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RESUMO

"IDENTIFICAGAO, OPTIMIZAGCAO E UTILIZAGAO DE EPITOPOS

CRIPTICOS HLA-B7 PARA IMUNOTERAPIA"

A presente invencdo refere-se ao campo de
imunoterapia com ©péptidos. Em particular, a 1invencéo
pertence a um método para identificacdo de um epitopo
criptico restrito a HLA-B*0702 num antigénio, e a um método
para aumentar a sua 1imunogenicidade. A invencdo também
proporciona novos métodos e materiais para tratar eficien-

temente doentes possuindo um fendtipo HLAB* 0702.
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DESCRICAO

"IDENTIFICAGAO, OPTIMIZAGCAO E UTILIZAGAO DE EPITOPOS

CRIPTICOS HLA-B7 PARA IMUNOTERAPIA"

A presente invencdo refere-se ao campo da
imunoterapia com ©péptidos. Em particular, a invencéo
proporciona novos métodos e materiais para tratar

eficientemente doentes possuindo um fendétipo HLA-B* 0702.

Imunoterapia ¢ uma abordagem terapéutica que é
atualmente o objetivo de grande interesse no contexto do
tratamento de cancro. O seu principio ¢é Dbaseado na
imunizacdo com péptidos que reproduzem epitopos de célula T
de antigénios de tumor reconhecidos por linfdécitos T
citotdéxicos (CTLs) que desempenham um papel principal na

eliminacdo de células de tumor.

Deve ser relembrado que os CTLs ndo reconhecem
antigénios de proteina total, mas os seus fragmentos
péptidos, compreendendo geralmente 8 a 11 aminoéacidos,
apresentados pelas moléculas do complexo de complexo
principal de histocompatibilidade de <c¢lasse I (MHC 1)
expressos a superficie das células. A apresentacdo destes
péptidos € o resultado do processamento de antigénio que

envolve trés passos:
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— degradacdo citossélica do antigénio através de

um complexo multienzima denominado proteossoma

— translocacdo dos ©péptidos derivados desta
degradacgdo no reticulo endoplasmético (ER) pelos transpor-

tadores TAP

— associacdo destes péptidos com as moléculas MHC
I e exportacdo dos complexos péptido/MHC I para a

superficie da célula.

Os complexos ©péptido/MHC I interagem com O
recetor de células T (TCR) especifico em CTL induzindo a
estimulacdo e amplificacdo destes CTL gque se tornam capazes
de atacar células alvo que expressam o antigénio do qual o

péptido é derivado.

Durante o processamento de antigénio, ocorre uma
selecdo de péptido, que resulta numa hierarquia de apre-
sentacdo de péptidos. 0s péptidos que sdo preferencialmente
apresentados pelas moléculas MHC I s&o denominadas imuno-
dominantes engquanto os péptidos que sdo fracamente apre-
sentados sdo denominados cripticos. Os péptidos imunodomi-
nantes exibem uma elevada afinidade para o MHC I e sé&o
imunogénico enquanto os péptidos cripticos exibem uma baixa

afinidade para MHC I e sdo ndo imunogénicos.

Os péptidos imunodominantes foram amplamente

alcancados por vacinas de tumor em estudos pré-clinicos e
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estudos clinicos com resultados desapontantes (Bowne et
al., 1999; Colella et al., 2000; Gross et al., 2004;
Hawkins et al., 2000; Naftzger et al., 1996; Overwijk et

al., 1998; Vierboom et al., 1997; Weber et al., 1998).

Os antigénios de tumor sdo frequentemente pro-
teinas proéprias sobre-expressas por tumores e expressos em
niveis mais baixos por células e tecidos normais. O sistema
imunitario ¢é incapaz de reagir contra estes antigénios
préprios devido ao processo de autotolerdncia. A autotole-
rédncia refere-se principalmente a péptidos imunodominantes
(Cibotti et al., 1992; Gross et al., 2004; Hemandez et al.,
2000; Theobald et al., 1997) explicando deste modo a
incapacidade destes péptidos para induzir uma imunidade de

tumor.

Os péptidos cripticos sdo muito menos envolvidos
no processo de autotolerdncia (Anderton et al., 2002;
Boisgérault et al., 2000; Cibotti et al., 1992; Friedman et
al., 2004; Gross et al., 2004; Moudgil et al., 1999;
Overwijk et al., 2003; Sinha et al., 2004) e podem, deste
modo, induzir uma eficiente imunidade de tumor proporcio-
nando a sua 1imunogenicidade ¢é melhorada (Disis et al.,
2002; Dyall et al., 1998; Engelhom et al., 2006; Gross et
al., 2004; Grossmann et al., 2001; Lally et al., 2001;
Moudgil e Sercarz, 1994a; Moudgil e Sercarz, 1994b; Palomba

et al., 2005).

A estratégia normal para estimular a imuno-
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genicidade de péptidos cripticos, que devido a sua baixa
afinidade para MHC I sdo ndo imunogénicos, consiste em
aumentar a sua afinidade para as moléculas MHC I através de
substituicdes de aminocdcidos. A afinidade dos péptidos para
moléculas MHC I depende principalmente da presenca em
posicdes bem definidas (posicdes de Aancora primarias) de
residuos denominados "residuos de &dncora primarios". Estes
residuos sédo especificos para o alelo MHC I. A presenca de
residuos de é&ncora primarios embora frequentemente neces-
sdria ndo é suficiente para assegurar uma elevada afinidade
para MHC I. foi demonstrado que os residuos localizados
fora das posicdes de Aancora primérias (residuos de A&ncora
secundarios) podem exercer um efeito favorédvel ou desfa-
voravel na afinidade do péptido para o MHC I (Parker et
al., 1994; Rammensee H et al., 1999). A presenca destes
residuos de é&ancora secundarios torna possivel explicar a
existéncia, nos péptidos possuindo os motivos A&ncora
primadrios, de uma grande variabilidade na afinidade de

ligacéo.

As substituicdes de aminodcidos que pretendiam a
melhoria na afinidade para a molécula MHC I deve preservar
a antigenicidade destes ©péptidos otimizados. Os CTL
produzidos por péptidos otimizados devem reagir de forma

cruzada com os correspondentes péptidos nativos.

Muitas equipas foram bem sucedidas na melhoria da
imunogenicidade de péptidos j& imunogénicos pelo aumento da

sua afinidade para HLA-A*0201 (Bakker et al., 1997;
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Parkhurst et al., 1996; Sarobe et al., 1998; Valmori et
al., 1998). O0Os inventores descreveram anteriormente uma
estratégia geral para estimular a afinidade e
imunogenicidade de péptidos cripticos restritos a HLAA*

0201 (Scardino et al., 2002; Tourdot et al., 2000).

HLA-B*0702 é uma molécula frequentemente expressa
(25% da populacédo). Identificacdo e otimizacdo de péptidos
cripticos HLAB* 0702 restritos de tumor devem deste modo
ser necessarios de modo a desenvolver vacinas de cancro

eficientes para doentes que expressam HLA-B*0702.

Poucos péptidos de tumor apresentados por HLA-
B*0702 foram descritos até a data. Dois péptidos derivados
de antigénios CEA (CEAssz) (Lu et al. 2000) e TERT (TERTi123)
(Cortez-Gonzales et al. 2006) foram identificados; estes
péptidos exibiram uma forte afinidade de ligacdo para HLA-
B*0702 e eram imunogénicos em murganhos transgénicos HLA-
B*0702 e em testes 1in vitro com células humanas. Estes
resultados experimentais mostram que estes péptidos sé&o

péptidos imunodominantes.

Dois péptidos adicionais derivados de MAGE-Al
(MAGE-A1289) (Luiten et al., 2000) e RUZ2 (um novo antigénio
expresso por células de carcinoma renal) (Van den Eynde et
al. 1999) foram identificados como sendo alvos de CTL HLA-
B*0702 que foram isolados de doentes com cancro. Embora né&o
exista informacdo acerca da afinidade para HLA-B*0702

destes dois péptidos, podem considerar-se imunodominantes
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porque os CTL desenvolvidos em doentes com cancro S&o

sempre direcionados contra péptidos imunodominantes.

Como descrito na parte experimental a seguir, os
inventores encontraram agora uma estratégia geral para
estimular a afinidade e imunogenicidade de um péptido

criptico restrito de HLA-B*0702.

O presente texto descreve um método para aumentar
a imunogenicidade de um epitopo criptico restrito de HLA-
B*0702, compreendendo um passo de substituicdo do residuo
N-terminal do referido epitopo com uma alanina (A), ou
substituicdo do residuo C-terminal do referido epitopo com

uma leucina (L).

