri Lankezi 37%
A*24 Chinezi 32%
A*24:02 Indiani 29%
A*24 Vest australiani 22%
A*24 USA 22%
A*24 Samara Rusia 20%
A*24 Sud americani 20%
A*24 Europeana 18%

Gena MAGEA4 este un membru al familici de gene MAGEA. Membrii acestei familii codifica
proteine cu 50 pana la 80% identitate a secvenfei una fatd de cealalti. Promotorii si primii axoni ai
genelor MAGEA prezinta variabilitate considerabild, sugerand faptul ca existenta acestei familii de gene



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3430027 T2 2024.03.31
12

permite ca aceeasi functie sa fie exprimatd sub diferite controale transcriptionale. Genele MAGEA sunt
grupate la locatia cromozomiald Xq28. Acestea au fost implicate in unele tulburdri ereditare, cum ar fi
diskeratoza congenitald. Cel putin patru variante care codifica aceeasi proteind s-au gisit pentru aceasti
gend. [oferite de RefSeq, iulie 2008]

Localizarea MAGEA4 a fost descrisd ca citoplasmaticd (Kim si colab., 2015). Totusi, colorarea
MAGEAA4 a fost detectatd, de asemenea, in nuclee, cu distributie diferentiala intre nucleu si citoplasmai in
cancerele bine diferentiate fata de cele mai putin diferentiate (Sarcevic si colab., 2003).

MAGEAA4 se utilizeazd ca marker de celule germinale masculine. Aceasta nu este exprimatd in
gonocite, insd este exprimatd in pre-spermatogonie si celulele germinale mature (Mitchell si colab.,
2014).

MAGEAA4 este o proteini oncofetala sau antigen testicular al cancerului. Nu existd nicio dovadd
evidenta pentru un efect direct de promovare a tumorii al MAGEA4. Un studiu sugercaza faptul ca supra-
exprimarea MAGEA4 promoveaza cresterea keratinocitelor orale normale transformate spontan prin
inhibarea opririi ciclului celular si a apoptozei (Bhan si colab., 2012). Totusi, alte rapoarte sugereazi un
efect de suprimare a tumorii al MAGEA4 in vitro, intrucit supra-exprimarea a crescut apoptoza si
activitatea capsazei-3, in timp ce silenfierea MAGEA4 a avut ca rezultat sciderea activitifii capsazei-3
(Peikert si colab., 2006). Altii au raportat faptul cd un fragment C-terminal al MAGEA4 are activitate
pro-apoptotica in vitro (Sakurai si colab., 2004) si ci acesta inhiba cresterea indendentd de ancorare prin
interactia sa cu gankirina oncoproteinei (Nagao si colab., 2003).

Existd dovezi sporadice pentru o asociere cu metastaza tumorald: expresia MAGEA4 a fost
asociati cu metastaza ganglionilor limfatici in carcinomul esofagian cu celule scuamoase (Forghanifard si
colab., 2011), cu progresie la cancerul invaziv muscular in cancerul vezicii urinare (Bergeron si colab.,
2009), si cu metastaze ganglionare in cancerul vulvar (Bellati si colab., 2007).

Nu existd nicio dovadd evidentd pentru asocierca MAGEA4 cu celulele stem asemdnitoare
cancerului. Cu toate acestea, expresia MAGEA4 a fost detectatd in celulele secundare ale populatiei din
diferite linii de celule canceroase, inclusiv pldméani, colon si san (Yamada i colab., 2013), precum si in
probele de tumori de limfom Hodgkin (Shafer si colab., 2010). Mai mult, MAGEA4 a fost descris in
celule stem embrionare umane nediferentiate, precum si in derivatii lor diferenfiati, celule de
teratocarcinom (Lifantseva si colab., 2011).

Supracxpresia MAGEA4 in cancer - expresia MAGEA4 a fost descrisd intr-o multitudine de
tipuri diferite de cancer. Pentru detalii despre anumite entitdti canceroase, consultafi subsectiunile de mai
jos. Aici sunt enumerate doar citeva informatii suplimentare despre tipurile de cancer care nu sunt
acoperite de o sectiune specifica de mai jos.

In melanomul primar, expresia MAGEA4 a fost detectatd prin imunohistochimie in 10-30% din
tumori si pand la 44% in metastazele la distan{d (Barrow si colab., 2006; Luftl si colab., 2004).
Melanoamele primare ale mucoasei capului si gitului au prezentat o pozitivitate de pand la 60% pentru
colorarea MAGEA4 (Prasad si colab., 2004).

In cancerul vezicii urinare, MAGEA4 a fost observat in 38% dintre tumorile non-invazive
musculare, 48% dintre tumorile invazive musculare, 65% din carcinoamele in situ si in 73% dintre
metastazele ganglionilor limfatici (Bergeron si colab., 2009). Un alt studiu a descris expresia MAGEA4
in cancerul vezicii urinare cu frecvente oarecum mai scdzute, cu frecventele cele mai mari in scuamoase
(25/55, 46%) in comparatiec cu adeno (4/15, 27%), sarcomatoid (4/14, 29%), carcinoame cu celule mici
(5720, 25%) sau cu celule de tranzitie (281/1522, 19%) (Kocher si colab., 2002). In carcinomul urotelial,
expresia MAGEA4 a fost detectatd prin imunohistochimie in 64% si prin RT-PCR in 58% din cazuri
(Sharma si colab., 2006). MAGEA4 a fost detectat prin RT-PCR in 40 - 60% din probele de carcinom cu
celule scuamoase ale capului si gatului (Cuffel si colab., 2011; Soga si colab., 2013). Expresia MAGEA4
a fost detectatd in 57% din probele de carcinom cu celule scuamoase orale (Montoro si colab., 2012; Ries
st colab., 2005). Expresia MAGEA4 nu a fost detectatd prin imunohistochimie in niciuna dintre cele 70
de probe de tumori tiroidiene benigne si maligne analizate (Melo si colab., 2011). Expresia MAGEA4 a
fost gisitd doar in seminomul clasic, dar nu si in tumorile cu celule germinale testiculare non-
seminomatoase (Aubry si colab., 2001; Bode si colab., 2014). Expresia MAGEA4 a fost detectata in 14%
(5/35) dintre tumorile stomale gastrointestinale (Perez si colab., 2008).

In meduloblastomul copilarici, ARNm al MAGEA4 a fost detectat in 28% (7/25), dar
imunoreactivitatea a fost observatd doar in 4% (1/25) din probe (Oba-Shinjo si colab., 2008). Un alt
studiu a gasit ARNm al MAGEAA4 slab in 18% (2/11) dintre meduloblastoame (Jacobs si colab., 2008).

Un studiu a constatat cA MAGEA4 este exprimat in 60% din probele de leucemie/limfom cu
celule T pentru adulti (Nishikawa si colab., 2012). Un alt raport a descris frecvente de exprimare mult
mai scazute in 5% (2/38) din probele de limfom non-Hodgkin si 20-30% din probele de boala Hodgkin.
In limfomul Hodgkin, celulele Reed-Sternberg au fost celulele cel mai puternic colorate, in timp ce
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celulele din jur nu au fost (Chambost si colab., 2000). Expresia MAGEA4 nu a fost detectatd in 39 de
probe de mielom multiplu (Andrade si colab., 2008).

Imunoreactivitatea MAGEA4 a fost detectabild in 33% din carcinoamele cu celule scuamoase
cervicale (20/60) (Sarcevic si colab., 2003).

Prin imunohistochimie, s-a constatat cd expresia MAGEA4 este prezentd in 12% din
adenocarcinoamele endometriale, 63% din carcinoamele seroase papilare uterine si 91% din
carcinosarcoamele uterine. in cadrul populatiei tumorale, gradul de exprimare a MAGEA4 a fost cel mai
mare in carcinosarcoame (Resnick si colab., 2002).

Colorarea MAGEA4, asa cum este detectatd prin imunohistochimie, este eterogend si doar o
fractiune din tumorile pozitive exprimd MAGEA4 in mai mult de 50% din celulele tumorale (Resnick si
colab., 2002; Sarcevic si colab., 2003).

Spre deosebire de numirul mare de studii care raporteaza expresia MAGEA4 in diferite tipuri de
cancer, dovezile pentru asocierea MAGEA4 cu rezultatul si prognosticul sunt mai limitate. Cu toate
acestea, unele rapoarte constatd o corelatic a expresieci MAGEA4 cu parametrii clinici. In carcinomul cu
celule scuamoase de cap si git, expresia MAGEA4 a fost corelatd cu supravietuirea globald slaba si a fost
un indicator de prognostic independent al rezultatului slab (Cuffel si colab., 2011). In cancerul vezicii
urinare, expresia MAGEA4 a fost corelatd cu recurenfa si progresia citre cancerul invaziv muscular
(Bergeron si colab., 2009), iar colorarea puternici a MAGEA4 a fost asociati cu scdderea supravietuirii
(Kocher si colab., 2002). In tumorile stromale gastrointestinale, expresia MAGEA4 impreuni cu alti
antigeni testiculari cancerosi a fost corelati cu recurenta (Perez si colab., 2008), iar, de asemenea, in
cancerul vulvar, MAGEA4 a fost detectat mai frecvent in tumorile recurente (Bellati si colab., 2007).

Dovezile pentru asocierea expresiei MAGEA4 cu stadiile tumorale avansate sunt furnizate de
unele rapoarte care acopera diferite tipuri de cancer: in melanomul malign, expresia MAGEA4 a crescut
odata cu evolutia bolii de la 9% in tumorile primare la 44% in metastazele la distan{d (Barrow si colab.,
2006). De asemenea, in cancerul vulvar, expresia MAGEA4 a fost mai frecventd in tumorile cu metastaze
ganglionare (Bellati si colab., 2007). Mai mult, expresia MAGEA4 a fost asociati cu tumori de grad inalt
sau stadiu avansat in carcinomul endometrial (Chitale §i colab., 2005), carcinoamele cu celule scuamoase
cervicale (Sarcevic si colab., 2003) si cancerul vezicii urinare (Bergeron si colab., 2009); Kocher si
colab., 2002).

MAGEAA4 pare s fie exprimat de celulele tumorale, nu existd dovezi pentru exprimarea in celule
stromale, vasculare, imune sau alte celule asociate tumorii. Mai mult, expresia MAGEA4 a fost detectati
si in liniile celulare tumorale cultivate, cum ar fi liniile celulare de cancer gastric (Li si colab., 1997),
liniile celulare de carcinom esofagian (Tanaka si colab., 1997), liniile celulare de carcinom pancreatic
(Kubuschok si colab., 2004) si liniile celulare de carcinom cu celule scuamoase ale capului si gatului
(Hartmann si colab., 2015).

Tabelul 3: MAGEA4 ca {intd in cancerul general

Proprietiiti antigen Evaluare

Supracxpresia in [cancerul de interes] raportat in literaturd

Supracxpresia in alte cancere raportate in literaturd

Réspunsurile celulelor T la tintele derivate din proteinele sursi descrise

Expresie prin celule stem canceroase

+
+
Modelul de expresie oncofetald +
(_
(_

)
)

Roluri in progresul ciclului celular si al proliferdrii celulelor tumorale

Implicare in invazia tumorald, migrare si metastaza

Legiturd cu cdile de semnalizare asociate cancerului’

Efecte anti-apoptotice -)
Efecte pro-angiogenice/Neovascularizare

Supra-expresie legata de un prognostic slab in cancer +
Supraexpresia asociatd cu stadiile avansate de cancer +
Tinta cancer general

Localizare sub-celulari’ CY
Caracterizarea proteinei sursd in literaturd (-, +, ++, +++) +
Asocierea tipului de celule? TU

! TGF = factor de crestere transformator; PI3K = Fosfatidilinozitid 3-kinaze; p53 = antigen tumoral
celular p53; EGFR = receptorul factorului de crestere epitelial; FGF2 = factor de crestere fibroblast 2;
Wnt = Wnt/calea beta-cateninei (embriogenezd); Ras = proto-oncogend sarcom de sobolan; NF-kB =

factor nuclear Kappa B (factor de transcriptie eucariotic) 2 CY = citoplasmatic; *TU = celule tumorale
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MAGEAA4 ca {intd terapeutica - tintd de imunoterapie (vaccinuri, adjuvanti, CAR). Doudzeci de
pacienti cu cancer esofagian, stomacal sau pulmonar in stadiu avansat au primit vaccinul MAGEA4 care
confinea 300 mg proteind subcutanat o datd la 2 saptimani in sase doze. Din cei 15 pacienti care au
finalizat un ciclu de vaccinare, patru pacienti au prezentat un raspuns umoral specific MAGEA4, iar
acesti pacienti au prezentat o supravietuire globald mai lungd decat pacientii fird rdspuns cu anticorpi.
Réspunsurile celulelor CD4 si CD8T au fost observate la trei si, respectiv, sase pacienti, iar pacientii cu
inductia celulelor CD8T producatoare de IFNy MAGEA4-specific, dar nu celulele CD4T, au triit mai
mult dect cei fard inductie (Saito §i colab., 2014).

Existd un raport de caz la un pacient cu cancer de colon cu metastaze pulmonare care a fost tratat
cu peptida de fuziune MAGE-A4-H/K-HELP (constand din epitop auxiliar MAGE-A4(278-299) fuzionat
cu MAGE-A4. (143-154) epitop ucigas de citre un linker de glicind) impreuna cu OK432 si Montanide.
Tratamentul a indus rdspunsuri imune Thl si CTL specifice MAGEA4 si IgG specifice MAGEA4.
Cresterea tumorii si markerul tumoral al antigenului carcinoembrionar au fost scdzute in diagnosticul final
(Takahashi i colab., 2012).

Un studiu clinic de faza I a investigat transferul adoptiv al CTL-urilor autologe realizate prin
ingineric TCR, reactive fati de MAGEA4 (143-151) legate de HLA-A*24:02 la pacientii cu cancer
esofagian. Pacienfilor li s-au administrat limfocite transduse cu TCR o datd, fard tratament de
precondifionare, urmate de imunizdri subcutanate cu peptidi MAGEA4 dupd 2 si 4 sdptdmani. Nu a fost
observatd nicio regresie obiectivd a tumorii, posibil din cauza lipsei regimului de limfodepletie si a
administrarii de IL2 (Kageyama si colab., 2015). Studiile preclinice 1a soareci au demonstrat cd celulele T
transferate inhibd cresterea liniilor de celule tumorale care exprimd MAGEA4 inoculate la soareci si ca
vaccinarea suplimentard cu peptide a imbunatitit aceastd activitate antitumorald (Shirakura si colab.,
2012).

Tintirera MAGEA4 cu transfer adoptiv de CTL este propusd ca o optiune de tratament a
limfomului Hodgkin EBV negativ si non-Hodgkin. CTL-urile perfuzate care vizeaza peptidele derivate
din EBV au fost descrise pentru a induce remisii complete la pacientii cu limfom EBV(+). Prin urmare,
fintirea altor antigeni exprimati de limfom, inclusiv MAGEA4, este exploratd ca o posibild optiune de
tratament (Cruz si colab., 2011; Gerdemann si colab., 2011).

Mai multe studii au demonstrat generarea de celule T CD4(+) specifice MAGEA4 de la donatori
sanatosi si pacienti cu cancer dupd incubarea cu celule prezentatoare de antigen autologe pulsate cu pool-
uri de peptide suprapuse (Cesson i colab., 2011; Gerdemann si colab., 2011; Ohkuri si colab., 2009).

MAG-003, adicdi KVLEHVVRYV (SECV ID NR:1), este un epitop de limfocite T citotoxice
HLA-A*0201 restrictionate (CTL) al MAGEA4 (aminoacizi 286-294). (Jia si colab. 2010; Wu si colab.
2011). Intr-un aspect, MAG-003 provoaci CTL-uri specifice peptidei atat in vitro din PBMC-uri HLA-
Ax 0201-pozitive, cit si la soarecii transgenici LA-A* 0201/Kb. Intr-un alt aspect, CTL-urile induse
lizeaza celulele tintd intr-o manierd restrictionatd cu HLA-Ax* 0201, demonstrind cid MAG-003 este
epitop CTL restrictionat cu HLA-Ax 0201 si serveste ca {intd pentru vaccinarea terapeutici antitumorald
(Jia si colab. 2010).

In plus, rutina SYFPEITHI (Rammensee si colab., 1997; Rammensee si colab., 1999) prezice
legarea MAG-003 la A*02:01 cu un scor absolut de 25 si un scor relativ de 0,69. Inventatorii prezenti au
confirmat faptul ca 100 % din identificari sunt de la legarea MAG-003 la probele A*02-pozitive.

