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impotriva carcinomului hepatocelular (HCC) si a altor cancere

(57) Rezumat:
1

Prezenta inventie se referd la peptide,
proteine, acizi nucleici si celule pentru utilizare
in metode imunoterapeutice. In mod special,
prezenta inventie se referd la imunoterapia
cancerului. In plus, prezenta inventie se referd
la epitopii peptidici ai celulelor T citotoxice
asociate tumorii, singuri sau asociafi cu alte
peptide asociate tumorii, care pot servi, de
exemplu, drept componente farmaceutice
active ale formulelor de vaccin care stimuleazi

2
rispunsurile imunitare antitumorale sau pentru
stimularea celulelor T ex vivo si transferarea la
paciente. Peptidele legate de molecule ale
complexului major de histocompatibilitate
(MHC), sau peptidele ca atare, pot fi, de
asemenea, finte ale anticorpilor, ale
receptorilor solubili ai celulelor T si ale altor
molecule de legare. In special, prezenta
mventie se referd la mai multe secvenie
peptidice noi si variantele acestora derivate din




moleculele HLA de clasa I si de clasa II ale
celulelor tumorale umane care se pot folosi in
formule de vaccin pentru inducereca de
rdspunsuri imunitar antitumorale sau drept
finte pentru dezvoltarea de compusi sau celule

active din punct de vedere
farmaceutic/imunologic.

Secvente: 348

Revendicdri: 15

Figuri: 4

(54) Novel peptides and combination of peptides for use in immunotherapy
against hepatocellular carcinoma (hcc) and other cancers

(57) Abstract:

1

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

2

complex (MHC), or peptides as such, can also
be targets of antibodies, soluble T-cell
receptors, and other binding molecules. In
particular, the present invention relates to
several novel peptide sequences and their
variants derived from HLA class I and class II
molecules of human tumor cells that can be
used in vaccine compositions for eliciting anti-
tumor immune responses or as targets for the
development of pharmaceutically /
immunologically active compounds and cells.

Sequences: 348

Claims: 15

Fig.: 4
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la peptide, proteine, acizi nucleici si celule pentru utilizare in
metode imunoterapeutice. In mod special, prezenta inventie se referd la imunoterapia cancerului. in plus,
prezenta inventie se referd la epitopii peptidici ai celulelor T citotoxice asociate tumorii, singuri sau
asociati cu alte peptide asociate tumorii, care pot servi, de exemplu, drept componente farmaceutice
active ale formulelor de vaccin care stimuleaza raspunsurile imunitare antitumorale sau pentru stimularca
celulelor T ex vive si transferarea la paciente. Peptidele legate de molecule ale complexului major de
histocompatibilitate (MHC), sau peptidele ca atare, pot fi, de asemenea, tinte ale anticorpilor, ale
receptorilor solubili ai celulelor T si ale altor molecule de legare. In special, prezenta inventie se referd la
mai multe secvente peptidice noi si variantele acestora derivate din moleculele HLA de clasa I si de clasa
IT ale celulelor tumorale umane care se pot folosi in formule de vaccin pentru inducerea de rispunsuri
imunitar antitumorale sau drept tinte pentru dezvoltarea de compusi sau celule active din punct de vedere
farmaceutic/imunologic.

Fundamentul inventiei

Carcinomul hepatocelular (HCC) este una dintre cele mai frecvente tumori din lume si reprezintad
aproximativ 6% din toate cazurile noi de cancer diagnosticate in intreaga lume. In 2012, au apirut in lume
aproximativ 782.000 de cazuri noi de HCC, ceea ce il face al cincilea cel mai frecvent cancer la barbati
(554.000 de cazuri) si al noudlea la femei (228.000 de cazuri) (http://globocan.iarc.fr). HCC este cea mai
frecventd malignitate hepaticd primard, reprezentind peste 80% din toate cazurile de cancer hepatic
primar la adulti.

Distributia HCC variaza geografic, iar ratele de incidentd depind de sex. Rata de incidentad
standardizatd pe structura de varstd (ASR) a HCC la barbati este cea mai ridicatd in Asia de Est (31,9) si
Asia de Sud-Est (22,2), intermediard in Europa de Sud (9,5) si America de Nord (9,3) si cea mai micd in
Europa de Nord (4,6 ) si Asia Sud-Centrald (3,7). Ratele de incidentd a HCC la femei sunt mai mici decit
ASR la barbati. Cea mai mare valoare a ASR la femei apare in Asia de Est (10,2) si Africa de Vest (8,1),
cea mai micd in Europa de Nord (1,9) si Micronezia (1,6).

Prognosticul general pentru pacientii cu HCC este slab. Rata de supravietuire relativa de 5 ani
(5Y-RSR) pentru HCC este de aproximativ 15%, in functie de stadiul din momentul diagnosticarii. Pentru
HCC localizat, unde cancerul este incd limitat la ficat, 5Y-RSR este de aproximativ 28%. Pentru HCC
regional si indepartat, unde cancerul a crescut in organe apropiate sau indepdrtate, SY-RSR este de 7%,
respectiv 2%.

In ultimul timp au fost efectuate un numir limitat de studii de imunoterapie pentru HCC. Au fost
utilizate citokine pentru activarea subseturilor de celule imune si/sau cresterea imunogenicitatii tumorii
(Reinisch et al., 2002; Sangro et al., 2004). Alte studii s-au concentrat asupra infuziei de limfocite
infiltratoare tumorale sau limfocite din sange periferic activat (Shi et al., 2004a; Takayama et al., 1991;
Takayama et al., 2000).

Pand in prezent a fost efectuat un numdr mic de studii de vaccinare terapeutica. Butterfield et al.
au efectuat doud studii folosind peptide derivate din alfa-fetoproteind (AFP) ca vaccin sau celule
dendritice incdrcate cu peptide AFP ex vivo (Butterfield et al., 2003; Butterfield et al., 2006). in doui
studii diferite, celule dendritice (DC) autologe au fost pulsate ex vivo cu lizat de tumora autolog sau lizat
de linie celulard HepG2 de hepatoblastom (Palmer et al., 2009). Pana in prezent, studiile de vaccinare au

Williams et al. (2013) descriu faptul ca variantele de secvente in SLC16A11 sunt un factor de
risc pentru diabetul de tip 2, insd nu descriu o peptida care cuprinde SEQ ID NO. 56 pentru utilizare in
terapie, inclusiv tratarea cancerului.

Rezumatul inventiei

Prezenta inventie se referd 1a o peptida care cuprinde secventa de aminoacid din SEQ ID NO. 56,
asa cum este definitd in Revendicarea 1 anexatd. Alte aspecte ale inventiei sunt definite in revendicarile
anexate.

Intr-un prim aspect se descrie o peptidi care cuprinde o secventd aminoacidica selectatd din
grupul format din SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau o variantd de secventd a acestuia care este
de cel putin 80%, de preferinti de cel putin 90%, omologa (de preferinta cel putin 80% sau cel putin 90%
identicd) cu SEQ ID NO. 1 pana la SEQ ID NO. 300, in care varianta mentionatd se leagd de MHC si/sau
induce celule T care reactioneaza incrucisat cu peptida menfionatd, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acesteia, in care peptida mentionata nu este polipeptida de baza cu lungime complet.

Este descrisd, de asemenea, o peptidd care cuprinde o secventd care este selectatd din grupul
format din SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau o variantd a acesteia care este de cel putin 80%,
de preferinta de cel putin 88%, omologa (de preferinta cel putin 80% sau cel putin 88% identicd) cu SEQ
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ID NO. 1 pani la SEQ ID NO. 300, in care peptida mentionatd sau varianta acesteia are o lungime totald
intre 8 si 100, de preferintd intre 8 si 30 si, cel mai preferat, intre 8 si 14 aminoacizi.

Tabelele urmétoare prezintd peptida in conformitate cu prezenta descoperire, valorile lor SEQ ID
NO. respective si gena-sursd (subiacentd) prospectivd pentru aceasti peptida.
Tabelul 1: Peptide HLA-A*02 in conformitate cu prezenta inventie — S* = fosfoserina

SEQ ID NO.  |Secventd ID-uri gene Simboluri oficiale de gene

56 GVLPGLVGV 162515 SLC16A11

in plus, sunt descrise, in general, peptidele in conformitate cu prezenta inventie pentru utilizare
in tratamentul bolilor proliferative, cum ar fi, de exemplu, cancerul pancreatic, cancerul de colon sau
rectal, cancerul renal, cancerul cerebral si/sau leucemii.

Preferate in mod special sunt peptidele — singure sau in combinatie — in conformitate cu prezenta
descoperire selectate din grupul format din SEQ ID NO. 1 pani la SEQ ID NO. 300. Mai preferate sunt
peptidele — singure sau in combinatie — selectate din grupul format din SEQ ID NO. 1 pani la SEQ ID
NO. 124 (vezi Tabelul 1), preferabil pentru legarea A*02, si din grupul format din of SEQ ID NO. 187
pana la SEQ ID NO. 218, de preferintd pentru legarea A*24 si utilizarea lor in imunoterapia de HCC,
cancerul cerebral, cancerul renal, cancerul pancreatic, cancerul de colon sau rectal ori leucemie, si, de
preferind, HCC.

Astfel, un alt aspect al prezentei descrieri se referd la utilizarea peptidelor descrise in prezentul
document pentru tratamentul — de preferintd combinat — al unei boli proliferative selectate din grupul de
HCC, cancer cerebral, cancer renal, cancer pancreatic, cancer de colon sau rectal si leucemie.

Prezenta descoperire se referd, in plus, la peptidele descrise in prezentul document care au
capacitatea de a se lega la 0 moleculd a complexului major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasi
I sau — intr-o forma alungitd, cum ar fi o varianta de lungime — sau de clasa I1.

Prezenta descoperire se referd si la peptidele descrise in prezentul document in care peptidele
respective (fiecare) constau, in esentd, dintr-o secventd de aminoacizi in conformitate cu SEQ ID NO. 1
pand la SEQ ID NO. 300.

Prezenta inventie se referd in continuare la peptidele descrise in prezentul document, in care
respectiva peptida este modificatd si/sau include legituri non-peptidice.

Prezenta descoperire se referd suplimentar la peptidele descrise in prezentul document, in care
respectiva peptida face parte dintr-o proteina de fuziune, in special fuzionatd cu aminoacizi N-terminali ai
lantului invariant (Ii) asociat cu antigenul HLA-DR sau fuzionati cu un anticorp (sau in secventa unui
anticorp), cum ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific pentru celulele dendritice.

Prezenta descoperire se referd in continuare la un acid nucleic care codificd peptidele descrise in
prezentul document. Prezenta descoperire referd in continuare la acidul nucleic descris in prezentul
document, care este ADN, ADNc, APN, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descoperire se referd in continuare la un vector de exprimare care este capabil sd
exprime si/sau exprima un acid nucleic asa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o peptiddi conform descrierii din prezentul
document, un acid nucleic conform descrierii din prezentul document sau un vector de exprimare conform
descrierii din prezentul document pentru utilizare in tratamentul bolilor, inclusiv cancer si boli patologice
autoimunef/inflamatorii/imune.

Prezenta descoperire se mai referd la anticorpi impotriva peptidelor descrise in prezentul
document sau complexe ale peptidelor mentionate in conformitate cu descrierea din prezentul document
cu MHC si metode de realizare a acestora.

Prezenta descoperire se referd in continuare la receptori de celule T (TCR), in special TCR
solubil (STCR) si TCR clonate transformate in celule T autologe sau alogene si metode de realizare a
acestora, precum si celule NK sau alte celule care poartd respectivul TCR sau care reactioneaza incrucisat
cu TCR-urile mentionate.

Anticorpii si TCR sunt exemple de realizare suplimentare ale utilizdrii imunoterapeutice a
peptidelor in conformitate cu inventia 1a indeména.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o celuld gazda cuprinzind un acid nucleic in
conformitate cu descrierea din prezentul document sau un vector de exprimare descris anterior. Prezenta
descoperire se referd in continuare 1a celula-gazda in conformitate cu descrierea din prezentul document,
care este o celuld prezentatoare de antigen si, de preferintd, este o celula dendritica.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o metodd de producere a unei peptide in
conformitate cu descrierea din prezentul document, metoda cuprinzind cultivarea celulei gazda in
conformitate cu descrierea din prezentul document si izolarea peptidei din celula gazdd mentionati sau
din mediul sdu de cultura.
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Prezenta descoperire se referd in continuare la metoda descrisi in prezentul document in care
antigenul este Incarcat pe molecule de MHC de clasi I sau de clasi Il exprimate pe suprafata unei celule
prezentatoare de antigen adecvate sau a unei celule prezentatoare de antigen artificiale prin punerea in
contact a unei cantititi suficiente de antigen cu o celuld prezentatoare de antigen.

Prezenta descoperire se referd in continuare la metoda descrisd in prezentul document in care
celula prezentatoare de antigen cuprinde un vector de exprimare capabil s exprime respectiva peptida
care confine SEQ ID NO. 1 pani la SQ ID NO. 300, de preferintd continind SEQ ID NO. 1 pana la SEQ
ID NO. 124 51 SEQ ID NO. 187 pani la SEQ ID NO. 218 sau o variantd de secventd aminoacidic.

Prezenta descoperire se referd in continuare la celulele T activate produse prin metoda descrisi
in prezentul document, in care celula T mentionatd recunoaste selectiv o celuld care exprima o polipeptida
cuprinzand o secventd de aminoacizi in conformitate cu descrierea din prezentul document.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o metodd de ucidere a celulelor tintd la un pacient
la care celulele fintd exprimd aberant o polipeptidd cuprinzind orice secventd de aminoacizi in
conformitate cu descrierea din prezentul document, metoda cuprinzind administrarea, la pacient, a unui
numdr eficace de celule T produse in conformitate cu descrierea din prezentul document.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la utilizarea oricirei peptide descrise, acidul nucleic
in conformitate cu prezenta descriere, vectorul de exprimare in conformitate cu prezenta descriere, celula
in conformitate cu prezenta descriere, limfocita T activatd, receptorul de celule T sau anticorpul sau alte
molecule de legare peptidicd si/sau MHC in conformitate cu prezenta descriere ca medicament sau la
fabricarea unui medicament. De preferintd, medicamentul este activ impotriva cancerului.

De preferinti, respectivul medicament este pentru o terapie celulard, un vaccin sau o proteind
bazati pe un TCR sau anticorp solubil.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care numitele celule canceroase sunt HCC, cancer cerebral, cancer renal, cancer
pancreatic, cancer de colon sau rectal sau leucemie si, de preferintd, celule HCC.

Prezenta descoperire se referd in continuare la proteine marker si biomarkeri particulari pe baza
peptidelor descrise in prezentul document, numite in prezentul document , tfinte”, care pot fi utilizate in
diagnosticarea si/sau prognosticul CRC. Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la utilizarea acestor
{inte noi in contextul tratamentului cancerului.

Existd doud clase de molecule MHC, MHC de clasi I si MHC de clasa II. Moleculele MHC sunt
compuse dintr-un lant greu alfa si din beta-2 microglobuline (receptori MHC de clasa I) sau, respectiv,
dintr-un lant alfa si un lan{ beta (receptori MHC de clasd II). Conformatia lor tridimensionald prezinta o
incizurd de legare care este folositd pentru interactiuni necovalente cu peptide. Moleculele MHC de clasa
I pot fi gsite pe majoritatea celulelor nucleate. MHC de clasa I prezinta peptide care rezulta din clivajul
proteolitic al proteinelor predominant endogene, produse ribozomale defecte (DRIP) si peptide mai mari.
Moleculele MHC de clasi 11 se pot gisi numai pe celulele ,,profesioniste” prezentatoare de antigen (APC)
si prezintd initial peptidele unor proteine exogene sau transmembranare captate de APC in timpul
endocitozei si care sunt procesate ulterior. Complexele de peptide si MHC de clasd I sunt recunoscute de
celule T CDS8-pozitive purtitoare de TCR (receptor de celule T) adecvat, in timp ce complexele de
peptidd si molecule MCH de clasi II sunt recunoscute de celule T helper CD4-pozitive cu TCR adecvat.
Este bine cunoscut faptul cd TCR, peptida si MHC sunt prezente in raport stoechiometric 1:1:1.

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

in absenta inflamatiei, exprimarea moleculelor MHC de clasa II este limitatd in principal la
celulele sistemului imunitar, in special la celulele profesioniste prezentatoare de antigen (APC) cum ar fi
monocitele, celulele derivate din monocite, macrofagele sau celulele dendritice. La pacientii cu cancer,
celulele tumorale au fost identificate cd exprimi molecule MHC de clasa II (Dengjel et al., 2006).

Peptidele alungite (mai lungi) din descoperire pot actiona ca epitopi activi ai MHC de clasa I1.
Celulele T helper, activate de epitopii MHC de clasd II, joaci un rol important in modularea rolului
efector al CTL in imunitatea antitumorald. Epitopii celulelor T care declanseazd un rdspuns din partea
celulelor T helper de tip TH1 sustin functiile efectorii ale celulelor T killer CD8, care includ functii
citotoxice indreptate impotriva celulelor tumorale care prezintd pe suprafata celulard complexe
MHC/peptide asociate tumorii. Astfel epitopii peptidei unei celule T helper asociate tumorii, singur sau
asociat cu alte peptide asociate tumorii, poate servi ca ingredient farmaceutic activ al formulelor de
vaccin care ar stimula rdspunsul imunitar antitumoral.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3626731 T2 2022.01.31
6

S-a demonstrat pe modele animale (mamifere), de exemplu soarece, ci chiar si in absenta
limfocitelor T CD8 pozitive, celulele T CD4-pozitive sunt suficiente pentru inhibarea manifestarilor
tumorale prin inhibarea angiogenezei prin sinteza de interferon gamma (IFNy).

Existd dovezi pentru celule T CD4 ca efectori antitumorali directi (Braumuller et al., 2013; Tran
et al,, 2014).

Deoarece exprimarea constitutivi a moleculelor HLA de clasd 1I este, de obicei, limitatd la
celulele imune, posibilitatea de izolare a peptidelor de clasd II direct din tumori primare nu a fost
considerata posibild. Totusi, Dengjel et al. au reusit sa identifice un numir de epitopi MHC de clasi 11
direct din tumori (WO 2007/028574, EP 1 760 088 B1).

Antigenele care sunt recunoscute de limfocitele T citotoxice specifice tumorii, epitopii acestora,
pot fi molecule derivate din toate categoriile de proteine, cum ar fi enzimele, receptorii, factorii de
transcriere etc. care sunt exprimate si care, comparativ cu celulele nemodificate cu aceeasi origine, sunt,
de obicei, reglate in sens crescdtor in celulele respectivei tumori.

Deoarece ambele tipuri de rdspuns, CD8 si CD4 dependente, contribuie impreuna si sinergic la
efectul antitumoral, identificarea si caracterizarea antigenilor asociafi tumorii recunoscufi de celule T
CD8+ (ligand: moleculd MHC de clasd I + epitop peptidd) sau celule T helper CD4-pozitive (ligand:
moleculd MHC de clasd II + epitop peptidd) este important in dezvoltarea de vaccinuri tumorale.

Pentru ca o peptidd MHC de clasa II si declanseze (inducd) un raspuns imunitar celular, trebuie,
de asemenea, sd se lege de o moleculd MHC. Acest proces depinde de alelele moleculei MHC si de
polimorfismele specifice ale secventei de aminoacizi ai peptidei. Peptidele care leagd MHC de clasa I au
de obicei o lungime de 8-12 resturi de aminoacizi si contin doud resturi conservate (,,ancore™) in secventa
acestora, care interactioneazi cu incizura de legare corespunzitoare a moleculei MHC. Astfel, fiecare
alelda MHC are un ,,motiv de legare” care determind ce peptide se pot lega specific de incizura de legare.

in cazul reactiile imunitare dependente de MHC de clasi I, peptidele nu numai ci se pot lega de
anumite molecule MHC de clasi I exprimate de celulele tumorale, dar trebuie sa fie si recunoscute
ulterior de celulele T care prezinta receptori specifici pentru celulele T (TCR).

Clasificarea curentd a antigenilor asociati tumorii cuprinde urméitoarele grupuri principale :

a) Antigeni de cancer testicular: primele AAT identificate vreodatd care se pot recunoaste de citre
celulele T apartin acestei clase, denumite initial antigeni de cancer testicular (CT) deoarece exprimarea
membrilor clasei se face in diferite tipuri histologice de tumori umane si, 1a nivelul tesuturilor naturale,
are loc numai in spermatocite/spermatogoniile din testicul si, ocazional, in placentd. Deoarece celulele
testiculare nu exprima molecule HL A de clasa I si II, acesti antigeni nu pot fi recunoscuti de celulele T in
fesuturi normale si prin urmare pot fi considerati specifici tumorii din punct de vedere imunologic
specifice tumorii. Exemple bine cunoscute de antigeni CT sunt membrii familiei MAGE sau NY-ESO-1.
b) Antigeni de diferentiere: aceste TAA sunt impdrtite intre tumori si tesuturi normale din care provin
tumorile; majoritatea sunt identificate in melanoame si melanocite normale. Multe dintre aceste proteine
derivate din melanocite sunt implicate in biosinteza melaninei si prin urmare nu sunt specifice tumorii,
dar sunt totusi folosite pe scald larga pentru imunoterapia cancerului. Exemplele includ, fard a se limita la,
tirozinaza si Melan-A/MART-1 pentru melanom sau PSA pentru cancer prostatic.

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

d) Antigeni specifici tumorii: aceste TAA unice apar din mutatii ale genelor normale (cum ar fi -
catenina, CDK4 etc.). Unele dintre aceste modificiri moleculare sunt asociate cu transformdri neoplazice
si/sau progresie. Antigenii specifici tumorii sunt in general capabile si inducd un rispuns imunitar
puternic fird a purta riscul unor reactii autoimune impotriva fesuturilor normale. Pe de altd parte aceste
TAA sunt In majoritatea cazurilor relevante numai tumorii exacte din care au fost identificate si de obicei
nu sunt comune mai multor tipuri individuale de tumori. Specificitatea (sau asocierea) cu tumoarea a unei
peptide poate aparea, de asemenca, daci peptida provine dintr-un exon din tumoare (asociat tumorii) in
cazul izoformelor specifice tumorii (asociate tumorit).

e) TAA-uri care apar prin modificdri anormale post-translatie: aceste TAA apar din proteine care nu
sunt nici specifice, nici supra-exprimate in tumori, dar care devin totusi asociate tumorii prin procese
post-translationale active in mod principal in tumori.

Exemplele pentru aceste clase apar din tipare de glicozilare alteratd, care duc la epitopi noi in tumori cum
ar fi pentru MUC]1 sau evenimente de tip scindarea proteinei in timpul degradarii, care pot sau nu si fie
specifice tumorii.

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

Pentru ca proteinele sd fie recunoscute de limfocitele T citotoxice ca antigene specifice tumorale
sau asociate tumorii, si pentru a putea fi utilizate in terapie, trebuie indeplinite anumite conditii prealabile.
Antigenul trebuie sa fie exprimat preponderent in celulele tumorale, si deloc sau nici macar in cantitafi
mici in tesuturile sdnatoase. Intr-o realizare preferati, peptida trebuie si fie supraprezentati de celulele
tumorale comparativ cu tesuturile sdnitoase normale. Este, de asemenea, de dorit ca respectivul antigen sd
nu fie prezent intr-un singur tip de tumoare, si sd fie prezent in concentratii mari (de exemplu, numar de
copii per celuld pentru respectiva peptidd). Antigenii specifici tumorii si asociati tumorii sunt adesea
derivate din proteine implicate direct in transformarea unei celule normale intr-o celuld tumorale datorita
functiei lor, de exemplu, in controlul ciclului celular sau suprimarea apoptozei. Suplimentar, tintele din
aval pentru proteinele care cauzeaza direct transformarea pot fi reglate in sens crescitor si prin urmare pot
fi asociate indirect tumorii. Acesti antigeni asociati indirect tumorii pot fi de asemenea tinta unei abordari
de tip vaccinare (Singh-Jasuja et al., 2004). Este esentiald prezenta epitopilor in secventa de aminoacizi a
antigenului pentru a se asigura faptul ci o astfel de peptida (,,peptidd imunogena™), fiind derivatd dintr-un
antigen asociat tumorii, duce 1a un raspuns in vitro sau in vivo al celulelor T.