No gque se segue, as frases "epitopo criptico
restrito a HLA-B*0702" ¢é wutilizada para designar um
péptido, possuindo 8 a 11 aminocacidos, de um modo mais
preferido 9 ou 10 aminoacidos, que exibe uma baixa
afinidade para HLA-B*0702, ¢ ndo imunogénico e possui a
sequéncia XiPX3X; Xs5XeX7XgXoX10X11 (SEQ ID NO: 58), em que P é
para prolina, X3 ¢ R (arginina) ou K (lisina) ou H
(histidina) ou M (metionina), X; e X; to X; sdo indepen-
dentemente qualgquer aminodcido, Xz to X;g sdo independen-
temente qualquer aminodcido ou nenhum, e o aminoacido C-
terminal X;; € qualquer aminocdcido com a condicdo de que se
0 aminodcido N-terminal X; € A (alanina) entdo X;; ndo é nem

L. (leucina) nem A, nem I (isoleucina), nem V (valina), e
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nem M, e se X; & um aminodcido que ndo A entdo X;; € L ou A

ou I ou V ou M.

No presente texto, o termo "péptido" designa né&o
apenas moléculas em que o0s residuos de aminodcidos sé&o
ligados por ligacdes peptidicas (-CO-NH-), mas também
pseudopéptidos ou peptidomiméticos sintéticos em que a
ligacdo peptidica ¢é modificada, especialmente para se
tornar mais resistente a protebdlise, e desde que a sua

imunogenicidade ndo seja prejudicada por esta modificacédo.

No presente texto, os residuos de aminodcidos sé&o

designados pelos seus cddigos de uma letra.

Como aqui wutilizado, a palavra "substituicdo"
deve ser entendida como obtencdo de um péptido, cuja
sequéncia ¢é derivada da sequéncia do referido epitopo
criptico restrito a HLA-B*0702 pela substituicdo menci-
onada, quando a sequéncia de aminocdcidos do referido epi-
topo criptico ndo contém o aminodcido apropriado, qualqguer
que seja o método técnico utilizado para obter o referido
péptido. Por exemplo, o péptido pode ser produzido por sin-

tese de péptido artificial ou por expressdo recombinante.

A afinidade de um péptido para HLA-B*0702 pode
ser determinada por métodos conhecidos na técnica, por
exemplo, pelo ensaio descrito por Rohrlich et al., 2003. Os
resultados s&o expressos como afinidade relativa (RA)

quando comparados com um péptido de referéncia. Seguindo
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este método um péptido é referido como tendo uma baixa
afinidade para HLA-B*30702 guando RA é superior a 10. Os
péptidos com RA superior a 10 sdo deste modo considerados

péptidos cripticos (ou epitopos):

Como aqui wutilizado, o termo "ndo imunogénico"
refere-se a um péptido incapaz de iniciar uma resposta
imunitéria de CTL restritos a HLA-B*0702 quando
administrados a um individuo que expressa HLA-B*0702

(incluindo um animal transgénico HLA-B*0702).

Em outra forma de realizacdo, a imunogenicidade
de um epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 em gue o
segundo e terceiro residuo de aminodcidos sd&o PR ou PK ou
PH ou PM e o uUltimo residuo ¢ L ou A ou I ou V ou M, pode
ser aumentado pela substituicdo do seu primeiro aminoéacido
por uma A (alanina). De facto, quando a sequéncia do
epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 selecionado ¢é
X1 PX3X XX cX7XgXoX19X11 (SEQ ID NO: 59), em que o aminoacido N-
terminal X; € qualgquer aminodcido menos A, X3 &€ R ou K ou H
ou M, o aminodcido C-terminal X;; € L ou A ou I ou V ou M,
X; a X5 sdo independentemente gqualquer aminoédcido, e X3 a
X109 sdo independentemente qualquer aminodcido ou nenhum, a
substituicdo de X; por A é gsuficiente para aumentar a sua

imunogenicidade.

Ainda em outra forma de realizacéo, a
imunogenicidade do epitopo criptico restrito a HLA-B*0702s

em que oS trés primeiros residuos de aminoacidos sdo APXj3
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(em que X3 &€ R ou K ou H ou M) pode ser aumentado por
substituicdo do seu Ultimo aminodcido por uma L (ou pela
adicdo de uma leucina no seu terminal C, desde que a
sequéncia de aminoédcidos do referido epitopo apds ter
adicionado a leucina ndo ¢é mais longa do que 11 amino-
acidos). De facto, guando a sequéncia do epitopo criptico
restrito a HLA-B*0702 selecionado & APX3XiXs5XeX7XsXeX10X11
(SEQ ID NO: 60), em que X3 € R ou K ou H ou M, X; a X; sédo
independentemente qualquer aminoacido, Xg a  Xqo s&o
independentemente qualgquer aminodcido ou nenhum, e o0
aminoacido C-terminal X;; & um outro aminoidcido para além
de L ou A ou I ou V ou M, a substituicdo de X;; por L é

suficiente para aumentar a sua imunogenicidade.

No que se segue, a expressdo "péptido otimizado”
designa um péptido imunogénico derivado de um epitopo
criptico restrito a HLAB* 0702, pelos métodos acima, e
possuindo a sequéncia geral APX3X Xs5XgX;XgXgX10X11 (SEQ ID No:
6l), em gque X35 € R ou K ou H ou M, X4 a X; sdo independen-
temente qualquer aminoédcido, Xg a X;9 sdo independentemente
qualquer aminodcido ou nenhum, e o aminodcido C-terminal

X171 € L ou A oul ouV ou M.

Os inventores identificaram véarios epitopos
cripticos restritos a HLA-B*0702, alguns deles sdo
revelados na Tabela I a seguir. De acordo com o exposto, um
aspeto da presente invencdo é um epitopo criptico restrito
a HLA-B*0702, selecionado entre os péptidos das SEQ ID NO:

2 a 4, revelados na Tabela TI.
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Tabela I: Péptidos cripticos selecionados restri-

tos a HLA-B*0702s

Antigénio Péptido SEQ ID NO:
TEXT444 DPRRLVQLL 1
APRSPLAPS 2
HER-2/neu SPKANKETL 3
GPKHSDCLA 4

Exemplos de epitopos imunogénicos restritos a
HLA-B*0702 obtidos de acordo com a presente invencdo sédo 0s
derivados de um epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 das
SEQ ID NOs 3 ou 4, por substituicdo do seu aminoadcido N-
terminal com uma A (alanina) e os derivados do epitopo
criptico restrito a HLA-B*0702 de SEQ ID NOs: 2 por subs-

tituicdo do seu aminodcido C-terminal com uma L (leucina).

Deste modo, a presente invencdo também pertence
ao péptido otimizado derivado dos péptidos cripticos das
SEQ ID NOs: 2 a 4, por um método como descrito acima. Os
exemplos preferidos dos péptidos otimizados sdo APRSPLAPL
(SEQ ID NO: 6), APKANKEIL (SEQ ID NO: 7) e APKHSDCLA (SEQ

ID NO: 8).

A invencdo também se refere a um polipéptido
quimérico, compreendendo dois, trés ou mais epitopos
cripticos restritos a HLA-B*0702s selecionados no grupo

consistindo em SEQ ID Nos: 1 a 4, ou doils, trés ou mails
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epitopos imunogénicos restritos a HLA-B*0702 selecionados
no grupo consistindo em APRRLVQLL (SEQ ID NO: 5) e SEQ ID
Nos: 6 a 8 como descrito acima. Num polipéptido quimérico
de acordo com a invencdo, os epitopos podem ser diferentes
entre eles, ou o mesmo epitopo pode ser repetido véarias
vezes (duas, trés ou mais vezes). O especialista da técnica
pode escolher qualgquer técnica conhecida para produzir
estes polipéptidos. Por exemplo, o polipéptido pode ser
obtido por sintese guimica, ou utilizando a tecnologia de

engenharia genética.

Outro objeto da presente invencdo é uma molécula
de 4&cido nucleico isolado <concebido para provocar a
expressdo de um epitopo criptico restrito a HLA-B*0702
selecionado no grupo consistindo nas SEQ ID Nos: 2 a 4 ou
um epitopo imunogénico selecionado no grupo consistindo nas
SEQ ID Nos: 6 a 8, ou um polipéptido guimérico como acima
descrito. Por "concebidos para causar a expressdo de um
péptido é significa aqui que o referido péptido é expresso
como tal, isolado a partir de um antigénio completo do qual
a sua sequéncia foli selecionada (e, em casos apropriados,
otimizados como acima descrito), quando o &cido nucleico é
introduzido numa célula apropriada. A regido codificante
para o epitopo ou polipéptido guimérico estard tipicamente
situado no polinucledtido sob controlo de um promotor
adequado. Os promotores bacterianos serédo preferidos para a
expressdo em bactérias, que podem produzir o polipéptido in
vitro, ou, em circunstidncias particulares, in vivo. Um

exemplo de bactéria que pode ser utilizada para produzir um



PE2041160 - 12 -

péptido ou polipéptido de acordo com a invencéo,
diretamente in vivo, é a Listeria monocytogenes, que & uma
bactéria intracelular facultativa que enta nas células
apresentadoras de antigénio profissionais por fagocitose
ativa (Paterson e Maciag, 2005). Alternativamente, um &acido
nucleico de acordo com a invencdo pode ser administrado
diretamente, utilizando um vetor apropriado. Neste caso, um
promotor especifico para tecido, um constitutivo forte, ou
um enddgeno pode ser utilizado para controlar a expresséao
do péptido. ©Os sistemas de vetor adequados incluem
plasmideos de DNA nus, composicdes lipossdmicas para
estimular a distribuicdo, e vetores virais que causam a
expressdo transiente. Exemplificativos sdo vetores de
adenovirus ou virus vaccinia e vetores da familia herpes,

especialmente numa forma ndo replicativa.