Tabelul 4: Prezentarea MAG-003 in tesuturile normale si cancere.

A*02 Probe Intensitate medie Scor J
Normal 0 din 245 --- --
Cancer 14 din 397 1,1e+07 0,000
HCC 1din 16 2,9e+06 0,000
MEL 0din 3 0,0e+00

PC 2 din 20 4,0e+07 0,000
pNSCLC 11 din 91 1,0e+07 0,000

Supraprezentarea sau prezentarea specificd a TAA pe celulele tumorale in comparatic cu celulele
normale este suficientd pentru utilitatea sa in imunoterapie, iar unele peptide sunt specifice tumorii in
ciuda faptului ca proteina lor sursd apare si in tesuturile normale. Cu toate acestea, profilarea expresiei
ARNm adaugi un nivel suplimentar de sigurantii in sclectia tintelor peptidice pentru imunoterapii. In
special pentru optiunile terapeutice cu riscuri mari de sigurantd, cum ar fi TCR-urile maturate cu afinitate,
peptida {intd ideald va fi derivatd dintr-o proteind care este unicd pentru tumord si nu se gaseste pe
tesuturile normale.

Specimenele de tesut indepartate chirurgical au fost furnizate, asa cum s-a indicat mai sus, dupa
ce s-a obtinut consimtidmantul informat scris de la fiecare pacient. Probele de fesut tumoral au fost
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congelate imediat dupa operatie si ulterior omogenizate cu mojar si pistil sub azot lichid. ARN-ul total a
fost preparat din aceste probe utilizind reactiv TRI (Ambion, Darmstadt, Germania) urmat de o curatare
cu RNeasy (QIAGEN, Hilden, Germania); ambele metode au fost efectuate conform protocolului
producatorului.

Analiza expresiei genice a probelor de ARN tumoral si de tesut normal a fost efectuatd prin
secventierea de generatic urmitoare (RNAseq) de citre CeGaT (Tibingen, Germania). Pe scurt,
bibliotecile de secventiere sunt preparate utilizind kitul de reactivi Illumina HiSeq v4 conform
protocolului furnizorului (Illumina Inc., San Diego, CA, SUA), care include fragmentarea ARN,
conversia cADN si addugarea adaptoarelor de secventiere. Bibliotecile derivate din mai multe esantioane
sunt amestecate echimolar si secvenfiate pe secventiatorul Illumina HiSeq 2500 conform instructiunilor
producitorului, generdnd citiri cu un singur capat de 50 bp. Citirile procesate sunt mapate la genomul
uman (GRCh38) utilizind software-ul STAR. Datele de expresie sunt furnizate la nivel de transcriere ca
RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads, generate de software-ul Cufflinks) si la nivel de
exon (total citiri, generate de software-ul Bedtools), pe baza adnotirilor din baza de date a secventei de
ansamblu (Ensembl77). Citirile exonului sunt normalizate pentru lungimea exonului si dimensiunea de
aliniere pentru a obfine valori RPKM.

Tabelele 5 pana la 7 aratd datele RNASeq (scoruri de expresie) ale expresici MAG-003 in
diferite tipuri de cancer.

Tabelul 5: Prezentarea MAG-003 in {esuturi normale si cancere

Tip tumora Scor tg Scor exon | Scor exon | Scor exon
(27242) (317034) (593984)

BRCA 1,57 1,23 1,23 1,51

CRC 1,65 1,00 1,00 1,76

HCC 12,10 11,98 11,97 6,15

oC 56,60 18,45 18,44 57,74

OSCAR 58,42 3,49 3,49 60,40

PC 12,10 10,78 10,77 4,74

pGB 0,88 0,95 0,95 0,74

pNSCLC 100,83 1,52 1,52 98,57

RCC 0,93 0,95 0,95 0,77

SCLC 56,41 28,32 28,30 152,27

Tabelul 6: Scor ARNseq 3
Tip tumori Scor tg Scor exon (27242) | Scor exon | Scor exon
(317034) (593984)

BRCA 7,48 5,11 5,11 6,01
CRC 8,35 1,05 1,05 7,90
HCC 123,03 210,33 210,30 42,22
oC 612,59 333,74 333,69 447,29
OSCAR 632,95 47,41 47,40 468,45
PC 122,95 187,07 187,05 31,15
pGB 0,31 0,18 0,18 0,25
pNSCLC 1100,05 10,26 10,25 768,23
RCC 0,78 0,18 0,18 0,43
SCLC 611,00 524,23 524,17 1190,36

Tabelul 7: Expresia tumorii

Tip tumora | tumora tg40 Tumora exon40 | Tumora exon40 | Tumora exond(
(27242) (317034) (593984)

BRCA 0,12 0,04 0,04 0,17

CRC 0,14 0,01 0,01 0,22

HCC 2,05 1,82 1,82 1,18

oC 11,19 3,16 3,16 13,72

OSCAR 10,89 0,42 0,42 13,11

PC 2,09 1,65 1,65 0,89

pGB 0,00 0,00 0,00 0,01
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pNSCLC 19,25 0,09 0,09 22,58
RCC 0,01 0,00 0,00 0,01
SCLC 10,18 4,53 4,53 33,35

Spre deosebire de numarul mare de studii care raporteazd expresia MAGEA4 in
diferite tipuri de cancer, dovezile pentru asociecrea MAGEA4 cu rezultatul si prognosticul sunt mai
limitate. Cu toate acestea, unele rapoarte constatd o corelatie a expresicit MAGEA4 cu parametrii clinici.
In carcinomul cu celule scuamoase de cap si gat, expresia MAGEA4 a fost corelati cu supravietuirea
globali slab3 si a fost un indicator de prognostic independent al rezultatului slab (Cuffel si colab., 2011).
S-a glsit o corelatie inversa intre expresia MAGE-A4 si supravietuirea pacientului in cancerele NSCLC
in stadiu avansat (Yoshida si colab., 2006; Shigematsu si colab., 2010) si cancerul ovarian (Y akirevich si
colab., 2003). In cancerul vezicii urinare, expresihn MAGEA4 a fost corelatii cu recurenta si progresia
catre cancerul invaziv muscular (Bergeron si colab., 2009), iar colorarea puternicd a MAGEA4 a fost
asociati cu sciderea supravietuirii (Kocher si colab., 2002). in tumorile stomale gastrointestinale,
expresia MAGEA4 impreund cu alti antigeni testiculari cancerosi a fost corelatd cu recurenta (Perez si
colab., 2008), iar, de asemenea, in cancerul vulvar, MAGEA4 a fost detectat mai frecvent in tumorile
recurente (Bellati si colab., 2007).

In studiul Cancer Genome Atlas (TCGA) al cancerelor ovariene seroase de grad inalt, expresia
MAGEAS sub mediana a fost asociati cu o crestere a PFS cu 11,4 luni, acesta a fost cel mai puternic
efect verificabil. Expresia ridicati a MAGE A8 a fost asociatd cu PFS mai slabd la pacientii cu tumori
CD3 ridicate, indicand potential un rol imunosupresor al MAGEAS, cum ar fi prin activarea Tregs
imunosupresoare (Eng si colab., 2015).

Grupul cu risc ridicat si grupul cu risc scazut de pacienti cu cancer de colon au fost distingi prin
opt biomarkeri (ZBTB32, OR51B4, CCL8, TMEFF2, SALL3, GPSM1, MAGEAS si SALL1) care au
furnizat referintd pentru tratamentul individual (Zhang si colab. , 2015).

In experimentele cu linia celulari de carcinoame cu celule scuamoase umane MAGE-AS si -A8
au fost raportate ca predictori negativi ai terapiei anti-EGFR utilizind panitumumab (Hartmann si colab.,
2014).

Dovezile pentru asocierea exprimarii MAGEA4 cu stadiile tumorale avansate sunt furnizate de
unele rapoarte care acopera diferite tipuri de cancer: in melanomul malign, expresia MAGEA4 a crescut
odata cu evolutia bolii de la 9% in tumorile primare la 44% in metastazele la distan{d (Barrow si colab.,
2006). De asemenea, in cancerul vulvar, expresia MAGEA4 a fost mai frecventd in tumorile cu metastaze
ganglionare (Bellati si colab., 2007). Mai mult, expresia MAGEA4 a fost asociati cu tumori de grad inalt
sau stadiu avansat in carcinomul endometrial (Chitale si colab., 2005), carcinoamul de col uterin cu celule
scuamoase (Sarcevic si colab., 2003) si cancerul vezicii urinare (Bergeron si colab., 2009); Kocher si
colab., 2002).

Asa cum este utilizat aici, termenul "secventd de nucleotide" se referd la un heteropolimer de
dezoxiribonucleotide.

Secventa de nucleotide care codificd o anumitd peptidd, oligopeptida sau polipeptidd poate fi
prezentd in mod natural sau poate fi construitd sintetic. In general, segmentele de ADN care codifici
peptidele, polipeptidele si proteinele sunt asamblate din fragmente de ADNc si linkeri scurti de
oligonucleotide sau dintr-o serie de oligonucleotide, pentru a furniza o gena sintetic care este capabild si
fie exprimata intr-o unitate transcriptionald recombinantd cuprinzind elemente de reglare derivate dintr-
un operon microbian sau viral.

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,0 nucleotid care codifica (sau codificd) o peptidd” se referd
la 0 secventd de nucleotide care codificd peptida, incluzAnd codoni artificiali (fabricati de om) de pornire
si oprire compatibili cu sistemul biologic, secventa trebuie si fie exprimat de, de exemplu, o celula
dendriticd sau un alt sistem celular util pentru producerea de TCR.

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,0 nucleotida care codificd o proteind TCR” se referd la o
secventd de nucleotide care codifica proteina TCR, incluzand codoni artificiali (produsi de om) de pornire
si oprire compatibili cu sistemul biologic, secventa este pentru a fi exprimatd, de exemplu, prin celule T
sau alt sistem celular util pentru producerea de TCR.

Asa cum se utilizeaza aici, referirea la o secventd de acid nucleic include atit acidul nucleic
monocatenar, cat si acidul nucleic dublu catenar. 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, duplexul unei astfel de secvente cu complementul sdu (ADN dublu catenar) si complementul
unei astfel de secvente.
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Termenul ,,regiune de codificare” se referd la acea portiune a unei gene care codifica fie in mod
natural, fie in mod normal produsul de expresie al acelei gene in mediul sdu genomic natural, adicd
regiunea care codifica in vivo produsul de expresie nativ al genei.

Regiunea de codificare poate fi derivatd dintr-o gend fard mutatie (,normald”), mutatd sau
alteratd, sau chiar poate fi derivatd dintr-o secventi de ADN, sau gend, sintetizatd in intregime in
laborator utilizind metode bine cunoscute specialistilor in domeniul sintezei ADN-ului.

Termenul "produs de expresie" insecamni polipeptida sau proteina care este produsul natural de
translatie al genei si orice echivalent de codificare a secventei de acid nucleic care rezulti din degenerarea
codului genetic si astfel codifica acelasi/aceeasi aminoacid/aminoacizi.

Termenul ,,fragment”, cand se referd la o secventd de codificare, inseamna o porfiune de ADN
care cuprinde mai putin decit regiunea de codificare completd, al cérei produs de expresie pastreazd in
esentd aceeasi functie sau activitate biologica ca produsul de expresie al regiunii de codificare complete.

Termenul ,,segment de ADN” se referd la un polimer ADN, sub forma unui fragment separat sau
ca o componentd a unui construct ADN mai mare, care a fost derivat din ADN-ul izolat cel pufin o datd in
forma substantial purd, adicd lipsitd de contaminare cu materiale endogene si intr-o cantitate sau
concentratie care si permitd identificarea, manipularea si recuperarea segmentului si a secventelor sale de
nucleotide componente prin metode biochimice standard, de exemplu, prin utilizarea unui vector de
clonare. Astfel de segmente sunt furnizate sub forma unui cadru de citire deschis neintrerupt de secvente
interne netranslatate, sau introni, care sunt prezenti in mod tipic in genele eucariote.

Secventele de ADN netranslatat pot fi prezente in aval de cadrul de citire deschis, unde acestea
nu interfereazi cu manipularea sau exprimarea regiunilor de codificare.

Termenul "primer" inseamnd o secventd scurtd de acid nucleic care poate fi imperecheati cu o
cateni de ADN si oferd un capdt liber 3°-OH la care o ADN polimerazd incepe sinteza unui lant
dezoxiribonucleotidic.

Termenul "promotor" inseamni o regiune a ADN-ului implicatd in legarea ARN polimerazei
pentru initierea transcriptici.

Termenul ,,izolat” inseamni ¢d materialul este indepartat din mediul sdu original (de exemplu,
mediul natural, dacd este natural). De exemplu, o polinucleotidd sau polipeptidd naturald prezenti intr-un
animal viu nu este izolatd, dar aceeasi polinucleotidd sau polipeptidd, separatd de unele sau de toate
materialele coexistente in sistemul natural, este izolatd. Intr-un aspect, astfel de polinucleotide sunt parte
dintr-un vector si/sau astfel de polinucleotide sau polipeptide sunt parte a unei compozifii si incd sunt
izolate astfel incat un astfel de vector sau compozitie nu face parte din mediul sju natural.

Polinucleotidele si polipeptidele recombinante sau imunogene, descrise aici pot fi, de asemenea,
sub formad . purificatd”. Termenul ,,purificat” nu necesitd puritate absolutd; mai degrabd, este infeles ca o
definitie relativa si poate include preparate care sunt inalt purificate sau preparate care sunt doar partial
purificate, asa cum acesti termeni sunt intelesi de cétre persoancle de specialitate in domeniu. De
exemplu, clonele individuale izolate dintr-o bibliotecd de ADNc au fost purificate in mod convenfional
pand la omogenitate clectroforetica. Purificarea materiei prime sau a materialului natural la cel putin un
ordin de mirime, sau doud sau trei ordine, sau chiar patru sau cinci ordine de marime este dezvaluitd aici.
In plus, o polipeptidi care are o puritate de preferinti 99,999%, sau cel putin 99,99% sau 99,9%; si chiar
de dorit 99% in greutate sau mai mult este cuprinsa in mod expres.

Acizii nucleici si produsele de exprimare a polipeptidelor dezviluite conform prezentei descrieri,
precum si vectorii de expresie care contin astfel de acizi nucleici si/sau astfel de polipeptide, pot fi in
~formd imbogititd”. Asa cum se utilizeazd aici, termenul ,imbogitit” inseamnd cd concentratia
materialului este de cel putin aproximativ 2, 5, 10, 100 sau 1000 de ori concentratia sa naturald (de
exemplu), in mod avantajos 0,01%, in greutate, de preferinta cel putin aproximativ 0,1% in greutate. Sunt
de asemenea avute in vedere preparate imbogétite de aproximativ 0,5%, 1%, 5%, 10% si 20% in greutate.
Secventele, constructele, vectorii, clonele si alte materiale cuprinse in prezenta descriere pot fi in mod
avantajos in forma imbogititd sau izolatd. Termenul ,,fragment activ’ inseamni un fragment, de obicei,
dintr-o secventd de peptidd, polipeptidd sau acid nucleic, care genereazi un rispuns imun (adicd, are
activitate imunogend) atunci cand este administrat, singur sau optional cu un adjuvant adecvat sau intr-un
vector, la un un animal, cum ar fi un mamifer, de exemplu, un iepure sau un soarece, si incluzand, de
asemenea, un om, un astfel de raspuns imun luind forma stimulirii unui rdspuns al celulelor T in cadrul
animalului primitor, cum ar fi un om. Alternativ, "fragmentul activ" poate fi utilizat, de asemenea, pentru
a induce un raspuns al celulelor T in vitro.