In principiu, orice peptidi care se poate lega de o moleculi MHC poate functiona ca epitop al
celulei T. Cerinfa prealabild pentru inducerea unui rispuns al celulelor T, in vitro sau in vivo, este
prezenta unei celule avind TCR corespunzitor si absenta tolerantei imunologice pentru acest anumit
epitop.

Prin urmare, TAA sunt un punct de plecare pentru dezvoltarea unei terapii bazate pe celule T,
incluzand, insi nelimitdndu-se la vaccinuri tumorale. Metodele pentru identificarea si caracterizarea TAA
sunt bazate pe utilizarea de celule T care se pot izola de la pacienti sau subiecti sdndtosi sau sunt bazate
pe generarea de profiluri diferentiate sau tipare de exprimare diferentiate pentru peptide intre tumori si
tesuturi normale.

Cu toate acestea, identificarea genelor supraexprimate in tesuturi tumorale sau linii celulare
tumorale umane sau exprimate selectiv in astfel de tesuturi sau linii celulare nu asigurd informatii precise
asupra utilizdrii antigenilor care se transcriu din aceste gene intr-un tratament imunitar. Aceasta deoarece
numai o subpopulatie individuala de epitopi ai acestor antigeni este adecvata pentru o astfel de aplicatie
deoarece o linie de celule T cu TCR corespunzitor trebuie sa fie prezentd iar toleranta imunologicd pentru
acest anumit epitop trebuie si fie absentd sau minimali. Intr-un exemplu foarte preferat este, deci,
important sa se selecteze numai acele peptide prezentate peste sau selectiv impotriva cirora se poate gisi
o celuld T functionald si/sau proliferantd. Astfel de celule T functionale sunt definite ca celule T care, la
stimularea cu un anumit antigen, pot fi extinse clonal si pot executa functii efector (,,celule T efectoare™).

in cazul TCR si al anticorpilor conform inventiei, imunogenitatea peptidelor subiacente este
secundard. Pentru TCR-urile si anticorpii descrisi in prezentul document, prezentarea este factorul
determinant.

Utilizirile terapeuticd si diagnosticd impotriva cancerelor suplimentare sunt prezentate in
urmdtoarea descriere mai detaliatd a proteinelor (polipeptidelor) care stau la baza peptidelor in
conformitate cu descrierea.

O peptidad constind sau constind in esentd din secventa de aminoacizi indicatd aici poate avea
unul sau doi aminoacizi neancorati (vezi mai jos in ceea ce priveste motivul de ancord) schimbafi fard ca
aceasta capacitate de a se lega la o moleculd a complexului major de histocompatibilitate (MHC) uman de
clasd I sau II si fie modificatd substantial sau si fie afectatd negativ In comparatic cu peptida
nemodificati. Intr-un alt exemplu, intr-o peptidi care consti in esentd din secvenfa de aminoacizi indicatad
in prezentul document, unul sau doi aminoacizi pot fi schimbati cu partenerii lor de schimb conservatori
(vezi aici mai jos), fird ca aceastd capacitate de a sc lega la o moleculd a complexului major de
histocompatibilitate (MHC) uman de clasa I sau II sa fie modificatd substantial sau este afectatd negativ
in comparatie cu peptida nemodificata.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o peptidd in conformitate cu prezentul document,
in care respectiva peptida este modificatd si/sau include legituri non-peptidice.

Prezenta descoperire se referd suplimentar 1a o peptidd in conformitate cu prezenta descriere, in
care respectiva peptidd face parte dintr-o proteind de fuziune, in special fuzionatd cu aminoacizi N-
terminali ai lanfului invariant (Ii) asociat cu antigenul HLA-DR sau fuzionatd cu un anticorp (sau in
secventa unui anticorp), cum ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific pentru celulele dendritice,
adica se leaga de celulele dendritice.

Prezenta descoperire se referd in continuare la un acid nucleic care codificd o peptida descrisad in
prezentul document. Prezenta descoperire referd in continuare la acidul nucleic descris in prezentul
document, care este ADN, ADNc, APN, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descoperire se referd in continuare la un vector de exprimare care este capabil si
exprime, exprimd si/sau prezintd un acid nucleic asa cum este descris in prezentul document.
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Prezenta descoperire se referd in continuare la o peptidd in conformitate cu descrierea din
prezentul document, un acid nucleic in conformitate cu descrierea din prezentul document sau un vector
de exprimare in conformitate cu descrierea din prezentul document pentru utilizare in medicind.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la anticorpii descrisi mai in detaliu mai jos si
metodele pentru realizarea lor. Preferafi sunt anticorpii care sunt specifici pentru peptidele prezentei
descrieri si/sau pentru peptidele prezentei descrieri atunci cind sunt legate de MHC-ul lor. Anticorpii
preferati pot fi monoclonali.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la receptori de celule T (TCR), in particular
receptori de celule T solubili (STCR), care vizeazd peptidele descrise in prezentul document si/sau
complexe peptida-MHC ale acestora, precum si metodele pentru realizarea lor.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la anticorpi sau alte molecule de legare care vizeaza
peptidele descrise in prezentul document si/sau complexe peptidi-MHC ale acestora, precum si metodele
pentru realizarea lor.

Prezenta descriere se referd in continuare la o celuld gazdd cuprinzind un acid nucleic in
conformitate cu descrierea din prezentul document sau un vector de exprimare descris anterior. Prezenta
descoperire se referd in continuare la celula-gazda descrisd in prezentul document care este o celula
prezentatoare de antigen. Prezenta descoperire se referd in continuare la celula-gazda descrisd in prezentul
document in care celula prezentatoare de antigen este o celuld dendritica.

Prezenta descoperire se referd in continnare la o metodd de producere a unei peptide in
conformitate cu descrierea din prezentul document, metoda cuprinzind cultivarea celulei gazda in
conformitate cu descrierea din prezentul document si izolarea peptidei din celula-gazda si/sau din mediul
sdu de cultura.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o metoda in vitro pentru producerea de celule T
activate, metoda cuprinzand contactul in vitro al celulelor T cu molecule I MHC de clasd I umane
incdrcate cu antigen exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate pentru o
perioadd de timp suficientd pentru activarea celulelor T mentionate intr-un mod specific antigenului,
respectivul antigen fiind cel putin o peptida in conformitate cu prezenta inventie. Prezenta descoperire se
referd, de asemenea, la 0 metoda in care antigenul este incircat pe molecule de IT MHC de clasi 1 sau 11
exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate prin punerea in contact a unei
cantitati suficiente de antigen cu o celula prezentatoare de antigen.

Prezenta descoperire se referd in continuare la metoda descrisi in prezentul document in care
celula prezentatoare de antigen cuprinde un vector de exprimare capabil sd exprime respectiva peptida
care contine SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau o varianti de secventa aminoacidica a acesteia.

Prezenta descoperire se referd in continuare la celulele T activate produse prin metoda in
conformitate cu descrierea din prezentul document care recunosc selectiv o celuld care exprima aberant o
polipeptidi cuprinzand o secventd de aminoacizi in conformitate cu descrierea din prezentul document.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o metoda de ucidere a celulelor-fintd la un pacient
la care celulele fintd exprimd aberant o polipeptidd cuprinzind orice secventd de aminoacizi in
conformitate cu descrierea din prezentul document, metoda cuprinzind administrarea, la pacient, a unui
numdr eficace de celule T in conformitate cu descrierea din prezentul document.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la utilizarea oricirei peptide descrise, a unui acid
nucleic in conformitate cu descrierea din prezentul document, a unui vector de exprimare in conformitate
cu descrierea din prezentul document, a unei celule in conformitate cu descrierea din prezentul document
sau a unei celule T activate in conformitate cu descrierea din prezentul document ca medicament sau in
fabricarea unui medicament.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care respectivul medicament este un vaccin, o celuld, o populatie de celule, cum ar
fi, de exemplu, o linie celulard, STCR-uri si anticorpi monoclonali.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care medicamentul este activ impotriva cancerului.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care respectivele celule canceroase sunt celule de HCC.

Prezenta descoperire se referd in continuare la proteine marker si biomarkeri particulari pe baza
peptidelor din prezenta inventie care pot fi utilizate in diagnosticarea si/sau prognosticul HCC.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la utilizarea acestor finte noi pentru tratarea
cancerului.

In plus, prezenta descoperire se referi la o metodi de producere a unui vaccin anticancer
personalizat pentru un pacient individual folosindu-se o baza de date (descrisd in prezentul document si ca
,depozit™) de peptide asociate cu tumori preselectate.

Stimularea unui rdspuns imunitar depinde de prezenta unor antigeni recunoscuti ca strdini de
catre sistemul imunitar al gazdei. Descoperirea antigenilor asociati tumorilor a creat posibilitatea de a
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folosi sistemul imunitar al gazdei pentru a interveni asupra cresterii tumorale. In prezent, imunoterapia
cancerului exploreaza diferite mecanisme de valorificare a ambelor componente, umorala si celulard, ale
sistemului imunitar.

Elemente specifice ale rdspunsului imunitar celular sunt capabile de a recunoaste si distruge in
mod specific celulele tumorale. Izolarea celulelor T din populatiile celulare care infiltreaza tumorile sau
din sAngele periferic sugereaza cd aceste celule au un rol important in reactia imunitard naturald impotriva
cancerului. In special celulele T CD8-pozitive capabile si recunoascd moleculele de clasi I ale peptidelor
purtdtoare ale complexului major de histocompatibilitate (MHC), care includ, de obicei, 8 pana la 10
resturi de aminoacizi derivate din proteine sau produse ribozomale defectuoase (DRIP) localizati in
citozol, joacad un rol important in acest rdspuns. Moleculele MHC umane sunt desemnate si ca antigeni
leucocitari umani (HLA).

Termenul ,,peptidd” este folosit in prezentul document pentru a desemna o serie de resturi
aminoacid conectate intre ele de obicei prin punfi peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale
aminoacizilor adiacenti. Peptidele au, preferabil, o lungime de 9 aminoacizi, dar pot avea lungimea de 8
aminoacizi si pand la 10, 11, 12 sau 13 aminoacizi si, in cazul peptidelor MHC de clasd II (variante
alungite ale peptidelor din descoperire), pot avea o lungime de 15, 16, 17, 18, 19 sau 20 de aminoacizi.

Mai mult, termenul ,,peptidd” va include saruri ale unei serii de resturi aminoacid conectate intre
ele, de obicei, prin punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti. De
preferintd, sdrurile sunt siruri acceptabile din punct de vedere farmaceutic ale peptidelor, cum ar fi, de
exemplu, sirurile de clorurd sau acetat (trifluoroacetat). Trebuie mentionat cd sdrurile peptidelor in
conformitate cu prezenta descriere diferd in mod substantial de peptidele in starea lor in vivo, intrucit
peptidele nu sunt saruri in vivo.

Termenul ,,peptidd” include, de asemenea, ,,oligopeptidd”. Termenul ,,oligopeptida™ este folosit
in prezentul document pentru a desemna o serie de resturi aminoacid conectate intre ele de obicei prin
punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si carbonil ale aminoacizilor adiacenti. Lungimea oligopeptidei
nu este criticd pentru inventie atit timp cat epitopul corect (sau epitopii corecti) se includ in aceasta.
Oligopeptidele au, de obicei, o lungime mai mica de 30 de aminoacizi, dar mai mare de 15 aminoacizi.

Termenul ,,peptidele din prezenta inventie” va include, de asemenea, peptidele care constau din
sau contin o peptidd definitd mai sus in conformitate cu SEQ ID NO. 1 pana la SEQ ID NO. 300.

Termenul ,,polipeptidd” desemneaza o serie de resturi aminoacid conectate intre ele de obicei
prin punti peptidice intre grupdrile alfa-amino si —carbonil ale aminoacizilor adiacenti. Lungimea
polipeptidei nu este criticd pentru inventie atata timp cat sau epitopii corecti se pastreazd. Spre deosebire
de termenii ,,peptidd” sau ,,oligopeptidd”, termenul ,,polipeptidd” se referd la molecule care confin mai
mult de circa 30 de resturi de aminoacid.

O peptidad, oligopeptidd, proteind sau polinucleotidd care codificd o astfel de moleculad este
~imunogend” (desemnati prin termenul ,,imunogen” in prezenta inventie) daci este capabild si inducd un
rispuns imunitar. In cazul prezentei inventii, imunogenitatea este definitd mai specific ca fiind abilitatea
de a induce un raspuns mediat de celulele T. Astfel, o ,,imunogend” este o molecula capabild si induci un
rdspuns imunitar si, in cazul prezentei inventii, 0 moleculd capabild sd inducd un raspuns al celulelor T.
Intr-un alt aspect, imunogenul poate fi peptida, complexul peptidei cu MHC, oligopeptida si/sau proteina
care este utilizatd pentru a ridica anticorpi sau TCR-uri specifice impotriva acesteia.

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

La oameni exista trei loci genetici diferifi care codificd moleculele MHC de clasa I (moleculele

MHC ale omului sunt si antigeni leucocitari umani desemnati (HLA)): HLA-A, HLA-B si HLA-C. HLA-
A*01, HLA-A*02, si HLA-B*07 sunt exemple de diferite alele MHC de clasa I care pot fi exprimate din
acesti loci.
Tabelul 2: Frecventele de exprimare F pentru HLA*A02 si HLA-A*24 si cele mai frecvente serotipuri
HLA-DR. Frecventele sunt deduse din frecventele haplotipurilor Gf din populatia americana adaptate din
Mori et al. (Mori M et al., HLA gene and haplotype frequencies in the North American population: the
National Marrow Donor Program Donor Registry. Transplantation. 1997 Oct 15; 64(7): 1017-27) folosind
formula Hardy-Weinberg: F=1-(1-Gf)*. Combinatiile de A*02 sau A*24 cu anumite alele HLA-DR pot fi
imbogdtite sau mai putin frecvente decadt s-a estimat pe baza frecventelor singulare datoriti unor
dezechilibre de legare. Pentru detalii, vezi Chanock et al. (S.J. Chanock, et al. (2004) HLA-A, -B, -Cw, -
DQAI1 and DRBI1 in an African American population from Bethesda, USA Human Immunology, 65:
1223-1235).
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Aleld Populatie Fenotip calculat din frecventa alelei
A*02 Caucaziand (America de Nord) 49,1%
A*02 Afro-americani (America de Nord) 34,1%
A*02 Asiatic-americand (America de Nord) 43,2%
A*02 Latino-americani (America de Nord) 48,3%
DRI1 Caucaziani (America de Nord) 19,4%
DR2 Caucaziani (America de Nord) 28,2%
DR3 Caucaziand (America de Nord) 20,6%
DR4 Caucaziani (America de Nord) 30,7%
DR5S Caucaziand (America de Nord) 23.3%
DR6 Caucaziand (America de Nord) 26,7%
DR7 Caucaziand (America de Nord) 24,8%
DRS8 Caucaziand (America de Nord) 5,7%
DR9 Caucaziand (America de Nord) 2,1%
DR1 Afro-(nord)-americani 13,20%
DR2 Afro-(nord)-americani 29,80%
DR3 Afro-(nord)-americani 24,80%
DR4 Afro-(nord)-americani 11,10%
DR5 Afro-(nord)-americani 31,10%
DR6 Afro-(nord)-americani 33,70%
DR7 Afro-(nord)-americani 19,20%
DR8 Afro-(nord)-americand 12,10%
DR9 Afro-(nord)-americani 5,80%
DR1 Afro-(nord)-americand 6,80%
DR2 Afro-(nord)-americani 33,80%
DR3 Afro-(nord)-americani 9,20%
DR4 Afro-(nord)-americani 28,60%
DRS5 Afro-(nord)-americani 30,00%
DR6 Afro-(nord)-americani 25,10%
DR7 Afro-(nord)-americani 13,40%
DR8 Afro-(nord)-americani 12,70%
DR9 Afro-(nord)-americani 18,60%
DR1 Latino-(nord)-americanii 15,30%
DR2 Latino-(nord)-americani 21,20%
DR3 Latino-(nord)-americani 15,20%
DR4 Latino-(nord)-americanii 36,80%
DR5 Latino-(nord)-americani 20,00%
DR6 Latino-(nord)-americani 31,10%
DR7 Latino-(nord)-americani 20,20%
DR3 Latino-(nord)-americanii 18,60%
DR9 Latino-(nord)-americani 2,10%
A*24 Filipine 65%
A*24 Nenetia, Rusia 61%
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Aleld Populatie Fenotip calculat din frecventa alelei
A*24:02 Japonia 59%
A*24 Malaysia 58%
A*24:02 Filipine 54%
A*24 India 47%
A*24 Coreea de Sud 40%
A*24 Sri Lanka 37%
A*24 China 32%
A*¥24:02 India 29%
A*24 Australia de Vest 22%
A*24 SUA 22%
A*24 Samara, Rusia 20%
A*24 America de Sud 20%
A*24 Europa 18%

Peptidele din descoperire, de preferintd atunci cind sunt incluse intr-un vaccin al descoperirii,
asa cum este descris aici, se leagd de A*02 sau A*24. Un vaccin poate include, de asemenea, peptide
MHC de clasi II. Prin urmare, vaccinul in conformitate cu descoperirea poate fi utilizat pentru tratarea
cancerului la pacienti care sunt A*02 pozitivi, A*24 pozitivi sau pozitivi pentru A*02 si A*24 intrucit nu
este necesard nicio selectie pentru alotipurile MHC de clasd II din cauza pan-legdrii acestor peptide.

Combinarea, de exemplu, a peptidelor A*02 si A*24 intr-un singur vaccin are avantajul ci un
procentaj mai mare din orice populatie de pacienti poate fi tratat in comparatie cu abordarea fiecirei alele
MHC de clasi I singulare. In timp ce, in majoritatea populatiilor, mai pufin de 50% dintre pacienti pot fi
abordati de o alela singulard, vaccinul din descoperire poate trata cel putin 60% dintre pacienti din orice
populatie relevanta. in mod specific, urmitoarele procentaje de pacienti vor fi pozitive pentru cel pufin
una dintre aceste alele in diferite regiuni: SUA 61%, Europa de Vest 62%, China 75%, Coreeca de Sud
77%, Japonia 86% (calcule de pe www.allelefrequencies.net).

Asa cum este utilizata aici, referirea la o secventd ADN include atit ADN monocatenar, cat si
dublu-catenar. Astfel, secventa specifica, daci contextul nu indicd altminteri, se referd la monocatena
ADN a secventei respective, la duplexul respectivei secvente cu complementul ei (ADN dublu catenar) si
la complementul secventei respective. Termenul ,regiune de codare” se referd la acea portiune a genei
care codifica, fie in mod natural, fie In mod normal, produsul de exprimare al acelei gene in mediul siu
genomic natural, adica regiunea care codificd in vivo produsul de exprimare nativ al genei respective.

Regiunea de codificare poate fi derivatd dintr-o gend non-mutanti (,,normald”), mutantd sau
alteratd ori poate fi derivatd chiar dintr-o secventd ADN sau o gend sintetizatd in intregime in laborator
folosindu-se metode bine cunoscute profesionistilor din domeniul sintezelor ADN.

Intr-o concretizare preferatd, termenul ,,secventd nucleotidicd” se referd la un heteropolimer al
dezoxiribonucleotidelor.

Secventa nucleotidicd ce codificA o anumitd peptidd, oligopeptidd sau polipeptidd poate fi
intalnita in mod natural sau poate fi construitd artificial. In general, segmentele ADN care codifici
peptidele, polipeptidele si proteinele care fac subiectul acestei descoperiri sunt asamblate pornind de la
fragmente ADNCc si liganzi scurti oligonucleotidici sau de la serii de oligonucleotide, care asigurd o gena
sinteticd capabild de a fi exprimati intr-o unitate de transcriere recombinantd care contine elemente
regulatoare derivate dintr-un operon microbian sau viral.

Asa cum se utilizeaz3 aici, termenul ,,0 codificare (sau codare) cu nucleotide pentru o peptida”
se referd la o codificare cu o secventd de nucleotide pentru peptidd care include coduri de start si stop
artificiale (ficute de om) compatibile pentru sistemul biologic pentru care secvenfa urmeazi si fie
exprimatd, de exemplu, o celuld dendritici sau un alt sistem celular util pentru producerea de TCR.

Termenul ,,produs de exprimare” se referd la polipeptida sau proteina care reprezintd produsul
natural de translatie al genei si orice echivalenfi de codificare a secventei de acid nucleic rezultati din
degenerarea codului genetic care, astfel, codifica aceiasi aminoacizi.

Termenul ,.fragment”, atunci cind se referd la o secventd de codificare, inseamnd o portiune de
ADN care confine mai putin decit regiunea completd de codificare, al cirei produs complet de exprimare
retine, in principal, aceeasi functie sau activitate biologica ca si produsul de exprimare al intregii regiuni
de codificare.
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Termenul ,,segment ADN” se referd la un polimer ADN, sub forma unui fragment separat sau ca
o componentd a unei constructii ADN mai mari, care a fost obtinuti din ADN izolat cel putin o dati in
formd substantiald purd, adica fird contaminanti endogeni si in cantititi sau concentratii care permit
identificarea, manipularea si recuperarea segmentului si a secventelor nucleotidice componente prin
metode biochimice standard, de exemplu prin utilizarea unui vector de clonare. Aceste segmente sunt
furnizate sub forma unui cadru deschis de citire, neintrerupt de secvente interne netraduse (sau introni)
care sunt de obicei prezente in genele eucariote. Secventele de ADN netradus pot fi prezente in aval de
cadrul de citire deschis, unde acestea nu interferd cu manipularea sau exprimarea regiunilor de codificare.

Termenul ,,amors3” se referd la o secventd de acid nucleic scurtd care se poate imperechea cu o
monocatend ADN si care asigurd un capat 3°-OH liber la nivelul ciruia ADN polimeraza incepe sinteza
unei catene de dezoxiribonucleotide.

Termenul ,,promotor” se referd la o regiune ADN implicati in legarea ARN-polimerazei pentru a
inifia transcrierea.

Termenul ,,izolat” se referd la faptul cd materialul este indepdrtat din mediul siu original (de
exemplu, mediul natural, dacd apare in mod natural). De exemplu, o polinucleotidd sau polipeptidd care
apare natural intr-un animal viu nu este izolatd; dar aceeasi polinucleotidd sau polipeptida separati de una
sau toate materialele coexistente din sistemul natural reprezintd un izolat. Aceste polinucleotide pot face
parte dintr-un vector si/sau aceste polinucleotide sau polipeptide pot face parte dintr-un compus, dar
ramanand izolate deoarece vectorul sau compusul nu face parte din mediul natural.

Polinucleotidele si polipeptidele recombinate sau imunogene, dezviluite in conformitate cu
prezenta descoperire, pot sd fic in formd ,purificatd”. Termenul ,purificat” nu se¢ referd la puritate
absolutd; mai degraba este intentionat ca definitie relativa, si poate include produse care sunt inalt
purificate sau produse care sunt numai partial purificate, deoarece acesti termeni sunt intelesi de cei
mstruiti in domeniul relevant. Pentru exemplificare, clonele individuale izolate dintr-o bibliotecd de
ADNCc au fost purificate in mod conventional pand la omogenitate electroforeticd. Purificarea materialelor
de inceput sau naturale pand la cel putin un ordin de marime, preferabil la doud sau trei ordine de mirime,
si ideal la patru sau cinci ordine de mirime este de dorit in special. Mai mult, este avutd in vedere in mod
special o polipeptida revendicata care are o puritate de, preferabil, 99,999%, sau cel putin 99,99% sau
99,9%; sau chiar si 99% ca greutate sau mai mare.

Produsele de exprimare a acizilor nucleici si polipeptidelor descrise in conformitate cu prezenta
descoperire, precum si vectorii de exprimare care confin acesti acizi nucleici si/sau aceste polipeptide pot
fi in ,formd imbogititi”. In acceptiunca documentului, termenul ,imbogitit” se referd la faptul ci
materialul respectiv este in concentrafie de cel pufin 2, 5, 10, 100 sau 1000 de ori mai mare decit
concentrafia sa naturald (de exemplu), mai avantajos 0,01% masic, preferabil cel putin 0,1% masic.
Produsele imbogatite cu 0,5%, 1%, 5%, 10% si 20% masic sunt de asemenea de interes. Secventele,
compusii, vectorii, clonele si celelalte materiale care sunt cuprinse in prezenta descoperire pot fi, in
functie de interes, in formd imbogatitd sau izolata.