Outra forma de realizacdo da presente invencdo ¢é
uma composicdo farmacéutica compreendendo pelo menos, Como
um principio ativo, um epitopo criptico restrito a HLA-
B*0702 selecionado no grupo consistindo nas SEQ ID Nos: 2 a
4, ou um epitopo imunogénico polipéptido derivado deste
como mencionado acima, ou um polipéptido gquimérico de
acordo com a invencdo, ou um &acido nucleico qgue codifica
qualguer destes, e/ou um vetor portador do &cido nucleico.
A formulacdo das composicdes farmacéuticas estardo de acor-
do com padrdes e técnicas contemporaneos. 0Os medicamentos
pretendidos para administracdo humana serdo preparados em
condicdes adequadamente estéreis, em que os ingrediente(s)

ativo (s) sdo combinados com uma solucdo isotdnica ou outro
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veiculo farmacéutico apropriado para a utilizacdo terapéu-
tica apropriada. As formulacdes e técnicas adequadas sé&o
geralmente descritas na Ultima edicdo de Remington’s

Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co, Easton PA).

Em particular, um epitopo criptico restrito a
HLA-B*0702, ou um epitopo imunogénico polipéptido derivado
deste, ou um polipéptido quimérico portador de varios
destes epitopos 1imunogénicos ou cripticos, ou um acido
nucleico que codifica qualgquer destes, incluidos ou n&o num
vetor, pode ser utilizada para a preparacdo de uma
composicdo para imunoterapia preventiva ou curativa,

especialmente, para imunoterapia antiviral ou anticancro.

Numa particular forma de realizacdo, a composicdo
farmacéutica de acordo com a invencdo é uma vacina. Neste
ultimo caso, as composicdes desta invencdo podem ser
combinadas com um adjuvante para potenciar a resposta
imunitaria. Os adjuvantes cléassicos incluem emulsdes de
6leo, como o Adjuvante Incompleto de Freund, e superficies
aderentes como alumen. Os adjuvantes que recrutam e ativam
células dendriticas particularmente via TLR (tal como DNA
bacteriano ou proteinas derivadas da membrana bacteriana)
ou ajudam a estimular células T citotdxicas s&do
especialmente Uteis. Outros fatores que desencadeiam de
outro modo a resposta imunitédria ou promovem apoptose ou
eliminacdo de células de cancro podem também ser incluidas

na composicéo.
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Doses multiplas e/ou diferentes combinacgdes das
composicdes imunogénicas desta invencdo podem ser embaladas
para distribuicdo separadamente ou em conjunto. Cada
composicdo ou conjunto de composicdes, tais como os kits de
partes descritos a seguir, pode ser acompanhada com
instrucdes escritas (na forma de material promocional ou
inseridas na embalagem) respeitante a utilizacdo da
composicdo ou combinacdo na estimulacdo de uma resposta

imunitdria e/ou o tratamento de cancro.

Num pedido de patente anterior (PCT/EP2006/
005325), o Requerente descreveu um protocolo de vacinacéo
que permite a iniciacdo e manutencdo de uma resposta de
célula T direcionada para epitopos cripticos. Os resultados
reportados na PCT/EP2006/005325 demonstram que a injecdo de
um péptido nativo correspondente a um epitopo criptico,
apdés vacinacdo com o seu péptido otimizado cognato, pode
manter a resposta imunitdria iniciada pelo referido péptido

otimizado.

De acordo com a invencdo, um epitopo criptico
restrito a HLA-B*0702 podem ser deste modo utilizada para a
preparacdo de uma composicdo medicinal para manutencdo da
resposta imunitdria de CTL iniciada pelo seu péptido
otimizado relacionado. Um péptido imunogénico possuindo uma
sequéncia de epitopo otimizado restrito a HLA-B*0702
derivado de um epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 pode
também ser utilizada, para a preparacdo de uma composicdo

medicinal para iniciacdo de uma resposta imunitéaria de CTL
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contra o referido epitopo criptico restrito a HLA-B*0702. A
presente invencdo também inclui um método para vacinacédo de
um doente contra um antigénio tumoral ou viral, em que o
referido método compreende um primeiro passo de vacinacéo
com um péptido otimizado relacionado contra um epitopo
criptico nativo restrito a HLA-B*0702 do referido
antigénio, seguido por um segundo passo de vacinacdo com o
referido péptido nativo. Neste método, o primeiro passo
e/ou o segundo passo pode ser realizado utilizando um
polipéptido quimérico compreendendo dois, trés ou mais
otimizados ou péptidos cripticos como acima-descrito, em

vez de péptidos de epitopo Unico.

A invencdo também pertence a um kit de partes
compreendendo, em formulacdes separadas, um primeiro
péptido possuindo a sequéncia de um epitopo criptico
restrito a HLA-B*0702 selecionado no grupo consistindo nas
SEQ ID Nos: 2 a 4, e um segundo péptido derivado do
referido primeiro péptido através de um método para

aumentar a sua imunogenicidade, como descrito acima.

Outros kits de partes de acordo com a 1invencédo
compreendem pelo menos um polipéptido quimérico. Varias
variantes destes kits sdo contempladas: numa primeira forma
de realizacdo, o kit compreende, em formulacdes separadas,
a primeiro polipéptido gquimérico compreendendo dois, trés
ou mais epitopos cripticos restritos a HLA-B*0702s, e um
segundo polipéptido quimérico correspondente ao seu

polipéptido quimérico imunogénico relacionado restrito a
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HLA-B*0702 (0 que significa que compreende epitopos
imunogénicos otimizados restritos a HLAB* 0702 relacionados
com o epitopo criptico compreendido no primeiro polipéptido
quimérico). Numa segunda forma de realizacdo, o kit
compreende um primeiro polipéptido quimérico compreendendo
dois, trés ou mais epitopos cripticos restritos a HLA-
B*0702 e, em uma ou varias outras formulacdes separadas,
péptidos correspondentes aos epitopos imunogénicos otimi-
zados restritos a HLA-B*0702 relacionados com o epitopo
criptico compreendido no primeiro polipéptido guimérico.
Numa terceira forma de realizacdo, o kit compreende dois,
trés ou mais péptidos correspondentes aos epitopos
cripticos distintos restritos a HLA-B*0702, em que o0S
referidos péptidos estdo misturados numa unica formulacéo,
ou Sgseparadas em véarias formulacdes e, nas formulacdes
separadas, um polipéptido quimérico compreendendo 0s
epitopos imunogénicos otimizados restritos a HLA-B*0702

relacionados com os referidos péptidos cripticos.

Na descricdo gque se segue dos kits de acordo com
a invencdo, serdo apenas mencionados os péptidos (nativos
ou otimizados), sendo entendido gque os polipéptidos
quiméricos (compreendendo 0s epitopos cripticos nativos ou
epitopos otimizados) podem ser incluidos nos kits em vez de

péptidos de epitopo Unico.

Numa particular forma de realizacdo da invencéo,
o kit é um kit de wvacinacdo, em que o referido primeiro

(nativo) e segundo (otimizado relacionado) péptidos estéo
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em doses separadas de vacinacdo. Numa forma de realizacédo
preferida, o kit de vacinacdo compreende 2 ou 3 doses de
péptido otimizado, e 3, 4, 5 ou 6 doses de péptido nativo.
Um particular kit de wvacinacdo de acordo com a invencédo é
adaptado para a primeira sequéncia de vacinacdo de 6
injecdes, e compreende 2 ou 3 doses de péptido otimizado, e
4 ou 3 doses de péptido nativo. No caso de doencas de longa
duracgédo, ¢ preferivel manter o nivel de imunidade obtido
apdés esta primo-vacinacdo, por reforcos regulares. Isto
pode ser efetuado, por exemplo, por injecdes efetuadas a
cada 1,5 a 6 meses. Deste modo, os kits complementares,
compreendendo pelo menos 2 doses, e até as 40 ou 50 doses
de péptido nativo, sdo também parte da presente invencéo.
Alternativamente, o kit de vacinacdo pode compreender 2 a 3
doses de péptido otimizado, e 3 a 40 ou até 50 doses de
péptido nativo. Obviamente, os referidos péptido nativo e

otimizado presentes no kit sdo como descrito acima.

Cada dose compreende entre 0,5 e 10 mg de
péptido, de um modo preferido de 1 a 5 mg, ou entre 1 e 20
mg de polipéptido. Numa forma de realizacdo preferida, cada
dose é formulada por injecdo subcutédnea. Por exemplo, cada
dose pode ser formulada em 0,3 a 1,5 mL de uma emulsdo de
solucdo aquosa emulsificada com Montanide, utilizada como
um adjuvante. O especialista da técnica pode selecionar
qualguer outro adjuvante(s) no lugar de (ou em adicdo a)
Montanide. Numa particular forma de realizacdo, as doses
estdo na forma de uma solucgdo aquosa. Alternativamente, as

doses podem estar na forma de um péptido liofilizado, para
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preparacdo extempordnea da solucdo de liquido a ser
injetada. Outros possiveis componentes dos referidos kits
sdo um ou vVvarios adjuvantes, a ser adicionados as
composicles de péptido antes da administracdo, e uma nota

descrevendo como utilizar os referidos kits.