Asa cum sunt utilizafi aici, termenii ,,portiune”, ,.segment” si ,.fragment”, atunci cand sunt
utilizati in relatie cu polipeptide, se referd la o secventd continud de resturi, cum ar fi resturile de
aminoacizi, secventa care formeaza un subset al unei secvenfe mai mari. De exemplu, daca o polipeptidd
a fost supusd tratamentului cu oricare dintre endopeptidazele comune, cum ar fi tripsina sau
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chimotripsina, oligopeptidele rezultate dintr-un astfel de tratament ar reprezenta portiuni, segmente sau
fragmente ale polipeptidei initiale. Cand sunt utilizati in relatie cu polinucleotidele, acesti termeni se
referd la produsii produsi prin tratarea respectivelor polinucleotide cu oricare dintre endonucleaze.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul ,,identitate procentuald” sau ,,identic procentual”, atunci
cand se referd la o secventd, inseamnd cd o secventd este comparati cu o secventd revendicatd sau
descrisd dupa alinierea secventei care trebuie comparata (,,Secventa comparatd™) cu secventa descrisa sau
revendicatd (,,Secventa de referind”). Identitatea procentuald este apoi determinatd conform urmdtoarei
formule: identitate procentuald = 100 [1 -(C/R)]
in care, C este numarul de diferente dintre secventa de referinta si secventa comparata pe
lungimea alinierii dintre secventa de referinta si secventa comparatd, in care
(i) fiecare bazd sau aminoacid din secventa de referintd care nu are o bazd sau aminoacid aliniat
corespunzator in secventa comparata si
(i1) fiecare decalaj din secventa de referinta si
(iii) fiecare baza sau aminoacid aliniat din secvenfa de referinta care este diferit de o baza sau aminoacid
aliniat din secventa comparatd, constituie o diferentd si
(iv) alinierea trebuie sd inceapa de la pozitia 1 a secventelor aliniate;
si R este numédrul de baze sau aminoacizi din secventa de referind pe toatd lungimea alinierii cu secventa
comparatd, orice gol creat in secventa de referintd fiind, de asemenea, numarat ca bazd sau aminoacid.

Dac3 existd o aliniere intre secventa comparatd si secventa de referintd pentru care identitatea
procentuald calculatd mai sus este aproximativ egald cu sau mai mare decat o identitate procentuald
minimd specificatd, atunci secventa comparatd are identitatea procentuald minima specificatd fatd de
secventa de referintd chiar si desi pot exista aliniamente in care identitatea procentuald calculatd mai sus
aici este mai micd decat identitatea procentuald specificata.

Asa cum s-a mentionat mai sus, prezenta descriere oferd astfel o peptidd constind dintr-o
secventi de aminoacizi a SECV ID NR:1 pentru utilizare intr-o metodd de tratare a cancerului pulmonar
fard celule mici si a cancerului pulmonar cu celule mici. Peptidele inventiei au capacitatea de a sc lega la
o moleculd a complexului uman major de histocompatibilitate (MHC) clasa I sau versiuni alungite ale
peptidelor mentionate la clasa II.

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "omolog" se referd la gradul de identitate (vezi procentul de
identitate de mai sus) intre secventele a doud secvente de aminoacizi, adicd secvente de peptidd sau
polipeptida. ,,Omologia” mentionatd mai sus este determinatd prin compararea a doud secvente aliniate in
conditii optime peste secventele care trebuie comparate. O astfel de omologie de secventd poate fi
calculata prin crearea unei alinieri utilizind, de exemplu, algoritmul ClustalW. Software-ul de analiza a
secventei disponibile in mod obisnuit, mai precis, Vector NTI, GENETYX sau alte instrumente sunt
furnizate de bazele de date publice.

O persoand de specialitate in domeniu va fi capabild sa evalueze daca celulele T induse de o
varianta a unei peptide specifice vor putea reactiona incrucisat cu peptida in sine (Appay si colab., 2006;
Colombetti si colab., 2006; Fong si colab., 2001; Zaremba si colab., 1997).

Printr-o ,variantd” a secvenfei date de aminoacizi se intelege cd lanturile laterale ale, de
exemplu, unuia sau doud dintre resturile de aminoacizi sunt modificate (de exemplu, prin inlocuirea lor cu
catena laterald a altui rest de aminoacid care apare in mod natural sau alti catend laterald), astfel incat
peptida este inca capabila si se lege 1a o moleculd de HLA in mod substantial in acelasi mod ca o peptida
constind din secventa de aminoacizi datd constind din SECV ID NR:1 pani la SECV ID NR:24. De
exemplu, o peptida poate fi modificatd astfel incat sd mentind, dacd nu si se imbunititeascd, capacitatea
de a interactiona cu si de a se lega la canalul de legare al unei molecule de MHC adecvate, cum ar fi
HLA-A*02 sau -DR si in acest mod cel putin mentine, daci nu imbundtifeste, capacitatea de a se lega de
TCR-ul celulelor T activate. In mod similar, o proteini TCR poate fi modificati astfel incat si menting,
daca nu si se imbunatiteascd, capacitatea de a interactiona si de a se lega de un complex adecvat de
moleculd MHC/KVLEHVVRYV (SEQ ID NR:1), cum ar fi HLA-A*02 sau -DR, si in acest fel cel putin
mentine, dacd nu imbunatiteste, capacitatea de a activa celulele T.

Aceste celule T pot reactiona incrucisat ulterior cu celulele si pot ucide celulele care exprimi o
polipeptidd ce contine secventa naturald de aminoacizi a peptidei inrudite, cum ar fi KVLEHVVRYV
(SECV ID NR:1), asa cum este definit in aspectele din descriere. Dupa cum poate fi dedus din literatura
stiintificd si bazele de date (Rammensee si colab., 1999; Godkin si colab., 1997), anumite pozitii ale
peptidelor de legare a HLA sunt de obicei reziduuri ancord ce formeaza o secventd de baza care se
potriveste cu motivul de legare al receptorului HLA, care este definit de proprietitile polare, electrofizice,
hidrofobe si spatiale ale lanturilor polipeptidice care constituie santul de legare. Astfel, o persoand de
specialitate in domeniu ar fi capabild sd modifice secventele de aminoacizi prezentate in SECV ID NR:1
pani la SECV ID NR 24, prin mentinerea reziduurilor de ancorare cunoscute si ar fi capabild sd determine



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3430027 T2 2024.03.31
19

daca astfel de variante mentin capacitatea de a se lega la complecsii molecule de MHC din clasa I sau II
/KVLEHVVRYV (SECV ID NR:1). Variantele dezvaluite aici pastreazd capacitatea de a lega complecsii
molecule de MHC din clasa I sau II/ KVLEHVVRYV (SECV ID NR:1). Celulele T care exprima variantele
pot ucide ulterior celulele care exprimi o polipeptidd ce contine secventa naturald de aminoacizi a
peptidei inrudite, cum ar fi KVLEHVVRYV (SECV ID NR:1).

Peptidele originale (nemodificate) sau proteinele TCR, asa cum sunt descrise aici, pot fi
modificate prin substituirca unuia sau mai multor resturi la locuri diferite, posibil selective, din lantul
peptidic, daca nu se specificd altfel. De preferintd, respectivele substitutii sunt situate la capatul lantului
de aminoacizi al peptidei mentionate. Pentru proteinele TCR, de preferinta acele substitutii sunt localizate
la domenii variabile ale lantului alfa TCR si lantului beta TCR. Astfel de substitutii pot fi de naturd
conservatoare, de exemplu, cand un aminoacid este inlocuit cu un aminoacid cu structurd si caracteristici
similare, cum ar fi in cazul in care un aminoacid hidrofob este inlocuit cu un alt aminoacid hidrofob. Si
mai conservatoare ar fi inlocuirea aminoacizilor de aceeasi dimensiune sau de aceeasi naturd chimici,
cum ar fi in cazul in care leucina este inlocuiti cu izoleucini. In studiile asupra variatiilor de secventi in
familiile de proteine omoloage care apar in mod natural, anumite substitutii de aminoacizi sunt mai des
tolerate decét altele, iar acestea prezinti adesea o corelatie cu asemandri in dimensiune, sarcind, polaritate
si hidrofobicitate intre aminoacidul original si inlocuirea acestuia, si aceasta este baza pentru definirea
,,Substitutiilor conservatoare”.

Substitutiile conservatoare sunt definite aici ca schimburi in cadrul uneia dintre urméitoarele
cinci grupe: Grupa 1 - resturi mici alifatice, nepolare sau usor polare (Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); Grupa 2-
polare, resturi incarcate negativ si amidele lor (Asp, Asn, Glu, Gin); Grupa 3-polare, resturi incércate
pozitiv (His, Arg, Lys); Grupa 4 - resturi mari, alifatice, nepolare (Met, Leu, Ile, Val, Cys); si Grupa 5 -
resturi aromatice mari (Phe, Tyr, Trp).

Substitutiile mai putin conservatoare ar putea implica inlocuirea unui aminoacid cu altul care are
caracteristici similare, dar este oarecum diferit ca marime, cum ar fi inlocuirea unei alanine cu un rest de
izoleucina. Inlocuirile extrem de neconservatoare ar putea implica inlocuirea unui aminoacid acid cu unul
polar sau chiar cu unul care are caracter bazic. Astfel de substitutii ,,radicale” nu pot fi, totusi, respinse ca
potential ineficiente, intrucat efectele chimice nu sunt total previzibile si substitutiile radicale ar putea da
nastere la efecte accidentale care nu sunt altfel previzibile din principiile chimice simple.

Desigur, astfel de substitutii pot implica alte structuri decat L-aminoacizii comuni. Astfel, D-
aminoacizii ar putea fi substituiti cu L-aminoacizii gisiti in mod obisnuit in peptidele antigenice din
descriere si totusi sa fic incadrati in prezenta dezvaluire.

In plus, aminoacizii non-standard (adicd, altii decat aminoacizii proteinogeni naturali obisnuiti)
pot fi utilizati, de asemeneca, in scopuri de substitutic pentru a produce imunogeni si polipeptide
imunogene conform prezentei descrieri.

Daci se constatd ca substitufiile la mai mult de o pozitie au ca rezultat o peptidd cu activitate
antigenica substantial echivalenti sau mai mare, asa cum este definitd mai jos, atunci combinatiile acestor
substitutii vor fi testate pentru a determina daca substitutiile combinate au ca rezultat efecte aditive sau
sinergice asupra antigenicitdtii peptidei. Cel mult, nu mai mult de 4 pozitii din cadrul peptidei ar fi
substituite simultan.

O peptidd constand in principal din secventa de aminoacizi, asa cum este indicatd aici, poate
avea unul sau doi aminoacizi non-ancora (vezi mai jos referitor la motivul de ancorare) schimbati fard ca
respectiva capacitate de a se lega 1a o moleculd a complexului major de histocompatibilitate uman (MHC)
clasa-1 sau -II sd fie substantial modificatd sau afectatd negativ, in comparatie cu peptida nemodificati.
Intr-un alt caz, intr-o peptidi constand in esentd din secventa de aminoacizi, asa cum este indicatd aici,
unul sau doi aminoacizi pot fi schimbati cu partenerii lor conservatori de schimb (vezi aici mai jos) fara
ca respectiva capacitate de a se lega la o moleculd a complexului de histocompatibilitate majord umana
(MHC) clasa-I sau -II si fie modificatd substantial, sau afectati negativ, in comparatic cu peptida
nemodificati.

Resturile de aminoacizi care nu contribuie substantial la interactiunile cu TCR pot fi modificate
prin inlocuire cu alti aminoacizi a cdror incorporare nu afecteaza substantial reactivitatea celulelor T si nu
elimind legarea la MHC relevant. Astfel, in afard de conditia datd, o peptida dezviluitd aici poate fi orice
peptidd (termenul in care inventatorii includ oligopeptidd sau polipeptidd), care include secventele de
aminoacizi sau o portiune sau o varianta a acestora aga cum este data.

Tabelul 9: Variante ale peptidelor inventiei

Pozitie 1 2 3 4 5 6 7 8 9
SECV ID NR: 1-13 K \ L E H % % R %
Y L
Y L L
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Peptidele mai lungi (alungite) pot fi de asemenea adecvate. Este posibil ca epitopii MHC din
clasa I, desi de obicei epitopul real sunt resturi care nu afecteazd in mod substantial clivajul proteolitic
necesar pentru a expune epitopul real in timpul procesarii.

Peptidele descrise pot fi alungite cu pani la patru aminoacizi, adicd 1, 2, 3 sau 4 aminoacizi pot
fi addugati la fiecare capat in orice combinatie intre 8 si 11 aminoacizi, se genereaza din peptida procesati
din peptide sau proteine mai lungi care includ epitopul propriu-zis. De exemplu, resturile pot flanca intre
4:0 51 0:4. Combinatii ale alungirilor conform descrierii pot fi gasite in Tabelul 10.

Tabelul 10: Combinatii ale elongatiilor peptidelor din descriere

C-terminal N-terminal

4 0

3 Osau 1

2 Osau 1 sau 2

1 Osaulsau2sau3

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

4 0

3 Osau 1

2 Osau 1 sau 2

1 Osaulsau2sau3

0 0 sau 1 sau 2 sau 3 sau 4

Aminoacizii pentru alungire/extensie pot fi peptidele secventei originale a proteinei sau orice alt
aminoacid/aminoacizi. Alungirea poate fi utilizatd pentru a spori stabilitatea sau solubilitatea peptidelor.

Astfel, epitopii prezentei inventii sunt identici cu epitopii care apar in mod natural asociafi
tumorii sau specifici tumorii. In plus, cei dezviluiti aici diferd cu cel mult patru resturi de peptidi de
referintd, atata timp cat au activitate antigenicd substantial identica.

Alternativ, peptida este alungitd pe una sau pe ambele parti cu sau mai mult de 4 aminoacizi, sau
pand la o lungime totald de pani la 30 de aminoacizi. Acest lucru poate duce la peptide de legare a MHC
din clasa II. Legarca la MHC din clasa II poate fi testatd prin metode cunoscute in domeniu.

In consecintd, aici sunt dezvdluite peptide si variante ale epitopilor MHC din clasa I, in care
peptida sau varianta are o lungime totald intre 8 si 100, de preferin{d intre 8 si 30, si cel mai preferat intre
8 si 14, si anume 8, 9., 10, 11, 12, 13, 14 aminoacizi, in cazul peptidelor de legare de clasa II alungite
lungimea poate fi de asemenea de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 sau 22 de aminoacizi.

Desigur, peptida conform prezentei inventii va avea capacitatea de a se lega la o moleculd a
complexului major de histocompatibilitate uman (MHC) clasa I. Legarea unei peptide sau a unei variante
la un complex MHC poate fi testatd prin metode cunoscute in domeniu.

Cand celulele T specifice pentru o peptidd dezviluitd aici sunt testate impotriva peptidelor
substituite, concentratia de peptide la care peptidele substituite ating jumitate din cresterea maxim3 a lizei
in raport cu fondul nu este mai mare de aproximativ 1 mM sau nu mai mult de aproximativ 1 pM, sau nu
mai mult de aproximativ 1 nM, sau nu mai mult de aproximativ 100 pM, sau nu mai mult de aproximativ
10 pM. Intr-un alt caz, peptida substituiti este recunoscuti de celulele T de la mai mult de un individ, cel
putin doi sau chiar trei indivizi.

imbunété;irea afinititii TCR specifici tumorii si exploatarea acesteia se bazeaza pe existenfa unei
ferestre pentru afinititi TCR optime. Existenta unei astfel de ferestre se bazeaza pe observatiile conform
carora TCR specifici pentru agentii patogeni restrictionati cu HLA-A2 au valori KD care sunt in general
de aproximativ 10 ori mai mici in comparatic cu TCR specifici pentru autoantigenii asociati tumorilor cu
restrictie HLA-A2 (Aleksic si colab. 2012; Kunert §i colab. 2013). Se cunoaste acum, ca desi antigenii
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tumorali au potentialul de a fi imunogeni, intrucit tumorile apar din celulele proprii ale individului, numai
proteinele mutante sau proteinele cu procesarea translationald modificata vor fi vazute ca striine de citre
sistemul imunitar. Antigenii care sunt suprareglati sau supraexprimati (asa-numitii auto-antigeni) nu vor
induce neapdrat un raspuns imunitar functional impotriva tumorii: celulele T care exprimd TCR care sunt
foarte reactive la acesti antigeni vor fi fost selectate negativ in timus intr-un proces cunoscut sub numele
de tolerantd centrald (Xing si colab. 2012; Ruella §i colab. 2014; Sharpe si colab. 2015), ceea ce
inseamnd ci rdman doar celulele T cu TCR cu afinitate scdzutd pentru autoantigeni a inventiei. Prin
urmare, afinitatea TCR din prezenta inventic fatd de MAG-003 a fost imbunitititd prin metode bine
cunoscute in domeniu, asa cum este descris mai jos.

O "compozitiec farmaceuticd" este o compozitic adecvati pentru administrare la o fiintd umani
intr-un cadru medical. De preferinti, o compozitie farmaceutici este sterila si produsd conform ghidurilor
GMP.