Termenul , fragment activ” se referd la un fragment, de obicei o peptida, o polipeptidi sau o
secventd de acid nucleic, care genercazd un raspuns imunitar (adicd, are activitate imunogend) la
administrare, singur sau, opfional, aldturi de un adjuvant adecvat, unui animal, cum ar fi de exemplu un
mamifer, ca de exemplu un iepure sau cobai, dar care include si un om, raspunsul imunitar putind lua
forma unui rispuns de stimulare a celulelor T in cadrul animalului primitor, cum ar fi omul. Alternativ,
termenul ,. fragment activ” se poate folosi pentru inducerea unui raspuns celular T in vitro.

in acceptiunea prezentului document, termenii ,,porfiune”, ,,segment” si ,.fragment”, atunci cand
sunt folositi in raport cu polipeptidele, se referd la o secventd continud de resturi, cam ar fi resturi de
aminoacid, care secventd formeaza un subset al unei secvente mai mari. De exemplu, daci o polipeptidi
este supusd unui tratament cu oricare dintre endopeptidazele uzuale, cum ar fi tripsina sau chimotripsina,
oligopeptidele care rezultd din acest tratament reprezintd portiuni, segmente sau fragmente ale
polipeptidei initiale. Atunci cAnd sunt folositi in raport cu polinucleotidele, acesti termeni se referd la
produse obtinute prin tratarea polinucleotidelor respective cu oricare dintre endonucleazele uzuale.

in acceptiunea prezentei descoperiri, termenul ,,omologie procentuald”, ,identitate procentuald”
sau ,,procentaj identic”, cu referire la o secventd, presupune cd o secventd este comparatd cu o secventi
patentatd sau descrisd dupd alinierea secventei care se compard (,secventa comparati”) cu secventa
descrisa sau patentatd (,,secventa de referintd”). Identitatea procentuald se determind conform urmatoarei
formule:

Identitate procentuald = 100 [1 - (C/R)]

unde C este numarul de diferente dintre secventa de referintd si secventa comparatd pe lungimea
aliniamentului dintre secventa de referintd si cea comparati, in care

(i) fiecare bazi sau aminoacid din secventa de referintd care nu are un corespondent aliniat, bazd sau
aminoacid, in secventa comparati si

(i1) fiecare lipsa din secventa de referinta si
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(iii) fiecare bazd sau aminoacid aliniat(d) din secventa de referintd care diferd de baza sau aminoacidul
aliniat din secventa comparatd, reprezintd diferente si (iiii) alinierea trebuie si inceapd la pozifia 1 a
secventelor aliniate;

si R este numirul de baze sau aminoacizi din secvenfa de referintd pe lungimea alinierii cu secventa
comparatd, orice lipsd apirutd in secventa de referinta fiind de asemenea numdrata ca bazd sau aminoacid.

Daci existd un aliniament intre secventa comparati si secventa de referintd pentru care
identitatea procentuald calculatd anterior este aproximativ egald cu, sau mai mare decit o identitate
procentuald minimi specificatd, atunci secventa comparatd are o identitate procentuald minima specificata
cu secventa de referintd, desi pot exista aliniamente pentru care anterior-mentionata identitate procentuala
sd fie mai micd decat identitatea procentuald specificata.

Peptidele originale (nemodificate) in conformitate cu descrierea din prezentul document se pot
modifica prin substituirea unuia sau a mai multor resturi din diferite pozitii diferite, posibil selectate, din
structura catenei peptidice, dacd nu s-a specificat altfel. Preferabil, aceste substitutii sunt localizate la
capatul catenei de aminoacizi. Astfel de substitutii pot fi conservatoare, de exemplu, dacd un aminoacid
este substituit cu un alt aminoacid cu structurd si caracteristici similare, astfel incit de exemplu un
aminoacid hidrofob si fie inlocuit cu un alt aminoacid hidrofob. Mult mai conservatoare ar fi inlocuirea
aminoacizilor cu unii de dimensiune si naturd chimica identicd sau similard, cum ar fi in cazul in care
leucina este inlocuitd de izoleucind. In studiile variatiilor de secvente la familii cu proteine omologe
natural-survenite, anumite substitufii aminoacidice sunt mai frecvent tolerate decét altele, aceasta
corelandu-se cu similitudinile de dimensiune, sarcind, polaritate si hidrofobicitate dintre aminoacidul
natural si cel care 1l inlocuieste, aceasta fiind baza de definire a ,,substitutiilor conservatoare’”.

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

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

Desigur, aceste substitutii pot implica structuri diferite de L-aminoacizii uzuali. Astfel, D-
aminoacizii se pot substitui cu L-aminoacizii identificati uzual in peptidele antigenice ale descoperirii,
fiind In continuare inclusi in prezentul document. in plus, aminoacizii care prezintd grupdri R non-
standard (adica, grupdri R diferite de cele identificate in cei 20 aminoacizi uzuali din proteinele naturale)
pot fi folositi in scopuri de substitutie pentru a produce imunogene si polipeptide imunogene conform
prezentei descoperiri.

Dac3 substitutiile din mai mult de o pozifie se descopera cd pot conduce la o peptida cu activitate
antigenicd substantial echivalentd sau mai mare decit cea descrisd mai jos, atunci aceste substitutii se vor
testa pentru a identifica dacd substitutiile combinate provoacd efecte cumulative sau sinergice ale
antigenicitatii peptidei. In cel mai riu caz, nu se pot substitui simultan mai mult de 4 pozitii din cadrul
peptidei.

Peptidele din descoperire pot fi alungite cu pand la patru aminoacizi, adicd 1, 2, 3 sau 4
aminoacizi pot fi addugati la orice capit in orice combinatie intre 4:0 si 0:4.

Combinatiile alungirilor in conformitate cu descoperirea pot fi ilustrate din Tabelul 3:
C-terminus N-terminus

0

Osaul

O sau 1 sau 2

O sau 1 sau 2 sau 3

0 sau 1 sau 2 sau 3 sau 4
-terminus C-terminus

0

Osaul

O sau 1 sau 2

O sau 1 sau 2 sau 3

0 sau 1 sau 2 sau 3 sau 4

(=l Ll R RSl B b Rl Ll I S B o
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Aminoacizii pentru alungire/extindere pot fi peptidele secventei initiale a proteinei sau a oricarui
alt aminoacid S. Alungirea poate fi utilizatd pentru a spori stabilitatea sau solubilitatea peptidelor.

Termenul ,,raspuns celular T” se referd la proliferarea si activarea specificd a functiilor efectoare
induse de o peptidd, in vitro sau in vivo. Pentru CTL limitate 1a MHC de clasa I, functiile efectoare pot fi
de liz a celulelor tintd cu peptide pulsate, precursori de peptide pulsate sau care prezintd peptide naturale,
de secretie de citokine, preferabil interferon gamma, TNF-alfa sau IL-2 indusa de peptide, secretic de
molecule efectoare, preferabil granzime sau perforine induse de peptida, sau degranulare.

De preferat, atunci cind celulele T specifice pentru o peptida descrisa fatd de peptide substitute,
concentratia de peptide la care peptidele substituite ating jumdtate din cresterea maximd a lizei
comparativ cu fundalul este mai micd de 1mM, preferabil nu depaseste 1 uM, si mai preferabil nu
depiseste 1 nM, cel mai preferabil nu depdseste 100 pM si in mod ideal nu depaseste 10 pM. Este de
asemenea de preferat ca peptida substituitd s fie recunoscuti de celule T provenind de la mai multi
indivizi, preferabil doi, dar, si mai preferabil, trei indivizi.

Astfel, epitopii din prezenta descoperire pot fi identici cu cei care apar natural asociati tumorii
sau specifici tumorii, sau pot include epitopi care diferd prin cel mult patru resturi de peptida de referinta,
atata timp cat au activitate antigenica substantial identica.

Moleculele MHC de clasa I pot fi gisite pe majoritatea celulelor nucleate care prezintd peptide
rezultate din scindarea proteoliticd a proteinelor care sunt in principal endogene, provenite din citosol sau
nucleare, si DRIP, dar si a peptidelor mai mari. Totusi, proteinele derivate din compartimentele
endozomale sau surse exogene se regasesc frecvent pe moleculele MHC de clasd 1. Aceastd modalitate
non-clasici de prezentare a clasei I este cunoscutd in literatura ca ,,prezentare incrucisata”.

Deoarece ambele tipuri de raspuns, CD8-dependente si CD4-dependente, contribuie impreuna si
sinergic la efectul antitumoral, identificarea si caracterizarea antigenelor asociate tumorii recunoscute de
celule T CD8-pozitive (molecule MHC de clasi 1) sau de celule T CD4-pozitive (molecule MHC de clasa
II) este importanta pentru dezvoltarea unor vaccinuri antitumorale. Face, prin urmare, obiectul prezentei
descoperiri furnizarea de compozitii ale peptidelor care contin peptide care se leagd de complexe MHC
indiferent de clasa acestora.

Considerind efectele secundare severe si cheltuielile asociate cu tratarea cancerului este nevoie
disperatd de metode imbundtitite de diagnostic si prognostic mai bun. Prin urmare este necesard
identificarea altor factori care reprezinti biomarkeri pentru cancer in general si pentru HCC in special.
Mai mult, este necesard identificarea unor factori care se pot folosi pentru tratamentul cancerului in
general si pentru HCC in special.

Prezenta descoperire furnizeazd peptide care sunt utile in tratarea cancerclor/tumorilor, de
preferintd HCC, care supraprezintd sau prezintd exclusiv peptidele din descoperire. Aceste peptide sunt
ilustrate prin spectrometric de masa pentru a fi prezentate in mod natural de citre moleculele HLA pe
probe primare umane de HCC.

S-a constatat ¢ gena-/proteina-sursd (denumitd, de asemenea, ,,proteind de lungime completd”
sau ,,proteind subiacentd™) din care se deriva peptidele este foarte supraexprimatd in cancer comparativ cu
fesuturile normale — tesuturi normale”, in raport cu prezenta descoperire, inseamnd celule hepatice
sdnitoase sau alte celule tisulare normale care demonstreazd un grad ridicat de asociere tumorald a
genelor-sursd (vezi Exemplul 2). Mai mult, peptidele in sine sunt puternic supraprezentate pe tesutul
tumoral — ,tesut tumoral”, in raport cu aceastd descoperire, inseamna o proba de la un pacient care sufera
de HCC, insd nu si pe tesuturi normale (vezi Exemplul 1).

Peptidele legate de HLA se pot recunoaste de citre sistemul imunitar, in special de limfocite T.
Celulele T pot distruge celulele care prezintd complexul HLA-peptidd recunoscut, de exemplu celulele
HCC care prezintd peptidele derivate.

Peptidele din prezenta descoperire s-au dovedit a fi capabile sd stimuleze rdspunsurile celulelor
T si/sau sunt supraprezentate si astfel pot fi utilizate pentru producerea de anticorpi si/sau TCR-uri, in
particular sTCR-uri, conform prezentei descoperiri (vezi Exemplul 3). Mai mult, complexul format de
peptide cu MHC-ul respectiv poate fi folosit si pentru productia de anticorpi specifici si/sau TCR-uri, in
particular sTCR-uri, in conformitate cu descrierea din prezentul document. Metodele respective sunt bine
cunoscute de expertii in domeniu si pot fi gisite si in literatura de specialitate respectiva. Astfel, peptidele
din prezenta descoperire sunt utile pentru generarea unui raspuns imunitar la un pacient, prin care celulele
tumorale pot fi distruse. Rispunsul imun la pacient poate fi indus prin administrarea directi a peptidelor
descrise sau a substantelor precursoare adecvate (de exemplu peptide elongate, proteine sau acizi nucleici
care codifica aceste peptide) la pacient, in mod ideal combinate cu un agent care creste imunogenitatea
(de exemplu un adjuvant). Rispunsul imunitar care are originea in astfel de vaccinare terapeutica se poate
astepta sd fie foarte specific impotriva celulelor tumorale deoarece peptidele tintd ale prezentei
descoperiri nu sunt prezente pe tesuturi normale in numere de copii comparabile, fapt care previne riscul
unor reactii autoimune nedorite indreptat impotriva celulelor normale ale pacientului.
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O ,.compozitie farmaceuticd” este, preferabil, o compozitie potrivitd pentru administrarea la o
fiintd umand intr-un cadru medical. De preferintd, o compozitie farmaceuticd este sterild si produsi
conform recomandarilor GMP.

Compozitiile farmaceutice contin peptidele fie in forma liberd fie sub forma unei siruri
acceptabile din punct de vedere farmaceutic (vezi mai sus). in acceptiunea prezentului document, ,,sare
acceptabild (din punct de vedere) farmaceutic” se referd la un derivat al peptidei mentionate in care
peptida este modificatd prin formarea de sdruri acide sau bazice ale agentului. De exemplu, sirurile acide
sunt preparate din baza liberd (de obicei, in forma neutrd, medicamentul are un grup -NH2 neutru)
implicAnd reactia cu un acid adecvat. Acizii adecvati pentru pregitirea sdrurilor acide includ atat acizi
organici (de exemplu acid acetic, acid propionic, acid glicolic, acid piruvic, acid oxalic, acid malic, acid
malonic, acid succinic, acid maleic, acid fumaric, acid tartaric, acid citric, acid benzoic, acid cinamic, acid
mandelic, acid metansulfonic, acid etansulfonic, acid p-toluensulfonic, acid salicilic si altii asemenea lor),
cit si acizi anorganici, cum ar fi acidul clorhidric, acidul bromhidric, acidul sulfuric, acidul azotic, acidul
fosforic si altii asemenea lor. Dimpotriva, preparatele sdrurilor bazice ale grupdrilor acide care pot face
parte din peptida sunt preparate folosind o bazi acceptabild farmaceutic, cum ar fi hidroxidul de sodiu,
hidroxidul de potasiu, hidroxidul de amoniu, hidroxidul de calciu, trimetilamina sau altele asemenea.

Intr-o concretizare preferati in mod special, compusul farmaceutic cuprinde peptidele sub forma
unor siruri de acid acetic (acetati), trifluor-acetati sau sdruri de acid clorhidric (cloruri).

Se preferd, in special, o compozitie si/sau utilizarea acesteia, de exemplu sub forma de vaccin.

Peptida din prezenta descoperire se poate folosi pentru a genera si a dezvolta anticorpi specifici
contra complexelor MHC/peptidi. Acestea se pot folosi pentru tratament, directionarea toxinelor sau
substantelor radioactive citre tesutul bolnav. O alti utilizare a acestor anticorpi poate fi tintirea
radionuclizilor citre tesutul bolnav in scopuri imagistice, cum ar fi PET. Aceastd utilizare poate ajuta la
depistarea metastazelor mici sau pentru stabilirea dimensiunii si localizdrii exacte a tesutului bolnav.

Prin urmare, un alt aspect al inventiei este furnizarea unei metode pentru producerea unui
anticorp recombinant care se leagd in mod specific la un complex major de histocompatibilitate (MHC)
de clasd I sau II uman care este complexat cu un antigen HLA-restrictionat, metoda cuprinzind:
imunizarea unui mamifer non-uman modificat genetic care cuprinde celule care exprimd respectivul
complex major de histocompatibilitate (MHC) de clasd I sau II uman cu o form3 solubild a moleculei
MHC de clasi I sau II complexate cu respectivul antigen HL A -restrictionat; izolarea moleculelor ARNm
din celulele producitoare de anticorp ale respectivului mamifer non-uman; producerea unei biblioteci de
prezentare a fagilor care prezintd molecule de proteind codificate de respectivele molecule ARNm; si
izolarea cel pufin a unui fag din respectiva biblioteca de prezentare a fagilor, cel putin un fag care prezinti
anticorpul respectiv cu legare specificd la complexul major de histocompatibilitate (MHC) de clasd I sau
I uman complexat cu antigenul HLA-restrictionat mentionat.

Un alt aspect al inventiei este acela de a furniza un anticorp care se leagd in mod specific la un
complex major de histocompatibilitate (MHC) de clasi I sau II care este complexat cu un antigen
restrictionat HLA, in care anticorpul este, de preferintd, un anticorp policlonal, un anticorp monoclonal,
un anticorp bi-specific si/sau un anticorp himeric.

Un alt aspect al prezentei inventii se referd, deci, la 0 metodad de producere a anticorpului
respectiv care se leagd in mod specific 1a un complex major de histocompatibilitate (MHC) de clasa 1
uman care este complexat cu un antigen HLA -restrictionat, metoda cuprinzind: imunizarea unui mamifer
non-uman modificat genetic care cuprinde celule care exprimd respectivul complex major de
histocompatibilitate (MHC) uman de clasi I sau II cu o forma solubild a moleculei MHC de clasd I sau 11
complexatd cu respectivul antigen HLA-restrictionat, izolarea moleculelor ARNm din celulele
producitoare de anticorp ale respectivului mamifer non-uman; producerea unei biblioteci de prezentare a
fagilor care prezintd molecule de proteind codificate de respectivele molecule ARNm; si izolarea cel putin
a unui fag din respectiva bibliotecd de prezentare a fagilor, cel putin un fag care prezintd anticorpul
respectiv cu posibilitate de legare specificd la complexul major de histocompatibilitate (MHC) uman de
clasa I sau IT complexat cu antigenul HL A -restrictionat mentionat. Metodele respective pentru producerea
unor astfel de anticorpi si complexe majore de histocompatibilitate de clasi 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 et al., 2003a; Cohen et al., 2003b; Denkberg et al.,
2003).

Preferabil, anticorpul se leaga 1a complex cu o afinitate de legare mai mica de 20 nanomolari,
preferabil sub 10 nanomolari, care este considerata ca fiind ,,specificd” in contextul prezentei inventii.

Un alt aspect al inventiei este acela de a furniza o metodd pentru producerea unui receptor de
celule T solubil (sTCR) care sd recunoascd un complex peptidd-MHC specific. Astfel de receptori de
celule T solubili pot fi generati din clone de celule T specifice si afinitatea lor poate fi crescutd prin
mutagenezi care vizeazi regiunile determinante de complementaritate. In scopul selectirii receptorilor de
celule T, poate fi utilizat o afisare de fagi (US 2010/0113300, Liddy et al., 2012). in scopul stabilizirii
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receptorilor celulelor T in timpul afisdrii fagilor si in cazul utilizarii practice ca medicament, catena alfa si
catena beta pot fi legate, de exemplu, prin legituri disulfurice non-native, alte legituri covalente (receptor
de celuld T cu o singurd catendl) sau prin domenii de dimerizare (vezi Boulter et al., 2003; Card et al.,
2004; Willcox et al., 1999). Receptorul de celule T poate fi legat de toxine, medicamente, citokine (vezi,
de exemplu, US 2013/0115191), domenii care recrutecazad celule efectoare precum domeniul anti-CD3,
etc. pentru a executa anumite functii asupra celulelor-tintd. Mai mult, poate fi exprimatd in celule T
utilizate pentru transferul adoptiv. Informatii suplimentare pot fi gasite in WO 2004/033685A1 si WO
2004/074322A1. O combinatie de sTCR-uri este descrisd in WO 2012/056407A1. Alte metode pentru
producere sunt prezentate in WO 2013/057586A1.

In plus, peptidele si/fsau TCR-urile ori anticorpii sau alte molecule de legare din prezenta
descoperire pot fi utilizate pentru a verifica diagnosticul de cancer de la un patolog pe baza unei probe
biopsiate.

Pentru a selecta peptide supraprezentate, se calculeazi un profil de prezentare ardtind
prezentarea mediand a probei, precum si variatia replicirii. Profilul juxtapune probe ale entitdtii tumorale
de interes pentru o linie de baza a probelor de tesut normal. Fiecare dintre aceste profiluri poate fi apoi
consolidat Intr-un scor de supraprezentare, calculindu-se valoarea p a unui model liniar cu efecte
combinate (Pinheiro et al., 2007), care s¢ ajusteaza pentru testarea multipld prin rata de descoperire falsd
(Benjamini si Hochberg).

Pentru identificarea si cuantificarea relativd a liganzilor HLA prin spectrometric de masa,
moleculele HLA din probele de tesut inghetat prin soc au fost purificate si peptidele asociate cu HLA au
fost izolate. Peptidele izolate au fost separate si secventele au fost identificate prin experimente online de
nano-electropulverizare-ionizare (nanoESI) prin cromatografie de lichid-spectrometrie de masa (LC-MS).
Secventele peptidice rezultate au fost verificate prin compararea modelului de fragmentare a TUMAP
naturale inregistrate din probe de HCC (N = 16 probe A*02-pozitive, inclusiv 13 probe A*02:01-pozitive,
N = 15 probe A*24-pozitive) cu modele de fragmentare ale peptidelor de referin{d sintetice
corespunzitoare ale secventelor identice. Deoarece peptidele au fost identificate direct ca liganzi ai
moleculelor HLA ale tumorilor primare, aceste rezultate furnizeazd dovezi directe pentru procesarea si
prezentarea naturale ale peptidelor identificate pe tesutul canceros primar obtinut de la pacienti cu HCC.

Pipeline-ul descoperirii XPRESIDENT® v2.1 (vezi, de exemplu, US 2013-0096016) permite
identificarea si selectarea candidatilor relevanti pentru vaccinare cu peptide supraprezentate pe baza
cuantificdrii relative directe a nivelurilor de peptide HLA-restrictionate pe tesuturile canceroase
comparativ cu mai multe fesuturi si organe necanceroase diferite. Acest lucru a fost realizat prin
dezvoltarea unei cuantificari diferentiale fara etichete utilizindu-se datele LC-MS obtinute, procesate de
un pipeline patentat de analizd a datelor, combinindu-se algoritmi pentru identificarea secventelor,
gruparea spectrald, numararea ionilor, alinierea timpului de retentie, deconvolutia de stare a Incircirii si
normalizarea.

Au fost stabilite nivelurile de prezentare, inclusiv estimdrile de eroare pentru fiecare peptida si
proba. Au fost identificate peptide prezentate exclusiv pe fesuturi tumorale si peptide supraprezentate in
tumora fati de tesuturi si organe necanceroase.

Complexele HLA-peptidd din probe de tesut de HCC au fost purificate si peptidele HLA-
asociate au fost izolate si analizate prin LC-MS (vezi exemplele). Toate peptidele TUMAP continute in
prezenta aplicatie au fost identificate cu aceastd abordare pe probe de HCC primar, confirmindu-se
prezentarea acestora pe HCC primar.

Peptidele TUMAP identificate pe mai multe tumori de HCC si tesuturi normale au fost
cuantificate utilizindu-se numadrarea de ioni la datelor LC-MS fara etichete. Metoda presupune ca zonele
de semnal LC-MS ale unei peptide se coreleaza cu abundenta sa in probd. Toate semnalele cantitative ale
unei peptide in diferite experimente LC-MS au fost normalizate pe baza tendintei centrale, mediate per
proba si fuzionate intr-o diagrami de bare, denumitd profil de prezentare. Profilul de prezentare
consolideazi diferite metode de analiza, cum ar fi ciutarea in baza de date cu proteine, gruparea spectrala,
deconvolutia de stare de incidrcare (decompresie) si alinierea si normalizarea timpului de retentie.

Prezenta descoperire se referd la o peptida care cuprinde o secventd care este selectatd din grupul
format din SEQ ID NO. 1 pana la SEQ ID NO. 300 sau o variantd a acesteia care este cel putin 90%
omologa (de preferintd identici) cu SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau o varianta a acesteia care
induce celule T care reactioneaza incrucisat cu peptida mentionatd, in care peptida mentionatd nu este
polipeptida de baza cu lungime completa.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o peptidd care cuprinde o secventd care este
selectata din grupul format din SEQ ID NO. 1 pani la SEQ ID NO. 300 sau o variantd a acesteia care este
cel putin 90% omologd (de preferintd identicd) cu SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300, in care
peptida mentionatd sau varianta acesteia are o lungime totald intre 8 si 100, de preferinta intre 8 si 30 si,
cel mai preferat, intre 8 si 14 aminoacizi.
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Prezenta descoperire se referd si la peptidele in conformitate cu descrierea din prezentul
document si care au capacitatea de a se lega la o moleculd a complexului major de histocompatibilitate
(MHC) uman de clasi I sau de clasi IL

Prezenta descoperire se referd si la peptidele descrise in prezentul document in care peptidele
respective constau sau constau in esentd dintr-o secventd de aminoacizi in conformitate cu SEQ ID NO. 1
pand la SEQ ID NO. 300.