A invencdo ¢ ainda ilustrada pelas seguintes

figuras e exemplos.

Figura 1: Imunogenicidade de péptidos restritos a
HLA-B*0702. Os CTL foram testados contra alvos RMA-B7

carregados com péptido como indicado.

Figura 2: Imunogenicidade de péptidos cripticos
otimizados de HLA-B*0702. 0Os CTL foram testados contra

alvos RMA-B7 carregados com péptido como indicado.

Figura 3: Imunogenicidade in vivo de péptidos
otimizados HLA-B*0702 Her2/neul069L9 (A) e Her2/neul069 (B)
em murganhos transgénicos HLA-B*0702. Os CTL foram testados
contra alvos RMA-B7 targets carregados com péptido como
indicado. A populacdo de CTL induzida foi diluida 3 (1), 10

(2), 30 (3) e 100 (4) vezes.

Figura 4: TERT4 induz CTL especificos para TERT
em murganhos  HLA-B7 e em dadores saudaveis. ()
imunogenicidade de TERT4 em murganhos transgénicos HLA-
B*0702. Os CTL foram testados <contra alvos RMA-B7

carregados com doses decrescentes de péptido TERT4. (B)
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Reconhecimento de TERT endégeno por CTL de murino
especifico para TERT4. Os CTL foram testados contra células
COS transfetadas com HLA-B*0702 e TERT como indicado. (C)
Indugdo de CTLs humanos especificos para TERT4. Os CTL
foram testados contra alvos T2-B7 carregados com TERT4 (H)
ou um péptido irrelevante (@) wutilizando a proporcgéo
Efetor/Alvo como indicado (grafico a esquerda), e contra as
SK-MES-1 positivas para TERT e positivas para HLA-B*0702
(M), HBL-100 (®) e as ©SW-480 positivas para TERT e
negativas HLA-B*0702 (), HSS (0) linhas de células de

tumor humano (gradfico a direita).

Figura 5: Reconhecimento de TERT endégeno por CTL
de murino especifico para TERT444. (A) Os CTL foram
testados contra alvos RMA-B7 carregados com doses
decrescentes de péptidos TERT444 ou TERT444A1 como
indicado. (B) O0Os CTL foram testados contra células COS

transfetadas com HLA-B*0702 e/ou TERT como indicado.

Figura 6: Indugdo de CTLs humanos especificos
para TERT444Al1. Os CTLs foram testados contra alvos T2-B7
carregados com péptidos como indicado. A ativacdo maxima de

CTL ¢ obtida por tratamento com PMA/ionomicina.

EXEMPLOS

Os exemplos foram realizados utilizando os

seguintes materiais e métodos:
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Murganhos Transgénicos. Os murganhos inativados
para HLA-B7 H-2 de classe-I foram previamente descritos
(Rohrlich et al., 2003) . Células RMA-B7 de murino
transfectadas com HLA-B*0702 e células T2-B7 humanas foram
previamente descritas (Rohrlich et al., 2003). As células
C0S-7 e WEHI-164 clone 13 foram proporcionadas por F.
Jotereau (INSERM 463, Nantes, Franca). As linhas de células
SK-MES-1 positivas para HLA-B*0702 (cancro do pulmdo), HBL-
100 (cancro da mama), e as SW-480 negativas para HLA-B*0702
(cancro do cdélon) e HSS (mieloma) foram utilizadas como
alvos de CTL humano. Todas as linhas de células foram
cultivadas em meio de cultura RPMI1640 suplementado com FCS

a 10%.

Péptidos e Plasmideos. Péptidos foram sinteti-
zados por Epytop (Nimes, Franca). O plasmideo HLA-B*0702
foi proporcionado por Dr. Lemonnier (Institut Pasteur,
Paris, Franca) (Rohrlich et al., 2003) e o plasmideo TERT
foi proporcionado pelo Dr Weinberg (MIT, Boston, MA)

(Meyerson et al, 1997).

Medigcdo de Afinidade Relativa para Péptido contra
HLA-B*0702. O protocolo utilizado foi descrito previamente
(Rohrlich et al., 2003). Resumidamente, células T2-B7 foram
incubadas a 37 °C durante 16 horas com concentracdes de
péptidos variando de 100 mM a 0,1 mM, e depois coradas com
anticorpo monoclonal ME-1 (mAb) para quantificar a
expressdo a superficie de HLA-B*0702. Para cada concen-

tracdo de péptido, a coloracdo especifica para HLA-B*0702
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foi calculada como a percentagem de coloracdo obtida com
100 mM do ©péptido de referéncia CMV265-274 (R1LOV;
RPHERNGFEFTV, SEQ ID NO: 9). A afinidade relativa (RA) foi
determinada como: RA = (Concentracdo de cada péptido que
induz 20% de expressdo de HLA-B*0702/Concentracdo do
péptido de referéncia que induz 20% de expressdo de HLA-

B*0702) .

Indugdo de CTL in vivo em Murganhos Transgénicos
HLA-B*(0702. 0Os murganhos foram injetados subcutaneamente
com 100 mg de péptido emulsificado em Adjuvante Incompleto
de Freund (IFA) na presenca de 150 mg de epitopo HBVcorel28
de auxiliar T restrito a I-Ab (TPPAYRPPNAPIL, SEQ ID NO:
10). Apdés 11 dias, 5x10" células de baco foram estimuladas
in vitro com péptido (10 mM). No dia 6 da cultura, a
maioria das populacdes responsivas foram testadas para

citotoxicidade especifica.

Ensaio de Processamento de Péptidos em Células
COS-7 Transfetadas. 2. 2x10° células C0S-7 de simios foram
plagqueadas em placas de fundo plano de 96 pocos em DMEM+10%
FCS, em triplicado para cada condicdo. Dezoito horas mais
tarde, as células foram transfetadas com 100 ng de cada DNA
plasmidico com DEAE Dextrano. Apds 4 horas, PBS+10% DMSO
foi adicionado durante 2 minutos. As células COS
transfectadas foram incubadas em DMEM+10% FCS durante 40
horas e depois utilizada para estimular CTLs de murino num

ensaio de secrecdo TNFo.
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Ensaio de Secrec¢do de TNFx. As células COS-7
transfetadas no dia 4 foram ressuspendidas em 50 mL de
RPMI+10% FCS e utilizadas como células estimuladoras. 5x10°
células T de murino foram entdo adicionados em 50 mL de
RPMI 10% de FCS e incubadas durante 6 horas. Cada condicédo
foi testada em triplicado. 50 mL do sobrenadante foi
colhida para medir TNFoa. As diluicdes padrdo foram
preparadas em 50 mL com doses finais de TNFa variando de
10 a 0 mg/mL. Em ambos os sobrenadantes e as diluicdes
padrdo, foram adicionadas 3x10° de células WEHI-164cl13
sensiveis a TNFa em 50 mL. Estas foram incubadas durante
16 h a 37 °C. A inibicdo da proliferacdo celular foi
avaliada pelo método colorimétrico MTT (Espevik e Nissen-

Meyer, 1986).

Produg¢do de CTL de PBMC humanos. Os PBMC foram
colhidos por leucaferese a partir de voluntédrios saudéaveis
HLA-B*0702. Foram produzidas células dendriticas (DC) a
partir de células aderentes cultivadas durante sete dias
(2x10° células/mL) na presenca de 500 IU/mL de GM-CSF e
500 IU/mL IL-4 (R&D Systems, Minneapolis, MN) em meio
completo (RPMI-1640 suplementado com 10% de soro ANTICORPO
humano inativado por calor, 2 mM de L-Glutamina e
antibidéticos). No dia sete, as DC foram pulsadas com 10 mM
de péptidos durante 2 hrs; agentes de maturacdo Poli I:C
(Sigma, Oakville, Canadd) a 100 ng/mL e mAb anti-CD40

(clone G28-5, ATCC, Manassas, VA) a 2 mg/mL foram
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adicionados na cultura e as DCs foram incubadas a 37°C
durante a noite a 48 horas. As DC maduras foram entédo
irradiadas (3500 rads). As células CD8+ foram purificadas
por selecdo positiva com MicroBeads CD8 (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
2x10° células CD8+ + 6x10° células CD8- foram estimuladas
com 2x104 de DC com péptido pulsado no meio de cultura
completo suplementado com 1000 IU/mL de IL-6 e 5 IU/ml de
IL-12 (R&D Systems, Minneapolis, MN) em placas de 96 pocos
de fundo redondo. Desde o dia sete, as culturas foram
semanalmente reestimuladas com DC carregadas com péptido na
presenca de 20 IU/mL de IL-2 (Proleukin, Chiron Corp.,
Emeryville, Ch) e 10 ng/mL de IL-7 (R&D Systems,
Minneapolis, MN). Apds a terceira reestimulacdo in vitro,
as culturas de células em conjunto foram testadas quanto a
citotoxicidade (TERT4) ou para coloracdo intracelular IFNy

(TERT444A1) .