Compozitiile farmaceutice cuprind peptidele sau proteinele TCR fie sub forma liberd, fie sub
forma de sare acceptabila farmaceutic (vezi, de asemenea, mai sus). Asa cum se utilizeaza aici, "o sare
acceptabild farmaceutic" se referd la un derivat al peptidelor dezviluite, in care peptida este modificatd
prin realizarea de siruri de aditie a acizilor sau bazelor ale agentului. De exemplu, sarurile de aditic a
acizilor sunt preparate din baza liberd (de obicei in care forma neutrd a medicamentului are o grupare -
NH2 neutrd) implicand reactia cu un acid adecvat. Acizii adecvati pentru prepararea sdrurilor de aditie a
acizilor includ ambii 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,
benzoic. acid, acid cinamic, acid mandelic, acid metan sulfonic, acid etan sulfonic, acid p-toluensulfonic,
acid salicilic si altii asemenea, precum si acizi anorganici, de exemplu, acid clorhidric, acid bromhidric,
acid sulfuric, acid azotic acid fosforic si altii asemenea. In schimb, prepararea sarurilor de aditie a bazelor
ale fragmentelor acide care pot fi prezente pe o peptidd sunt preparate utilizand o bazd acceptabild
farmaceutic cum ar fi hidroxid de sodiu, hidroxid de potasiu, hidroxid de amoniu, hidroxid de calciu,
trimetilamind sau altele asemenea.

Prezenta inventie se referd la o peptida naturald in care respectiva peptida consta intr-o secventa
de aminoacizi conform SECV ID NR: 1 si a fost produsd sintetic (de exemplu sintetizatd) ca o sare
acceptabild farmaceutic. Metodele de producere sinteticd a peptidelor sunt bine cunoscute in domeniu.
Sérurile peptidelor conform prezentei inventii diferd substantial de peptidele in stirile lor in vivo, intrucat
peptidele generate in vivo nu sunt sdruri. Forma de sare nenaturald a peptidelor mediazi solubilitatea
peptidelor, in special in contextul compozitiilor farmaceutice cuprinzand peptide, de exemplu vaccinurile
cu peptide asa cum se dezviluie aici. O solubilitate suficienta si cel putin substantiald a peptidelor este
necesard pentru a furniza in mod eficient peptidele subiectului care trebuie tratat. De preferintd, sdrurile
sunt sdruri acceptabile farmaceutic ale peptidelor. Aceste siruri conform inventiei includ siruri alcaline si
alcalino-pdmAntoase, cum ar fi sirurile seriei Hofmeister cuprinzand ca anioni PO, SO4>, CH;COO:,
CI, Br, NOs, ClOy, I, SCN- si drept cationi NH.*, Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Zn*", Mg¥, Ca*, Mn**, Cu**
si Ba?*. Sarurile particulare sunt selectate dintre (NH4)3PQOa, (NH4):HPO., (NH4)H2PO4, (NH4)2SOu,
NH4CH3COO, NH4Cl, NH4Br, NH4sNO3z, NH4ClO4, NHul, NH4SCN, RbsPQO4, Rb:HPO4, RbH:PO4,
Rb2S04, RbsCH3COO, RbiCl, RbsBr, RbsNO3z, RbsClO4, Rbal, RbaSCN, K3POQ4, K;HPQO4, KHyPOy,
KzSO4, KCH3COO, KC], KBI‘, KNO3, KCIO4, KI, KSCN, Na3PO4, NazHPO4, NaH2PO4, Nast4,
NaCH3COO, NaCl, NaBr, NaNO3s, NaClQ4, Nal, NaSCN, ZnCl, Cs3PQO4, Cs:HPO4, CsHoPO4, CsySOs,
CSCH3COO, CSCI, CSBI‘, CSNO3, CSCIO4, CS], CSSCN, Li3PO4, LizHPO4, LiH2P04, LizSO4, LiCH3COO,
LiCl, LiBr, LiNOs, LiClO4 Lil, LiSCN, CuxSOs4, Mgs(PO4)2, MgHPOs, Mg(H2POs):, MgiSOs,
Mg(CHg;COO)z, MgClz, MgBI‘z, Mg(NO3)2, Mg(ClO4)2, MgIz, Mg(SCN)z, MnClz, Ca3(PO4),, CazHPO4,
Ca(HyPOy),, CaS0O4, Ca(CH3COO),, CalCl,, CaBr,, Ca(NOs3),, Ca(ClOy4),, Calp, Ca(SCN),, Baz(PO4),,
BazHPO4, Ba(H2PO4)2, BaSO4, Ba(CH3COO)2, BaClz, BaBl'z, Ba(NO3)2, Ba(ClO4)2, Balz, §1 Ba(SCN)zA
Sunt preferate in mod special sdrurile NH acetat, MgCl,, KH>PO4, Na>SO4, KC1, NaCl, si CaCls, cum ar
fi, de exemplu, clorura sau acetatul (trifluoroacetat).

Intr-o varianta de realizare preferatd in mod special, compozitiile farmaceutice cuprind peptidele
sau proteincle TCR sub forma de siruri ale acidului acetic (acetati), trifluoracetatilor sau acidului
clorhidric (cloruri).

Un alt aspect al descrierii furnizeaza un acid nucleic (de exemplu, o polinucleotidd) care codifica
0 peptida si o proteind TCR si variante TCR ale descrierii. Polinucleotida poate fi, de exemplu, ADN,
ADNc, ANP, ARN sau combinatii ale acestora, fie monocatenar si/sau dublu catenar, fie forme native sau
stabilizate de polinucleotide, cum ar fi, de exemplu, polinucleotidele cu un schelet fosforotioat si acesta
poate, sau nu, sd contind introni atita timp cét codificd peptida. Desigur, numai peptidele care contin
resturi de aminoacizi care apar in mod natural unite prin legaturi peptidice care apar in mod natural sunt
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codificabile de catre o polinucleotidd. Un alt aspect al descrierii furnizeaza un vector de expresie capabil
sd exprime o polipeptidd conform descrierii.

Au fost dezvoltate o varietate de metode pentru a lega polinucleotidele, in special ADN-ul, la
vectori, de exemplu, prin intermediul terminalelor coezive complementare. De exemplu, tracturi de
homopolimer complementare pot fi addugate la segmentul de ADN pentru a fi inserat in ADN-ul vector.
Vectorul si segmentul de ADN sunt apoi uniti prin legituri de hidrogen intre cozile homopolimerice
complementare pentru a forma molecule de ADN recombinant.

Linkerii sintetici care contin unul sau mai multe situsuri de restrictic oferd o metoda alternativa
de unire a segmentului ADN la vectori. Linkerii sintetici care contin o varietate de situsuri de
endonucleazd de restrictic sunt disponibili comercial dintr-un numir de surse incluzind International
Biotechnologies Inc. New Haven, CN, SUA.

O metoda de dorit de modificare a ADN-ului care codifici polipeptida descrisd utilizeaza reactia
in lant a polimerazei, asa cum este dezviluitd de Saiki RK si colab. (Saiki si colab., 1988). Aceastd
metoda poate fi utilizatd pentru introducerea ADN-ului intr-un vector adecvat, de exemplu prin inginerie
in situsuri de restrictic adecvate, sau poate fi utilizatd pentru a modifica ADN-ul in alte moduri utile, asa
cum este cunoscut in domeniu. Dacad sunt utilizati vectori virali, sunt preferati vectorii variold sau
adenovirusul.

ADN-ul (sau, in cazul vectorilor retrovirali, ARN) poate fi apoi exprimat intr-o gazda adecvatd
pentru a produce o polipeptida care cuprinde peptida sau varianta descrierii. Astfel, ADN-ul care codifici
peptida sau varianta descrierii poate fi utilizat in conformitate cu tehnici cunoscute, modificate in mod
corespunzator avand in vedere invatiturile continute aici, pentru a construi un vector de expresie, care
este utilizat apoi pentru a transforma o celuld gazdad adecvati pentru expresie si producerea polipeptidei
descrise. Asemenca tehnici le includ pe cele dezvaluite, 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, 51 4.810.648.

ADN-ul (sau, in cazul vectorilor retrovirali, ARN) care codificd polipeptida care constituic
compusul descris poate fi asociat la o mare varietate de alte secvente ADN pentru introducere intr-o
gazda adecvatd. ADN-ul insotitor va depinde de natura gazdei, de modul de introducere a ADN-ului in
gazda si daca se doreste menfinerea sau integrarea epizomala.

In general, ADN-ul este inserat intr-un vector de expresie, cum ar fi o plasmid3, intr-o orientare
adecvati si un cadru de citire corect pentru exprimare. Dacd este necesar, ADN-ul poate fi legat de
secventele de nucleotide de control reglator transcriptional si translational, recunoscute de gazda dorita,
desi astfel de controale sunt in general disponibile in vectorul de expresie. Vectorul este apoi introdus in
gazdi prin tehnici standard. In general, nu toate gazdele vor fi transformate de vector. Prin urmare, va fi
necesar sa se selecteze celulele gazda transformate. O tehnicd de selectie implicd incorporarea in vectorul
de expresie a unei secvenfe ADN, cu orice elemente de control necesare, care codificd o trasaturd
selectabild in celula transformatd, cum ar fi rezistenta la antibiotice.

Alternativ, gena pentru o astfel de trisdturd selectabild poate fi pe alt vector, care este utilizat
pentru a co-transforma celula gazda dorita.

Celulele gazda care au fost transformate de ADN-ul recombinant din descriere sunt apoi
cultivate pentru un timp suficient si in conditii adecvate cunoscute de persoanele de specialitate in
domeniu, avand in vedere invititurile dezviluite aici pentru a permite exprimarea polipeptidei, care poate
fi apoi recuperat.

Sunt cunoscute multe sisteme de expresie, inclusiv bacterii (de exemplu, E. coli si Bacillus
subtilis), drojdii (de exemplu, Saccharomyces cerevisiae), ciuperci filamentoase (de exemplu, Aspergillus
spec.), celule T vegetale, celule animale si celule T insecte. De preferintd, sistemul poate fi de celule de
mamifere, cum ar fi celulele CHO disponibile de la ATCC Cell Biology Collection.

O plasmida tipicd de vector de celule de mamifer pentru expresia constitutivd cuprinde
promotorul CMV sau SV40 cu o coada poli A adecvati si un marker de rezistentd, cum ar fi neomicina.
Un exemplu este pSVL disponibil de la Pharmacia, Piscataway, NJ, SUA. Un exemplu de vector de
expresie de mamifer inductibil este pMSQ, disponibil de asemenea de la Pharmacia. Vectorii plasmidici
de drojdie utili sunt pRS403-406 si pRS413-416 si sunt in general disponibili de la Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA 92037, SUA. Plasmidele pRS403, pRS404, pRS405 si pRS406 sunt plasmide
integratoare de drojdie (Ylps) si incorporeazd markerii selectabili de drojdie HIS3, TRP1, LEU2 si
URA3. Plasmidele pRS413-416 sunt plasmide centromer de drojdie (Ycps). Vectorii pe bazi de promotor
CMV (de exemplu, de la Sigma-Aldrich) asigurd expresia tranzitorie sau stabild, expresia sau secrefia
citoplasmaticd si marcarea N-terminala sau C-terminald in diferite combinatii de FLAG, 3xFLAG, c-myc
sau MAT. Aceste proteine de fuziune permit detectarea, purificarea si analiza proteinei recombinante.
Fuziunile cu doud coduri ofera flexibilitate in detectare.
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Regiunea de reglare a promotorului puternic al citomegalovirusului uman (CMV) conduce la
niveluri de expresie a proteinelor constitutive de pana la 1 mg/L in celulele COS. Pentru liniile celulare
mai putin puternice, nivelurile de proteine sunt de obicei -0,1 mg/L. Prezenta originii de replicare SV40
va avea ca rezultat niveluri ridicate de replicare a ADN-ului in celulele COS permisive la replicare SV40.
Vectorii CMV, de exemplu, pot confine originea pMB1 (derivat al pBR322) pentru replicare in celulele
bacteriene, gena b-lactamazei pentru selectia rezistentei la ampicilind in bacterii, hGH poliA si originea
fl. Vectorii care contin secventa lider pre-pro-tripsind (PPT) pot directiona secretia de proteine de fuziune
FLAG in mediul de culturd pentru purificare utilizind anticorpi ANTI-FLAG, résini si plici. Alti vectori
si sisteme de expresie sunt bine cunoscuti in domeniu pentru utilizare cu o varictate de celule gazda.

Aici sunt dezviluite doud sau mai multe peptide sau variante de peptide ale descrierii care sunt
codificate si astfel exprimate intr-o ordine succesiva (similar cu constructele ,,mirgele pe un sir’”).
Procedand astfel, peptidele sau variantele de peptide pot fi legate sau fuzionate impreund prin intinderi de
aminoacizi linker, cum ar fi de exemplu LLLLLL, sau pot fi legate fard nicio peptidi(e) suplimentari(c)
intre ele. Aceste constructe pot fi, de asemenea, utilizate pentru terapia cancerului si pot induce raspunsuri
imune care implica atat MHC I, cat si MHC I1.

Este, de asemenea, dezviluitd aici o celuld gazdd transformati cu un construct de vector
polinucleotidic din prezenta descriere. Celula gazdd poate fi fie procariotd, fie cucariotd. Celulele
bacteriene preferate pot fi celule gazdd procariote in anumite circumstante si, in mod obisnuit, sunt o
tulpind de E. coli, cum ar fi, de exemplu, tulpinile de E. coli DHS disponibile de la Bethesda Research
Laboratories Inc., Bethesda, MD, SUA si RR1 disponibile de la Colectia de culturi de tip american
(ATCC) din Rockville, MD, SUA (Nr. ATCC 31343). Celulele gazda eucariote preferate includ celule de
drojdie, insecte si mamifere, de preferintd celule de vertebrate, cum ar fi cele de la soarece, sobolan,
maimutd sau linii celulare fibroblastice si de colon umane. Celulele gazda de drojdie 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 celule de ovar de hamster chinezesc (CHO)
disponibile de la ATCC ca CCL61, celule NIH elvetiene de embrioni de soarece NIH/3T3 disponibile de
la ATCC ca CRL 1658, celule COS-1 derivate din rinichi de maimutd dispenibile de la ATCC ca CRL
1650 si 293 celule care sunt celule renale embrionare umane. Celulele de insecte preferate sunt celulele
Sf9 care pot fi transfectate cu vectori de expresic baculovirus. O prezentare generald privind alegerea
celulelor gazdd adecvate pentru exprimare poate fi gasitd, de exemplu, in manualul Paulinei Balbas si
Argelia Lorence ,Methods in Molecular Biology Recombinant Gene Expression, Reviews and
Protocols™, Partea inti, editia a doua, ISBN 978- 1-58829-262-9 si alta literaturd cunoscuti persoanei de
specialitate.

Transformarea gazdelor celulare adecvate cu un construct ADN conform prezentei descrieri este
realizati prin metode binecunoscute care depind, de obicei, de tipul de vector utilizat. In ceea ce priveste
transformarea celulelor gazda procariote, a se vedea, de exemplu, Cohen si colab. (Cohen si colab., 1972)
si (Green si Sambrook, 2012). Transformarea celulelor de drojdie este descrisd de Sherman si colab.
(Sherman si colab., 1986). De asemenea, este utild metoda lui Beggs (Beggs, 1978). In ceea ce priveste
celulele de vertebrate, reactivi utili in transfectarea unor astfel de celule, de exemplu fosfat de calciu si
formuldri DEAE-dextran sau lipozomi, sunt disponibili de la Stratagene Cloning Systems, sau Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, SUA. Electroporarca este de asemenca utild pentru
transformarea si/sau transfectarea celulelor si este bine cunoscuti in domeniu pentru transformarca
celulelor T de drojdie, celulelor bacteriene, celulelor T de insecte si celulelor de vertebrate.

Celulele transformate cu succes, adicd celulele care contin un construct ADN conform prezentei
descrieri, pot fi identificate prin tehnici binecunoscute, cum ar fi PCR. Alternativ, prezenfa proteinei in
supernatant poate fi detectatd utilizand anticorpi.

Se va aprecia ¢ anumite celule gazdd din descriere sunt utile in prepararca peptidelor descrise,
de exemplu, celulele bacteriene, de drojdie si de insecte T. Cu toate acestea, 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 descrise astfel incat acestea si poatd fi
incarcate in molecule de MHC adecvate. Astfel, descrierea curentd furnizeaza o celuld gazdi care
cuprinde un acid nucleic sau un vector de expresie conform descrierii.

In unele cazuri, celula gazdi este o celuli prezentatoare de antigen, in special o celuld dendritici
sau celuld prezentatoare de antigen. APC incarcafi cu o proteind de fuziune recombinantd care contine
fosfatazi acidd prostatici (PAP) au fost aprobate de U.S. Food and Drug Administration (FDA) pe 29
aprilie 2010, pentru a trata HRPC metastatic asimptomatica sau minim simptomatica (Sipuleucel-T) (Rini
si colab. , 2006; Small si colab., 2006).
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Aici este dezviluita, de asemenea, o metodd de producere a unei peptide sau a unei variante a
acesteia, metoda cuprinzind cultivarea unei celule gazdi si izolarea peptidei din celula gazda sau din
mediul siu de cultura.