Prezenta inventie se referd in continuare la peptidele descrise in prezentul document, in care
peptida este modificatd (chimic) modificata si/sau include legituri non-peptidice.

Prezenta descoperire se mai referd la peptidele in conformitate cu descrierea din prezentul
document in care peptida face parte dintr-o proteind de fuziune, care cuprinde in special aminoacizi N-
terminali ai lanfului invariant (Ii) asociat cu antigenul HLA-DR sau in care peptida este fuzionat cu (sau
in) un anticorp, cum ar fi, de exemplu, un anticorp care este specific pentru celulele dendritice.

Prezenta descriere se referd in plus la un acid nucleic care codificd peptidele in conformitate cu
descrierea din prezentul document, cu conditia ca peptida sd nu fie proteina umana completd (intreagd).

Prezenta descoperire referd in continuare la acidul nucleic descris in prezentul document, care
este ADN, ADNc, APN, ARN sau combinatii ale acestora.

Prezenta descoperire se referd in continuare la un vector de exprimare care este capabil si
exprime un acid nucleic asa cum este descris in prezentul document.

Prezenta descoperire se referd in continuare la o peptiddi conform descrierii din prezentul
document, un acid nucleic conform descrierii din prezentul document sau un vector de exprimare conform
descrierii din prezentul document pentru utilizare in medicind, in special in tratamentul HCC.

Prezenta descriere se referd in continuare la o celuld gazdd cuprinzind un acid nucleic in
conformitate cu descrierea din prezentul document sau un vector de exprimare in conformitate cu
descrierea din prezentul document.

Prezenta descoperire se referd in continuare la celula-gazdi in conformitate cu descrierea din
prezentul document, care este o celuld prezentatoare de antigen si, de preferintd, este o celuld dendritica.

Prezenta descoperire se referd in continuare la metoda in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care antigenul este incdrcat pe molecule de MHC de clasi I sau II exprimate pe
suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate prin punerea in contact a unei cantitati suficiente
de antigen cu o celuld prezentatoare de antigen.

Prezenta descoperire se referd in continuare la metoda descrisi in prezentul document in care
celula prezentatoare de antigen cuprinde un vector de exprimare capabil s exprime respectiva peptida
care contine SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau varianta mentionata de secventa de aminoacizi.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la utilizarea oricirei peptide descrise, a unui acid
nucleic in conformitate cu descrierea din prezentul document, a unui vector de exprimare in conformitate
cu descrierea din prezentul document, a unei celule in conformitate cu descrierea din prezentul document
sau a unei limfocite T citotoxice activatd in conformitate cu descrierea din prezentul document ca
medicament sau in fabricarea unui medicament. Prezenta descoperire se referd, de asemenea, 1a o utilizare
in conformitate cu descrierea din prezentul document in care medicamentul este activ impotriva
cancerului.

Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care medicamentul este un vaccin. Prezenta descoperire se referd, de asemenea, la
o utilizare in conformitate cu descrierea din prezentul document in care medicamentul este activ
impotriva cancerului.

Prezenta descriere se referd, de asemenea, la o utilizare in conformitate cu descrierea din
prezentul document in care celulele canceroase mentionate sunt celule HCC sau alte celule tumorale
solide sau hematologice, cum ar fi cele de cancer pancreatic, cancer cerebral, cancer renal, cancer de
colon sau rectal ori leucemie.

Prezenta descoperire se referd in continuare la proteine marker si biomarkeri particulari pe baza
peptidelor descrise in prezentul document, numite in prezentul document , finte”, care pot fi utilizate in
diagnosticarea si/sau prognosticul CRC. Prezenta inventie se referd, de asemenea, la utilizarea acestor
finte noi pentru tratarea cancerului.

Termenul ,,anticorp” sau ,anticorpi” este utilizat aici Intr-un sens larg si include anticorpi atat
policlonali, cit si monoclonali. in plus fatd de moleculele de imunoglobulind intacte sau ,,complete”, in
termenul ,,anticorpi” sunt incluse, de asemenea, fragmente (de exemplu, fragmente de CDR, Fv, Fab si
Fc) sau polimeri ai acelor molecule de imunoglobulind si versiunile umanizate ale moleculelor de
imunoglobulind, atdt timp cAt acestea manifestd oricare dintre proprietifile dorite (de exemplu, legarea
specificd a unei polipeptide marker HCC, livrarea unei toxine intr-o celuld de HCC care exprimi o gend
marker de cancer la un nivel crescut si/sau inhibarea activitdtii unei polipeptide marker de HCC) in
conformitate cu descrierea din prezentul document.
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Ori de cate ori este posibil, anticorpii descoperirii pot fi achizitionati din surse comerciale.
Anticorpii din descoperire pot fi generati, de asemenea, folosindu-se metode bine cunoscute. Specialistii
in domeniu vor intelege cd pot fi utilizati fie polipeptide markeri de HCC de lungime completd, fie
fragmente ale acestora pentru generarea anticorpilor in conformitate cu descoperirea. O polipeptida de
utilizat pentru generarea unui anticorp din descoperire poate fi purificata partial sau complet dintr-o sursd
naturald sau poate fi produsi utilizindu-se tehnici cu ADN recombinant.

De exemplu, un ADNc care codificd o peptidd in conformitate cu descrierea din prezentul
document, cum ar fi o peptida in conformitate cu SEQ ID NO. 1 pani la SEQ ID NO. 300, o polipeptida
ori o variantd sau un fragment al acesteia, poate fi exprimat in celule procariote (de exemplu, bacterii) sau
celule cucariote (de exemplu, celule de drojdii, de insecte sau de mamifere), dupd care proteina
recombinanti poate fi purificatd si utilizatd pentru a genera un preparat de anticorpi monoclonali sau
policlonali care leagi in mod specific polipeptida marker de HCC utilizatd pentru a genera anticorpul, in
conformitate cu descrierea din prezentul document.

Un specialist in domeniu va realiza ¢i generarea a doud sau mai multe seturi diferite de anticorpi
monoclonali sau policlonali maximizeaza probabilitatea obtinerii unui anticorp cu specificitatea si
afinitatea necesare utilizarii sale preconizate (de exemplu, ELISA, imunohistochimie, imagisticd in vivo,
terapie cu imunotoxine). Anticorpii sunt testati pentru activitatea doritd prin metode cunoscute, in
conformitate cu scopul pentru care anticorpii urmeazd si fie utilizati (de exemplu, ELISA,
imunohistochimie, imunoterapie etc.), pentru indrumdri suplimentare privind generarea si testarea
anticorpilor (vezi, de exemplu, Harlow si Lane, 2013). De exemplu, anticorpii pot fi testati in teste
ELISA, imunoamprente (Western blots), colorare imunohistochimica a cancerelor fixate cu formalini sau
sectiuni de tesut inghetat. Dupd caracterizarea inifiald in vitro, anticorpii destinati utilizarii diagnostice
terapeutice sau in vivo sunt testati conform metodelor cunoscute de testare clinici.

Termenul ,,anticorp monoclonal”, asa cum este utilizat aici, se referd la un anticorp obtinut dintr-
o populatie substantial omogend de anticorpi, adicd anticorpii individuali cuprinzind populatia sunt
identici, cu exceptia mutatiilor posibile in mod natural care pot fi prezente in cantitdti minore. Anticorpii
monoclonali descrisi in mod specific includ anticorpi ,,himerici”, in care o portiune din catena grea si/sau
usoard este identicd sau omoloagd cu secventele corespunzitoare din anticorpi derivati dintr-o specie
particulard sau apartinind unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in timp ce restul catenei
(catenelor) este identic sau omolog cu secventele corespunzaitoare din anticorpii derivati de la o alta
specie sau apartinind unei alte clase sau subclase de anticorpi, precum si fragmente ale unor astfel de
anticorpi, atat timp cat acestia prezintd activitatea antagonista doritd (US 4,816,567).

Anticorpii monoclonali ai inventiei pot fi generati folosindu-se metode de hibridom. intr-o
metodd de hibridom, un soarece sau alt animal-gazda adecvat este, de obicei, imunizat cu un agent de
imunizare pentru a obtine limfocite care produc sau sunt capabile sa produca anticorpi care se vor lega in
mod specific 1a agentul imunizant. Ca alternativa, limfocitele pot fi imunizate in vitro.

Anticorpii monoclonali pot fi obtinufi, de asemenea, prin metode de ADN recombinant, cum ar
fi cele descrise in US 4,816,567. ADN-ul care codificd anticorpii monoclonali ai inventiei poate fi izolat
usor si secventializat utilizdndu-se proceduri conventionale (de exemplu, prin utilizarea probelor
oligonucleotidice care sunt capabile sd se lege in mod specific la genele codificatoare ale catenelor grele
si usoare ale anticorpilor murinici).

Metodele in vitro sunt, de asemenea, adecvate pentru prepararea anticorpilor monovalenti.
Digestia anticorpilor pentru a produce fragmente ale acestora, in particular fragmente Fab, poate fi
realizatd folosindu-se tehnici de rutind cunoscute in domeniu. De exemplu, digestia poate fi efectuatd
folosindu-se papaind. Exemple de digestie cu papaind sunt descrise in WO 94/29348 si US 4,342,566.
Digestia cu papaind a anticorpilor produce, de obicei, 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 pepsinei genereaza un fragment F(ab')2 si un fragment pFc'.

Fragmentele de anticorpi, fie cd sunt atasate la alte secvente sau nu, pot include de asemenea
insertii, deletii, substitutii sau alte modificdri selectate ale unor regiuni particulare sau reziduuri specifice
de aminoacizi, cu conditia ca activitatea fragmentului si nu fie modificatd sau degradatd in mod
semnificativ fatd de anticorpul nemodificat sau fragmentul de anticorp. Aceste modificiri pot furniza
unele proprietdti suplimentare, cum ar fi eliminarea/addugarea de aminoacizi capabili de legare la
disulfuri, cresterea biolongevitatii, modificarea caracteristicilor secretoare etc. In orice caz, fragmentul de
anticorp trebuic sd posede o proprictate bioactivd, cum ar fi activitatea de legare, reglarca legirii 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 de inteles pentru un specialist in domeniu si pot include mutageneza specifici
situsului acidului nucleic care codifici fragmentul de anticorp.

Anticorpii conform inventiei pot cuprinde suplimentar anticorpi umanizafi sau anticorpi umani.
Formele umanizate ale anticorpilor non-umani (de exemplu, murini) sunt imunoglobuline himerice,
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catene de imunoglobulind sau fragmente ale acestora (cum ar fi Fv, Fab, Fab 'sau alte subsecvente de
legare la antigenului ale anticorpilor) care contin o secventd minima derivatid din imunoglobulind non-
umand. Anticorpii umanizati includ imunoglobuline umane (anticorp receptor) in care resturile dintr-o
regiune determinantd complementard (CDR) a recipientului sunt inlocuite cu resturi dintr-o CDR a unei
specii non-umane (anticorp donor), de exemplu de soarece, sobolan sau iepure cu specificitatea, afinitatea
si capacitatea dorite. In unele cazuri, resturile de cadru Fv (FR) ale imunoglobulinei umane sunt inlocuite
cu resturi non-umane corespunzatoare. Anticorpii umanizafi pot cuprinde, de asemenea, resturi care nu se
gisesc nici in anticorpul receptor, nici in secventele de CDR sau de cadru importate. in general,
anticorpul umanizat va cuprinde, practic, toate cel putin unul si, de obicei, doud domenii variabile in care
toate sau, practic, toate regiunile CDR corespund cu cele ale unei imunoglobuline non-umane si toate sau,
practic, toate regiunile FR sunt cele ale unei secvente de consens a imunoglobulinelor umane. Anticorpul
umanizat optim va cuprinde, de asemenea, cel putin o portiune dintr-o regiune constantd de
imunoglobulina (Fc), de obicei cea a unei imunoglobuline umane.

Metodele de umanizare a anticorpilor non-umani sunt bine cunoscute in domeniu. In general, un
anticorp umanizat are unul sau mai multe resturi de aminoacid introduse in el dintr-o sursd non-umana.
Aceste reziduuri de aminoacid non-umane sunt adesea denumite reziduuri de ,.import”, care sunt, de
obicei, luate dintr-un domeniu variabil de .,import”. Umanizarca poate fi realizatd, practic, prin
substituirea CDR-urilor sau a secventelor CDR de la rozitoare pentru secventele corespunzitoare unui
anticorp uman. In consecintd, astfel de anticorpi ,,umanizati” sunt anticorpi himerici (US 4,816,567), in
care, practic, mai putin de un domeniu variabil uman intact a fost substituit cu secventa corespunzitoare
de 1a o specie non-umani. In practici, anticorpii umanizati sunt, de obicei, anticorpi umani in care unele
resturi CDR si, posibil, unele resturi FR sunt substituite cu resturi din situsuri analoage in anticorpi de la
rozitoare.

Pot fi folosite animale transgenice (de exemplu, soareci), care sunt capabile, dupd imunizare, sa
producd un repertoriu complet de anticorpi umani in absenta productiei de imunoglobulini endogend. De
exemplu, a fost descris ci deletia homozigotd a genei regiunii de legare a catenei grele de anticorp la
soareci mutanti himeric si de filiatie germinald conduce la inhibarea completd a productiei de anticorpi
endogeni. Transferul seriei de gene de imunoglobulind cu filiatie germinald umand in astfel de soareci
mutanti cu filiatie germinald va conduce la producerea de anticorpi umani dupd provocarea de citre un
antigen. Anticorpii umani pot fi, de asemenea, produsi in biblioteci de afisare a fagilor.

Anticorpii din inventie sunt, preferabil, administrati unui subiect intr-un agent purtdtor acceptabil
din punct de vedere farmaceutic. In mod obisnuit, o cantitate adecvati dintr-o sare acceptabild din punct
de vedere farmaceutic este utilizat in formuld pentru a face formularea izotonici. Exemplele de agent
purtitor acceptabil din punct de vedere farmaceutic includ solutia salind, solutia Ringer si solutia de
dextroza. pH-ul solutiei este, preferabil, de la aproximativ 5 la aproximativ 8 si, mai preferabil, de la
aproximativ 7 pand la aproximativ 7,5. Agentii purtdtori suplimentari includ preparate cu eliberare
prelungitd, de exemplu matrice semipermeabile de polimeri hidrofobi solizi care contin anticorpul,
matricele fiind sub forma de articole formate, de exemplu, pelicule, lipozomi sau microparticule. Va fi
evident pentru persoanele de specialitate din domeniu cd anumiti agenti purtitori pot fi mai preferabili in
functie de, de exemplu, calea de administrare si concentratia anticorpului care este administrat.

Anticorpii pot fi administrati subiectului, pacientului sau celulei prin injectare (de exemplu,
intravenoasd, intraperitoneald, subcutanatd, intramusculard) sau prin alte metode, cum ar fi perfuzia, care
asigurd eliberarea sa in singe intr-o forma eficace. De asemenea, anticorpii pot fi administrati pe cii
intratumorale sau peritumorale pentru a exercita efecte terapeutice locale, precum si sistemice. Este
preferabild injectarea locala sau intravenoasa.

Dozele si schemele eficace pentru administrarea anticorpilor pot fi determinate empiric si
realizarea unor astfel de determindri se afld in domeniul de specialitate. Specialistii in domeniu vor
intelege cd doza de anticorpi care trebuie administrati va varia in functie de, de exemplu, subiectul care
va primi anticorpul, calea de administrare, de tipul particular de anticorp utilizat si alte medicamente
administrate. O doza zilnica tipici de anticorp utilizat singur poate varia de la aproximativ 1 ug/kg pani
la 100 mg/kg de greutate corporald sau mai mult pe zi, in functie de factorii mentionati mai sus. Dupd
administrarea unui anticorp, preferabil pentru tratarea HCC, eficacitatea anticorpului terapeutic poate fi
evaluatd in diverse moduri bine cunoscute de citre specialistii in domeniu. De exemplu, marimea,
numadrul si/sau distributia cancerului la un subiect care primeste tratament pot fi monitorizate utilizindu-
se tehnici standard de imagisticd tumorald. Un anticorp administrat terapeutic care opreste cresterea
tumorii, are ca rezultat contractia tumorala si/sau impiedicd dezvoltarea de tumori noi in comparatic cu
evolutia bolii care ar avea loc In absenta administrdrii anticorpului este un anticorp eficace pentru
tratamentul cancerului.

Deoarece peptidele mentionate in tabelele de mai sus ale descrierii si, prin urmare, polipeptidele
subiacente sunt foarte bine exprimate in HCC si sunt exprimate la niveluri mai degrabd pind la extrem de
scizute in celulele normale, inhibarea unei proteine selectate din grupul format din produsele proteice ale
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urmdtoarelor gene: Preferred for the inhibition and for antibodies and/or TCRs are GLUL, GPAM,
PLIN2, SLC16A1, SLC9A3R1, PCBDI1, SEC16A, AKR1C4, ABCB11, HAL, CYP2EI, C4A, C4B,
ALDHIL1, CRP, ACSL4, EEF2, HLTF, FBX022, GALK1, TMCO01, TMEM33, ZNF318, IPO9,
AMACR, C1QTNF3, CYP4F8, CYP4F3, CYP4F11, CYP4F12, CYP4F2, MOCOS, AICF, COLI18AL,
HPR, LBP, C190rf80, CFHRS, ITIH4, TMEMI110, LARP4, LMF2, SLC10AS5, and SLC16A11; still
preferred for the inhibition and for antibodies and/or TCRs are ANKFYI, C12orf44, C160rf58, CPSF1,
DCAF8, PEX19, DDX11, DDX12P, DECR2, NME4, DENNDSB, DYM, EDC4, ERI3, FAM20A,
FNDC3A,GPR107, GYG2, HEATR2, IFT81, KCTD3,SHKBP1, KIAA1324L, KLHL24, MARCHS,
MBTPS2, MIR1279, CPSF6, NOC4L, NXF1, PANK2, PCNXL3, PIPSL, PSMD4, PSMD14, SLC35Bl1,
TCP11L2, THNSL2, THOC2, TOMMS, TRAPPC6B, TRIMS54, TRIMSS, TRIM63, UGGT2, URBI,
VPS54, WIZ, ZNF451, RFTN2, SCFD1, SERINCS, CCT7P2, CMAS, ANKSI1A, Cl170rf70, CCT7,
CDK5RAP2, CLPTM]I, si cele mai preferate pentru inhibare si pentru anticorpi si/sau TCR-uri sunt
APOB, FASN si/sau COPA; iar expresia sau activitatea acestor markeri poate fi integratd de preferini
intr-o strategic terapeuticd, de exemplu pentru tratarea sau prevenirea HCC.

Principiul de terapie anti-sens este bazat pe ipoteza ca supresia, specificd secventei, a exprimarii
genice (prin transcripfie sau translatie) se poate obtine prin hibridizare intracelulard intre ADN sau
ARNm genomic si specii complementare anti-sens. Formarea unui asemenea duplex de acid nucleic
hibrid interfereaza cu transcriptia. ADN-ului genomic care codificd antigenul tintd tumoral sau cu
procesarea/transportul/translatia si/sau stabilitatea ARNm-ului pentru antigenul-tintd tumoral.

Acizii nucleici anti-sens se pot administra printr-o varietate de metode. De exemplu,
oligonucleotidele anti-sens sau ARN-ul anti-sens se pot administra direct (de exemplu, prin injectare
intravenoasd) unui subiect intr-o formi care permite captarea in celulele tumorale. Alternativ, vectorii
virali sau plasmidici care codificd ARN-ul anti-sens (sau fragmente de ARN) se pot introduce in celule in
vivo. Efectele anti-sens se pot induce prin secvente de sens; totusi, extensia modificdrilor fenotipice este
foarte variabild. Modificdrile fenotipice induse de tratamentul anti-sens eficace sunt evaluate conform
modificarilor apdrute, de exemplu, in valorile ARNm-ului {intd, valorile proteinelor-finta si/sau nivelul de
activitate al proteinelor-{inta.

Intr-un exemplu specific, inhibarea functiei de tintd/marker HCC prin terapie genici anti-sens se
poate obtine prin administrarea directd de ARN marker tumoral anti-sens unui subiect. Markerul tumoral
ARN anti-sens se poate produce si izola prin orice tehnicd standard, dar este cel mai convenabil produs
prin transcriptie in vitro folosindu-se marker ADNc tumoral anti-sens sub controlul unui promotor de
mare eficacitate (de exemplu, promotorul T7). Administrarea unui marker tumoral ARN anti-sens unor
celule se poate face prin oricare dintre metodele pentru administrarea directd de acid nucleic descrisd mai
jos.

O strategie alternativd pentru inhibarea functiei unei proteine selectate din grupul format din
proteinele mentionate mai sus si, cel mai preferabil, din APOB, FASN si/sau COPA, implica utilizarea
unui acid nucleic (de exemplu, siARN sau un acid nucleic care codificd un anticorp antiproteic sau o
portiune a acestuia, care poate fi transferat in celulele canceroase sau in alte celule, ceea ce duce la
exprimarea si secretia intracelulard a anticorpului), o proteind sau o moleculd mica ori orice alt compus
care vizeaza exprimarea, translatia si/sau functia biologic3 a acestei proteine.

In metodele descrise mai sus, care includ administrarea si absorbtia ADN-ului exogen in celulele
unui subiect (adicd, transductia sau transfectia genicd), acizii nucleici din prezenta descoperire pot fi sub
formi de ADN gol sau acizii nucleici pot fi intr-un vector pentru eliberarea acizilor nucleici in celule
pentru inhibarea exprimdrii proteinei marker pentru HCC. Vectorul poate fi un preparat disponibil
comercial, de exemplu un vector de adenovirus (Quantum Biotechnologies, Inc. (Laval, Quebec, Canada).
Livrarea acidului nucleic sau a vectorului in celule poate fi realizatd printr-o varietate de mecanisme. Ca
un exemplu, livrarea poate fi realizatd printr-un lipozom utilizindu-se preparate lipozomale disponibile in
comert, de exemplu Lipofectin, Lipofectamine (GIBCO-25 BRL, Inc., Gaithersburg, Md.), Superfect
(Qiagen, Inc. Hilden, Germania) si Transfectam Biotec, Inc., Madison, Wis., SUA), precum si alte
lipozomi dezvoltati conform procedurilor standard din domeniu. In plus, acidul nucleic sau vectorul din
aceasta descoperire poate fi livrat in vivo prin electroporare, pentru care este disponibila tehnologia de 1a
Genetronics, Inc. (San Diego, SUA), precum si prin intermediul unui aparat Sonoporation (ImaRx
Pharmaceutical Corp., Tucson, Arizona, SUA).

De exemplu, livrarea vectorului se poate face printr-un sistem viral, cum ar fi un sistem de
vector retroviral care poate ambala un genom retroviral recombinant. Retrovirusul recombinant se poate
apoi folosi pentru a infecta si, prin urmare, pentru a livra in celulele infectate acid nucleic anti-sens care
inhibd exprimarea unei proteine selectate dintr-un grup constind din proteinele mentionate mai sus.
Metoda exactd de introducere a acidului nucleic alterat in celulele de mamifere nu este, desigur, limitata
la folosirea de vectori retrovirali. Pentru aceastd procedurd sunt disponibile si alte tehnici disponibile pe
scard largd, inclusiv folosirea de vectori adenovirali, vectori asociati adeno-virusurilor (AAV), vectori
lentivirali, vectori retrovirali pseudotipati. De asemenea, se pot utiliza tehnici de transductie fizicd, cum ar
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fi livrarea de lipozomi si alte mecanisme de endocitozd mediatd de receptor sau de alt tip. Aceasta
inventie se poate folosi in asociere cu oricare dintre aceste metode de transfer genic, precum si cu alte
metode folosite frecvent.

Anticorpii pot fi utilizati, de asemenea, pentru teste diagnostice in vivo. In general, anticorpii
sunt etichetati printr-o radionucleotidd (cum ar fi !'In, ®Tc, *C, B, 3H, 3? P sau %), astfel incét tumora
s poatd fi localizati folosind imunoscintiografic. Intr-una dintre realiziri, anticorpii sau fragmentele
acestora se leagd la domeniile extracelulare a doud sau mai multe tinte ale unei proteine selectate din
grupul format din proteinele mentionate mai sus, iar valoarea de afinitate (Kd) este mai mica de 1 x 10
M.