Ensaio Citotéxico. Os alvos foram marcados com
100 mCi de Cr’' durante 60 min, plaqueada em placas de 96
pocos de fundo em V (3x10° célula/poco em 100 mL de meio
RPMI 1640) e, gquando necessario, pulsadas com péptidos
(1 mM) a 37 °C durante 2 horas. Os efetores foram entdo
adicionados nos pocos e incubadas a 37 °C durante 4 horas.
A percentagem de lise especifica foi determinada como: %

Lise = (Libertacdo Experimental - Libertacdo Esponténea)/

(Libertacdo Madxima - Libertacdo Esponténea) x 100.
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Colorag¢do intracelular de IFNy. As células T
(10°) foram incubadas com 2x10° células T2 carregadas com
péptido estimulador na presenca de 20 mg/mL de Brefeldin-A
(Sigma, Oakville, Canadé). Seis horas mais tarde estas
foram lavadas, coradas com anticorpo anti-CD8 conjugado com
r-ficoeritrina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, TUSA)
em PBRS durante 25 min a 4 °C, lavadas de novo, e fixadas
com 4% de PFA. As células foram entdo permeabilizadas com
PBRS, 0,5% de BSA, 0,2% de saponina (Sigma, Oakville,
Canadéd), e marcadas com um mAb anti-IFNy conjugado com
aloficocianina (PharMingen, Mississauga, Canadd) durante 25
min a 4 °C antes da andlise com um citémetro de fluxo

FACSCalibur®.

Exemplo 1: Afinidade dos péptidos

Oito ©péptidos com os motives especificos da
dncora HLA-B*0702, i. e. P2 e de um modo preferido L/V na
posicdo C-terminal (Sidney et al., 1996) pertencendo aos
antigénios Hsp70 (Hspio115, HSP70137, HSPi0397) , TERT (TERT, e
TERT,44), © MAGE-A (MAGE-A151.1, MAGE-Aj5,., € MAGE-Aq;5,.4) foram
testados para a ligacdo a molécula HLA-B*0702. Apenas TERT,
se ligou a HLA-B*0702 com uma elevada afinidade, os
restantes sete péptidos foram ligantes muito fracos ou né&o
ligantes (Tabela II). Isto demonstra que a presenca dos
motives de &ncora ndo é suficiente para assegurar a elevada
afinidade de ligagdo a HLA-B*0702. Dada a sua baixa

afinidade, os péptidos Hsproi1s, Hsprois7, Hspioser, TERT444,
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MAGE-A151.1, MAGE-Ai5.,, MAGE-Ai,, 4, sdo considerados péptidos

cripticos.

Exemplo 2: Imunogenicidade dos péptidos selecio-

nados

Os péptidos de baixa afinidade Hspisz7, Hspiis,

HSP397, TERT444 © de elevada afinidade TERT,; foram testados
quanto a sua capacidade para induzir uma resposta
imunitaria especifica de CTL em murganhos transgénicos HLA-
B*0702. Apenas o TERT4 de elevada afinidade foi imunogénico
confirmando que a imunogenicidade de péptidos é fortemente

relacionada com a sua afinidade para HLA (Figura 1).

Tabela II: Afinidade para HLA-B*0702 de péptidos

péptido sequéncia RA SEQ ID No
Hsp70 115 YPEEISSMVL >10 11
Hsp70 115A1 APEEISSMVL >10 12
Hsp70 137 (10) YPVTNAVITV >10 13
Hsp70 397 APLSLGLET >10 14
TERTA4 APRCRAVRSL 0,74 15
TERT444 DPRRLVQLL >10 1
TERT 444A1 APRRLVQLL 1,4 5
MAGE-A121.1 EPVTKAEML >10 16
MAGE-121.1 Al APVTKAEML >10 17
MAGE-Al121.2 EPFTKAEML >10 18
MAGE-A121.4 EPITKAEIL >10 19
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Exemplo 3: Melhoria da Afinidade de Péptidos de

Baixa Afinidade

Uma vez que todos estes péptidos cripticos tinham
motivos de Aancora primarios favoréaveis, a melhoria da sua
afinidade é um pré-requisito para qgque sejam imunogénicos.
Requerem a identificacdo de motives de &ancora secundarios
desfavordveis e a sua substituicdo com motivos favoréaveis.
Estas substituicdes devem contudo preservar a conformacio
do segmento do péptido que interage com o TCR (posicdo 4 a
posicdo 8). O interesse esteve, deste modo, focado nas
posicdes secundarias da éancora 1 e 3: o0s aminoéacidos
alifdticos sd&o motivos favordveis na posicdo 1 (Sidney,
Southwood et al., 1996). No entanto, os péptidos Hsproi1s €
Hspr0137 que possuem um Y (tirosina) na posicdo 1 sdo néo
ligantes. Além disso, a substituicdo do aminodcido na
posicdo 1 por uma A (alanina) que é também favoravel nesta
posicéo. (Parker et al, 1994) melhora a afinidade do
TERT444 mas ndo a dos péptidos Hsp70115 e MAGE-Al121.1
(Tabela II). Isto indica que a presenca de aminoéacidos
favordveis na posicdo 1 e posicgdes de ancora 2 e 9/10 nédo
podem assegurar por si sé uma elevada afinidade de ligagédo
de todos os péptidos. Por outro lado, péptidos
positivamente carregados (R/H/K) foram descritos como sendo
favordveis na posicdo 3 (Sidney et al., 1996) e dez de 26
péptidos imunogénicos derivados de tumor e HIV

identificados possuem um R/K/H na posicdo 3 (Tabela III).
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Tabela IITI:

epitopos derivados de Tumor

e HIV restritos a HLA-B*0702

Antigénio sequéncia SEQ ID NO: referéncia
NY-ESO- 1 APRGVRMAV 20 Slager et al, 2004
ICE SPRWWPTCL 21 Ronsin et al., 1999
RAGE-1 SPSSNRTRNT 22 Gaugler et al., 1996
RU2AS LPRWPPPQL 23 Van Den Eynde et al., 1999
RBAF500 RPHVPESAF 24 Lennerz et al., 2005
proteina de fusdo| QPRYGYDQIM 25 Worley et al, 2001
SSX2
HIVpl7 RPGGKKRYKL 26 HIV Molecular Immunology Database (Operada
HIVp24 SPRTTNAWY 27 por Los Alamos National Security, LIC,
HIVp24 HPVHAGPTIA 28 para o U.S. Department of Energy’s
HITVp24 PPIPVGEIY 29 National Nuclear Security Administration)
HIVo24 GPGHKARVL 30
HIV-RT SPIETVPVKL 31
HTV-RT GPRVKOWPLT 32 http://hivweb.lanl.gov/content/
HIV-RT SPATFOSSM 33 immunology/tables/ctl summary.html
HIV-RT IPLTEEAEL 34
HIV-RT QPDKSESELV 35
HIV-Vif HPRISSEVHI 36
HIV-Vif KPPLPSVKKL 37
HIV-Vif FPRTWLHGL 38
HIVgp 160 KPCVKLIPIC 39
HIVgp160 KVVSTOLLL 40
HIVgpl60 RPYINNTRKST 41
HIVgpl60 IPRRIRQGL 42
HIVnef FPVTPOVPL 43
HIVhef TPOVPLRPM 44
De acordo com todas estas observacdes, oS
péptidos com a sequéncia APX3XsXsXeX7XsXeX:10X11 (SEQ ID N° 61)
deve ter uma elevada afinidade para HLA-B*0702. Isto ¢é
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confirmado por resultados apresentados na Tabela IV. Todos
os dezoito péptidos com a sequéncia acima citada tém uma
elevada afinidade e/ou foram imunogénicos em murganhos

transgénicos HLA-B*0702.

Exemplo 4: In vivo Imunogenicidade de pépti-
dos com afinidade melhorada e reconhecimento da parte

nativa

Murganhos transgénicos HLA-B7 foram vacinados com
os péptidos selecionados, e onze dias mais tarde, as suas

células do baco foram estimuladas in vitro com o péptido.