Intr-o alti varianti de realizare, proteinele TCR, acidul nucleic sau vectorul de expresie conform
descrierii se utilizeaza in medicind. De exemplu, peptida poate fi preparati pentru injectare intravenoasi
(i.v.), injectare subcutanatd (s.c.), injectare intradermica (i.d.), injectare intraperitoneald (i.p.), injectare
intramusculard (i.m.). Exemple de metode de injectare cu peptide includ s.c., id, ip., im i iv.
Exemplele de metode de injectare a ADN-ului includ i.d., i.m., s.c., i.p. si i.v. Pot fi administrate doze, de
exemplu, intre 50 mg si 1,5 mg, de preferintd 125 mg pana la 500 mg, de peptidd sau ADN si vor depinde
de peptida sau ADN-ul respectiv. Dozele din acest interval au fost utilizate cu succes in studiile anterioare
(Walter si colab., 2012).

Polinucleotida utilizatd pentru vaccinarea activa poate fi substantial purd sau poate fi continuta
intr-un vector sau sistem de livrare adecvat. Acidul nucleic poate fi ADN, cADN, ANP, ARN sau o
combinatic a acestora. Metodele pentru proiectarea si introducerea unui astfel de acid nucleic sunt bine
cunoscute in domeniu. O prezentare generald este oferitd, de exemplu, de Teufel si colab. (Teufel si
colab., 2005). Vaccinurile polinucleotidice sunt usor de preparat, dar modul de actiune al acestor vectori
in inducerea unui raspuns imun nu este pe deplin infeles. Vectorii adecvati si sistemele de livrare includ
ADN viral si/sau ARN, cum ar fi sisteme bazate pe adenovirus, virus vaccinia, retrovirusuri, virus herpes,
virus adeno-asociat sau hibrizi care contin elemente ale mai mult de un virus. Sistemele de livrare
nevirale includ lipide cationice si polimeri cationici si sunt bine cunoscute in domeniul eliberdrii ADN-
ului. Livrarea fizicd, cum ar fi prin intermediul unui ,,pistol-genctic” poate fi, de asemenca, utilizata.
Peptida sau peptidele codificate de acidul nucleic pot fi o proteind de fuziune, de exemplu, cu un epitop
care stimuleaza celulele T pentru respectivul CDR opus, dupd cum s-a notat mai sus.

Medicamentul din descriere poate include, de asemenea, unul sau mai multi adjuvanti.
Adjuvantii sunt substante care sporesc sau potenteaza nespecific rispunsul imun (de exemplu, raspunsuri
imune mediate de celulele T pozitive pentru CD8 si celulele T helper (TH) la un antigen si, prin urmare,
ar fi considerate utile in medicamentul prezentei descrieri. Adjuvantii adecveati includ, insd nu se
limiteaza la, 1018 ISS, siruri de aluminiu, AMPLIVAX®, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909, CyaA,
dSLIM, flagelina sau liganzi TLR5 derivati din flagelind, ligand FLT3, GM-CSF IC30, IC31, Imiquimod
(ALDARA®), resiquimod, ImuFact IMP321, interleukine cum ar fi IL-2, IL-13, IL-21, Interferon-alfa
sau -beta sau derivati pegilati ai acestora, IS Patch, ISS, ISCOMATRIX, ISCOM, JuvIimmune®,
LipoVac, MALP2, MF59, monofosforil lipidd A, Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206, Montanide
ISA 50V, Montanide ISA-51, emulsii apa-in-ulei si ulei-in-apd, OK-432, OM-174, OM-197-MP-EC,
ONTAK, OspA, sistem vectorial PepTel®, microparticule pe baza de poli(lactid co-glicolid) [PLG] si
dextran, talactoferini SRL172, virozomi si alte particule aseminitoare virusului, YF-17D, VEGF
capcand, R848, beta-glucan, Pam3Cys, stimulul QS21 de la Aquila, care este derivat din saponini,
extracte micobacteriene si imitatii sintetice ale peretelui celular bacterian si alti adjuvanti brevetati, cam
ar fi Ribi's Detox, Quil sau Superfos. Sunt preferati adjuvantii precum Freund sau GM-CSF. Mai multi
adjuvanti imunologici (de exemplu, MF59) specifici pentru celulele dendritice si prepararea acestora au
fost descrisi anterior (Allison si Krummel, 1995). De asemenea, pot fi utilizate citokine. Mai multe
citokine au fost direct legate de influentarea migrarii celulelor dendritice citre tesuturile limfoide (de
exemplu, TNF-), accelerand maturarca celulelor dendritice in celule eficiente prezentatoare de antigen
pentru limfocitele T (de exemplu, GM-CSF, IL-1 si IL-). 4) (brevetul SUA NR: 5.849.589) si care
actioneaza ca imunoadjuvanti (de exemplu, IL-12, IL-15, 1L-23, IL-7, IFN-alfa. IFN-beta) (Gabrilovich si
colab., 1996).

S-a raportat, de asemenca, ci oligonucleotidele imunostimulatoare CpG sporesc efectele
adjuvantilor intr-un cadru de vaccin. Fard a fi legate de teorie, oligonucleotidele CpG actioneaza prin
activarea sistemului imunitar inniscut (neadaptativ) prin receptorii Toll-like (TLR), in principal TLRO.
Activarea TLRY declansatd de CpG imbunititeste rispunsurile umorale si celulare specifice antigenului
la o mare varietate de antigeni, inclusiv antigeni peptidici sau proteici, virusi vii sau omorafi, vaccinuri
cu celule dendritice, vaccinuri celulare autologe si conjugati polizaharidici atét in vaccinurile profilactice,
cat si in cele terapeutice. Mai important, imbunititeste maturarea si diferentierea celulelor dendritice,
rezultind o activare imbunatititd a celulelor TH1 si generarea puternicd de limfocite T citotoxice (CTL),
chiar si in absenta ajutorului celulelor T CD4. Deficienta TH1 indusd de stimularea TLR9 este mentinutad
chiar si in prezenta adjuvantilor de vaccin, cum ar fi alaunul sau adjuvantul Freund incomplet (IFA), care
promoveazad in mod normal o partinire TH2. Oligonucleotidele CpG prezintd o activitate adjuvantd si mai
mare atunci cind sunt formulate sau co-administrate cu alti adjuvanti sau in formuliri cum ar fi
microparticule, nanoparticule, emulsii lipidice sau formulari similare, care sunt in special necesare pentru
inducerea unui rispuns puternic atunci cind antigenul este relativ slab. Ele accelereazd, de asemenea,
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raspunsul imun si permit reducerea dozelor de antigen cu aproximativ doud ordine de mdirime, cu
raspunsuri de anticorpi comparabile 1a vaccinul cu dozi completd fard CpG in uncle experimente (Krieg,
2006). US 6.406.705 B1 descric utilizarea combinatd a oligonucleotidelor CpG, a adjuvantilor non-
nucleici ai acidului §i a unui antigen pentru a induce un rispuns imun specific antigenului. Un antagonist
CpG TLRO este dSLIM (imunomodulator dublu Stem Loop) de la Mologen (Berlin, Germania) care este
o componentd preferatd a compozitiei farmaceutice din prezenta descricre. Alte molecule de legare la
TLR, cum ar fi TLR 7, TLR 8 si/sau TLR 9 care leagd ARN, pot fi de asemenea utilizate.

Alte exemple de adjuvanti utili includ, dar nu se limiteaza la acestea, CpG modificate chimic (de
exemplu, CpR, Idera), analogi dsARN cum ar fi Poly(I:C) si derivafi ai acestora (de exemplu,
AmpliGen®, Hiltonol®, poli-ICLC) , poli(IC-R), poli(I:C12U), ADN sau ARN bacterian non-CpG,
precum si molecule mici imunoactive si anticorpi precum ciclofosfamida, sunitinib, Bevacizumab®,
celebrex, NCX-4016, sildenafil, tadalafil, vardenafil , sorafenib, temozolomidi, temsirolimus, XL-999,
CP-547632, pazopanib, VEGF Trap, ZD2171, AZD2171, anti-CTLA4, alti anticorpi care tintesc
structurile cheie ale sistemului imunitar (de exemplu, anti-CD40, anti-TGFbeta, receptor anti-TNFalfa) si
SC58175, care pot actiona terapeutic si/sau ca adjuvant. Cantitdtile si concentratiile de adjuvanti si aditivi
utili in contextul prezentei descrieri pot fi determinate cu usurintd de citre o persoana de specialitate in
domeniu, fard experimentare necorespunzitoare.

Adjuvanfii preferati sunt anti-CD40, imiquimod, resiquimod, GM-CSF, ciclofosfamida,
sunitinib, bevacizumab, interferon-alfa, oligonucleotide si derivati CpG, poli-(I:C) si derivati, ARN,
sildenafil si formuldri sub formi de particule cu PLG sau virozomi.

Intr-o varianti de realizare preferati a compozitiei farmaceutice conform descrierii, adjuvantul
este sclectat din grupul constind din factori de stimulare a coloniilor, cum ar fi factorul de stimulare a
coloniilor de macrofage granulocite (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamidd, imiquimod, resiquimod si
interferon-alfa.

Intr-o varianti de realizare preferati a compozitiei farmaceutice conform descrierii, adjuvantul
este selectat din grupul constind din factori de stimulare a coloniilor, cum ar fi factorul de stimulare a
coloniilor de macrofage granulocite (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod i resiquimod.
Intr-o varianti de realizare preferati a compozitiei farmaceutice conform descrierii, adjuvantul este
ciclofosfamidd, imiquimod sau resiquimod. Adjuvantii chiar 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.

Accastd comporzitic este utilizatd pentru administrare parenterald, cum ar fi administrarca
subcutanatd, intradermici, intranmmusculard sau orald. Pentru aceasta, peptidele si optional alte molecule
sunt dizolvate sau suspendate intr-un purtitor apos acceptabil farmaceutic. In plus, compozitia poate
contine excipienti, cum ar fi tampoane, agenti de legare, agenti de sablare, diluanti, arome, lubrifianti, etc.
Peptidele pot fi, de asemenea, administrate impreund cu substante de stimulare a imunitdtii, cum ar fi
citokinele. O listd extinsd de excipienti care pot fi utilizati intr-o astfel de compozitic poate fi, de
exemplu, luatd din A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients (Kibbe, 2000). Compozitia poate fi
utilizatd pentru prevenirea, profilaxia si/sau terapia bolilor adenomatoase sau canceroase. Exemple de
formulari pot fi gasite, de exemplu, in EP2112253.

Este important de realizat cd rdspunsul imun declansat de vaccin conform descrierii ataca
cancerul in diferite stadii celulare si diferite stadii de dezvoltare. In plus, sunt atacate diferite cii de
semnalizare asociate cancerului. Acesta este un avantaj fatd de vaccinurile care se adreseaza doar uneia
sau cateva tinte, ceea ce poate determina adaptarea cu usuringi a tumorii la atac (sciparea tumorii). In
plus, nu toate tumorile individuale exprimi acelasi model de antigeni. Prin urmare, o combinatie de mai
multe peptide asociate tumorii asigurd ca fiecare tumora poartd cel putin unele dintre tinte. Compozitia
este conceputd in asa fel inct se asteaptd ca fiecare tumoare sa exprime mai mulfi dintre antigeni si sd
acopere mai multe cdi independente necesare cresterii si intretinerii tumorii. Astfel, vaccinul poate fi
utilizat cu usurint ,.de la raft” pentru o populatie mai mare de pacienti. Aceasta inseamni ca o preselectic
a pacientilor care urmeaza sa fie tratati cu vaccin poate fi limitatd la tiparea HLA, nu necesitd evaludri
suplimentare ale biomarkerilor. pentru exprimarea antigenului, dar se asigurd totusi cd mai multe tinte
sunt atacate simultan de raspunsul imun indus, ceea ce este important pentru eficacitate (Banchereau si
colab., 2001; Walter si colab., 2012).

Asa cum se utilizeaza aici, termenul "scheld" se referd la o moleculd care se leagd in mod
specific la un determinant (de exemplu, antigenic). Intr-o varianti de realizare, o scheli este capabili si
directioneze entitatea la care este atasat (de exemplu, un (al doilea) fragment de legare a antigenului) citre
un situs {intd, de exemplu cdtre un tip specific de celuld tumorald sau stromi tumorald care poartd
determinantul antigenic ( de exemplu, complexul unei peptide cu MHC, conform aplicatiei in cauza). Intr-
o altd variantd de realizare, o scheld este capabild sd activeze semnalizarea prin antigenul siu finta, de
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exemplu un antigen complex al receptorului de celule T. Schelele includ, dar nu sunt limitate la anticorpi
si fragmente ale acestora, domenii de legare la antigen ale unui anticorp, cuprinzand o regiune variabild a
lantului greu al anticorpului si o regiune variabild a lantului usor al anticorpului, proteine de legare
cuprinzand cel putin un motiv repetat anchirinei si molecule de legare la un antigen cu un singur domeniu
(SDAB), aptameri, TCR (solubile) si celule (modificate), cum ar fi celulele T alogene sau autologe.
Pentru a evalua daca o molecul este o scheld care se leaga de o {intd, pot fi efectuate teste de legare.

Legarea ,,specificd” inseamnd cd schela leagd complexul peptidic-MHC de interes mai bine
decét alti complecsi peptidici-MHC existenti in mod natural, intr-o masurd in care o scheld inarmati cu o
moleculd activa care este capabild si omoare un purtitor de celule. tinta specificd nu este capabild sd
omoare o altd celuld fard tinta specificd, dar prezentind alti complecsi peptidici-MHC. Legarea la alti
complecsi peptidici-MHC este irelevantd dacd peptida peptidei reactive incrucisate-MHC nu este
naturald, adicd nu este derivatd din HLA-peptidomul uman. Testele pentru a evalua distrugerea celulelor
{intd sunt bine cunoscute in domeniu. Acestea trebuie efectuate utilizand celule tintd (celule primare sau
linii celulare) cu prezentare peptidd-MHC nealterati sau celule incarcate cu peptide astfel incat si se
atingd nivelurile peptidei-MHC care apar in mod natural.

Fiecare scheld poate cuprinde o ctichetare care prevede cd schela legatd poate fi detectatd prin
determinarea prezentei sau absentei unui semnal furnizat de etichetd. De exemplu, schela poate fi marcata
cu un colorant fluorescent sau orice altd moleculd de marker celular aplicabild. Astfel de molecule marker
sunt bine cunoscute in domeniu. De exemplu, o marcare cu fluorescentd, de exemplu furnizatid de un
colorant fluorescent, poate oferi o vizualizare a aptamerului legat prin microscopie cu scanare cu
fluorescentd sau laser sau citometrie in flux.

Fiecare scheld poate fi conjugatd cu o a doua moleculd activa, cum ar fi, de exemplu, IL-21, anti-
CD3 si anti-CD28.

Pentru informatii suplimentare despre schele polipeptidice, vezi, de exemplu, sectiunca de bazi
din WO 2014/071978A1 si referintele citate aici.

Aici sunt dezvaluiti si aptameri. Aptamerii (vezi, de exemplu, WO 2014/191359 si literatura
citatd aici) sunt molecule scurte de acid nucleic monocatenar, care se pot plia in structuri tridimensionale
definite si recunosc structuri tintd specifice. Ei au pérut a fi alternative potrivite pentru dezvoltarea de
terapii fintite. S-a demonstrat cad aptamerii se leagi selectiv la o varietate de finte complexe cu afinitate si
specificitate ridicate.

Aptamerii care recunosc moleculele localizate pe suprafata celulei au fost identificafi in ultimul
deceniu si oferd mijloace pentru dezvoltarea aborddrilor diagnostice si terapeutice. Intrucat s-a demonstrat
cd aptamerii nu posedd aproape nicio toxicitate si imunogenitate, acestia sunt candidati promititori pentru
aplicatii biomedicale. Intr-adevir, aptamerii, de exemplu aptamerii care recunosc antigenul de membrani
specifici de prostatd, au fost utilizati cu succes pentru terapii tintite si s-au dovedit a fi functionali in
modelele de xenogrefd in vivo. Mal mult, au fost identificafi aptameri care recunosc linii celulare
tumorale specifice.

Aptamerii ADN pot fi sclectati pentru a dezvilui proprietifi de recunoastere cu spectru larg
pentru diferite celule canceroase, si in special cele derivate din tumori solide, in timp ce celulele
netumorigenice si primare sdndtoase nu sunt recunoscute. Dacd aptamerii identificati recunosc nu numai
un subtip de tumord specific, ci mai degrabd interactioneaza cu o seric de tumori, acest lucru face
aptamerii aplicabili ca asa-numite diagnostice si terapii cu spectru larg.