Anticorpii pentru utilizare diagnostica pot fi etichetafi cu sonde adecvate pentru detectarea prin
diferite metode imagistice. Metodele pentru detectareca sondelor includ, dar nu se limiteazi la,
fluorescentd, lumind, microscopie confocald si electronicd; imagisticA prin rezonan{d magneticd si
spectroscopie; fluoroscopie, tomografie computerizatd si tomografie cu emisie de pozitroni. Sondele
adecvate includ, dar nu se limiteaz3 la, fluoresceind, rodamind, eozind si alti fluorofori, radioizotopi, aur,
gadoliniu si alte lantanide, fier paramagnetic, fluor-18 si alti radionuclizi cu emisie de pozitron. In plus,
probele pot fi bi- sau multifunctionale si pot fi detectate folosind una sau mai multe dintre metodele
prezentate aici. Acesti anticorpi pot fi marcati direct sau indirect cu sondele mentionate. Atasarea
probelor la anticorpi implicd atasarea covalenti a probei, Incorporarea probei in anticorp si atasarea
covalentd a unui compus chelator pentru legarea probei, printre alte actiuni bine cunoscute in domeniu.
Pentru imunohistochimie, proba de tesut bolnav poate fi proaspatd sau congelata ori poate fi incorporata
in parafind si fixatd cu un conservant, cum ar fi formalina. Sectiunea fixati sau incorporata care contine
proba intrd in contact cu un anticorp etichetat principal si cu un anticorp secundar, anticorp folosit pentru
a detecta exprimarea proteinelor in situ.

Dupa cum s-a mentionat mai sus, prezenta descoperire furnizeaza, astfel, o peptida care cuprinde
o secventd care este selectatd din grupul format din SEQ ID NO. 1 pana la SEQ ID NO. 300 sau o
variantd a acesteia care este 90% omologd SEQ ID NO. 1 pani la SEQ ID NO. 300 sau o varianti a
acesteia care va induce reactivitate incrucisatd a celulelor T cu peptida mentionatd. Peptidele din
descoperire au capacitatea de a se lega de o moleculd a complexului major de histocompatibilitate (MHC)
uman de clasi I sau de versiuni alungite ale peptidelor mentionate la clasa I1.

In prezenta descoperire, termenul ,,omolog” se referi la gradul de identitate (consultati sectiunca
,ldentitate procentuald” de mai sus) dintre secventele a doud secvente de aminoacizi, adicd secvente
peptidice sau polipeptidice. Anterior mentionata ,,omologie” se stabileste prin compararea a doud
secvente aliniate in conditii optime cu secventele care vor trebui comparate. O astfel de omologie a
secventei se poate calcula prin crearea unei alinieri folosind, de exemplu, algoritmul ClustalW. Programe
de analizd a secventei disponibile in mod obisnuit, mai specific Vector NTI, GENETYX sau alte
instrumente de analizd sunt furnizate de baze de date publice.

Specialistii iIn domeniu vor putea analiza daci celulele T induse de o varianta a peptidei specifice
vor putea reactiona incrucisat cu peptida in sine (Fong et al., 2001; Zaremba et al., 1997; Colombetti et
al., 2006 ; Appay et al., 2006).

Prin ,variantd” a secventei date de aminoacizi, inventatorii se referd la faptul ci lanturile
secundare provenite, de exemplu, de la unul sau doud resturi aminoacid sunt modificate (de exemplu prin
substituirea lor cu lantul secundar al altui rest aminoacid natural sau cu un alt lant secundar) astfel incat
peptida sa fie In continuare capabild s se lege de molecula HLA 1in principal in acelasi mod ca si peptida
care contine secventa datd de aminoacid constind din SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300. De
exemplu, o peptida se poate modifica astfel incét aceasta sd mentind, dacd nu si amelioreze posibilitatea
de a interactiona cu si de a se lega de un situs de legare al unei molecule MHC adecvate, cum ar fi HLA-
A*02 sau -DR, si astfel s mentind cel putin, daci nu sd imbundititeasca abilitatea de a se lega la TCR
pentru celule T activate.

Aceste celule T pot apoi reactiona incrucisat cu celulele si pot distruge celulele care exprimi o
polipeptidd care confine secventa naturald de aminoacizi a peptidei Inrudite definite in descrierea
descoperirii. Dupd cum poate fi derivat din literatura stiintificd (Godkin et al., 1997) si bazele de date
(Rammensee et al., 1999), anumite pozitii ale peptidelor care leagd HLA sunt de obicei reziduuri ancord
care constituie o secventd centrald care corespunde tiparului de cuplare al incizurii de cuplare a
receptorului HLA, care este definit de proprietitile polare, electrofizice, hidrofobe si spatiale ale lantului
polipeptidei care constituie incizura de cuplare. Astfel, un expert in domeniu ar putea modifica secventele
de aminoacizi stabilite in SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300, prin mentinerea resturilor-ancora, si
vor putea stabili dacd aceste variante isi mentin abilitatea de a se lega de moleculele MHC de clasi I sau
II. Variantele prezentei descoperiri isi pastreaza abilitatea de a lega TCR pentru celule T activate, care pot
reactiona incrucisat cu celulele si pot ucide celulele care exprimd polipeptida care contine secventa
naturald de aminoacid a peptidei inrudite definite in descrierea inventiei.
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Reziduurile aminoacidice care nu contribuie substantial la interactiunea cu receptorul celulelor T
pot fi modificate prin substituirea cu alti aminoacizi a cdror incorporare nu modificd substantial
reactivitatea celulelor T si care nu elimind cuplarea cu MHC relevant. Astfel, cu exceptia conditiei
explicate, peptida care face obiectul descoperirii poate fi orice peptidd (termen in care includem si
oligopeptide sau polipeptide) care include secventele de aminoacizi sau o portiune sau varianti a acestora.

Aceste resturi de aminoacid care nu contribuie substantial la interactiunea cu TCR-ul pot fi
modificate prin substituirea cu alti aminoacizi a ciror incorporare nu modificd substantial reactivitatea
celulelor T si care nu elimind cuplarea cu MHC relevant. Astfel, cu exceptia conditiei explicate, peptida
care face obiectul inventiei poate fi orice peptida (termen in care includem si oligopeptide, si polipeptide)
care include secventele de aminoacizi sau o portiune sau varianti a acestora.

Pot fi adecvate, de asemenea, peptide mai lungi. Este, de asemenea, posibil ca epitopii MHC de
clasa I, desi de obicei cu lungimea de 8-11 aminoacizi, s fie generati prin procesarea peptidelor provenite
din peptide sau proteine mai lungi care includ epitopul efectiv. Este preferabil ca resturile care flancheaza
epitopul efectiv sd fie resturi care si nu influenteze substantial clivajul proteolitic necesar pentru
expunerea epitopului efectiv in timpul procesarii.

in consecintd, prezenta descoperire furnizeaza peptide si variante de epitopi MHC de clasi I, in
care peptida sau varianta are o lungime totala cuprinsd intre 8 si 100, preferabil intre 8 si 30, si, cel mai
preferabil, intre 8 si 14, si anume 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 aminoacizi; in cazul peptidelor de legare de clasa
IT alungite, lungimea poate fi, de asemenea, de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 sau 22 de aminoacizi.

Desigur, peptida sau varianta in conformitate cu prezenta descoperire va avea capacitatea si se
lege de 0 moleculd a complexului major de histocompatibilitate (MHC) uman de clasa I or 1L

Legarea unei peptide sau a unei variante la un complex MHC poate fi testatd prin metode
cunoscute in domeniu.

Intr-o realizare preferatd in mod special a descoperirii, peptida consti sau constd in esentd dintr-o
secventd de aminoacizi conforma cu SEQ ID NO. 1 pana la SEQ ID NO. 300.

,,Constand In esentd din” inseamnd cd o peptidd in conformitate cu prezenta descoperire, pe
langd secventa in conformitate cu oricare dintre SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 sau o variantd a
acestora, confine segmente de aminoacid N-terminale sau C-terminale care nu fac in mod necesar parte
din peptida care functioneaza ca epitop pentru molecule MHC.

Totusi, aceste resturi pot fi importante pentru a furniza o introducere adecvatd a peptidei care
face obiectul prezentei descoperiri in interiorul celulei. Intr-o concretizare a prezentei descoperiri, peptida
face parte dintr-o proteind de fuziune care contine, de exemplu, cei 80 aminoacizi N-terminali ai lantului
invariabil asociat antigenului HLA-DR (p33, urmdtoarea ,,Ii”) derivati din NCBI, numadr de identificare
GenBank X00497. In alte fuziuni, peptidele din prezenta descoperire pot fi fuzionate la un anticorp asa
cum este descris in prezentul document, sau o parte functionald a acestuia, in special intr-o secventd a
unui anticorp, astfel incét s fie directionate in mod specific de respectivul anticorp, sau, de exemplu,
citre sau intr-un anticorp care este specific pentru celulele dendritice descrise in prezentul document.

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

Intr-o legiturd peptidicd inversatd, reziduurile aminoacidice nu sunt unite prin legituri peptidice
(-CO-NH-), ci legitura peptidica este inversatd. Astfel de retro-inverso peptido-mimetice se pot obtine
folosind metodele cunoscute in literatura de specialitate, cum ar fi de exemplu cele descrise in Meziere et
al. (1997). Aceastd abordare implicd sinteza de pseudopeptide care contin modificiri care implicd
scheletul si nu orientarea lanturilor secundare. Meziere et al (1997) demonstreaza ci aceste pseudopeptide
sunt utile pentru legarea MHC si raspunsurile celulelor T helper. Peptidele retro-inversate, care contin
legdturi NH-CO si nu legaturi peptidice CO-NH, sunt mult mai rezistente la proteoliza.

O legdturd non-peptidica este, de exemplu, -CH»-NH, -CH»S-, -CH,CHs-, -CH=CH-, -COCH,-, -
CH(OH)CH,-, si -CH>SO-. US 4,897,445 furnizeaza o metoda pentru sinteza in faza solida a unor legaturi
non-peptidice (-CH,-NH) in lanfuri de polipeptide care implicd polipeptide sintetizate de procedurile
standard si legaturi non-peptidice sintetizate prin reactia dintre o amino-aldehidd si un aminoacid in
prezenta NaCNBH3.

Peptidele care confin secventele descrise mai sus pot fi sintetizate cu ajutorul unor grupdri
chimice suplimentare prezente la capetele amino- sau carboxi-terminale, pentru a imbundtati stabilitatea,
biodisponibilitatea si/sau afinitatea peptidelor. De exemplu, gruparile hidrofobe, cum ar fi carbo-benzoxil,
dansil sau T-butil-oxi-carbonil pot fi addugate capitului peptidic amino-terminal. Similar, o grupare acetil
sau o grupare 9-fluorenil-metoxi-carbonil se poate plasa la capitul amino-terminal al peptidei. In plus,
grupdrile hidrofobe, cum ar T-butil-oxi-carbonil, sau o grupare amido- pot fi adiugate capitului peptidic
amino-terminal.
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Mai mult, peptidele din descoperire pot fi sintetizate in functie de configuratia lor sterici. De
exemplu, se poate utiliza izomerul D al unuia sau mai multor resturi de aminoacid peptidic in locul
izomerului L uzual. Ba chiar mai mult, cel putin unul dintre resturile de aminoacid al peptidei din
descoperire poate fi substituit cu unul dintre resturile de aminoacid cunoscute, care nu apar in mod
peptidelor care fac obiectul descoperirii.

Similar, o peptida sau o variantd a descoperirii se poate modifica din punct de vedere chimic prin
reactii cu diversi aminoacizi inainte sau dupd sinteza peptidei. Exemplele acestor modificiri sunt bine
cunoscute in domeniu i sunt rezumate, de exemplu, in R. Lundblad, Chemical Reagents for Protein
Modification, 3rd ed. CRC Press, 2005. Modificarea chimici a aminoacizilor include, fird a se limita la,
modificarea prin acilare, amidinare, piridoxilarea lizinei, alkilare reductiva, trinitrobenzilarea grupurilor
amino cu acid 2,4,6-trinitrobenzen sulfonic (TNBS), modificarea amidicd a grupdrilor carboxil si
sulfhidril prin oxidarea cu acid performic a cisteinei la acid cisteic, formarea de derivati de mercur,
formarea de disulfide mixte cu alti compusi tiolici, reactia cu maleimida, carboximetilarea cu acid
iodoacetic sau iodoacetamid si carbamoilare cu cianat la pH alcalin, desi fird a se limita la acestea. In
aceste privinte, doritorii sunt trimisi la Capitolul 15 al protocolului prezent din Protein Science, Eds.
Coligan et al. (John Wiley and Sons NY 1995-2000) pentru metodologia extinsd legatd de modificarea
chimica a proteinelor.

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

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

Tetranitrometanul si N-acetil-imidazolul se pot folosi pentru modificarea resturilor tirozil.
Legarea incrucisata prin formarea de ditirosina poate fi realizatd cu ioni de cupru sau apd oxigenata.

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

Modificarea cu succes a proteinelor si peptidelor terapeutice cu PEG este adesea asociatd cu o
extindere a timpului de injumatitire circulatorie in timpul legdrii incrucisate a proteinelor cu
glutaraldehidd, diacrilat de polictilen-glicol, iar formaldehida este utilizatdi pentru pregitirea
hidrogelurilor. Modificarea chimicd a alergenilor pentru imunoterapic este obtinutd adesea prin
carbamilare cu cianat de potasiu.

O peptidd sau o variantd, in care peptida este modificatd sau include legituri non-peptidice
reprezinti un exemplu preferat al descoperirii. in general, peptidele si variantele (cel putin cele care
confin legituri peptidice intre resturile de acid amino) pot fi sintetizate prin modul Fmoc-poliamidi al
sintezei peptidelor in stare solidd, dupd cum se aratd in Lukas et al. (Solid-phase peptide synthesis under
continuous-flow conditions. Proc Natl Acad Sci U S A. May 1981; 78(5): 2791-2795) si referintele citate.
Protectia temporard a grupdrii N-amino este asiguratd de gruparea 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc).
Clivajul repetitiv al acestei grupari de protectie cu intensd labilitate de baza este realizat folosind 20%
piperidind in N,N-dimetilformamidd. Functionalitdtile lanfurilor secundare se pot proteja sub forma butil-
eterilor (in cazul serinei, treoninei si tirozinei), a butil-esterilor (in cazul acizilor glutamic si aspartic), a
derivatilor butiloxicarbonil (in cazul lizinei si histidinei), a derivatilor tritil (in cazul cisteinei) si a
derivatilor de 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzensulfonil (in cazul argininei). Daca resturile C-terminale sunt
glutamina sau asparagina, pentru protejarea functiei amido a lantului secundar se va folosi gruparea 4,4°-
dimetoxibenzhidril. Suportul in faza solida este furnizat de un polimer polidimetil-acrilamidd format din
cei trei monomeri dimetilacrilamida (schelet-monomer), bisacriloetilen diamind (agent de legdturd) si
acriloilsarcozin-metil-ester (agent de functionalizare). Agentul de legitura peptida-rasind scindabil folosit
este derivatul labil in mediu acid al acidului 4-hidroximetil-fenoxiacetic. Toti derivatii aminoacizi sunt
addugati sub forma de derivati simetrici anhidri preformati cu exceptia asparaginei si glutaminei, care
sunt addugate folosind o procedurd de cuplare inversd mediatd de N,N-diciclohexil-carbodiimidi/1-
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hidroxibenzotriazol. Toate reactiile de cuplare si deprotejare sunt monitorizate folosindu-se proceduri de
testare care folosesc ninhidrind, trinitrobenzen, acid sulfonic sau izotind. Dupd finalizarea sintezei,
peptidele sunt scindate din suportul rezinic cu indepirtarea concomitentd a grupdrilor protectoare ale
lanturilor secundare prin tratarea cu acid trifluoroacetic 95% care contine un amestec curdtitor 50%.
Substantele de curitare folosite cel mai frecvent includ etan-ditiol, fenol, anisol si apd, alegerea exactd
fiind dependentd de aminoacizii constituenfi ai peptidei sintetizate. De asemenea, pentru sintetizarea
peptidelor, se poate utiliza o combinatie de metode in stare solida si in stare de solutie (vezi, de exemplu,
Bruckdorfer et al., 2004 si referintele citate in acest document).

Acidul trifluoroacetic este indepdrtat prin evaporare in vacuo, cu triturarea ulterioard cu
dietileter, care duce la formarea peptidei brute. Toate substantele de curdtare prezente sunt eliminate
printr-o procedurad simpld de extragere, care, dupd liofilizare in fazi apoasi, conduce la peptida bruta fara
substante de curdtare. Reactivii pentru sinteza peptidelor sunt in general disponibili, de exemplu, de la
Calbiochem-Novabiochem (Nottingham, Regatul Unit).

Purificarea poate fi realizatd prin una sau mai multe tehnici, precum recristalizarea,
cromatografia cu excludere dimensionald, cromatografia cu schimb de ioni, cromatografia cu interactiune
hidrofoba si (de reguld) cromatografia lichidd de inaltd performanti in faza inversa, folosind, de exemplu,
separare in gradient de acetonitril/apa.

Analiza peptidelor poate fi efectuatd folosind cromatografie in strat subfire, electroforezd, in
particular clectroforezi capilard, extragere in fazd solidd (CSPE), cromatografic lichidd de inaltd
performantd in faza inversd, analiza a aminoacizilor dupi hidroliza acida si prin analiza spectrometrici in
masi la bombardarea rapida cu atomi (FAB), dar si analiza spectrometricd in masa de tip MALDI si ESI-
Q-TOF.

Un alt aspect al descoperirii furnizeaza un acid nucleic (de exemplu o polinucleotidd) care
codificd o peptidd sau o variantd de peptidd din inventie. Polinucleotida poate fi, de exemplu, ADN,
ADNc, APN, ARN sau o combinatie a acestora, in helix simplu si/sau dublu sau in forme native sau
stabilizate de polinucleotide, cum ar fi, de exemplu, polinucleotidele cu bazd de fosforotioat si poate
confine sau nu introni, cu condifia s codifice pentru peptidd. Desigur, numai peptidele care contin resturi
de aminoacid existente in mod natural si unite prin legituri peptidice care apar in mod natural sunt
codificabile de o polinucleotidd. Un alt aspect al descoperirii constd in furnizarea unui vector de expresie
capabil si exprime o polipeptidd conform descoperirii.

Au fost dezvoltate mai multe metode de legare a polinucleotidelor, in special a ADN-ului, de
vectori, de exemplu, prin terminale coezive complementare. De exemplu segmentului ADN i se pot
adduga regiuni homopolimerice complementare care si fie introduse in ADN-ul vector. Vectorul si
segmentul ADN sunt apoi unite prin punti de hidrogen intre cozile complementare homopolimer pentru a
forma molecule ADN recombinate.

Agentii de legitura sintetici care contin unul sau mai multe situri limitative oferd o modalitate
alternativd de aliturare a segmentelor ADN la vectori. Agentii de legare care contin o varietate de situri
de endonucleaze de restrictie sunt disponibili comercial de la mai multe surse, dintre care amintim pe
International Biotechnologies Inc., New Haven, CN, SUA.

O metodd preferabild de modificare a ADN-ului care codificd polipeptida din descoperire
utilizeaz reactia de polimeraza in lant descrisd de Saiki RK et al. (Saiki et al., 1988). Aceastd metodd
poate fi utilizatd pentru introducerea ADN-ului intr-un vector potrivit, de exemplu prin implementarea in
locatii cu restrictii adecvate sau poate fi utilizatd pentru modificarea ADN-ului in alte moduri, dupd cum
este cunoscut in literatura de specialitate. In cazul utilizirii unor vectori virali, sunt preferati vectorii virus
variolic sau adenovirus.

ADN-ul (sau in cazul vectorilor retrovirali, ARN-ul) poate fi apoi exprimat intr-o gazdad adecvati
pentru a produce o polipeptidd compusa din peptidd sau varianta din descoperire. Prin urmare, ADN-ul
care codificd peptida sau varianta din descoperire poate fi utilizat in conformitate cu tehnicile cunoscute,
modificate corespunzator instructiunilor prezente, in vederea construirii unui vector de expresie, care este
apoi utilizat pentru transformarea unei celule-gazdd corespunzitoare pentru exprimarea si producerea
polipeptidei din descoperire. Astfel de tehnici includ cele descrise, 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, 4,757,000, 4,766,075 si 4,810,048.

ADN-ul (sau in cazul vectorilor retrovirali, ARN-ul) care codificd polipeptida care formeazi
compusul din descoperire poate fi cuplat cu o mare varietate de alte secvente ADN pentru introducerea
intr-o gazda adecvatd. ADN-ul insotitor va depinde de natura gazdei, modul de introducere a ADN-ului in
gazda si dacd se doreste integrarea sau intretinerea episomala.

in general, ADN-ul este introdus intr-un vector de exprimare, cum ar fi o plasmidi, cu orientarea
corectd si intervalul potrivit de citire pentru exprimare. Dacd este necesar, ADN-ul poate fi corelat cu
secventele de nucleotide de transcriptie si translatie corespunzitoare, recunoscute de gazda doritd, cu
toate ci astfel de controale sunt disponibile in general in vectorul de exprimare. Vectorul este apoi
introdus in gazdi prin tehnicile standard. In general, nu toate gazdele vor fi transformate de vector. Prin
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urmare, va fi nevoie de selectarea unor celule-gazdi transformate. Una dintre tehnicile de selectare
implicd inglobarea in vectorul de exprimare a unei secvente ADN cu toate elementele de control necesare,
care sd codifice o trasiturd selectabild din celula transformatd, cum ar fi de exemplu rezistenfa la
antibiotic.

Alternativ, gena unei asemenea trasaturi selectabile poate fi pe un alt vector, care este folosit
pentru a cotransforma celula-gazda dorita.

Celulele-gazdd care au fost transformate de ADN-ul recombinant din descoperire sunt apoi
cultivate un timp suficient si in conditii corespunzitoare, cunoscute celor initiafi, in conformitate cu
indrumdrile din acest document, pentru a permite exprimarea polipeptidei, care poate fi apoi recuperati.

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

Prezenta descoperire este legatd si de o serie de celule-gazdi transformate cu un vector
polinucleotidic, creat in cadrul prezentei inventii. Celula-gazdi poate fi procariotd sau eucariotd. Este
posibil ca celulele bacteriene s fie celule-gazdd procariote preferate in anumite circumstante si, de
reguld, sunt o tulpind de E. coli, cum ar fi, de exemplu, tulpinile E. coli DHS, disponibile de la Bethesda
Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, SUA, si RR1, disponibile de la American Type Culture
Collection (ATCC) din Rockville, MD, SUA (No ATCC 31343). Printre celulele-gazda cucariote se
numdrd celulele de drojdie, insecte si mamifere, de preferintd celule de vertebrate precum cele de la
soarece, sobolan, maimutd sau linii de celule fibroblastice sau de colon umane. Celulele-gazda provenite
din drojdii includ YPH499, YPH500 si YPH501, care sunt disponibile in general de la Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA92037, SUA. Celulele-gazda preferate provenite de la mamifere includ celulele
ovariene de hamster chinezesc, disponibile de la ATCC ca CCL61, celulele embrionare de cobai NIH
elvetian, NIH/3T3 disponibile de la ATCC ca CRL 1658, celulele COS-1 derivate din rinichii de maimuta
disponibile de la ATCC ca CRL 1650 si celulele 293 care sunt celule embrionare renale umane. Celulele
preferate provenite de la insecte sunt celulele Sf9 care pot fi transfectate cu vectori de exprimare a
baculovirusului. O prezentare generald a optiunilor de celule-gazdi adecvate poate fi gisitd, de exemplu,
in manualul scris de Paulina Balbas si Argelia Lorence ,,Methods in Molecular Biology Recombinant
Gene Expression, Reviews and Protocols™, Partea I, editia a doua, ISBN 978-1-58829-262-9 si in alte
lucrari cunoscute in domeniu.