Neste contexto, Hsproiis, Hsproszer © TERT444, foram
deste modo modificados na posicdo 1 (substituicdo do
aminoacido por uma A) e/ou posicdo 3 (substituicdo do
aminodcido por um R). Para o péptido Hspio397 foi
introduzida uma modificacdo adicional na posicdo C-terminal
(substituicdo do T por um L). Os péptidos modificados, 1.
€. Hspioiisaizs (SEQ ID NO: 55), Hspjozomswe (SEQ ID NO: 56),
TERT 4421 (SEQ ID NO: 5) exibiram uma forte afinidade para
HLA-B*0702 (Tabela IV) e induziram uma resposta imunitéria
na maioria dos murganhos vacinados (Figura 2). No entanto,
para todos os péptidos menos TERT444a1, 0s CTL produzidos
reconheceram o péptido otimizado mas ndo o correspondente
péptido nativo (Figura 2). Isto sugere fortemente que a
substituicdo do aminocdcido na posicdo 3 por um R pode
alterar a conformacdo do segmento péptido gque interage com

o TCR e garante o reconhecimento cruzado de TCR.
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Uma vez que a) todos os péptidos testados com
APX3X4X5X6XT7X8X9X10X11 tém uma elevada afinidade e sé&o
imunogénicos (Tabela IV e Figura 1, 2) e b) substituicdo do
aminodcido na ©posicdo 3 por um R pode guebrar o
reconhecimento cruzado do péptido nativo, o0s inventores
selecionaram péptidos nativos possuindo um P e R nas
posicdes 2 e 3 respetivamente, e estes substituiram o
aminodcido na posicdo 1 por uma A se o uUltimo aminoé&cido
foi favoréavel (L, A, I, V ou M). Dada a elevada importancia
da posicdo 3 na afinidade e reconhecimento de péptidos
restritos a HLA-B*0702 de CTL, os inventores selecionaram
péptidos com a sequéncia X;PX; (em que X; ¢é qualquer
aminodcido e X3 é K, R, H ou M; estes aminoacidos foram
descritos como sendo residuos favoraveis na posicdo 3) e um
aminoacido favoréavel (A/I/L/V) na posicdo C-terminal. Os
péptidos com esta sequéncia e baixa afinidade para HLA-
B*0702 foram modificados por substituicdo do primeiro
residuo por um A. Este & o caso de TERT444, Her-2/neuss e
Her-2/neusss. Os inventores também selecionaram péptidos com
a sequéncia APX; (em que X3 é K, R, H ou M) e um residuo
ndo favordvel na posicdo C-terminal (i.e., um outro
aminoadcido que n&do L, A, I, V ou M). Os péptidos com esta
sequéncia e baixa afinidade para  HLA-B*(0702 foram
modificados por substituicdo do residuo na posicdo C-
terminal por um L. este é o caso de Her-2/neuj;pss. Todos
estes péptidos modificados tinham uma forte afinidade para

HLA-B*0702.



PE2041160 - 30 -

Tabela IV: Afinidade e imunogenicidade de péptidos
APX3X4X5X6XT7X8X9X10X11l restritos a HLA-B*0702. - = RA>10, +
= 1<RA<10, ++ = RA<1, Imunogenicidade foi testada como
descrito no Exemplo 2. +: significa que uma imunorresposta
egpecifica foi produzida em pelo menos um murganho

transgénico HLA-B*(0702, ND : N&do Determinado

Sequéncia SEQ ID NOs RA Imunogenicidade
APRRLVQLL 5 + +
APRSPLAPL 6 ++ +
APKANKEIL 7 ND +
APKHSDCLA 8 ND +
APRCRAVRSL 15 + +
APRMHCAVDL 45 ++ +
APRVSIRLPL 46 ++ ND
APREYVNAL 47 + +
APRGVPQIEL 48 ND +
APRALVETL 49 + +
APRMPEAAL 50 ND +
APRRRLGCEL 51 + +
APRPWTPCL 52 + +
APRASSPLL 53 ND +
APRQLGREL 54 ND +
APREISSMVL 55 + +
APRSLGLEL 56 ++ +
APRTKAEML 57 + +
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Exemplo 5: Imunogenicidade do péptido otimizado e

reconhecimento cruzado da parte nativa

Os péptidos nativos Her2/neusqs, Her2/neusso,
Her2/neuigss € TERT4 ndo foram imunogénicos, enquanto oS
péptidos otimizados foram imunogénicos em murganhos
transgénicos HLA-B*0702. Além disso, os CTL induzidos por
todos estes péptidos otimizados foram capazes de reagir de
forma cruzada com o correspondente péptido nativo (Figura 3

e Tabela V).

Péptido Sequéncia [SEQ ID NOs: |Imunogenicidade |Péptido nativo corresponden-
te a reconhecimento cruzado

TERT444 DPRRLVQLL 1 -

TERT444A1 APRRIVOLL 5 + +

Her2/neug APKANKEIL 3 -

Her2/neWgm APKANKEIL 7 + +

Her2/neugs GPKHSDCIA 4 -

Her2/nelpse APKHSDCIA 8 + +

Her2/neuos APRSPIAPS 2 -

Her2/neul069L9  |APRSPIAPL 6 + +

Tabela V: Imunogenicidade de péptidos nativos e
otimizados restritos a HLA-B*0702. + para imunogenicidade
ou reconhecimento cruzado do péptido nativo significa que o
péptido induziu uma resposta especifica em pelo menos um
murganho transgénico HLA-B*0702, capaz de reconhecer o

correspondente péptido nativo.

Em conclusédo, o0s inventores descreveram um método

para otimizar a imunogenicidade (e também afinidade) de
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péptidos cripticos restritos a HLAB* 0702. Consiste em a)
substituicdo do residuo na posicdo 1 com uma A em todos os
péptidos compreendendo a sequéncia X;PX; (em que X; é
qualguer aminocécido exceto A e X3 é R ou K ou H ou M), um
aminodcido favordvel na posicdo C-terminal (i.e., L ou A ou
I ou V ou M), e a baixa afinidade for HLA-B*0702, ou b)
substituicdo do residuo na posicdo C-terminal com um L em
péptidos compreendendo a sequéncia APX; (sendo X3 definido
como acima), um residuo ndo favoravel na posicdo C-terminal
(i.e., um outro aminocécido para além de L ou A ou I ou V ou

M), e uma baixa afinidade para HLA-B*0702.

Exemplo 6: Péptido imunodominantes TERT,; induz

CTL especificos para TERT

Os murganhos transgénicos HLA-B7 foram entédo
imunizados com o TERT4 (SEQ ID NO: 15) e onze dias mais
tarde as suas células do baco foram estimuladas in vitro
com o péptido. Os CTLs produzidos mataram os alvos RMA-R7
carregados com concentracdes decrescentes de péptido TERT,
(Figura 4A). A semi-lise méxima de alvos carregados com
TERT; foi obtida com 1,5 nM (Figura 4A). Os CTL foram entédo
testados quanto a sua capacidade para reconhecer células
C0S-7 que expressam HLA-B*0702 e TERT enddbgena. Os
resultados apresentados na Figura 4B mostram que os CTL
reconhecem células COS-7 transfetadas com HLA-B*0702 e TERT
mas ndo com células COS-7 transfetadas com HLA-B*0702 ou
TERT, demonstrando que o péptido dominante TERT; & um

epitopo restrito a HLA-B*0702 processado naturalmente a
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partir de TERT enddgeno. Além disso, as células CD8 de
dadores saudaveis foram estimuladas in vitro com células
dendriticas autdlogas carregadas com péptido TERT,. Apds
quatro estimulacdes, os CTL foram testados para testar a
citotoxicidade contra alvos T2-B7 carregados com TERTA4.
Trés dadores foram testados e os CTL foram induzidos em
dois deles. 0s resultados de um dador responsivo séo
apresentados na Figura 4C. Os alvos T2-B7 mortos por CTL
apresentam TERT4 mas ndo células T2-B7 que apresentam o
irrelevante péptido Nef (grafico a esquerda). De uma forma
interessante, SK-MES-1 HLA-B*0702 TERT+ e HBL-100 mortos
por CTL mas ndo as SW-480 HLA-B*0702-TERT+ e as linhas de
células de tumor humano HSS confirmando que a apresentacédo
restrita a HLA-B*0702 e o processamento enddgeno do epitopo

TERTs (grafico a direita).

Exemplo 7: CTL Induzidos por Péptidos TERT444Al

Reconhecem TERT Enddgeno

O TERT 4421 (SEQ ID NO: 5) foi testado gquanto a
sua capacidade para induzir CTL capazes de reconhecer TERT
endbébgeno e para induzir os CTL em dadores saudéaveis
(Exemplo 6). Os murganhos transgénicos HLA-B*0702 foram
entdo imunizados com o TERT444a1 € onze dias mais tarde as
suas células do baco foram estimuladas 1in vitro com O
péptido nativo TERT444 (SEQ ID NO: 1). Os CTL produzidos
mataram alvos RMA-B7 carregados produzidos com concentra-
¢des decrescentes de péptidos TERT 4421 © TERT444. A lise

semi-maxima de alvos carregados com TERT,,4 e carregados com
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TERT444a1 foi obtida com 5,5 nM e 1 nM respetivamente
(Figura b5LA). Os CTL foram entdo testados quanto a sua
capacidade para reconhecer células COS-7 que expressam HLA-
B*0702 e TERT endbgeno. O0Os resultados apresentados na
Figura 5B mostram que os CTL reconhecem células COS-7
transfetadas com HLA-B*0702 e TERT mas ndo células COS-7
transfetadas com HLA-B*0702 ou TERT demonstrando que TERT a4
¢ um epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 naturalmente

processado a partir de TERT enddgeno.