Mai mult, investigarea comportamentului de legare a celulelor cu citometrie in flux a aratat ca
aptamerii au evidentiat afinitdti aparente foarte bune care se afld in intervalul nanomolar.

Aptamerii sunt utili in scopuri diagnostice si terapeutice. Intr-un aspect, cel putin unul sau mai
multi aptameri sunt absorbiti de celulele tumorale si astfel pot functiona ca vehicule moleculare pentru
livrarea tintitd a agentilor anti-cancer, cum ar fi siARN in celulele tumorale.

Aptamerii pot fi selectati impotriva tintelor complexe, cum ar fi celulele si tesuturile si
complecsii peptidelor in conformitate cu descrierea la indemind cu molecula MHC, utilizind tehnica
Cell-SELEX (Evolutia sistematic a liganzilor prin imbogétire exponentiald).

Peptidele din prezenta descriere pot fi utilizate pentru a genera si dezvolta anticorpi specifici
impotriva complecsilor MHC/peptida. Acestea pot fi utilizate pentru terapie, directiondnd toxinele sau
substantele radioactive citre tesutul bolnav. O alti 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 $i a localizdrii precise a tesuturilor bolnave.

Prin urmare, aici este dezviluitd, de asemenca, o metodd de producere a unui anticorp
recombinant care se leagd in mod specific la un complex uman major de histocompatibilitate (MHC) din
clasa I sau II care este complexat cu un antigen restrictionat HLA, metoda cuprinzand: imunizarea unui
non-combinat modificat genetic. mamifer uman cuprinzind celule care exprimi respectivul complex
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uman major de histocompatibilitate (MHC) din clasa I sau II, cu o formi solubild a unei molecule de
MHC din clasa I sau II complexatd cu respectivul antigen HLA restrictionat; izolarea moleculelor de
ARNm din celulele producitoare de anticorpi ale mamiferului non-uman mentionat; producerea unei
biblioteci de prezentare a fagilor care prezintd molecule de proteine codificate de moleculele de ARNm
mentionate; si izolarea a cel putin unui fag din respectiva biblioteca de prezentare a fagilor, respectivul
cel putin un fag prezentand respectivul anticorp care se leagd in mod specific la numitul complex uman
major de histocompatibilitate (MHC) din clasa I sau II fiind complexat cu respectivul antigen restrictionat
la HLA.

Un alt aspect al inventici este acela de a furniza un anticorp care se¢ leagd in mod specific la un
complex uman major de histocompatibilitate (MHC) din clasa I care este complexat cu un antigen
restrictionat cu HLA, din SECV ID NR:1, in care anticorpul este de preferintd un anticorp policlonal, un
anticorp monoclonal, un anticorp bispecific si/sau un anticorp himeric.

Metodele respective pentru producerea unor astfel de anticorpi si a complexelor majore de
histocompatibilitate din clasa I cu catend unicd, precum si alte instrumente pentru producerea acestor
anticorpi sunt descrise in WO 03/068201, WO 2004/084798, WO 01/72768, WO 03/ 070752, si in
publicatii (Cohen si colab., 2003a; Cohen si colab., 2003b; Denkberg si colab., 2003).

De preferintd, anticorpul se leaga cu o afinitate de legare sub 20 nanomolar, de preferintd sub 10
nanomolar, la complex, care este de asemenea considerat ,,specific” in contextul prezentei descrieri.

Prezenta inventic se referd la o proteind TCR sau la o variantd sau fragment functional al
acesteia care se leagd in mod specific la MAG-003.

Prezenta descriere se referd suplimentar la proteina TCR conform descrierii, in care proteina
TCR este modificata (chimic) si/sau include legaturi non-peptidice.

Prezenta descriere se referd in plus la un acid nucleic, care codifica proteinele TCR conform
descrierii, cu conditia ca proteina TCR sd nu fie proteina umani completd (completd).

Prezenta descriere se referd in plus la acidul nucleic conform descrierii, adicd ADN, cADN,
ANP, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descriere se referd in plus la un vector de expresie capabil sd exprime un acid nucleic
conform prezentei descrieri.

Prezenta inventic se¢ mai referd la o proteind TCR conform prezentei inventii, un acid nucleic
conform prezentei descrieri sau un vector de expresic conform prezentei descrieri pentru utilizare in
tratamentul cancerului pulmonar fard celule mici.

Aici este dezvaluitd o celuld gazdd care cuprinde un acid nucleic conform descrierii sau un
vector de expresie conform descrierii.

Mai mult, aici este dezviluita celula gazda conform prezentei descrieri, care este o celuld T i, de
preferint, o celuld T CD8-pozitiva sau o celuld T CD4-pozitiva.

Prezenta descriere se referd in plus la o metodd de producere a unei proteine TCR conform
prezentei descrieri, metoda mentionatd cuprinzind incubarea PBMC-urilor de la donatori sdnitosi HLA-
A*02 negativi cu monomeri A2/MAG-003, incubarea PBMC-urilor cu tetramer-ficoeritrind (PE) si
izolarea celulelor T cu aviditate ridicatd prin sortarea celulelor activate prin fluorescentd (FACS)-analiza
Calibur.

Dezvidluitd aici este, de asemenca, o metodd de producere a unei proteine TCR, metoda
mentionatd cuprinzind incubarea PBMC-urilor de la donatori sdndtosi HLA-A*02 negativi cu monomeri
A2/p286-1Y2L, incubarea PBMC-urilor cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea. celulele T cu aviditate
ridicatd prin sortarea celulelor activate prin fluorescentd (FACS)- analiza Calibur.

Dezvidluitd aici este, de asemenca, o metodd de producere a unei proteine TCR, metoda
mentionatd cuprinzind incubarea PBMC-urilor de la donatori sdndtosi HLA-A*02 negativi cu monomeri
A2/p286-1Y2LIL, incubarea PBMC-urilor cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea celulelor T cu
aviditate ridicatd prin sortarea celulelor activate prin fluorescentd (FACS) - analiza Calibur.

Prezenta descriere se referd in plus la o metodd de producere a unei proteine TCR conform
prezentei descrieri, metoda mentionatd cuprinzind obfinerea unui soarece transgenic cu intregul loci al
genei TCRof umand (1,1 si 0,7 Mb), ale cdrui celule T exprimi o varietate variatd. repertoriu TCR uman
care compenseazd deficienta TCR de soarece, imunizarea soarecelui cu MAG-003, incubarea PBMC
obtinute de la soarecii transgenici cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea celulelor T cu aviditate ridicat
prin sortarea celulelor activate prin fluorescentd (FACS) - analiza Calibur.

Aici este dezviluitd, de asemenca, o metodd de producere a unei proteine TCR, metoda
mentionatd cuprinzand obtinerea unui soarece transgenic cu intregul loci al genei TCRof3 umana (1,1 si
0,7 Mb), ale cdrui celule T exprimd un repertoriu TCR uman divers care compenseazd pentru soarece.
Deficientd de TCR, imunizarea soarecelui cu p286-1Y2L, incubarea PBMC-urilor ob{inute de la soarecii
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transgenici cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea celulelor T cu aviditate ridicatd prin analiza de sortare
a celulelor activate prin fluorescentd (FACS)-Calibur.

Aici este dezviluitd, de asemenca, o metodd de producere a unei proteine TCR, metoda
mentionatd cuprinzand obtinerea unui soarece transgenic cu intregul loci al genei TCRof3 umana (1,1 si
0,7 Mb), ale cdrui celule T exprimi un repertoriu TCR uman divers care compenseaza pentru soarece.
Deficientd de TCR, imunizarea goarecelui cu p286-1Y2L9L, incubarea PBMC-urilor obfinute de la
soarecii transgenici cu tetramer-ficoeritrind (PE) si izolarea celulelor T cu aviditate ridicatd prin analiza
de sortare a celulelor activate prin fluorescentd (FACS)-Calibur.

Aici este dezviluitd, de asemenea, o metoda de distrugere a celulelor tintd la un pacient, care
celulele tintd exprimi in mod aberant MAG-003, metoda cuprinzind administrarea la pacient a unui
numdr eficient de celule T.

Aici este dezvaluitd, de asemenea, utilizarea oricarei proteine TCR descrise, un acid nucleic
conform prezentei descrieri, un vector de expresie conform prezentei descrieri, o celuld conform prezentei
descrieri sau un limfocit T citotoxic activat conform prezentei descrieri ca medicament sau la fabricarea
unui medicament. Este dezvaluitd, de asemenca, o utilizare conform prezentei descrieri, in care
medicamentul este activ impotriva cancerului. Prezenta inventie se referd la o peptidd, un TCR, un
anticorp sau o compozitie farmaceuticd conform prezentei inventii, pentru utilizare in tratamentul NSCLC
sau SCLC.

Dezviluitd aici este, de asemeneca, o utilizare conform descrierii, in care celulele canceroase
mentionate sunt celule tumorale solide sau hematologice, cum ar fi cancerul cu celule renale, cancerul
cerebral, cancerul gastric, cancerul colorectal, cancerul hepatocelular, cancerul pancreatic, cancerul de
prostatd, leucemia, cancerul de san, carcinomul cu celule Merkel, melanomul, cancerul ovarian, cancerul
de vezica urinard, cancerul uterin, cancerul de vezicd biliara si de canal biliar si cancerul esofagian.

Prezenta descriere se referd in plus la proteine marker particulari si biomarkeri bazati pe
peptidele conform prezentei descrieri, denumite aici ,.tinte” care pot fi utilizate in diagnosticul si/sau
prognosticul cancerului pulmonar fara celule mici. Prezenta descriere se referd, de asemenea, la utilizarea
acestor noi tinte pentru tratamentul cancerului.

Termenul ,anticorp” sau ,.anticorpi” este utilizat aici intr-un sens larg si include atat anticorpi
policlonali, cit si anticorpi monoclonali. in plus fati de moleculele de imunoglobulini intacte sau
complete”, in termenul ,,anticorpi” sunt incluse si fragmente (de exemplu, fragmente CDR, Fv, Fab si
Fc) sau polimeri ai acelor molecule de imunoglobulind si versiuni umanizate ale moleculelor de
imunoglobulind, atata timp cit acestea prezintd oricare dintre proprietifile dorite (de exemplu, legarea
specificd a unei (poli)peptide marker de cancer pulmonar fara celule mici, livrarea unei toxine la o celula
de cancer pulmonar fard celule mici care exprimd o gend marker de cancer la un nivel crescut si/ sau
inhibarea activitatii unei polipeptide marker de cancer pulmonar fira celule mici) conform descrierii.

Ori de cate ori este posibil, anticorpii descrisi pot fi achizitionati din surse comerciale. Anticorpii
descrisi pot fi, de asemenea, generati utilizand metode binecunoscute. Specialistul in domeniu va intelege
ca fie polipeptide marker de cancer pulmonar fird celule mici de lungime completd, fic fragmente ale
acestora pot fi utilizate pentru a genera anticorpii descrisi. O polipeptidd care urmeaza sa fie utilizata
pentru generarea unui anticorp conform descrierii poate fi partial sau complet purificatd dintr-o sursa
naturald sau poate fi produsa utilizind tehnici ADN recombinant.

O persoand de specialitate in domeniu va realiza cid 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 intentionati (de exemplu, ELISA, imunohistochimie,
in imagistica in vive, terapia cu imunotoxine). Anticorpii sunt testati pentru activitatea doritd prin metode
cunoscute, in conformitate cu scopul pentru care urmeaza sa fie utilizati anticorpii (de exemplu, ELISA,
imunohistochimie, imunoterapie etc.; pentru indrumdri suplimentare privind generarea si testarea
anticorpilor, vezi, de exemplu, Greenfield, 2014 (Greenfield, 2014)). De exemplu, anticorpii pot fi testati
in teste ELISA sau Western blot, colorare imunohistochimica a cancerelor fixate cu formol sau sectiuni
de tesut congelate. Dupd caracterizarea lor initiald in vitro, anticorpii destinati utilizirii terapeutice sau
diagnostice in vivo sunt testati conform metodelor de testare clinica cunoscute.

Termenul "anticorp monoclonal" asa cum se utilizeaza aici se referd la un anticorp obtinut dintr-
o populatie substantial omogend de anticorpi, adicd; anticorpii individuali care cuprind populatia sunt
identici cu exceptia posibilelor mutatii care apar in mod natural care pot fi prezente in cantitdfi minore.
Anticorpii monoclonali de aici includ in mod specific anticorpi ,,himerici” in care o porfiune a lantului
greu si/sau usor este identicd sau omoloaga cu secvenfele corespunzitoare in anticorpi derivati de la o
anumitd specie sau apartinind unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in timp ce restul al lantului
(lanturilor) este identicd sau omoloagd cu secventele corespunzitoare in anticorpi derivati de la o altd
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specie sau apartinand unei alte clase sau subclase de anticorpi, precum si fragmente ale unor astfel de
anticorpi, atata timp cat ei prezinta activitatea antagonistd doritd (US 4.816.567).

Anticorpii monoclonali conform descrierii pot fi preparati utilizind metode de hibridom. Intr-o
metoda de hibridom, un soarece sau alt animal gazda adecvat este in mod obisnuit imunizat cu un agent
de imunizare pentru a produce limfocite care produc sau sunt capabile sd producd anticorpi care se vor
lega in mod specific la agentul de imunizare. Alternativ, limfocitele pot fi imunizate in vitro.

Anticorpii monoclonali pot fi obtinuti de asemenca prin metode ADN recombinant, cum ar fi
cele descrise in US 4.816.567, ADN-ul care codifica anticorpii monoclonali din descriere poate fi izolat si
secventiat cu usurintd utilizAnd proceduri conventionale (de exemplu, prin utilizarea sondelor
oligonucleotidice care sunt capabile sa se lege in mod specific la genele care codificd lanturile grele si
usoare ale anticorpilor murini).

Metodele in vitro sunt de asemenca adecvate pentru prepararea anticorpilor monovalenti.
Digestia anticorpilor pentru a produce fragmente ale acestora, in special fragmente Fab, poate fi realizata
utilizand tehnici de rutind cunoscute in domeniu. De exemplu, digestia poate fi efectuatd utilizind
papaind. Exemple de digestiec cu papaind sunt descrise in WO 94/29348 si US 4.342.566. Digestia cu
papaind a anticorpilor produce in mod obisnuit doud fragmente identice de legare la antigen, numite
fragmente Fab, fiecare cu un singur situs de legare a antigenului si un fragment Fc rezidual. Tratamentul
cu pepsind da un fragment F(ab’)2 si un fragment pFc’.

Fragmentele de anticorp, indiferent dacd sunt atasate la alte secvente sau nu, pot include, de
asemenea, inserfii, deletii, substitufii sau alte modificiri selectate ale anumitor regiuni sau resturi
specifice de aminoacizi, cu conditia ca activitatea fragmentului sd nu fie modificati sau afectati
semnificativ in comparatie. la anticorpul nemodificat sau fragmentul de anticorp. Aceste modificari pot
asigura unele proprietafi suplimentare, cum ar fi indepartarea/addugarea de aminoacizi capabili de legaturi
disulfurice, cresterea bio-longevititii, modificarea caracteristicilor secretoare etc. in orice caz, fragmentul
de anticorp trebuic sd posede o proprictate bioactivd, cum ar fi activitatea de legare, reglarea legarii la
domeniul 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 evidente pentru o persoand de specialitate in domeniu si pot include
mutageneza site-specifici a acidului nucleic care codifica fragmentul de anticorp.

Anticorpii descrisi in descriere pot include in continuare anticorpi umanizafi sau anticorpi umani.
Formele umanizate de anticorpi non-umani (de exemplu, murin) sunt imunoglobulinele himerice, lanturile
de imunoglobuline sau fragmentele acestora (cum ar fi Fv, Fab, Fab' sau alte subsecventii de anticorpi
care leagd antigenul) care contin secventa minima derivatd din imunoglobulina non-umana. Anticorpii
umanizati includ imunoglobuline umane (anticorp receptor) in care resturile dintr-o regiune de
determinare complementard (CDR) a primitorului sunt inlocuite cu restri dintr-un CDR al unei specii non-
umane (anticorp donator) cum ar fi soarece, sobolan sau iepure avind specificitatea, afinitatea si
capacitatea dorite. In unele cazuri, resturile Fv framework (FR) ale imunoglobulinei omului sunt inlocuite
cu resturile non-umane corespunzitoare. Anticorpii umanizati pot, de asemenea, restri de cuprindi care
nu se gasesc nici in anticorpul primitor, nici in CDR sau secventele cadru importate. In general, anticorpul
umanizat va cuprinde in mod substantial toate cele putin unul, si in mod tipic doud, domenii variabile, in
care toate sau substantial toate regiunile CDR corespund cu cele ale unei imunoglobuline non-umane si
toate sau substantial toate regiunile FR sunt cele ale unei secventa consensului imunoglobulinei umane.
Anticorpul umanizat in mod optim va cuprinda cel putin o portiune dintr-o regiune constanti a
imunoglobulinei (Fc), de obicei cea a unei imunoglobuline umane.