Transformarea celulelor-gazda adecvate cu un produs ADN obfinut pe baza acestui patent este
realizati folosind metode bine cunoscute care depind de obicei de tipul de vector folosit. In ceea ce
priveste transformarea celulelor-gazda procariote, vezi, de exemplu, Cohen et al. (1972) si Sambrook et
al. (1989). Transformarea celulelor de levuri este descrisd in Sherman et al. (1986). Metoda lui Beggs
(1978) este, de asemenea, utild. Referitor la celulele de 1a vertebrate, reactivii utili in transferul unor astfel
de celule, de exemplu, formule pe bazi de fosfat de calciu si DEAE-dextran sau lipozom, sunt disponibili
de la Stratagene Cloning Systems sau de la Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD20877, SUA.
Electro-permeabilizarea este de asemenea utild pentru transformarea si/sau transfectarea celulelor si este o
metod bine cunoscutd pentru transformarea celulelor provenite din drojdii, bacterii, insecte si a celulelor
vertebrate.

Celulele transformate cu succes, adicd celulele care contin o constructiec ADN din prezenta
inventie, pot fi identificate prin tehnici bine cunoscute, cum este PCR. Alternativ, prezenfa proteinei in
stratul supranatant poate fi detectata folosind anticorpi.

Se va aprecia cd anumite celule-gazda din cadrul descoperirii sunt utile in pregitirea peptidei din
descoperire, de exemplu celule de bacterii, de levuri si de insecte. Totusi, si alte celule-gazdi pot fi utile
pentru anumite metode terapeutice. De exemplu, celulele prezentatoare de antigen, cum ar fi celulele
dendritice, pot fi si ele utile pentru exprimarea peptidelor din descoperire, astfel incat s fie incdrcate in
moleculele MHC adecvate. Prin urmare, aceastd inventie prezintd o celulid-gazdi, compusa dintr-un acid
nucleic, sau un vector de exprimare, conform inventiei.

Intr-o integrare optima, celula-gazda este o celuld prezentatoare de antigen, in particular o celuld
dendriticd sau o celuld prezentatoare de antigen. Celulele APC incdrcate cu o proteind de fuziune
recombinantd, care contine fosfatazi acidi prostaticd (PAP), sunt in prezent in curs de investigare de citre
U.S. Food and Drug Administration (FDA) la data de 29 aprilie 2010 pentru tratamentul cancerului de
prostatd asimptomatic sau minim simptomatic (Sipuleucel-T) (Rini et al., 2006; Small et al., 2006).

Un alt aspect al descoperirii se referd la o metodd de producere a unei peptide sau a variantei
sale, metoda cuprinzind cultivarea unei celule-gazda si izolarea peptidei din celula-gazda sau din mediul
sdu de cultura.

In alta integrare a peptidei, acidul nucleic sau vectorul de expresic inventat este utilizat in
medicind. De exemplu, peptida sau varianta acesteia poate fi pregititd pentru injectare intravenoasi (i.v.),
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injectare subcutanatd (s.c.), injectare intradermicd (i.d.), injectare intraperitoneald (i.p.) sau injectare
intramusculard (i.m.). Metodele preferate de administrare injectabild pentru peptidad sunt s.c., i.d., i.p., i.m.
si 1.v. Metodele preferate de administrare injectabild pentru ADN sunt i.d., i.m., s.c., i.p. sii.v. Pot fi date
doze de peptida si ADN cuprinse, de exemplu, intre 50 pg si 1,5 mg, preferabil intre 125 pg si 500 pg, si
vor depinde de peptida sau ADN-ul respectiv. Dozele din acest interval au fost utilizate cu succes in studii
anterioare (Walter et al., 2012).

Un alt aspect al acestei inventii include o metodd in vitro de producere a celulelor T activate,
metoda constand in contactarea celulelor T in vitro cu molecule MHC umane incdrcate cu antigen,
exprimate pe suprafata unei celule prezentatoare de antigen adecvate, pentru o perioad de timp suficientd
pentru activarea celulelor T intr-un mod specific antigenului, antigenul fiind o peptidd conform inventiei.
Este de preferat sd se utilizeze o cantitate suficientd de antigen impreund cu celula prezentatoare a
antigenului.

Este de preferat o celuld de mamifer, care are un nivel redus sau inexistent de functionare ca
transportator de peptidd TAP. Printre celulele adecvate, care nu sunt transportatoare de peptidd TAP se
numadrd celulele T2, RMA-S si Drosophila. TAP este transportatorul asociat cu procesarea antigenului.

Linia de celule umane T2 deficiente in incircarea peptidei este disponibilad de la American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA, avand Nr. de catalog CRL
1992; linia de celule Drosophila, linia Schneider 2 este disponibild de 1a ATCC cu NR. de catalog CRL
19863; linia de celule RMA-S de soarece este descrisd in Karre et al. (Ljunggren si Karre, 1985).

De preferintd, nainte de transfectare, celula-gazdi nu exprimd in mod substantial nicio molecula
MHC de clasa 1. Este, de asemenea, de preferat ca celula stimulatoare sd exprime o moleculd importanta
pentru furnizarea unui semnal de costimulare pentru celule T, cum ar fi oricare dintre B7.1, B7.2, ICAM-
1 si LFA3. Secventele de acid nucleic ale numeroase molecule de MHC de clasd I si ale moleculelor de
costimulator sunt disponibile public in bazele de date GenBank si EMBL.

In cazul unui epitop MHC de clasa I utilizat ca antigen, celulele T sunt celule T CD8-pozitive.

Daci o celula care prezintd antigen este transfectatd pentru a exprima un astfel de epitrop, este de
preferat ca celula s contind un vector capabil sd exprime peptida care confine SEQ. ID NO. 1 pani la
SEQ ID NO. 300 sau o variantd de secventad aminoacidicd a acesteia.

Se pot folosi o serie de alte metode pentru generarea celulelor T in vitro. De exemplu, in
generarea CTL pot fi folosite limfocite cu infiltrare tumorala autologe. Piebanski et al. (1995) au utilizat
limfocite autologe din singe periferic (PLB) in pregitirea celulelor T. Mai mult, este posibila producerea
de celule T autolog prin pulsarea de celule dendritice cu peptida sau polipeptida sau prin infectare cu un
virus recombinant. De asemenea, pot fi folosite celule B pentru producerea de celule T autologe. In plus,
celule macrofage pulsate cu peptidd sau polipeptidd sau infectate cu virus recombinant pot fi utilizate
pentru prepararea de celule T autologe. S. Walter et al., (2003) descriu pregitirea in vitro a celulelor T
prin utilizarea de celule prezentatoare de antigen artificiale (aAPC-uri), aceasta reprezentind, de
asemenea, o modalitate potrivitd de generare de celule T pentru peptida aleasd. In prezenta descoperire,
aAPC-urile au fost generate prin cuplarea unor complexe de peptide MHC preformate pe suprafata unor
particule de polistiren (microgranule) prin biochimie biotina:streptavidind. Acest sistem permite controlul
exact al densititii MHC pe celulele aAPC, fapt ce permite amplificarea selectivd a rdspunsurilor de
aviditate ridicatd sau scdzutd a celulei T specifice antigenului cu eficientd crescutd, din probele de sange.
Pe langd complexele MHC:peptidi, aAPC-urile trebuic sd poarte alte proteine cu activitate de
costimulare, cum ar fi anticorpi anti-CD28 cuplati pe suprafetele lor. Mai mult, astfel de sisteme bazate pe
aAPC-uri necesitd adesea addugarea unor factori solubili adecvati, de exemplu citokine precum
interleukina-12.

Pentru pregitirea celulelor T se pot utiliza, de asemenea, celule alogene, iar o metodad este
descrisa detaliat in WO 97/26328. De exemplu, pe 1anga celulele de Drosophila si celulele T2, se pot
utiliza si alte celule pentru prezentarea antigenilor, cum ar fi celule CHO, celule de insecte infectate cu
baculovirus, bacterii, levuri, celule-tintd infectate cu vaccin. in plus, pot fi folositi virusi vegetali (vezi, de
exemplu, Porta et al. (1994), care descrie dezvoltarea virusului mozaicului din Vigna unguiculata, ca fiind
un sistem cu productivitate ridicatd pentru prezentarea de peptide striine.)

Celulele T activate, care sunt orientate spre peptidele din inventie, sunt utile in terapie. Astfel, un
aspect suplimentar al inventiei constd in descrierea celulelor T activate care se pot obtine prin metodele
anterior mentionate in aceasta inventie.

Celulele T activate, care sunt produse de metoda de mai sus, vor recunoaste selectiv o celuld care
exprimd aberant o polipeptida ce contine o secventd de aminoacizi cu SEQ ID NO. 1 pina la SEQ ID NO.
300.

Este de preferat ca celula T sd recunoascd celula interactionind prin TCR cu complexul
HLA/peptida (de exemplu, legare). Celulele T sunt utile intr-o metoda de distrugere a celulelor tinta la un
pacient ale carui celule tintd exprimd aberant o polipeptidd care confine o secventd de aminoacizi din
mventie, atunci cand pacientului ii este administrat un numdr eficient de celule T activate. Celulele T care
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sunt administrate pacientului pot fi preluate de la pacient si activate conform descrierii de mai sus (adica
sunt celule T autologe). Alternativ, celulele T nu sunt preluate de la pacient, ci de la alt individ. Desigur,
este de preferat ca sursa si fie un individ sdnatos. Prin ,,individ sdndtos”, inventatorii infeleg ca individul
are o stare generald de sandtate bund, de preferat un sistem imunitar puternic si, mai bine, nu suferd de
nicio boald care si poatd fi testatd sau detectata.

In vivo, celulele fintd pentru celulele T CD8-pozitive conform prezentei inventii pot fi celule
tumorale (care, uneori, exprimd MHC de clasa II) si/sau celulele stromale care inconjurd tumoarea (celule
tumorale) (care, uneori, pot si ele exprima MHC de clasa II; (Dengjel et al., 2006)).

Celulele T din prezenta inventie pot fi utilizate ca ingrediente active ale unei compozitii
terapeutice. Astfel, descoperire furnizeazd, de asemenea, o metodd de ucidere a celulelor-tintd la un
pacient ale carui celule tintd exprimd aberant o polipeptidd care confine o secventd de aminoacizi din
descoperire, metoda constand in administrarea unui numdr eficient de celule T pacientului asa cum s-a
aritat mai sus.

Prin ,.exprimati aberant™’, inventatorii infeleg, de asemenea, ci polipeptida este supra-exprimata
in comparatie cu nivelurile normale de exprimare sau ci gena este silentioasd in fesutul din care este
derivd tumoarea, insd in tumoare este exprimatd. Prin ,supraexprimati’’ inventatorii inteleg ca
polipeptida este prezentd la un nivel de cel putin 1,2 ori mai mare decat in fesutul normal; de preferat de
cel putin 2 ori si, mai preferabil, de cel putin 5 ori sau 10 ori mai mare decat nivelul prezent in fesutul
normal.

Celulele T pot fi obtinute prin metode cunoscute in domeniu, precum cele descrise mai sus.

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

Toate moleculele din aceastd inventie, adicd peptida, acidul nucleic, anticorpul, vectorul de
exprimare, celula T activatd, receptorul celulei T sau acidul nucleic care il codificd sunt utile pentru
tratamentul unor afectiuni caracterizate de celule care eviti un rispuns imunitar. In consecinti, orice
moleculd din prezenta inventie poate fi utilizatd ca medicament sau pentru fabricarea unui medicament.
Molecula poate fi utilizati ca atare sau combinati cu alti(e) moleculd(e) din inventie sau cu o
moleculd/molecule cunoscuti(e).

De preferat, medicamentul din aceastd inventie trebuie sd fie sub formd de vaccin. Acesta poate
fi administrat direct pacientului, in organul afectat sau administrat pe cale sistemicd, i.d., im., s.c., 1.p. si
i.v. sau aplicat ex vivo celulelor preluate de la pacient sau unei linii de celule umane care sunt apoi
administrate pacientului sau utilizate in vitro pentru selectarea unei subpopulatii de celule imune derivate
de la pacient, care sunt apoi readministrate pacientului. Dacd acidul nucleic este administrat celulelor in
vitro, poate fi util ca celulele si fie transfectate astfel incit sd coexprime citochine imunostimulatoare,
cum este interleukina 2. Peptida poate fi substantial purd sau combinatd cu un adjuvant stimulator imun
(vezi mai jos) ori poate fi utilizatd In combinatie cu citokine imunostimulatoare sau poate fi administratad
cu un sistem de livrare adecvat, de exemplu lipozomi. De asemenea, peptida poate fi conjugatd cu un
transportor adecvat, cum ar fi hemocianina melcului Megathura crenulata (keyhole limpet hemocyanin,
KLH) sau mannan (vezi WO 95/18145). Peptida poate fi, de asemenea, tintitd, o proteind de fuziune sau o
moleculd hibridd. Se anticipeazd cd peptidele a ciror secventd este furnizatd in prezenta inventie vor
stimula celule T CD4 sau CDS8. Cu toate acestea, stimularea celulelor T CD8 este mai eficientd in
prezenta celulelor T helper CD4. In consecinti, pentru epitopii MHC de clasi I care stimuleazi celulele T
CD8, partenerul sau sectiunile de fuziune ale unei molecule hibride furnizeazd in mod adecvat epitopi
care stimuleazi celule T CD4-pozitive. Epitopii care stimuleazd CD4 si CD8 sunt bine-cunoscuti in
domeniu si includ pe cei identificati in prezenta inventie.

Intr-unul din aspecte, vaccinul cuprinde cel putin o peptidi care are secventa de aminoacizi de la
SEQ ID NO. 1 la SQ ID NO. 300 prezentata si cel putin o peptida suplimentard, de preferintd doud pana
la 50, mai preferabil doud pana la 25, chiar mai preferabil doud pana la 20 si cel mai preferabil doud, trei,
patru, cinci, sase, sapte, opt, noud, zece, unsprezece, doisprezece, treisprezece, paisprezece, cincisprezece,
saisprezece, saptesprezece sau optsprezece peptide. Peptida(ele) poate (pot) fi preluati(e) din unul sau
mai multe TAA specifice si se pot lega de molecule MHC de clasa 1.

Intr-un alt aspect, vaccinul cuprinde cel putin o peptida avand secventa de aminoacizi prezentati
in SEQ ID NO. 1 pand la SEQ ID NO. 300 si cel putin o peptidi suplimentard, de preferintd doud pana la
50, mai preferabil doud pind la 25, chiar mai preferabil doud pani la 20 si cel mai preferabil doua, trei,
patru, cinci, sase, sapte, opt, noud, zece, unsprezece, doisprezece, treisprezece, paisprezece, cincisprezece,
saisprezece, saptesprezece sau optsprezece peptide. Peptida(ele) poate (pot) fi preluati(e) din unul sau
mai multe TAA specifice si se pot lega de molecule MHC de clasa 1.

Polinucleotida poate fi substantd purd sau poate fi continut de un vector sau sistem de livrare
adecvat. Acidul nucleic poate fi ADN, ADNc, APN, ARN sau o combinatie dintre acestea. Metodele
pentru conceperea si introducerea unui astfel de acid nucleic sunt bine cunoscute in domeniu. O
prezentare generald este furnizatd, de exemplu, de Pascolo et al. (2005). Vaccinurile polinucleotidice sunt
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usor de preparat, insd modul de actiune al acestor vectori in inducerea unui rispuns imunitar nu este pe
deplin inteles. Printre vectorii si sistemele de livrare adecvate se numird ADN-ul si/sau ARN-ul viral,
cum ar fi sistemele bazate pe adenovirus, virusul vaccinia, retrovirusuri, adenovirusuri asociate sau hibrizi
care contin elemente din mai multe virusuri. Printre sistemele de livrare nevirale se numdrd lipide
cationice si polimeri cationici, bine cunoscuti in domeniul livririi ADN-ului. Se poate folosi
administrarea fizicd, cum ar fi cea pe calea unui ,,pistol genic”. Peptida sau peptidele codificati(e) de
acidul nucleic poate (pot) fi o proteind de fuziune, de exemplu cu un epitop care stimuleazi celulele T
pentru celula CDR opusd respectiva, dupd cum s-a observat mai sus.

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

Intr-o formulare preferati a compusului farmaceutic conform inventici, adjuvantul este
selectionat dintr-un grup care constd din factori stimulatori ai coloniilor, cum ar fi factorul stimulator al
coloniilor de granulocite macrofage (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod, resiquimod si
interferon alfa.

In concretizarca preferati a compusului farmaceutic conform inventiei adjuvantul este
selectionat dintr-un grup care constd din factori stimulatori ai coloniilor, cum ar fi factorul stimulator al
coloniilor de granulocite macrofage (GM-CSF, sargramostim), ciclofosfamida, imiquimod si resiquimod.
In formularea preferati a compusului farmaceutic conform inventiei, adjuvantul este ciclofosfamida,
imiquimod sau resiquimod. Adjuvantii si mai preferati sunt Montanide IMS 1312, Montanide ISA 206,
Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, poly-ICLC (Hiltonol®) si anti-CD40 mAB sau combinatii ale
acestora.

Aceastd compozitic este folositd pentru administrare parenterald, cum ar fi subcutanatd,
intradermicd, intramusculard sau orald. Pentru aceasta, peptidele si optional alte molecule sunt dizolvate
sau in suspensie intr-un mediu de transport (transportor) farmacologic acceptabil, preferabil apos. in plus,
compozitia poate confine excipienti, cum ar fi tampoane, agenti de legare, agenti explozivi, diluanti,
arome, lubrifianti etc. Peptidele pot fi, de asemenea, administrate impreund cu substante care stimuleazi
imunitatea, cum ar fi citokinele. Lista exhaustivd de excipienti care se pot folosi in aceastd compozitie
poate fi preluatd, de exemplu, din A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd Ed., 2000,
American Pharmaceutical Association and pharmaceutical press. Compozitia poate fi folositd pentru
prevenirea, profilaxia si/sau tratamentul bolilor adenomatoase sau canceroase. Exemple de formule pot fi
gasite, de exemplu, in EP2113253.

Prezenta inventie furnizeazd un medicament util in tratarea cancerului, in special HCC si alte
afectiuni maligne.

Prezenta inventie mai include un kit care cuprinde:

(a) un recipient continind o compozifie farmaceuticd conform descrierii de mai sus, in solutie sau in
forma liofilizata;

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

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

Trusa poate contine suplimentar si una sau mai multe din urmatoarele: (iii) solutie tampon, (iv)
dizolvant, (v) filtru, (vi) ac sau (vii) seringd. Recipientul este, preferabil, o sticld, o fiold, o seringd sau o
eprubetd, si poate fi un recipient reutilizabil. Compusul farmacologic este, preferabil, liofilizat.

Trusele din prezentul brevet vor confine, preferabil, formula liofilizati care face obiectul
prezentului brevet intr-un recipient adecvat si instructiunile pentru reconstituirea si/sau utilizarea acesteia.
Recipientele adecvate includ, de exemplu, sticle, fiole (de exemplu fiole dublu compartimentate), seringi
(cum ar fi seringile dublu-compartimentate) si eprubete. Recipientul poate fi construit dintr-o varietate de
materiale, de exemplu sticld sau plastic. Preferabil, trusa si/sau recipientul confin instructiuni privind (sau
asociate cu) recipientul, care prezinti instructiunile de reconstituire si/sau administrare. De exemplu,
eticheta poate indica daca formula liofilizatd trebuie reconstituiti la o concentratie a peptidelor descrisd
anterior. In plus eticheta poate indica daci formula este utilizabild sau destinatd pentru administrarea
subcutanata.

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

La amestecarea dizolvantului cu formula liofilizatd, concentratia finald de peptide in formula
reconstituitd este preferabil de cel putin 0,15 mg/ml/peptidd (=75 pg) si preferabil nu depiseste 3
mg/ml/peptidi (=1500 pg). In plus trusa poate include si alte materiale necesare din punct de vedere
comercial si al utilizdrii, inclusiv alte solufii tampon, alti dizolvanti, filtre, ace, seringi si pliante cu
mstructiuni de utilizare.
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Trusele din prezentul brevet pot prezenta un singur recipient care contine formula compusului
farmacologic conform cu prezentul brevet, cu sau fard alte componente (de exemplu alti compusi sau alte
formule farmacologice ale acestor alti compusi) sau pot prezenta cite un recipient distinct pentru fiecare
compus.

Preferabil, trusele din inventie includ o formd de conditionare care face obiectul brevetului
ambalata pentru utilizarea in combinatie cu coadministrarea cu un al doilea compus (cum ar fi adjuvantii
(de exemplu GM-CSF, agent chimioterapeutic, produs natural, hormon sau antagonist, agent
antiangiogenetic sau inhibitor de angiogeneza, agent inductor de apoptoza sau chelator) sau cu un compus
farmacologic al acestora. Componentele trusei pot fi pre-amestecate sau fiecare componenta poate fi intr-
un recipient separat, distinct, inainte de administrarea citre pacient. Componentele trusei se pot furniza in
una sau mai multe solutii lichide, preferabil solutii apoase, si in mod ideal ca solutii apoase sterile.
Componentele trusei pot fi furnizate de asemenea si in stare solidd, care se poate converti in stare lichida
prin addugarea solventilor adecvati, care se vor furniza preferabil intr-un recipient distinct.

Recipientul unei truse terapeutice poate fi fiold, eprubetd, flacon, sticld, seringd sau orice altd
formd de depozitare a unui solid sau lichid. De obicei, daca este vorba de mai mult de un singur
component, trusa va include si o a doua fiold sau un alt recipient, care permite dozarea separati. Trusa
poate include si un alt recipient pentru un lichid farmacologic acceptabil. Preferabil, trusa terapeutici va
include si un sistem (de exemplu unul sau mai multe ace, seringi, picuritoare pentru ochi, pipete etc.) care
permit administrarea agentilor care fac obiectul inventiei si care intrd in componenta trusei.

Formula prezentd este una adecvatd pentru administrarca peptidelor pe o cale de administrare
acceptabild, cum ar fi orald (enterald), nazald, oftalmicd, subcutanatd, intradermicd, intramusculard,
intravenoasd sau transdermicd. Preferabil, administrarea va fi subcutanatd si, cel mai preferabil,
intradermicd. Administrarea se poate face prin injectomat.

Deoarece peptidele din inventie sunt izolate din HCC, medicamentul din inventie este folosit de
preferintd pentru tratarea HCC.

Este important de inteles ca rdspunsul imunitar declansat de vaccin in conformitate cu inventia
ataci cancerul in diferite stadii celulare si in diferite stadii de dezvoltare. Mai mult, sunt atacate diferite
cii de semnalizare asociate cancerului. Acesta este un avantaj fatd de vaccinurile care vizeaza doar una
sau citeva tinte, ceea ce poate determina adaptarea usoara a tumorii la atac (evadare a tumorii). Mai mult,
nu toate tumorile individuale exprima acelasi model de antigeni. Prin urmare, o combinatie de mai multe
peptide asociate tumorii asigurd faptul c3 fiecare tumoare poarta cel pufin unele dintre tinte. Compozitia a
fost special conceputd astfel incit fiecare tumoare HLA-A*02-pozitiva si/sau HLA-A*24-pozitiva este de
asteptat si exprime mai multe dintre antigene si sd acopere mai multe cdi independente necesare pentru
cresterea si menfinerea tumorii. Pentru fiecare dintre subseturile peptidice specifice celor doud alele HLA
de clasd I (A*02 si A*24), acest lucru este asigurat in mod independent pe baza analizelor experimentale
subiacente. Astfel, vaccinul poate fi ,.de uz general” pentru o populatic mai mare de pacienti. Acest lucru
inseamna cd o preselectare a pacientilor care urmeaza si fie tratati cu vaccinul poate fi restrictionatd la
tiparea HL A, nu necesitd evaludri suplimentare ale biomarkerului pentru exprimarea antigenului, dar este
totusi asigurat cd mai multe tinte sunt atacate simultan de raspunsul imunitar indus, ceea ce este important
pentru eficacitate (Banchereau et al., 2001; Walter et al., 2012).