Exemplo 8: TERT444a1 Estimula CTLs de Dadores

Saudaveis

As células CD8 de dadores saudaveis foram estimu-
ladas in vitro com células dendriticas autdlogas carregadas
com péptido TERT44:a1. Apds quatro estimulacdes, as células
em proliferacédo foram divididas em 4 misturas. Cada mistura
foi entdo testada quanto a producdo intracelular de IFNg
apds estimulacdo com células T2-B7 carregadas com TERTsa4a1
otimizado ou TERT44s nativo. Os resultados do dador
responsivo D5609 sé&do apresentados na Figura 6. 0Os CTL gue
produzem IFNg foram detetados nas misturas 2 e 4 apds
estimulacdo com células T2B7 carregadas com TERT444 oOU

TERT 44421 (Figura 6) .
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

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

<120> IDENTIFICACAO, OPTIMIZACAO E UTILIZACAO DE EPITOPOS CRIPTICOS DE
HLA-B7 PARA IMUNOTERAPIA

<130> VMA/bv-F1788/3PCT

<150> PCT/IB2006/002937
<151> 2006-07-12

<160> 61
<170> PatentIn versdo 3.3

<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> TERT

<400> 1

Asp Pro Arg Arg Leu Val Gin Leu Leu
1 5

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> HER-2/neu

<400> 2
Ala Pro Axqg Ser Pro Leu Ala Pro Ser
1 S

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> epitopo criptico HER-2/neu de HLA-B7

<400> 3
Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu
1 5

<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> epitopo criptico HER-2/neu de HLA-B7

<400> 4
Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala
1 5

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> TERT

<400> 5

Ala Pro Arg &rg Leu Val Gin Leu Leu
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Her-2/neu

<400> 6
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Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Lawu
1 5

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> epitopo imunogénico derivado de Her-2/neu

<400> 7
Ala Pro Lys Alas Asn Lys Glu Ile Leu
1 5

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido imunogénico derivado de Her-2/neu

<400> 8
Ala Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala
1 5

<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 9
Arg Fro His Glu Arg Asn Gly Phe Thr Vval
1 5 10
<210> 10
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 10

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Als Pro Ile Leu
1 5 1G
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

<210>

11

10

PRT

Artificial

Hsp70_ 115

11
Tyr Pro Glu Glu Ile Ser Ssr Met Val Leu
1 : & 14

12

10

PRT

Artificial

115a1

12
Ala Bro Glu Glu Ile Ser Ser Met Val Leu
i 5 19

13

10

PRT

Artificial

Hsp70 137 (10)

13
Tyr Pro Val Thr Asn Ala Val Ile Thr Val
1 5 10
14
9
PRT
Artificial
Hsp70 397
14
Ala Pro Leu Ser Lew Gly Leu Glu Thr
1 5
15
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<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> TERT4

<400> 15
Ala Pro Arg Cys Brg ARla Val Arg Sesr Leu
i & 19
<210> 16
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> MAGE-Al121.1

<400> 16
Glu Pro ¥al Thr Lys Ala Glu Mst Leu
1 S

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 121.1 Al

<400> 17
Ala Pro val Thr Lys Ala Glu Met Leu
i 5

<210> 18

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> MAGE-Al121.2

<400> 18
Glu Pro Phe Thr Lys Ala Glu Met leu
1 5

<210> 19

<211> 9

<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> MAGE-Al21.4

<400> 19
Glu Pro Ile Thr Lys Ala Glu Ils Leu
1 3

<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> NY-ESO-1
<400> 20

Ala Pro Arg Gly Val Arg Met Als Asn
1 5

<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> ICE

<400> 21

Ser Pro Arg Trp Txp Pro Thr Cys Leu
1 5

<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> RAGE-1

<400> 22
Ser Pro Ser Ser Asn Arg Ile Arg Asn Thr
H 5 10
<210> 23
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> RU2AS
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<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

23
Leu Fro Arg Trp Pro Pro Pro Gln Lew
1 5

24

9

PRT

Artificial

RBAF500

24
Arg Pro His Val Pro Slu Ser Ala Phe
i 3

25

10

PRT

Artificial

protein de fusdo SSX2

25
Gln Pro Arg Tyr Gly Tyr Asp Gln Ils Met
i 5 10

26

10

PRT

Artificial

HIVpl7

26
Arg Pro Gly Gly Lys Lys Arg Tyr Lys Leu
1 5 i

27

9

PRT

Artificial

HIVp24
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<400>

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

<220>
<223>
<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

27

Sar Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val
X 5

28

9

PRT
Artificial

HIVp24
28

His Pro Val His Ala Gly Pro Ile Ala
1 5

29

9

PRT
Artificial

HIVp24

29

Pro Pro Ile Fro Val Gly Glu Tle Tyr
1 8

i)

30

9

PRT
Artificial

HIVp24

30
Gly Pro Gly His Lys Ala Arg V¥al leu
1 5

31

10

PRT
Artificial

HIV-RT

31
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

Ser Pro Ile Glu Thr V¥al Pro Val Lys Leu
i 5 18

32

10

PRT
Artificial

HIV-RT

32

Gly Pro Lys Val Lys Gln Trp Pro Leu Thr
1 5 14

33

9

PRT
Artificial

HIV-RT

33

Ser Pro Ala Ile Phe Gln Ser Ser Mest
1 &

34

9

PRT
Artificial

HIV-RT

34
Iie Pro Leu Thr &lu $lu Ala Glu Leu
1 5

35

10

PRT
Artificial

HIV-RT

35

Gin Pro Asp Lys Ber Glu Ser Glu Leuw Val
i 5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

36

10

PRT
Artificial

HIV-Vif

36

His Pre Arg Ile Ser Ser Glu Val His 1le
i 5 10

37

10

PRT
Artificial

HIV-Vif

37
Lys Pro Pro Leu Pro Ser Val Lys Lys Leu
1 5 10
38
9

PRT
Artificial

HIV-Vif

38

FPhe Pro Arg Thr Trp Leu His Gly Leu
i 5

39

10

PRT
Artificial

HIVgpl60

39
Lys Pro Cys Val Lys Leu Thr PFro leu Cys
i 5 1g
40

PRT
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<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

HIVgpl60

40
Lys Val Val Ser Thr Gln Leu Ley Leu
i 5

41

10

PRT
Artificial

HIVgpl60

41
Arg Pro Trp Asn Asn Thy Arg Lys Ser Ile
1 5 i0

42

9

PRT
Artificial

HIVgpl60

42

Ile Pro Arg Arg Ile Arg Gln Gly Leu
1 5

43

9

PRT
Artificial

HIVnef

43

44

9

PRT
Artificial
HIVnef

44



PE2041160 - 55 -

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

Thr Pro Gln Vel Pro Leu Arg Pro Met
1 5

45

10

PRT
Artificial

EphA2

45

Ala Pro Arg Met His Cys Ala Val Asp Leu
1 & 14

46

10

PRT
Artificial

EphA2

46

Ala Pro Arg Val Ser Ile Arg Leu Pro Leu
i 5 10

47

9

PRT
Artificial

Her-2/neu

47
Ala Pro Arg Slu Tyr Val Asn Ala Leu
1 S

48

10

PRT

Artificial

Péptido artificial

48

Ala Pro Arg Gly Vel Pro Gln Ile Glu Leu
1 5 ig
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<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
<220> <223> MAGE-A

<400> 49
Als Pro Arg Als Leu Val Glu Thr Leu
1 8

<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido artificial

<400> 50
Ala Pro Arg Meb Pro Glu Ala Ala Leun
1 3

<210> 51

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> TERT

<400> 51

Alas Pro Arg Arg Arg Leu Gly Cys Glu Leu
i 5 10

<210> 52

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido artificial

<400> 52
&la Fro BAry Pro Trp Thr Pro Cvs Leu
1 5

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

Péptido artificial

53
Ala Pro Brg Ala Ser Ser Pro Leu Leu
1 5

54

9

PRT

Artificial

Péptido artificial
54

Ala Pro Arg Gln Leu Gly #&rg Glu Leu
i §

55

10

PRT
Artificial

115A1R3

55

Ala Pro Arg Glu Ile Ser Ssr Met Val Leu
1 5 10

56

9

PRT
Artificial

397R3LY

56

Ala Pro Arg Ser Lew Gly Leu Glu Leu
1 S

57

9

PRT
Artificial

121.1 AI1R3
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<400>

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

57
Ala Pro Arg Thr Lys Ala Glu Meb leu
1 5

58

11

PRT

Artificial

epitopo criptico restrito a HLA-B*0702

CARACTERiSTICA_MISC
(1) .. (1)
Xaa é qualquer aminodcido que ocorre naturalmente

CARACTERISTICA MISC
(3)..(3)
Xaa é Arg ou Lys ou His ou Met

CARACTERTSTICA_MISC

(4) .. (7)
Xaa sdo independentemente qualguer aminocdcido que ocorre
naturalmente

CARACTERiSTICA_MISC

(8)..(10)
Xaa sdo 1independentemente qualquer aminodcido gque ocorre
naturalmente ou nenhum

CARACTERTSTICA_MISC

(11)..(11)