Metodele pentru umanizarea anticorpilor non-umani sunt bine cunoscute in domeniu. In general,
un anticorp umanizat are unul sau mai multe resturi de aminoacizi introduse in ¢l dintr-o sursi care este
non-umani. Aceste resturi de aminoacizi non-umane sunt adesea denumite resturi de ,,import”, care sunt
in mod obisnuit luate dintr-un domeniu variabil ,,import”. Umanizarea poate fi realizati in esentd prin
substituirea secventelor corespunzitoare ale unui anticorp uman cu CDR-uri sau secvente CDR de
rozitoare. in consecinti, astfel de anticorpi ,,umanizati” sunt anticorpi himeri (US 4.816.567), in care
substantial mai putin decat un domeniu variabil uman intact a fost substituit cu secventa corespunzitoare
dintr-o specie non-umani. In practici, anticorpii umanizati sunt in mod tipic anticorpi umani in care unele
resturi CDR si posibil unele resturi FR sunt substituite cu resturi din situsuri analoge in anticorpii de
rozatoare.

Asa cum este dezviluit aici, pot fi utilizate animale transgenice (de exemplu, soareci) care sunt
capabile, dupd imunizare, sd producd un repertoriu complet de anticorpi umani in absenta productiei
endogene de imunoglobuline. De exemplu, s-a descris cd deletia homozigotd a genei regiunii de unire a
lantului greu al anticorpului la soarecii himeri si mutanti de linie germinald are ca rezultat inhibarea
completd a productiei de anticorpi endogeni. Transferul matricei de gene a imunoglobulinei germinale



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3430027 T2 2024.03.31
30

umane la astfel de soareci mutanti de linie germinativa va avea ca rezultat producerea de anticorpi umani
la provocarea antigenului. Anticorpii umani pot fi, de asemenea, produsi in biblioteci de afisare a fagilor.

Anticorpii conform inventici sunt de preferinti administrati unui subiect intr-un purtitor
acceptabil farmaceutic. De obicei, o cantitate adecvatd dintr-o sare acceptabild farmaceutic este utilizatd
in formulare pentru a face formularea izotonicd. Exemplele de purtitor acceptabil din punct de vedere
farmaceutic includ solutia salind, solutia Ringer si solutia de dextrozi. pH-ul solutiei este de preferintd de
la aproximativ 5 pana la aproximativ 8, si mai preferabil de la aproximativ 7 pani la aproximativ 7,5. Alti
purtdtori includ preparate cu eliberare sustinuti, cum ar fi matrici semipermeabile de polimeri solizi
hidrofobi care contin anticorpul, care sunt matrice sub forma de articole modelate, de exemplu, filme,
lipozomi sau microparticule. Va fi evident pentru persoancle de specialitate in domeniu cid anumiti
purtitori pot fi mai preferati in functie, de exemplu, de calea de administrare si concentratia anticorpului
care este administrat.

Anticorpii pot fi administrati subiectului, pacientului sau celulei prin injectic (de exemplu,
intravenoasd, intraperitoneald, subcutanatd, intramusculard) sau prin alte metode, cum ar fi perfuzia, care
asigurd livrarea acestuia in fluxul sanguin intr-o forma eficientd. Anticorpii pot fi, de asemenea,
administrati pe cdi intratumorale sau peritumorale, pentru a exercita efecte terapeutice locale si sistemice.
Se preferd injectia locald sau intravenoasa.

Dozele si programele eficiente de administrare a anticorpilor pot fi determinate empiric, iar
efectuarea unor astfel de determindri se afla in competenta in domeniu. Persoanele de specialitate in
domeniu vor intelege cd doza de anticorpi care trebuie administrati va varia in functie, de exemplu, de
subiectul care va primi anticorpul, calea de administrare, tipul particular de anticorp utilizat si alte
medicamente care sunt administrate. O doza zilnicd tipicd de anticorp utilizat singur poate varia de la
aproximativ 1 (ug/kg pand la 100 mg/kg greutate corporald sau mai mult pe zi, in functie de factorii
mentionafi mai sus. Dupd administrarea unui anticorp, de preferintd pentru tratarea cancerului pulmonar
fard celule mici, eficacitatea anticorpului terapeutic poate fi evaluatad in diferite moduri bine cunoscute
practicianului de specialitate. De exemplu, dimensiunea, numarul si/sau distributia cancerului la un
subiect care primeste tratament pot fi monitorizate utilizAnd o tumoare standard. tehnici de imagistica. Un
anticorp administrat terapeutic care opreste cresterea tumorii, conduce la micsorarea tumorii si/sau
previne dezvoltarea de noi tumori, in comparatie cu evolutia bolii care ar apdrea in absenta administrarii
de anticorpi, este un anticorp eficient pentru tratamentul cancerului.

Mai mult, aici este dezvaluitd o metodd pentru producerea unui receptor solubil pentru celule T
(sTCR) care recunoaste un complex specific peptidid-MHC. 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 tinteste
regiunile care determini complementaritatea. in scopul selectiei receptorului celulelor T, poate fi utilizata
afisarea fagilor (US 2010/0113300, (Liddy si colab., 2012)). In scopul stabilizirii receptorilor celulelor T
in timpul expunerii fagilor si in cazul utilizarii practice ca medicament, lanful alfa si beta poate fi legat, de
exemplu, prin legituri disulfurice nenative, alte legdturi covalente (receptor pentru celule T cu un singur
lant) sau prin domenii de dimerizare (Boulter si colab., 2003; Card si colab., 2004; Willcox si colab.,
1999). Receptorul celulelor T poate fi legat de toxine, medicamente, citokine (vezi, de exemplu, US
2013/0115191) si domenii care recruteaza celule efectoare, cum ar fi un domeniu anti-CD3 etc., pentru a
executa anumite functii pe tintd. celule. Intr-un alt aspect, este exprimat in celulele T utilizate pentru
transferul adoptiv. Vezi, de exemplu, WO 2004/033685A1, WO 2004/074322A1 si 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 unui patolog al unui cancer pe baza unei probe
biopsie.

Anticorpii sau TCR-urile pot fi, de asemenca, utilizati pentru teste de diagnostic in vivo. In
general, anticorpul este marcat cu o radionucleotidd (cum ar fi 1111In, 99Tc¢, 14C, 1311, 3H, 32P sau 35S5)
astfel incat tumora si poata fi localizata utilizind imunoscintiografie. Anticorpii sau fragmentele acestora
se pot lega la domeniile extracelulare a doud sau mai multe tinte ale unei proteine selectate din grupul
constand din proteinele mentionate mai sus, iar valoarea afinititii (Kd) este mai mici de 1310 mM.

Anticorpii pentru uz diagnostic pot fi marcati cu sonde adecvate pentru detectarea prin diferite
metode de imagisticd. Metodele de detectare a sondelor includ, dar nu sunt limitate la, microscopie
fluorescentd, luminoasd, confocald si electronicd; imagistica prin rezonantd magnetica si spectroscopie;
fluoroscopie, tomografie computerizatd si tomografie 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 bi-
sau multifunctionale si pot fi detectabile prin mai mult de una dintre metodele enumerate. Acesti anticorpi
pot fi marcati direct sau indirect cu respectivele sonde. Atasarea sondelor la anticorpi include atasarea
covalentd a sondei, incorporarea sondei in anticorp si atasarea covalentd a unui compus de chelare pentru
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legarea sondei, printre altele bine recunoscute in domeniu. Pentru imunohistochimie, proba de tesut de
boala poate fi proaspatd sau congelatd sau poate fi incorporati in parafind si fixatd cu un conservant cum
ar fi formol. Sectiunca fixatd sau incorporatd contine proba sunt puse in contact cu un anticorp primar
marcat si cu un anticorp secundar, in care anticorpul este utilizat pentru a detecta expresia proteinelor in
SItu.

Prezenta inventie va fi descrisd in continuare in urméitoarele exemple, totusi, fard a sc limita la
acestea.

Figura 1 prezintd expresia exonului MAG-003 in MAGEA4 (tumor versus sdnitos, date
RNASeq). Expresia exonului MAGE-003 in MAGEA4 pe tesuturi sdnitoase a fost comparata cu cea pe
diferite tumori solide (bare rosii). Subtipurile de tesut sdndtos sunt grupate ca tesuturi cu risc ridicat (bare
verde inchis), mediu (bare verde deschis) si tesuturi cu risc scizut (bare gri). Fiecare bard reprezintd o
singurd proba. Expresie ridicata pe tesuturile normale a fost gasitd doar in placenti si testicul (risc scizut).
(RPKM = citiri pe kilobaza per milion de citiri mapate).

Figura 2 prezintd expresia exonului MAG-003 pe MAGEAS (tumora versus tesut sdndtos, date
RNASeq). Expresia exonului MAGEAS pe tesuturile sdndtoase a fost comparata cu cea pe diferite tumori
solide (bare rosii). Subtipurile de tesut sdnitos sunt grupate ca fesuturi cu risc ridicat (bare verde inchis),
mediu (bare verde deschis) si fesuturi cu risc scizut (bare gri). Fiecare bard reprezintd o singurd proba.
Expresia ridicatd pe tesuturile normale a fost gisitd doar in placentd (risc scdzut). (RPKM = citiri pe
kilobaz3 per milion de citiri mapate).

Figurile 3-5 aratd eliberarea de IFNy din celulele T CD8+ electroporate cu ARN de lant alfa si
beta de TCR-uri specifice MAG-003 dupd co-incubare cu celule tintd incdrcate cu peptidd MAG-003
(SEQ ID NR:1) sau diverse MAG-003 variante de substitutic cu alanind la pozitiile 1-9 din SECV ID
NR:1 asa cum este dezvaluit aici.

Figura 6 prezintd expresia MAGEA4 conform exemplului 7, ARNm MAGEAA4 este detectabil in
specimenele de cancer prezentate. Nivelul de expresiec acoperd o gami de expresie considerabild in
cancerul de cap si git si specimenele de cancer pulmonar non-mic (HNSCCO062T1, HNSCC064T1 si
NSCLC004T1) pana la o expresie destul de scazuti in specimenele de cancer pulmonar non-mic si cancer
ovarian (NSCLCO006T1 si OC036T1).

Exemple

Setdrile alo-reactive pot fi utilizate pentru a evita auto-toleranta si pentru a produce celule T cu o
aviditate mai mare in comparatie cu celulele T derivate din setdri autologe, adicd pacienti. Exemple de
astfel de setdri includ generarea in vitro de celule T reactive allo-HLA, specifice peptidei (Sadovnikova si
colab. 1998; Savage si colab. 2004; Wilde si colab. 2012) si imunizarea soarecilor transgenici pentru
MHC uman sau TCR uman (Stanislawski si colab. 2001; Li si colab. 2010).

Exemplul 1
Generarea in vitro de celule T reactive alo-HLA, specifice peptidei (Savage si colab. 2004)

PBMC-uri de la donatori sinitosi HLA-A*02 negativi au fost utilizate dupd obfinerea
consimfAmantului informat. Monomerii HLA-A2 de clasa I biotinilafi recombinanti si tetramerii
fluorescenti A2 care contin MAG-003 au fost obtinufi de la MBLI (Woburn, MA). PBMC-urile au fost
incubate cu anti-CD20SA diluat in solutie salind tamponati cu fosfat (PBS) timp de 1 ord la temperatura
camerei, spdlate si incubate cu monomeri A2/MAG-003 biotinilati timp de 30 de minute la temperatura
camerei, spilate si placate la 3x106 celule/ bine in plici cu 24 de godeuri in RPMI cu 10% ser AB uman.
Interleukina 7 (IL-7; R&D Systems, Minneapolis, MN) a fost addugatd in ziua 1 la 10 ng/mL si IL-2
(Chiron, Hareficld, Marea Britanic) a fost addugati la 10 U/mL in ziua 4. Peste o 5 Celulele din perioada
sdaptdmanald au fost restimulate saptdmanal cu PBMC proaspete, amestecate cu celule de riaspuns intr-un
raport de 1:1 si placate la 3x105/godeu in plici cu 24 de godeuri.

Pentru a obtine celule T cu aviditate ridicatd, se incubeazi aproximativ 10° PBMC-uri cu HLA-
A2/MAG-003 tetramer-ficoeritrind (PE) (obtinutd de la MBLI) timp de 30 de minute la 37°C, urmata de
izotiocianat anti-CD8-fluoresceind. (FITC)/alloficocianind (APC) timp de 20 de minute la 4°C, urmata de
sortarea celulelor activate prin fluorescentd (FACS)-analiza Calibur. Sortarea s-a facut cu un FACS-
Vantage (Becton Dickinson, Cowley, Oxford, Regatul Unit). Celulele tetramer pozitive sortate au fost
extinse in plici cu 24 de godeuri utilizind, per godeu, 2x103 celule sortate, 2x10° PBMC-uri A2-negative
iradiate ca alimentatoare, 2x10* perle CD3/CD28/mL (Dynal, Oslo Norvegia) si IL-2 (1000) U/ml).
Celulele T cu aviditate ridicata, astfel obtinute, au fost apoi utilizate pentru a identifica si izola TCR-uri
pentru determinarea secventelor de aminoacizi/ADN si donarea in vectori de expresie utilizind metode
bine cunoscute in domeniu.

Exemplul 2
Imunizarea soarecilor transgenici pentru MHC uman sau TCR uman
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MAG-003 a fost utilizat pentru a imuniza soarecii transgenici cu intregul loci al genei TCRof
umana (1,1 si 0,7 Mb), ale cdror celule T exprima un repertoriu divers de TCR uman care compenseaza
deficit de TCR la soarece. (Li §i colab. 2010). Pentru a obtine celule T cu aviditate ridicatd, se incubeaza
PBMC-urile obtinute de la soarecii transgenici cu tetramer-ficoeritrind (PE), urmatd de sortarea celulelor
asa cum este descris mai sus. Celulele T cu aviditate ridicatd, astfel obtinute, au fost apoi utilizate pentru a
identifica si izola TCR-uri pentru determinarea secventelor de aminoacizi/ADN si donarea in vectori de
expresie utilizand metode bine cunoscute in domeniu.

Intr-un aspect, MAG-003 si variantele sale, adicd p286-1Y2L (avand 2 substitutii de aminoacizi,
SECV ID NR:2) si p286-1Y2L9L (avand 3 substitutii de aminoacizi, SECV ID NR:3) prezintd afinitate
puternica de legare si stabilitate fatd de molecula HLAA* 0201. In particular, p286-1Y2L9L a aritat
capacitatea de a induce CTL-uri specifice care, intr-un aspect, lizeazi celulele canceroase tinta atat de la
PBMC ale donatorilor sinitosi, cat si de la soarecii transgenici HLA-A2.1/Kb. Vezi, de exemplu, (Wu si
colab. 2011).

Pentru a obtine TCR cu aviditate mare pentru complexele MHC 1 sau II/p286-1Y2L sau p286-
1Y2L9L, aceste peptide pot fi utilizate in metodele descrise in exemplele 1 si 2. Celulele T cu aviditate
ridicatd, astfel obfinute, au fost apoi utilizat pentru a identifica si izola TCR-uri pentru determinarea
secventelor de aminoacizi/ADN si donarea in vectori de expresie utilizind metode bine cunoscute in
domeniu.

Variantele TCR cu aviditate ridicata pot fi, de asemenea, selectate dintr-o bibliotecd de mutanti
CDR prin prezentarea de drojdie, fagi sau celule T (holler si colab. 2003; Li si colab. 2005; Chervin si
colab. 2008). Variantele TCR candidate, astfel, oferd indrumiri pentru proiectarea mutatiilor CDR -urilor
TCR pentru a obtine variante de TCR cu aviditate ridicatd (Robbins §i colab. 2008; Zoete si colab. 2007).
Exemplul 3: Clonarea TCR

Metodele de donare a TCR sunt cunoscute in domeniu, de exemplu, asa cum este descris in US
8.519.100. Oligonucleotida A1 specificd secventei regiunii variabile a lantului alfa care codifica situsul de
restrictic Ndel, o metionind introdusd pentru inifierea eficientd a exprimdrii in bacterii si oligonucleotida
A2 specifici a secventei regiunii constante a lantului alfa care codifica locul de restrictie Sall se utilizeaza
pentru a amplifica lantul alfa. regiune variabili. In cazul lanului beta, o oligonucleotidd specifici
secventei de regiune variabild a lantului beta care codifica situsul de restrictie, de ex. Ndel, o metionini
introdusd pentru inifierea eficientd a expresiei in bacterii si o oligonucleotidd B2 specificd secventei de
regiune constantd a lantului beta care codifica situsul de restrictie, de exemplu Agel sunt utilizate pentru a
amplifica regiunea variabild a lantului beta.