In figuri,

Figura 1 prezintd supraprezentarea diferitelor peptide din tesuturi normale (gri inchis) si HCC (gri
deschis). Figura 1A) APOB, Peptidd: ALVDTLKFV (A*02) (SEQ ID NO. 7), tesuturi de la stinga la
dreapta: 1 tesut adipos, 3 glande suprarenale, 2 artere, 2 maduve osoase, 7 creiere, 3 sini, 13 colonuri, 4
esofage, 2 vezici biliare, 3 tracturi GI, 3 inimi, 16 rinichi, 4 probe de leucocite, 45 plidmani, 1 ganglion, 1
ovar, 7 pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glanda hipofizard, 3 pleure, 1 prostatd, 6 recturi, 3 muschi
scheletici, 1 membrand seroasd, 3 piei, 4 spline, 7 stomacuri, 1 testicul, 2 timusuri, 3 glande tiroide, 2
utere, 2 vene si 20 ficati; Figura 1B) ALDHILI1, Peptidd: KLQAGTVFV (A*02) (SEQ ID NO. 2),
tesuturi de la stinga la dreapta: 1 tesut adipos, 3 glande suprarenale, 2 artere, 2 maduve osoase, 7 creiere,
3 sani, 13 colonuri, 4 esofage, 2 vezici biliare, 3 tracturi GI, 3 inimi, 16 rinichi, 4 probe de leucocite, 45
pldmani, 1 ganglion, 1 ovar, 7 pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glanda hipofizard, 3 pleure, 1 prostati, 6
recturi, 3 muschi scheletici, 1 membrand seroasd, 3 piei, 4 spline, 7 stomacuri, 1 testicul, 2 timusuri, 3
glande tiroide, 2 utere, 2 vene si 20 ficati; Figura 1C) C8B, Peptidd: AYLLQPSQF (A*24) (SEQ ID NO.
200), tesuturi de 1a stnga la dreapta: inclusiv 2 glande suprarenale, 1 arterd, 4 creiere, 1 sin, 5 colonuri, 1
inimd, 13 rinichi, 9 pldmani, 3 pancreasuri, 2 recturi, 3 piei, 1 splind, 12 stomacuri, 1 timus, 2 utere si 9
ficati; Figura 1D) RAD23B, Peptidd: KIDEKNFVV (SEQ ID NO. 63) 1 membrand seroasd, 1 tesut
adipos, 3 glande suprarenale, 2 artere, 2 midduve osoase, 7 creiere, 3 sani, 13 coloane, 2 vezici biliare, 3
tracturi GI, 3 inimi, 12 rinichi, 4 leucocite, 19 ficafi, 43 pliméani, 1 ganglion limfatic, 1 ovar, 6
pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glanda hipofizard, 3 pleure, 1 prostatd, 6 recturi, 3 muschi scheletici, 3
piei, 4 spline, 5 stomacuri, 1 testicul, 2 timusuri 3 glande tiroide, 2 utere, 2 vene, 4 esofage; Figura 1E)
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RAD23B, Peptidd: KIDEKNFVV (SEQ ID NO. 63). Sunt aritate doar probe pe care a fost prezentatd
peptida: 63) 5 linii celulare, 1 tesut normal (1 glandi suprarenald), 16 tesuturi canceroase (2 cancere
cerebrale, 4 cancere hepatice, 5 cancere pulmonare, 1 cancer rectal, 1 cancer de vezica urinard, 3 cancere
uterine) (de la stinga la dreapta); Figura 1F) RFNG RLPPDTLLQQV (SEQ ID NO. 92). Sunt aritate
doar probe pe care a fost prezentatd peptida: 1 membrand seroasd, 1 tesut adipos, 3 glande suprarenale, 2
artere, 2 maduve osoase, 7 creiere, 3 sani, 13 coloane, 2 vezici biliare, 3 tracturi GI, 3 inimi, 12 rinichi, 4
leucocite, 19 ficati, 43 plamani, 1 ganglion limfatic, 1 ovar, 6 pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glanda
hipofizara, 3 pleure, 1 prostatd, 6 recturi, 3 muschi scheletici, 3 piei, 4 spline, 5 stomacuri, 1 testicul, 2
timusuri 3 glande tiroide, 2 utere, 2 vene, 4 esofage; Figura 1G) RFNG, Peptidd: RLPPDTLLQQV (SEQ
ID NO. 92). Sunt aratate doar probe pe care a fost prezentatd peptida: 2 linii celulare, 2 tesuturi normale
(2 glande suprarenale), 17 tesuturi canceroase (1 cancer cerebral, 1 cancer mamar, 1 cancer esofagian, 5
cancere hepatice, 4 cancere pulmonare, 1 cancer ovarian, 1 cancer de prostatd, 2 cancere ale vezicii
urinare, 1 cancer uterin (de la stAnga la dreapta); Figura 1H) FLVCRI1, Peptidd: SVWFGPKEV (SEQ ID
NO. 104) 1 membrana seroasa, 1 fesut adipos, 3 glande suprarenale, 2 artere, 2 maduve osoase, 7 creiere,
3 sni, 13 coloane, 2 vezici biliare, 3 tracturi GI, 3 inimi, 12 rinichi, 4 leucocite, 19 ficati, 43 plamani, 1
ganglion limfatic, 1 ovar, 6 pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glandd hipofizard, 3 pleure, 1 prostatd, 6
recturi, 3 muschi scheletici, 3 piei, 4 spline, 5 stomacuri, 1 testicul, 2 timusuri 3 glande tiroide, 2 utere, 2
vene, 4 esofage; Figura 11) FLVCRI, Peptidd: SVWFGPKEYV (SEQ ID NO. 104). Sunt aritate doar probe
pe care a fost prezentata peptida: 9 linii celulare, 1 fesut normal (1 intestin subtire), 16 fesuturi canceroase
(1 cancer cerebral, 1 cancer mamar, 5 cancere hepatice, 5 cancere pulmonare, 1 cancer de piele, 1 cancer
de stomac, 1 cancer de vezicd urinard, 1 cancer uterin) (de la stinga la dreapta); Figura 1J) IKBKAP,
Peptida: LLFPHPVNQV (SEQ ID NO. 156) 1 membrana seroasa, 1 tesut adipos, 3 glande suprarenale, 2
artere, 2 maduvi osoase, 7 creiere, 3 sani, 13 coloane, 2 vezici biliare, 3 tracturi GI, 3 inimi, 12 rinichi, 4
leucocite, 19 ficati, 43 plamani, 1 ganglion limfatic, 1 ovar, 6 pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glanda
hipofizara, 3 pleure, 1 prostatd, 6 recturi, 3 muschi scheletici, 3 piei, 4 spline, 5 stomacuri, 1 testicul, 2
timusuri 3 glande tiroide, 2 utere, 2 vene, 4 esofage; Figura 1K) IKBKAP, Peptidd: LLFPHPVNQYV (SEQ
ID NO. 156). Sunt aratate doar probe pe care a fost prezentata peptida: 7 linii celulare, 2 culturi primare, 1
fesut normal (1 colon), 34 tesuturi canceroase (1 cancer de miduva osoasd, 1 cancer mamar, 1 cancer de
colon, 2 cancere esofagiene, 2 cancere de leucemie leucocitard, 4 cancere hepatice, 11 cancere pulmonare,
3 cancere de ganglioni limfatici, 5 cancere ovariene, 4 cancere ale vezicii urinare) (de la stinga la
dreapta); Figura 1L) NKD1, Peptidd: FLDTPIAKV (SEQ ID NO. 47), 1 membrana seroasd, 1 tesut
adipos, 3 glande suprarenale, 2 artere, 2 maduve osoase, 7 creiere, 3 sani, 13 colonuri, 2 vezici biliare, 3
tracturi GI, 3 inimi, 12 rinichi, 4 leucocite, 19 ficafi, 43 pliméni, 1 ganglion limfatic, 1 ovar, 6
pancreasuri, 1 nerv periferic, 1 glandad hipofizard, 3 pleure, 1 prostatd, 6 recturi, 3 muschi scheletici, 3
piei, 4 spline, 5 stomacuri, 1 testicul, 2 timusuri 3 glande tiroide, 2 utere, 2 vene, 4 esofage; Figura 1M)
NKDI1, Peptidd: FLDTPIAKYV (SEQ ID NO. 47). Sunt ardtate doar probe pe carc a fost prezentatd
peptida: 1 altd boald, 2 tesuturi normale (1 pldméan, 1 splind), 35 fesuturi canceroase (5 cancere cerebrale,
6 cancere de colon, 1 cancer esofagian, 6 cancere hepatice, 9 cancere pulmonare, 1 cancer ovarian, 1
cancer de prostatd, 4 cancer rectale, 2 cancere stomacale) (de la stinga la dreapta).

Figura 2 aratd exemple de profiluri de exprimare (exprimare relativd comparativ cu rinichi normal) ale
genelor-sursd din prezenta inventie care sunt foarte supraexprimate sau exprimate exclusiv in HCC intr-
un panel de tesuturi normale (gri inchis) si 12 probe de HCC (gri). Figura 2A) APOB, tesuturi de la
stinga la dreapta: 1 glanda suprarenald, 1 arterd, 1 miduvd osoasd, 1 creier (intreg), 1 sin, 1 colon, 1
esofag, 1 inimd, 3 rinichi, 1 proba de leucocite, 1 ficat, 1 pldman, 1 nodul limfatic, 1 ovar, 1 pancreas, 1
placentd, 1 prostatd, 1 glanda salivard, 1 muschi scheletic, 1 piele, 1 intestin subtire, 1 splind, 1 stomac, 1
testicul, 1 timus, 1 glanda tiroidd, 1 vezica urinard, 1 col uterin, 1 uter, 1 vend; Figura 2B) AMACR,
tesuturi de la stinga la dreapta: 1 glanda suprarenald, 1 arterd, 1 maduva osoasd, 1 creier (intreg), 1 sin, 1
colon, 1 esofag, 1 inimd, 3 rinichi, 1 proba de leucocite, 1 ficat, 1 pliman, 1 nodul limfatic, 1 ovar, 1
pancreas, 1 placentd, 1 prostatd, 1 glanda salivard, 1 muschi scheletic, 1 piele, 1 intestin subtire, 1 splind,
1 stomac, 1 testicul, 1 timus, 1 glandi tiroidd, 1 vezicd urinard, 1 col uterin, 1 uter, 1 vend; Figura 2C)
ALDHILI, tesuturi de la stinga la dreapta: 1 glanda suprarenald, 1 arterd, 1 maduva osoasd, 1 creier
(intreg), 1 san, 1 colon, 1 esofag, 1 inimd, 3 rinichi, 1 probd de leucocite, 1 ficat, 1 pldman, 1 nodul
limfatic, 1 ovar, 1 pancreas, 1 placentd, 1 prostatd, 1 glanda salivard, 1 muschi scheletic, 1 piele, 1 intestin
subfire, 1 splind, 1 stomac, 1 testicul, 1 timus, 1 glanda tiroidd, 1 vezicd urinard, 1 col uterin, 1 uter, 1
vend; Figura 2D) FGQG, tesuturi de la stinga la dreapta: 1 glandi suprarenald, 1 arterd, 1 miduva osoasa, 1
creier (intreg), 1 san, 1 colon, 1 esofag, 1 inimd, 3 rinichi, 1 proba de leucocite, 1 ficat, 1 pldman, 1 nodul
limfatic, 1 ovar, 1 pancreas, 1 placentd, 1 prostatd, 1 glanda salivard, 1 muschi scheletic, 1 piele, 1 intestin
subfire, 1 splind, 1 stomac, 1 testicul, 1 timus, 1 glanda tiroidd, 1 vezica urinard, 1 col uterin, 1 uter, 1
vend; Figura 2E) C8B, tesuturi de la stinga la dreapta: 1 glandi suprarenald, 1 arterd, 1 miduva osoasa, 1
creier (intreg), 1 san, 1 colon, 1 esofag, 1 inimd, 3 rinichi, 1 probd de leucocite, 1 ficat, 1 plaméan, 1 nodul
limfatic, 1 ovar, 1 pancreas , 1 placentd, 1 prostatd, 1 glanda salivard, 1 muschi scheletic, 1 piele, 1
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intestin subtire, 1 splind, 1 stomac, 1 testicul, 1 timus, 1 glandi tiroidd, 1 vezicd urinard, 1 col uterin, 1
uter, 1 vend; si Figura 2F) HSD17B6, tesuturi de la stinga la dreapta: inclusiv 1 glandi suprarenald, 1
arterd, 1 mdduva osoasd, 1 creier (intreg), 1 san, 1 colon, 1 esofag, 1 inim, 3 rinichi, 1 probd de leucocite,
1 ficat, 1 plaman, 1 nodul limfatic, 1 ovar, 1 pancreas, 1 placentd, 1 prostatd, 1 glandi salivard, 1 muschi
scheletic, 1 piele, 1 intestin subtire, 1 splind, 1 stomac, 1 testicul, 1 timus, 1 glanda tiroidiand , 1 vezica
urinard, 1 col uterin, 1 uter si 1 vend.

Figura 3 prezintd exemple de rezultate ale citometriei in flux dupd colorarea multimerici specificd
peptidelor. Pentru explicatii suplimentare, consultati Exemplul 4.

Figura 4 aratdi exemple de rezultate ale citometriei in flux dupd colorarea multimericid specificd
peptidelor. Pentru explicatii suplimentare, consultati Exemplul 4.

EXEMPLE

EXEMPLUL 1: Identificarea si cuantificarea peptidelor asociate tumorii prezentate pe suprafata celulard
Probe de tesut

Tesuturile tumorale de la pacienfi au fost obtinute de la Universititsklinik fiir Allgemeine,
Viszeral- und Transplantationschirurgie, Tiibingen, Germania; Istituto Nazionale Tumori ,Pascale”.
Molecular Biology and Viral Oncology Unit, Via Mariano, Naples, Italia; BioOptions Inc., Brea, CA,
SUA; ProteoGenex Inc., Culver City, CA, SUA; Asterand Europe, Royston Herts, Regatul Unit.
Consimtdmintele informate scrise ale pacientilor au fost obtinute inainte de interventiile chirurgicale.
Tesuturile au fost congelate rapid imediat dupd interventia chirurgicald si stocate pand la izolarea
TUMAP la -70°C sau temperaturi mai joase.

Izolarea peptidelor HLA din probe de tesut

Seturile de peptide HLA din probe de tesut congelate rapid au fost obfinute prin precipitare
imund din fesuturi solide conform unui protocol usor modificat (Falk, K., 1991; Seeger, F.H.T., 1999)
folosindu-se anticorpul HLA-A*02-specific BB7.2, anticorpul HLA-A, -B, -C-specific W6/32, sefaroza
CNBr-activati, tratament cu acid si ultrafiltrare.

Analize prin spectrometrie de masa

Seturile de peptide HLA obtinute au fost separate in functie de hidrofobie prin cromatografie in
faza inversd (sistem nanoAcquity UPLC, Waters), iar peptidele cluate au fost analizate in spectrometre de
masi hibride LTQ-velos si cu fuziune (ThermoElectron) echipate cu o sursd ESI. Seturile de peptide au
fost incarcate direct in coloana de analizd microcapilard cu siliciu infuzat (75 pm i.d. x 250 mm)
prevazutd cu material in fazi inversa C18, de 1,7 um (Waters) cu aplicarea unui debit de 400 nl pe minut.
Apoi, peptidele au fost separate cu ajutorul unui gradient binar de 180 minute in doud trepte, de la 10% la
33% B la un debit de 300 nl pe minut. Gradientul a fost compus din solvent A (0,1% acid formic in api)
si solvent B (0,1% acid formic in acetonitril). Un capilar din sticla auritd (PicoTip, New Objective) a fost
utilizat pentru introducerea in sursa nanoESI. Spectrometrele de masd LTQ-Orbitrap au fost operate in
modul dependent de date folosindu-se o strategic TOPS. Pe scurt, un ciclu de scanare a fost initiat cu o
scanare completd de mare precizie masicd in orbitrap (R = 30.000), urmatd de scaniri MS/MS tot in
orbitrap (R = 7500) pe cele mai abundenti 5 ioni precursori cu excluderea dinamici a ionilor selectati
anterior. Spectrul de masa tandem a fost interpretat de SEQUEST si alte controale manuale. Secventa
peptidica identificatd a fost asiguratd pin compararea modelului de fragmentare a peptidei naturale
generat cu modelul de fragmentare a peptidei sintetice de referintd, cu secventa identica.

Cuantificarea LC-MS relativd fard etichete a fost efectuatd prin numirarea ionilor, adicd prin
extractie si analizd a caracteristicilor LC-MS (Mueller et al. 2007a). Metoda presupune cd zona de semnal
LC-MS a peptidei se coreleazd cu abundenta sa in probd. Caracteristicile extrase au fost prelucrate APOI
prin deconvolutia de stare a incarcarii si alinierea timpului de retentie (Mueller et al., 2007b; Sturm et al.,
2008). In final, toate caracteristicile LC-MS au fost referentiate incrucisat cu rezultatele identificarii
secventei pentru a combina datele cantitative ale diferitelor probe si tesuturi cu profilurile de prezentare
ale peptidelor. Datele cantitative au fost normalizate pe doud niveluri in functie de tendinta centrald
pentru a tine cont de variatiile n cadrul replicilor tehnice si biologice. Astfel, fiecare peptida identificata
poate fi asociatd cu date cantitative care permit cuantificarea relativa intre probe si tesuturi. in plus, toate
datele cantitative obtinute pentru candidatii peptidici au fost inspectate manual pentru a se asigura
consecventa datelor si a se verifica acuratetea analizei automate. Pentru fiecare peptida a fost calculat un
profil de prezentare care aratd prezentarea medie a probei, precum si variatiile replicilor. Profilurile
juxtapun probe de HCC cu o referint de probe de tesut normal.

Profilurile de prezentare ale peptidelor exemplificate supraprezentate sunt prezentate in Figura 1.

Scorurile de prezentare pentru exemple de peptide sunt prezentate in Tabelul 4.
Tabelul 4: Scoruri de prezentare. Tabelul prezintd peptide care sunt extrem de supraprezentate pe tumori
in comparatie cu un panel de tesuturi normale (+++), foarte supraprezentate pe tumori in comparatie cu
un panou de fesuturi normale (++) sau supraprezentate pe tumori in comparatie cu un panel de fesuturi
normale (+). S* = fosfoserini
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SEQ ID NO. Secventd Prezentare a peptidei
56 GVLPGLVGV +
EXEMPLUL 2

Profilarea exprimirii genelor care codificd peptidele din descoperire

Supraprezentarea sau prezentarea specificd a unei peptide pe celule tumorale in comparatie cu
celule normale este suficientd pentru utilitatea sa in imunoterapie, iar unele peptide sunt specifice tumorii
in pofida proteinei-sursd care apare si in tesuturile normale. Totusi, profilarea exprimirii ARNm adauga
un nivel suplimentar de sigurantd in selectarea fintelor peptidice pentru imunoterapii. in special pentru
optiunile terapeutice cu riscuri mari de sigurantd, cum ar fi TCR-urile maturizate in functie de afinitate,
peptida-fintd ideala va fi derivati dintr-o proteind care este unicd pentru tumoare si care nu se giseste pe
tesuturi normale.

Surse de ARN si pregdtirea acestora

Esantioanele de fesut prelevate chirurgical au fost furnizate asa cum este indicat mai sus (vezi
Exemplul 1) dupa obtinerea consimtdmantului informat scris de la fiecare pacient. Probele de tesut
tumoral au fost inghetate instantaneu imediat dupd interventia chirurgicala si au fost ulterior omogenizate
cu mojar si pistil sub azot lichid. ARN-ul total a fost preparat din aceste probe, utilizindu-se reactiv TRI
(Ambion, Darmstadt, Germania), urmat de o curatare cu RNeasy (QIAGEN, Hilden, Germania); ambele
metode au fost executate conform protocolului producatorului.

ARN-ul total din tesuturi umane sdndtoase a fost obtinut comercial (Ambion, Huntingdon,
Regatul Unit; Clontech, Heidelberg, Germania; Stratagene, Amsterdam, Tarile de Jos; BioChain,
Hayward, CA, SUA). ARN-ul de la mai mul{i indivizi (intre 2 si 123 indivizi) a fost combinat astfel Incat
ARN-ul fiecarui individ si fie ponderat in mod egal.

Calitatea si cantitatea tuturor probelor de ARN au fost evaluate printr-un bioanalizor Agilent
2100 (Agilent, Waldbronn, Germania) cu trusd RNA 6000 Pico LabChip (Agilent).

Experimente n micromatrice

Analiza expresiei genomului tuturor probelor de ARN din tesut tumoral si normal a fost

efectuatd cu micromatrice de oligonucleotide Affymetrix Human Genome (HG) U133A sau HG-U133
Plus 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, SUA). Toate ctapele au fost urmate in conformitate cu manualul
Affymetrix. Pe scurt, ADNc cu dublu-helix a fost sintetizat din 5-8 ng ARN total, folosindu-se
SuperScript RTII (Invitrogen) si primerul oligo-dT-T7 (MWG Biotech, Ebersberg, Germania) conform
descoperirii din manual. Transcrierea in vitro a fost efectuatd cu o trusd BioArray High Yield RNA
Transcript Labelling (ENZO Diagnostics, Inc., Farmingdale, NY, SUA) pentru matricele U133A sau cu o
trusd GeneChip IVT Labelling (Affymetrix) pentru matricele U133 Plus 2.0, urmata de fragmentarea
ARNc, hibridizare si colorare cu streptavidini-ficoeritrind si anticorp anti-streptavidind biotinilat
(Molecular Probes, Leiden, Tarile de Jos). Imaginile au fost scanate cu Agilent 2500A GeneArray
Scanner (U133A) sau cu Affymetrix Gene-Chip Scanner 3000 (U133 Plus 2.0), iar datele au fost analizate
cu software-ul GCOS (Affymetrix), folosindu-se setirile implicite pentru toti parametrii. Pentru
normalizare au fost folosite 100 gene auxiliare furnizate de Affymetrix. Valorile exprimdrilor relative au
fost calculate pe baza rapoartelor jurnalelor de semnal furnizate de software, iar proba de rinichi normal a
fost stabilitd arbitrar la 1,0. Exemplele de profiluri de exprimare ale genelor-sursi din prezenta
descoperire care sunt puternic supracxprimate sau exprimate exclusiv in HCC sunt prezentate in Figura 2.
Scorurile de exprimare pentru alte exemple de gene sunt prezentate in Tabelul 5.
Tabelul 5: Scoruri de exprimare. Tabelul prezintd peptide din gene necorelate cu inventia care sunt
extrem de supraexprimate pe tumori in comparatie cu un panel de tesuturi normale (+++), foarte
supraexprimate pe tumori in comparatie cu un panou de tesuturi normale (++) sau supraexprimate pe
tumori in comparatie cu un panel de tesuturi normale (+).