Xaa é qualquer aminodcido que ocorre naturalmente com a condicéo
de que se Xaa (1l)..(l) é& Ala entdo Xaa (11)..(ll) n&o é Leu
nem Ala nem Ile nem Val e nem Met; e se Xaa (1l)..(l) ndo é Ala
entdo Xaa (11)..(1l1l) é Leu ou Ala ou Ile ou Val ou Met

58

Xaa Pro Xaa Xas Xaaz ¥aa ¥aa Xaa Xaa Xaa Xas
i 5 149

59

11

PRT

Artificial

epitopo criptico restrito a HLA-B*0702
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

CARACTERTSTICA_MISC

(1) .. (1)

Xaa é qualgquer aminodcido que ocorre naturalmente para além de
Ala

CARACTERiSTICA_MISC
(3)..(3)
Xaa é Arg ou Lys ou His ou Met

CARACTERTSTICA_MISC

(4) .. (7)
Xaa sdo 1independentemente qualquer aminodcido que ocorre
naturalmente

CARACTERiSTICA_MISC

(8)..(10)
Xaa sdo 1independentemente qualquer aminoacido que ocorre
naturalmente ou nenhum

CARACTERiSTICA_MISC
(11)..(11)
Xaa & Leu ou Ala ou Ile ou Val ou Met

59
Xaad Pro Xas Xaa Xaa Xaa ¥aa Xaa Xaa Xaa ¥as
i S 10

60

11

PRT

Artificial

epitopo criptico restrito a HLA-B*(0702

CARACTERiSTICA_MISC
(3)..(3) )
Xaa é Arg ou Lys ou His ou Met <220> <221> CARACTERISTICA MISC

(4)..(7) <223> Xaa sao independentemente qualquer aminodcido que
ocorre naturalmente

CARACTERiSTICA_MISC

(8)..(10)
Xaa sdo independentemente qualquer aminoacido que ocorre
naturalmente ou nenhum

CARACTERTSTICA_MISC
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<222>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(11)..(11)

Xaa é qualquer aminodcido que ocorre naturalmente para além de

Leu ou Ala ou Ile ou Val ou Met

60
Bla Pro ¥aa ¥aa Xaa ¥Xaas Xaa Maa Xaa ¥aa ¥aa
1 S 18

ol

11

PRT

Artificial

Epitopo imunogénico restrito a HLA-B*0702

CARACTERiSTICA_MISC

(3)..(3)
Xaa é Arg ou Lys ou His ou Met

CARACTERiSTICA_MISC

(4) .. (7)
Xaa sdo 1independentemente qualquer
naturalmente

CARACTERiSTICA_MISC

(8)..(10)
Xaa sao independentemente qualquer
naturalmente ou nenhum

CARACTERTSTICA_MISC
(11) ..(11)
Xaa é Leu ou Ala ou Ile ou Val ou Met

61

aminoacido que

aminoacido que

Ala Pro Xaa Xas Xaa Xaa ¥aa ¥za Xaa ¥aa Xaa

1 5

Lisboa, 25 de junho de 2014

JRE

ocorre

oCcorre
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REIVINDICACOES

1. Epitopo criptico restrito a HLA-B*0702, que
é um péptido selecionado no grupo consistindo em APRSPLAPS
(SEQ ID NO: 2), SPKANKEIL (SEQ ID NO: 3), GPKHSDCLA (SEQ ID

NO: 4).

2. Epitopo imunogénico restrito a HLA-B*0702,
que é um péptido otimizado derivado de um péptido criptico
de acordo com a reivindicacdo 1, em que o referido epitopo
imunogénico é selecionado no grupo consistindo em APRSPLAPL
(SEQ ID NO:6), APKANKEIL (SEQ ID NO:7), APKHSDCLA (SEQ ID

NO:8) .

3. Polipéptido quimérico, compreendendo dois,
trés ou mais epitopos cripticos restritos a HLA-B*0702
selecionados no grupo consistindo em APRSPLAPS (SEQ ID NO:
2), SPKANKEIL (SEQ ID NO: 3), GPKHSDCLA (SEQ ID NO: 4),

DPRRLVQLL (SEQ ID NO: 1).

4, Polipéptido quimérico, compreendendo dois,
trés ou mais epitopos imunogénicos restritos a HLA-B*0702
selecionados no grupo consistindo em APRSPLAPL (SED 1ID
NO:6), APKANKEIL (SEQ ID NO:7), APKHSDCLA (SEQ ID NO:8) e
APRRLVQLL (SEQ ID NO:5).

5. Molécula de acido nucleico isolado concebida
para provocar a expressdo de um epitopo criptico restrito a

HLA-B*0702 de acordo com a reivindicacdo 1, um epitopo
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imunogénico de acordo <com a reivindicacdo 2, ou um
polipéptido quimérico de acordo com a reivindicacdo 3 ou

reivindicacédo 4.

6. Composicdo farmacéutica compreendendo pelo
menos, como um principio ativo, um epitopo criptico
restrito a HLA-B*0702 de acordo com a reivindicacdo 1, ou
um epitopo polipéptido imunogénico de acordo com @ a
reivindicacdo 2, ou a um polipéptido quimérico de acordo
com a reivindicacdo 3 ou reivindicacdo 4, ou um Aacido

nucleico de acordo com a reivindicacdo 5.

7. Composicédo farmacéutica da reivindicacédo 5,

que € uma vacina.

8. Kit de partes compreendendo, em formulacdes
separadas, um primeiro péptido possuindo a sequéncia de um
epitopo criptico restrito a HLA-B*0702, e um segundo
péptido correspondente ao seu epitopo imunogénico relacio-
nado restrito a HLA-B*0702, em que o referido primeiro
péptido é& um epitopo criptico de acordo com a reivindicacédo
1, e um referido segundo péptido é um péptido imunogénico

de acordo com a reivindicacido 2.

9. Kit de partes compreendendo, em formulacdes
separadas, um primeiro polipéptido quimérico compreendendo
dois, trés ou mais epitopos cripticos restritos a HLAB*
0702, e um segundo polipéptido quimérico compreendendo um
epitopo imunogénico restrito a HLA-B*0702 relacionado com o

epitopo criptico restrito aos HLA-B*0702 compreendido no
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primeiro polipéptido quimérico, em que o referido primeiro
polipéptido quimérico é um polipéptido quimérico de acordo
com reivindicacdo 3, e o referido segundo polipéptido
quimérico ¢ um polipéptido quimérico de acordo com a

reivindicacédo 4.

10. Kit de acordo com a reivindicacdo 8 ou rei-
vindicacdo 9, que é um kit de wvacinacdo, em que o referido
primeiro e segundo péptidos ou polipéptidos quiméricos

estdo em doses de vacinacédo separadas.

11. Kit de wvacinacdo de acordo com a reivin-
dicacdo 10, gue compreende 2 ou 3 doses do segundo péptido
ou polipéptido quimérico, e 3, 4, 5, 6 ou até 50 doses do

primeiro péptido ou polipéptido gquimérico.

12. Vacina de acordo com a reivindicacdo 7, ou o
kit de wvacinacdo de acordo com reivindicacdo 10 ou rei-
vindicacdo 11, em que cada dose compreende 1 a 5 mg de

péptido ou 1 a 20 mg de polipéptido gquimérico.

13. Vacina de acordo com a reivindicacdo 7 ou
reivindicacdo 12, ou o kit de vacinacdo de qualquer das
reivindicacgcles 9 a 11 em que as doses de vacinacdo sé&o

formuladas para injecdo subcuténea.

14. Epitopo criptico restrito a HLA-B*0702 de
acordo com a reivindicacdo 1, ou um epitopo imunogénico
polipéptido de acordo com a reivindicacdo 2, ou um

polipéptido quimérico de acordo com a reivindicagdo 3 ou
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reivindicacdo 4, ou um &cido nucleico de acordo com a
reivindicacdo 5, para utilizacdo em imunoterapia anticancro

preventiva ou curativa.

15. Péptido de acordo com a reivindicacdo 1,
para utilizacdo na manutencdo da resposta imunitéria de CTL
iniciada pelo seu péptido otimizado relacionado, ou por um

polipéptido contendo o mesmo.

16. Polipéptido quimérico de acordo com a rei-
vindicacdo 3, para utilizacdo na manutencdo da resposta
imunitdria de CTL iniciada pelo seu polipéptido quimérico
otimizado relacionado, ou pelo péptido otimizado relacio-

nado com o referido epitopo criptico.

17. Péptido imunogénico de acordo com a reivin-
dicacdo 2, para utilizacdo na iniciacdo de uma resposta
imunitaria de CTL contra o seu epitopo criptico relacionado

restrito a HLA-B*0702.

18. Polipéptido quimérico de acordo com a rei-
vindicacdo 4, para utilizacdo na iniciacdo de uma resposta
imunitdria de CTL contra o epitopo criptico restrito a HLA-
B*0702 relacionado com os epitopos presentes no referido

polipéptido gquimérico.

Lisboa, 25 de junho de 2014
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIC_;ﬁO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissbes e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigédo
+  EP 206008335 W + WO IB2GORI02NST W

Literatura que ndo é de patentes citadas na Descrigido
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