Regiunile variabile alfa si beta au fost donate in plasmide de expresie pe bazd de pGMT?7 care
contin fie Ca, fie Cp prin metode standard descrise in (Molecular Cloning a Laboratory Manual Third
edition a Sambrook si Russell). Plasmidele au fost secventiate utilizand un analizor de DNA Applied
Biosystems 373031.

Secventele de ADN care codifica lantul alfa TCR tiiat cu Ndel si Sall au fost legate in vectorul
pGMT7+Co, care a fost tiiat cu Ndel si Xhol. Secventele de ADN care codifica lantul beta TCR tdiate cu
Ndel si Agel au fost legate intr-un vector pGMT7+Cp separat, care a fost de asemenea tdiat cu Ndel si
Agel. Plasmidele ligate sunt transformate in celule XL1-albastre ale tulpinii de Escherichia coli
competente si plasate pe placi LB/agar care confin 100 pg/ml ampicilind. Dupd incubarea peste noapte la
37°C, coloniile individuale sunt culese si crescute in 10 ml LB continand 100 pg/ml ampicilind peste
noapte la 37°C cu agitare. Plasmidele clonate sunt purificate utilizand un kit Miniprep (Qiagen), iar
insertul este secventiat utilizand un secventietor ADN automat (Lark Technologies).

Exemplul 4: Modificare geneticd celuld T autoloagd

Celulele T pot fi proiectate pentru a exprima TCR cu aviditate ridicatd (asa-numitele terapii
TCR) sau receptori de antigen himeric (CAR) derivati de fuziunea proteinelor care au specificitate
antigenului imbunitititd fati de complexul MHC I/MAG-003 sau complexul MHC 1I/MAG-003. Intr-un
aspect, aceastd abordare depidseste unele dintre limitdrile asociate tolerantei centrale si periferice si
genereazd celule T care vor fi mai eficiente la tintirea tumorilor fird a necesita activarea de novo a
celulelor T la pacient.

Pentru a obtine celule T care exprimd TCR conform prezentei descrieri, acizii nucleici care
codificd lanturile TCRalfa si/sau TCR-beta specifice tumorii identificate si izolate, asa cum este descris in
exemplele 1-3, au fost clonati in vectori de expresie, cum ar fi retrovirusul gamma sau lentivirusul.
Virusurile recombinante au fost generafi si apoi testati pentru functionalitate, cum ar fi specificitatea
antigenului si aviditatea functionald. O parte alicotd din produsul final este apoi utilizatd pentru a
transduce populatia de celule T tintd (in general purificatd din PBMC ale pacientului), care este extinsd
inainte de perfuzia in pacient.
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Lanturile TCR introduse intr-o celuld T periferica pot concura cu lanturile TCR endogene pentru
asocierea cu complexul CD3, care este necesar pentru exprimarea la suprafata TCR. Intrucit un nivel
ridicat de expresie a suprafetei TCR este esential pentru a conferi o sensibilitate adecvatd pentru
declansarea de citre celulele care exprimd antigenul tumoral {intd (Cooper i colab., 2000; Labrecque si
colab., 2001), strategiile care imbunititesc nivelurile de expresie a genei TCR-alfa si TCR-beta fiind o
consideratie importanta in terapia genicd TCR.

Pentru a creste expresia TCR din prezenta descriere, promotori puternici, cum ar fi repetdrile
terminale lungi retrovirale (LTR), citomegalovirusul (CMV), virusul celulelor stem murine (MSCV) U3,
fosfoglicerat kinaza (PGK), B-actina., ubiquitind si un promotor compozit al virusului simian 40
(SV40)/CD43 (Cooper si colab., 2004; Jones si colab., 2009), factorul de alungire (EF)-la (Tsuji si
colab., 2005) si focarul splinei Promotorul virusului formator (SFFV) (Joseph si colab., 2008), poate fi
utilizat in prezenta descriere.

Pe langd promotorii puternici, multe casete de expresic TCR contin elemente suplimentare care
pot imbunitati expresia transgenelor, inclusiv un tract central polipurinic (cPPT), care promoveazi
translocarea nucleard a constructelor lentivirale (Follenzi §i colab., 2000) si element reglator
posttranscriptional al virusului hepatitei marmotei (WPRE), care creste nivelul de exprimare a transgenei
prin cresterea stabilitdtii ARN (Zufferey si colab., 1999).

Obtinerea exprimdrii la nivel inalt de suprafatd a TCR necesitd ca atat lanturile TCR-alfa, cat si
TCR-beta ale TCR introdus s fie transcrise la niveluri inalte. Pentru a face acest lucru, lanturile TCR -alfa
si TCR-beta din prezenta descriere pot fi donate in constructe bi-cistronice intr-un singur vector, care s-a
dovedit a fi capabil sd depdseascd acest obstacol. Utilizarea unui loc de intrare intraribozomal viral
(IRES) intre lanturile TCR-alfa si TCR-beta are ca rezultat expresia coordonata a ambelor lanturi, intrucat
lanturile TCR-alfa si TCR-beta sunt generate dintr-o singurd transcriere care este rupti in doud proteine in
timpul translatiei, asigurindu-se ca se produce un raport molar egal al lanturilor TCR-alfa si TCRbeta.
(Schmitt si colab. 2009).

O altd modificare care s-a dovedit a fi benefica pentru cresterea expresiei transgenei TCR este
optimizarea codonilor. Redundanta in codul genetic permite ca unii aminoacizi sd fie codificafi de mai
a ARNt-urilor potrivite, precum si a altor factori (Gustafsson si colab., 2004). Modificarea secventelor
genelor TCR-alfa si TCR-beta astfel incat fiecare aminoacid si fie codificat de codonul optim pentru
expresia genei de mamifere, precum si eliminarea motivelor de instabilitate a ARNm sau a situsurilor de
imbinare cripticd, s-a dovedit cd imbundtiteste semnificativ TCR-alfa si TCR. -expresia genei beta
(Scholten si colab., 2006).

Mai mult, imperecherea gresitd intre lanturile TCR introduse si cele endogene poate duce la
dobandirea de specificititi care prezintd un risc semnificativ pentru autoimunitate. De exemplu, formarea
de dimeri TCR micsti 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 introdus (Kuball §i colab., 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, scdzind in acelasi timp
capacitatea lanturilor introduse de a se asocia cu TCR-ul endogen. Aceste strategii pot include inlocuirea
domeniilor C-terminale TCR-alfa si TCR-beta umane cu omologii lor murini (domeniul C-terminal
murinizat); generarea unei a doua legituri disulfurice intercatenare in domeniul C-terminal prin
introducerea unui al doilea rest de cisteind in ambele lanturi TCR-alfa si TCR-beta ale TCR introdus
(modificare cisteind); schimbarea restrilor care interactioneazd in domeniile C-terminale ale lantului
TCR-alfa si TCR-beta ("knob-in-hole"); iar fuzionarea domeniilor variabile ale lanfurilor TCR-alfa si
TCR-beta direct la CD3( (fuziune CD3). (Schmitt si colab. 2009).

Prezenta descriere furnizeaza proteine TCR care sunt utile in tratarea cancerelor/tumorilor, de
preferintd cancer pulmonar fara celule mici care prezinti in exces sau exclusiv MAG-003.

Exemplul 5: Modificarea geneticd a celulelor T alogenice

Celulele T gamma delta (y9), care sunt efectori de limfocite T neconventionali implicafi in prima
linie de apdrare impotriva agentilor patogeni, pot interactiona cu si eradica celulele tumorale intr-o
manierd independentd de MHC prin activarea receptorilor, printre altii, lanturile TCR-gamma si TCR-
delta. Aceste celule T 6 prezintd un fenotip preactivat care permite productia rapida de citokine (IFN-y,
TNF-a) si un rdspuns citotoxic puternic la activare. Aceste celule T au activitate antitumorald impotriva
multor tipuri de cancer si sugereazd ca imunoterapia mediatd de celule T v este fezabild si poate induce
raspunsuri tumorale obiective. (Braza si colab. 2013).

Progresele recente utilizand antigeni imobilizate, anticorpi monoclonali agonisti (mAb), celule
prezentatoare de antigen artificiale derivate din tumori (aAPC) sau combinatii de mAb activatori si aAPC
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au avut succes in extinderea celulelor T gamma delta cu repertorii TCR oligoclonale sau policlonale. De
exemplu, complexul major de histocompatibilitate imobilizat A legat de lanful Clasa I a fost un stimul
pentru celulele T y6 care exprimi izotipurile TCR®S1, iar anticorpii de activare legati de placi au extins
celulele Vo1 si Vo2 ex vivo. Au fost produse din punct de vedere clinic cantitdti suficiente de TCRS1,
TCR&2 si TCR61™¢TCR52™# in urma co-cultivarii pe aAPC, iar aceste subseturi au prezentat diferente in
fenotipul memoriei §i reactivitatea la tumori in vitro si in vivo. (Deniger §i colab. 2014).

In plus, celulele T v5 sunt susceptibile de modificare geneticd, dupd cum este evidentiat prin
introducerea lanturilor TCR-alfa si TCR-beta. (Hiasa §i colab. 2009). Un alt aspect al prezentei descrieri
se referd la producerea de celule T y5 care exprimd TCR-alfa si TCR-beta care se leagd la MAG-003.
Pentru a face acest lucru, celulele T y6 sunt extinse prin metode descrise de Deniger si colab. 2014,
urmata de transducerea virusurilor recombinante care exprimd TCR-urile care se leagd la MAG-003 (asa
cum este descris in Exemplul 3) in celulele T y6 expandate. Celulele T 6 transduse de virus sunt apoi
perfuzate in pacient.

Exemplul 6: Imunogenitate si date functionale ale celulelor T

Imunogenitatea MAG-003 a fost testatd folosind protocoale care imitd procedura de fabricatie
pentru un produs farmaceutic. Amorsarea celulelor T specifice MAG-003 a fost observatd pentru
donatorii sanitosi. Celulele T generate au fost capabile sd omoare celulele fintd incarcate cu peptide,
demonstrand functionalitatea lor. Datele au demonstrat ca 1) MAG-003 este o tintd imunogeni si 2) care a
generat celule T impotriva MAG-003 sunt functionale.

Datele suplimentare, asa cum au fost generate, au furnizat dovezi cd MAG-003 este o peptida cu
legare foarte buni la HLAA* 02:01.

Exemplul 7: Expresia MAGEA4 mARN in tesuturi

Hibridizarea in situ (ISH) este utilizatd pentru a detecta expresia ARNm direct in sectiuni de
metodd potrivitd pentru a determina expresia tintd specificd tipului de celule si distributia sau frecventa
exprimadrii tintei in sectiunile de fesut canceros.

ISH a fost cfectuat pentru a detecta ARNm MAGEA4 utilizand tehnologia BaseScope™
dezvoltatd de Advanced Cell Diagnostics (ACD). Tehnologia BaseScope™ se bazeaza pe hibridizarea la
patru perechi de sonde oligonucleotidice in formid de Z la secventa tintd. Amplificarea semnalului este
realizatd prin amplificarea ADN-ului ramificat, care se bazeaza pe mai multe etape de hibridizare a
oligonucleotidelor, formand in cele din urmi un arbore ADN ramificat (bDNA). In cele din urmi, un
numdr mare de sonde marcare hibridizeaza cu ramurile arborelui ADNb si semnalul imbunétatit poate fi
detectat. Kitul de detectie cromogenic BaseScope™ (RED) include sonde marcate care sunt legate de o
enzimi (fosfatazd alcalind). Detectarea semnalului depinde de conversia enzimaticd a substratului
cromogen FastRed, care amplificd suplimentar semnalul original. BaseScope™ este o technologic foarte
sensibild, care se datoreazd procesului eficient de amplificare a semnalului, asociat cu sensibilitatea
ridicatd si legarea robustd a perechilor de sonde Z de ARNm tinta, chiar dacd este partial reticulat sau
degradat. Conform ACD, legarea unei singure perechi de sonde la fiecare moleculd de ARNm este
suficientd pentru a genera un semnal ISH detectabil.

Fiecare experiment ISH este subdivizat in doud procese metodologice: 1) pretratarea tesuturilor
pentru regisirea tintei si 2) hibridizarea fintei, amplificarea semnalului si detectarea. Conditiile optime de
pretratare sunt critice pentru detectarea cu succes a tintei in sectiunile de tesut FFPE. Procesul de fixare
induce reticularea proteinelor, ADN-ului si ARN-ului in celule si tesuturi si astfel mascheaza locurile de
hibridizare. Astfel, pentru a asigura accesibilitatea ARNm-ului tintd si legarea adecvatd a setului de
sonde, aceste legdturi incrucisate trebuie indepartate inainte de hibridizarea fintei. Pretratarea tesuturilor
include trei etape discrete: 1) Blocarea fosfatazei alcaline endogene prin tratament cu peroxid de
hidrogen, 2) recuperarea tintei prin fierbere in reactiv de recuperare tintd si 3) recuperarea tintei prin
digestia cu proteazd. Deoarece gradul de fixare si reticulare poate varia intre diferitele blocuri FFPE,
conditiile optime de regisire a fintei trebuic determinate experimental pentru fiecare bloc FFPE
individual. Prin urmare, sectiunile de tesut au fost expuse la diferifi timpi de fierbere si digestie cu
proteazi, urmate de hibridizare cu un set de sonde de control pozitiv si negativ. Conditiile optime au fost
determinate prin evaluarea microscopica a intensitdtii semnalului specific la controlul pozitiv, a fondului
nespecific in controlul negativ si a morfologiei tesuturilor. Pretratarea tesuturilor a fost efectuatd conform
protocoalelor producitorului. Reactivii de pretratare sunt inclusi in kiturile de reactivi BaseScope™.
Dupa finalizarea diferitelor etape de pretratare, expresia fintei a fost evaluata prin hibridizarea seturilor de
sonde specifice la ARNm de interes cu amplificarea ulterioard a semnalului ADN ramificat si detectarea
semnalului cromogen sau fluorescent. Toate testele au fost efectuate conform protocoalelor
producatorului.
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Tabelul 10: Analiza expresiei

Proba Tesut Expresia MAGEA4
HNSCCO062T1 Cancer la cap si gt ++
HNSCCO064T1 Cancer la cap si gt ++
NSCLC004T1 Cancer pulmonar fird celule | ++

mici
NSCLC006T1 Cancer pulmonar fird celule | +

mici
0C036T1 Cancer ovarian +
Nivelul general de exprimare al MAGEA4 in sectiunea respectivd: 6 foarte scdzut, + scizut spre
moderat, ++ puternic, +++ foarte puternic
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(57) Revendiciri:

1. O peptida constand din secventa de aminoacizi a SECV ID NR. 1 (KVLEHVVRYV), sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia, pentru utilizare in tratamentul cancerului, in care respectivul cancer
este selectat dintre cancel pulmonar fard celule mici si cancer pulmonar cu celule mici.

2. Receptor de celule T, de preferintd un receptor de celule T recombinante, solubil sau legat de
membrand, care este reactiv cu un ligand HLA, in care respectivul ligand consta dintr-o peptidd conform
revendicdrii 1, pentru utilizare in tratamentul cancerului pulmonar fard celule mici sau al cancerului
pulmonar cu celule mici.

3. Anticorp, in special un anticorp solubil sau legat de membrand, care recunoaste in mod
specific peptida conform revendicérii 1 atunci cand se leagd la o moleculd MHC pentru utilizare in
tratamentul cancerului pulmonar fard celule mici sau al cancerului pulmonar cu celule mici.

4. Compozitie farmaceuticd care cuprinde cel putin un ingredient activ selectat din grupul
constand din peptida conform revendicdrii 1 sau anticorpul conform revendicirii 3 sau receptorul de
celule T conform revendicdrii 2 si un purtator acceptabil farmaceutic si, opfional, suplimentar acceptabil
farmaceutic. excipienti si/sau stabilizatori pentru utilizare in tratamentul cancerului, in care respectivul
cancer este selectat dintre cancerul pulmonar fara celule mici si cancerul pulmonar cu celule mici.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuald
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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