SEQ ID NO. Secventd Exprimare gend
1 VMAPETMTI Tt

2 KLQAGTVFV "

3 ILDDNMQKL +

4 KLQDFSDQL Tt

5 ALVEQGFTV Tt

7 ALVDTLKEV Tt

10 SLLEEFDFHV +

13 GLIDTETAMKAV Tt
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SEQ ID NO. Secventd Exprimare geni
19 FLEETKATV +++
20 KLSNVLQQV +++
21 QLIEVSSPITL +++
25 SLDGKAALTEL +++
27 TLPDFRLPEI +++
28 TLQDHLNSL +++
29 YIQDEINTI +++
31 YQMDIQQEL +++
38 ALADVVHEA +
39 ALDPKANFST +
41 ALLELDEPLVL +++
42 ALLGGNVRMML +
44 ALQDAIRQL +
45 ALQDQLVLV ++
46 AMAEMKVVL ++
48 FLLEQPEIQV +
49 FLYPEKDEPT +++
50 FTIPKLYQL +++
52 GLFNAELLEA +++
53 GLIHLEGDTV +++
55 GLYGRTIEL +++
60 ILSPLSVAL +
61 KIADFELPTI +++
62 KIAGTNAEV +
66 KLHEEIDRV +++
67 KLKETIQKL +++
68 KLLAATVLLL +++
73 KLTLVIISV +++
74 KLYDLELIV +++
76 LLADIGGDPFAA +
81 NLASFIEQVAV +
82 NVFDGLVRV +++
83 QLHDFVMSL +++
34 QLTPVLVSV ++
85 RILPKVLEV ++
87 RLFEENDVNL +++
90 RLLDVLAPLV +
93 RLYTMDGITV +++
94 RMSDVVKGV +
95 SICNGVPMV ++
97 SLLPQLIEV +++
100 SLVGDIGNVNM +++
103 SMGDHLWVA +
105 SVYDGKLLI +
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SEQ ID NO. Secventd Exprimare geni
106 TLAAITHGA ++
107 TLGQFYQEV +++
109 TLYALSHAV +++
110 TVGGSEILFEV +++
113 VLMDKLVEL +++
114 VLSQVYSKV +++
116 WVIPAISAV ++
117 YAFPKSITV +
119 YLDKNLTVSV ++
120 YLGEEYVKA +++
124 LLIDVVTYL +++
126 TLLDSPIKV +++
129 SQADVIPAV ++
130 ALDAGAVYTL ++
132 ALHEEVVGV ++
141 AMGEKSFSV +
142 AVIGGLIYV +++
145 FLIAEYFEHV ++
146 FLWTEQAHTV ++
148 GLFAPLVFL +
149 GLLSGLDIMEV +++
154 KLTDHLKYV +++
157 QLLPNLRAV +
158 RIISGLVKV ++
160 RLLAKIICL +++
163 RLTESVLYL ++
165 RVIEHVEQV ++
168 SLAVLVPIV +++
172 SLLNFLQHL +
173 SLTSEIHFL +
175 TLFEHLPHI ++
177 VLDEPYEKV ++
182 YLLHFPMAL +++
183 YLYNNEEQVGL +++
187 SYPTFFPRF +
188 RYSAGWDAKF +++
192 SYITKPEKW +
193 IYPGAFVDL +
200 AYLLQPSQF +++
204 KYRLTYAYF +++
206 KWPETPLLL +
215 IYTGNISSF +++
217 DYIPYVFKL +++
218 VYQGAIRQI +++
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SEQ ID NO. Secventd Exprimare geni
228 YLITSVELL +
233 ALLGKLDAI +
249 LLLGERVAL +
255 SLFGQDVKAV +
259 TLITDGMRSV +
263 VLYPSLKEI +
273 AILETAPKEV +
275 ALIEGAGILL +
286 KVLDKVFRA +
296 SLLSGRISTL +
298 TMAKESSIIGV +
301 VLADFGARV ++
302 KIQEILTQV +
315 KVLDGSPIEV ++
318 KLNEINEKI +++
320 GLADNTVIAKYV +
324 RLFETKITQV ++
327 GLNEEIARV
336 YLPTFFLTV
341 YLAIGIHEL ++
345 SYNPLWLRI (A*24) ++

EXEMPLUL 3: Schimb UV-ligand/Legare a peptidei la HLA-A*02 si HLA-A*24

Peptidele candidate pentru terapii bazate pe celule T in conformitate cu prezenta descoperire au
fost testate in continuare in privinta capacitatii lor de legare la MHC (afinitate). Complexele peptida-
MHC individuale au fost produse prin schimb UV-ligand, unde o peptidi sensibild la UV este scindati la
iradiere UV si schimbata cu peptida de interes, asa cum a fost analizatd. Doar candidatii peptidici care se
pot lega si stabiliza in mod eficient moleculele de MHC receptive la peptide impiedicd disocierea
complexelor MHC. Pentru a determina randamentul reactiei de schimb, a fost efectuat un ELISA bazat pe
detectarea lantului usor (B2m) al complexelor MHC stabilizate. Testul a fost efectuat asa cum este descris
cu caracter general in Rodenko et al. (Rodenko et al., 2006).

Pliaci de 96 de godeuri MAXISorp (NUNC) au fost acoperite peste noapte cu 2 pg/ml
streptavidind in PBS la temperatura camerei, au fost spilate de 4 ori si au fost blocate pentru 1 ord la
37°C in 2% BSA care continea tamponul de blocare. Monomerii HLA-A*0201/MLA-001 reasamblati au
servit ca standarde, acoperind domeniul 15-500 ng/ml. Monomerii peptidi-MHC ai reactiei de schimb
UV au fost diluati de 100 de ori in tampon de blocare. Probele au fost incubate timp de 1 ord la 37°C, au
fost spilate de patru ori, au fost incubate cu 2 pg/ml de anti-f2m HRP conjugat timp de 1 ord la 37°C, au
fost spdlate din nou si au fost detectat cu solutia TMB stopatd cu NH>SO,. Absorbtia a fost masurata la
450 nm. Peptidele candidate care prezintd un randament de schimb mare (preferabil mai mare de 50%,
cele mai preferabil mai mare de 75%) sunt, in general, preferate pentru o generare si productie de
anticorpi sau fragmente ale acestora si/sau receptori de celule T sau fragmente ale acestora, deoarece arati
suficientd aviditate la molecule de MHC si Tmpiedica disocierea complexelor MHC.

Tabelul 6: Scoruri de legare MHC clasa 1

Legarea peptidelor restrictionate HLA de clasd 1 la HLA-A*02 sau HLA-A*24 in functie de secventa
peptidica a fost clasificatd prin randamentul schimbului peptidic: >10% = +; >20% = ++; >50 = +++; >
75% = ++++. S* = fosfoserind.

SEQ ID Secventd Schimb de peptide

56 GVLPGLVGV
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EXEMPLUL 4
Imunogenitatea i vitro pentru peptide prezentate MHC de clasa |

Pentru a obtine informatii cu privire la imunogenitatea TUMAP-urilor din prezenta inventie,
inventatorii au efectuat investigatii utilizind un test in vitro de amorsare a celulelor T pe baza stimularilor
repetate de celule T CD8+ cu celule care prezintd un antigen artificial (aAPC-uri) incircate cu complexe
de peptide/MHC si anticorp anti-CD28. Astfel inventatorii au putut arita imunogenitatea pentru 22
TUMAP-uri restrictionate de HLA-A*0201 in conformitate cu descoperirea pand in prezent, demonstrand
ca aceste peptide sunt epitopi ai celulelor T impotriva cirora existd celule T precursoare CD8+ la oameni.
Stimularea in vitro a celulelor T CD8+

Pentru a efectua stimuldri in vitro de citre celule prezentatoare de antigen artificiale incircate cu
complex peptidd-MHC (pMHC) si anticorp anti-CD28, inventatorii au izolat mai intéi celule T CD8+ din
produse de leucaferezd HLA-A*02 proaspete prin selectare pozitivd utilizind microgranule CDS8
(Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germania) de la donatori sanatosi, obtinute de 1a University Clinics
Mannheim, Germania, dupa consimtAmant informat.

PBMC-urile si limfocitele CD8+ izolate au fost incubate pana la utilizare in mediu de celule T
(TCM) constand din RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Germania) suplimentat cu ser AB uman
inactivat la cildurd 10% (PAN-Biotech, Aidenbach, 100 U/ml penicilind/100 pg/ml streptomicini
(Cambrex, Koln, Germania), 1 mM piruvat de sodiu (CC Pro, Oberdorla, Germania), 20 pg/ml
gentamicind (Cambrex). In aceasta etapd s-au adiugat, de asemenea, la TCM 2.5 ng/ml IL-7 (PromoCell,
Heidelberg, Germania) si 10 U/ml IL-2 (Novartis Pharma, Niirnberg, Germania).

Generarea granulelor acoperite cu pMHC/anti-CD28, stimularea celulelor T si citirea au fost
realizate intr-un sistem in vitro inalt definit utilizAndu-se 4 molecule diferite de pMHC pentru fiecare
conditie de stimulare si 8 molecule diferite de pMHC pentru fiecare conditie de citire.

Anticorpul purificat costimulator 9.3 anti-uman 1G2a CD28 de soarece (Jung et al., 1987) a fost
biotinilat chimic folosindu-se sulfo-N-hidroxisuccinimicobiotind in conditiile recomandate de producitor
(Perbio, Bonn, Germania). Granulele utilizate au fost de particule de polistiren de 5,6 um acoperite cu
streptavidind (Bangs Laboratories, Illinois, SUA).

pMHC-urile utilizate pentru stimuliri de control pozitive si negative au fost A*0201/MLA-001
(peptiddi ELAGIGILTV din Melan-A/MART-1 modificat) si A*0201/DDX5-001 (YLLPAIVHI din
DDXS5).

800.000 de gramule/ 200 pl au fost acoperite in plici cu 96 de godeuri in prezenta a 4x12.5 ng de
biotind-pMHC diferite, au fost spalate si apoi s-au addugat 600 ng de biotind anti-CD28 intr-un volum de
200 pl. Stimulirile au fost initiate in plici de 96 de godeuri prin coincubare cu 1x106 celule T CD8+ cu
2x10° perle tapetate spilate in 200 ul TCM suplimentat cu 5 ng/ml IL-12 (PromoCell) pentru 3 zile la
37°C. Jumitate din mediu a fost apoi schimbat cu TCM proaspete suplimentate cu 80 U/ml IL-2, iar
incubarea a fost continuata timp de 4 zile la 37°C. Acest ciclu de stimulare sa efectuat in total de trei ori.
Pentru citirea multimerului pMHC utilizindu-se 8 molecule pMHC diferite per conditie, a fost utilizati o
abordare de codificare combinatorica bidimensionald, asa cum a fost descris anterior (Andersen et al.,
2012), cu modificiri minore care cuprind cuplarea la 5 fluorocromi diferiti. In final, s-au efectuat analize
multimerice prin colorarea celulelor cu colorant aproape IR viu/mort (Invitrogen, Karlsruhe, Germania),
clond de anticorp CD1-FITC SK1 (BD, Heidelberg, Germania) si multimeri fluorescenti pMHC. Pentru
analiz4 a fost utilizat un citometru BD LSRII SORP echipat cu lasere si filtre adecvate. Celulele specifice
peptidei au fost calculate ca procentaje din totalul celulelor CD8+. Evaluarea analizei multimerice a fost
efectuatd utilizandu-se software-ul FlowJo (Tree Star, Oregon, SUA). Amorsarea in vitro a limfocitelor
multimer+ CD8+ specifice a fost detectatd prin comparatic cu stimuldri de control negative.
Imunogenitatea pentru un antigen dat a fost detectatad daca cel putin un godeu evaluabil stimulat in vitro al
unui donor sdndtos a fost gasit con{inind o anumitd linie de celule T CD8+ dupa stimulare in vitro (adica
acest godeu contine cel putin 1% de multimer+ specific intre celulele T CD8+ si procentajul celulelor
tetramer+ este de cel putin 10 ori mediana stimuldrilor negative).

Imunogenicitatea in vitro pentru peptidele HCC

Pentru peptidele HLA de clasd I testate, imunogenitatea in vitro se poate demonstra prin
generarea de linii de celule T specifice peptidelor. Exemple de rezultate ale citometriei in flux dupd
colorarea cu multimer TUMAP-specific pentru trei peptide din inventie sunt prezentate in Figura 3 si
Figura 4 impreund cu controalele negative corespondente.

Exemple de rezultate ale raspunsurilor celulelor T CDS8 + specifice peptidelor in vitro ale unui donator de
HLA-A*02+ sinitos (Figura 3)

Celulele T CD8+ au fost amorsate folosindu-se APC-uri artificiale acoperite cu mAb anti-CD28
si HLA-A*02 in complex cu peptida IMA-APOB-002 (SEQ ID NO. 7) (A, panoul din dreapta) sau,
respectiv, IMA-APOB-003 (B, panoul din dreapta, SEQ ID NO. 2). Dupd trei cicluri de stimulare,
detectarea celulelor reactive la peptide s-a efectuat prin colorare multimericd 2D cu A*02/APOB0-002
(A) sau A*02APOB-003 (B) sau A*02/ALDHI L1-001. Panourile din stinga (A, B, C) arati colorarea de
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control a celulelor stimulate cu complexe A*02/peptidice irelevante. Celulele singlet viabile au fost
selectate prin gating pentru limfocite CD8+. Portile booleene au ajutat la excluderea evenimentelor fals
pozitive detectate cu multimeri specifici pentru diferite peptide. Sunt indicate frecventele celulelor
multimer+ specifice intre limfocitele CD8+.

Exemple de rezultate ale raspunsurilor celulelor T CDS8 + specifice peptidelor in vitro ale unui donator de
HLA-A*24+ sinitos (Figura 4)

Celulele T CD8+ au fost amorsate folosindu-se APC-uri artificiale acoperite cu mAb anti-CD28
si HLA-A*24 in complex cu peptida IMA-KLHL24-001 (SEQ ID NO 190) (panoul din dreapta) sau,
respectiv, IMA-APOB-006 (B, panoul din dreapta, SEQ ID NO 218). Dupa trei cicluri de stimulare,
detectarea celulelor reactive la peptide s-a efectuat prin colorare multimerica 2D cu A*24/ KLHL24-001
(A) sau A*24/ APOB-006 (B). Panourile din stinga (A si B) aratd colorarea de control a celulelor
stimulate cu complexe A*24/peptidici irelevante. Celulele singlet viabile au fost selectate prin gating
pentru limfocite CD8+. Portile booleene au ajutat la excluderea evenimentelor fals pozitive detectate cu
multimeri specifici pentru diferite peptide. Sunt indicate frecventele celulelor multimer+ specifice intre
limfocitele CD8+.

Exemplul 5: Sinteze de peptide

Toate peptidele au fost sintetizate utilizindu-se sinteza standard si bine stabilitd de peptide in
fazd solidd utilizindu-se strategia Fmoc. Identitatea si puritatea fiecirei peptide individuale au fost
determinate prin spectrometric de masi si RP-HPLC analitic. Peptidele au fost obtinute sub forma de
liofilizati de culoare alba pani la alba (sare de trifluoroacetat) cu purititi >50%. Toate TUMAP -urile se
administreaz3 preferabil ca sdruri de trifluoroacetat sau de acetat, fiind posibile si alte saruri.
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<213> Homo sapiens
<400> 119

Tyr Leu Asp Lys Asn Leu Thr Val Ser Val

1 5 10
<210> 120

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 120

Tyr Leu Gly Glu Glu Tyr Val Lys Ala

1 5
<210> 121

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 121

Tyr Leu Ile Thr Gly Asn Leu Glu Lys Leu

1 5 10
<210> 122

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 122

Tyr Leu Ser Gln Ala Ala Asp Gly Ala Lys Val Leu

1 5 10
<210> 123

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 123

Tyr Leu Trp
1

<210> 124
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 124

Leu Leu Ile
1

<210> 125
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 125

Ala Leu Tyr
1

<210> 126
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 126

Thr Leu Leu
1

<210> 127
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 127

Val Leu Ile
1

<210> 128
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 128

Gly Leu Ala
1

MD/EP 3626731 T2 2022.01.31

Asp Leu

sapiens

Asp Val

sapiens

Gly Arg
5

sapiens

Asp Ser

sapiens

Gly Ser

sapiens

Phe Ser

69

Asp His Gly Phe Ala Gly Val

10

Val Thr Tyr Leu

Leu Glu Val Val

Pro Ile Lys Val

Asn His Ser Leu

Leu Asn Gly Val



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

<400>

129
9
PRT
Homo

129

Ser Gln Ala

1

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

<400>

130
10
PRT
Homo

130

Ala Leu Asp

1

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

<400>

131
10
PRT
Homo

131

Ala Leu Asp

1

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

<400>

132
9
PRT
Homo

132

Ala Leu His

1

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

<400>

133
9
PRT
Homo

133

Ala Leu Leu

1

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

<400>

134
10
PRT
Homo

134
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sapiens

Asp Val Ile Pro Ala Val
5

sapiens

Ala Gly Ala Val Tyr Thr Leu
5 10

sapiens

Ser Gly Ala Phe Gln Ser Val
5 10

sapiens

Glu Glu Val VvVal Gly Val
5

sapiens

Glu Met Asp Ala Arg Leu
5

sapiens
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Ala Leu Leu Glu Thr Asn Pro Tyr Leu Leu

1 5 10
<210> 135

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 135

Ala Leu Leu Gly Lys Ile Glu Lys Val

1 5
<210> 136

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 136

Ala Leu Leu Asn Gln His Tyr Gln Val

1 5
<210> 137

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 137

Ala Leu Pro Thr Val Leu Val Gly Val

1 5
<210> 138

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 138

Ala Leu Ser Gln Val Thr Leu Leu Leu

1 5
<210> 139

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 139

Ala Leu Ser Ser Lys Pro Ala Glu Val
1 5

<210> 140
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<211> 9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 140

Ala Leu Thr Ser Ile Ser Ala Gly Val

1 5
<210> 141

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 141

Ala Met Gly Glu Lys Ser Phe Ser Val

1 5
<210> 142

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 142

Ala Val Tle Gly Gly Leu Ile Tyr Val

1 5
<210> 143

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 143

Phe Tle Leu Pro Asp Ser Leu Pro Leu Asp Thr Leu

1 5 10
<210> 144

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 144

Phe Tle Gln Leu Ile Thr Gly Val

1 5
<210> 145

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145
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Phe Leu Ile Ala Glu Tyr Phe Glu His Val

1 5 10
<210> 146

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 146

Phe Leu Trp Thr Glu Gln Ala His Thr Val

1 5 10
<210> 147

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 147

Gly Leu Ala Pro Gly Gly Leu Ala Val Val

1 5 10
<210> 148

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 148

Gly Leu Phe Ala Pro Leu Val Phe Leu

1 5
<210> 149

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 149

Gly Leu Leu Ser Gly Leu Asp Ile Met Glu Val

1 5 10
<210> 150

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 150
Gly Leu Ser Asn Leu Gly Ile Lys Ser Ile

1 5 10

<210> 151
<211> 9



<212> PRT
<213> Homo

<400> 151

His Leu Ala
1

<210> 152
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 152

Lys Leu Asp
1

<210> 153
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 153

Lys Leu Ile
1

<210> 154
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 154

Lys Leu Thr
1

<210> 155
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

<400> 155

Leu Leu Glu
1

<210> 156
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 156

Leu Leu Phe
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74

sapiens

Lys Val Thr Ala Glu Val
5

sapiens

Asn Asn Leu Asp Ser Val
5

sapiens

Glu Val Asn Glu Glu Leu
5

sapiens

Asp His Leu Lys Tyr Val

sapiens

Pro Tyr Lys Pro Pro Ser Ala Gln
5 10

sapiens

Pro His Pro Val Asn Gln Val
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1 5 10

<210> 157
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 157

Gln Leu Leu Pro Asn Leu Arg Ala Val

1 5
<210> 158

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 158

Arg Ile Tle Ser Gly Leu Val Lys Val

1 5
<210> 159

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 159

Arg Leu Phe Pro Asp Gly Ile Val Thr Val

1 5 10
<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 160

Arg Leu Leu Ala Lys Ile Ile Cys Leu

1 5
<210> 16l

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16l

Arg Leu Leu Asp Glu Gln Phe Ala Val

1 5
<210> 162
<211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 162

Arg Leu Met Ser Ala Leu Thr Gln Val

1 5
<210> 163

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 163

Arg Leu Thr Glu Ser Val Leu Tyr Leu

1 5
<210> 1064

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 164

Arg Met Leu Ile Lys Leu Leu Glu Val

1 5
<210> 165

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 165

Arg Val TIle Glu His Val Glu Gln Val

1 5
<210> 166

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 166

Ser Tle Leu Asp Ile Val Thr Lys Val

1 5
<210> 167

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 167

Ser Leu Ala Glu Ser Ser Phe Asp Val
1 5



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

<400>

168
9
PRT
Homo

1e8

Ser Leu Ala

1

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

<400>

169
9
PRT
Homo

169

Ser Leu Phe

1

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

<400>

170
9
PRT
Homo

170

Ser Leu His

1

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

<400>

171
9
PRT
Homo

171

Ser Leu Ile

1

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

<400>

172
9
PRT
Homo

172

Ser Leu Leu

1

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

173

PRT
Homo

MD/EP 3626731 T2 2022.01.31

77

sapiens

Val Leu Val Pro Ile Val
5

sapiens

Glu Trp Phe His Pro Leu
5

sapiens

Asn Gly Val Ile Gln Leu
5

sapiens

Pro Ala Val Leu Thr Val
5

sapiens

Asn Phe Leu Gln His Leu
5

sapiens
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<400> 173

Ser Leu Thr Ser Glu Ile His Phe Leu

1 5
<210> 174

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 174

Thr Leu Ala Glu Leu Gly Ala Val Gln Val

1 5 10
<210> 175

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 175

Thr Leu Phe Glu His Leu Pro His Ile

1 5
<210> 176

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 176

Thr Leu Gly Gln Ile Trp Asp Val

1 5
<210> 177

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 177

Val Leu Asp Glu Pro Tyr Glu Lys Val

1 5
<210> 178

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 178

Tyr Ile Phe Thr Thr Pro Lys Ser Val
1 5
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<210> 179
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 179

Tyr Ile His Asn Ile Leu Tyr Glu Val

1 5
<210> 180

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 180

Tyr Leu Gly Pro His Ile Ala Ser Val Thr Leu

1 5 10
<210> 181

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 181

Tyr Leu Leu Glu Lys Phe Val Ala Val

1 5
<210> 182

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 182

Tyr Leu Leu His Phe Pro Met Ala Leu

1 5
<210> 183

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 183

Tyr Leu Tyr Asn Asn Glu Glu Gln Val Gly Leu

1 5 10
<210> 184

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 184

Val Val Leu Asp Gly Gly Gln Ile Val Thr Val

1 5 10
<210> 185

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 185

Ala Leu Phe Pro Ala Leu Arg Pro Gly Gly Phe Gln Ala

1 5 10
<210> 186

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 186

Val Leu Leu Ala Gln Ile Ile Gln Val

1 5
<210> 187

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 187

Ser Tyr Pro Thr Phe Phe Pro Arg Phe

1 5
<210> 188

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 188

Arg Tyr Ser Ala Gly Trp Asp Ala Lys Phe

1 5 10
<210> 189

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 189

Ala Phe Ser Pro Asp Ser His Tyr Leu Leu Phe
1 5 10



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

<400>

190
9
PRT
Homo

190

Arg Tyr Asn

1

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

<400>

191
9
PRT
Homo

191

Lys Tyr Pro

1

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

<400>

192
9
PRT
Homo

192

Ser Tyr Ile

1

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

<400>

193
9
PRT
Homo

193

Ile Tyr Pro

1

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

<400>

194
9
PRT
Homo

194

Gln Tyr Ala

1

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

<400>

195
11
PRT
Homo

195
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sapiens

Glu Lys Cys Phe Lys Leu

sapiens

Asp Ile TIle Ser Arg Ile
5

sapiens

Thr Lys Pro Glu Lys Trp

sapiens

Gly Ala Phe Val Asp Leu
5

sapiens

Ser Arg Phe Val Gln Leu
5

sapiens
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Arg Tyr Ala Pro Pro Pro Ser Phe Ser Glu Phe

1 5 10
<210> 196

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 196

Ala Tyr Leu Lys Trp Ile Ser Gln Ile

1 5
<210> 197

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 197

Arg Trp Pro Lys Lys Ser Ala Glu Phe

1 5
<210> 198

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 198

Leu Tyr Trp Ser His Pro Arg Lys Phe

1 5
<210> 199

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 199

Lys Phe Val Thr Val Gln Ala Thr Phe

1 5
<210> 200

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 200

Ala Tyr Leu Leu Gln Pro Ser Gln Phe
1 5

<210> 201



<211>
<212>
<213>

<400>

9
PRT
Homo

201

Ala Tyr Val

1

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

<400>

202
9
PRT
Homo

202

Ala Tyr Gly

1

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

<400>

203
9
PRT
Homo

203

Tyr Tyr Gly

1

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

<400>

204
9
PRT
Homo

204

Lys Tyr Arg

1

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

<400>

205
9
PRT
Homo

205

Val Tyr Gly

1

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

<400>

206

PRT
Homo

206
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sapiens

Asn Thr Phe His Asn Ile
5

sapiens

Thr Tyr Arg Ser Asn Phe
5

sapiens

Ile Leu Gln Glu Lys Ile
5

sapiens

Leu Thr Tyr Ala Tyr Phe
5

sapiens

Leu Gln Arg Asn Leu Leu
5

sapiens
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Lys Trp Pro Glu Thr Pro Leu Leu Leu

1 5
<210> 207

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 207

Ile Tyr Leu Glu Arg Phe Pro Ile Phe

1 5
<210> 208

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 208

Ser Tyr Asn Pro Ala Glu Asn Ala Val Leu Leu

1 5 10
<210> 209

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 209

Val Phe His Pro Arg Gln Glu Leu Ile

1 5
<210> 210

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 210

Ala Tyr Pro Ala Ile Arg Tyr Leu Leu

1 5
<210> 211

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 211
Ile Tyr Ile Pro Ser Tyr Phe Asp Phe

1 5

<210> 212
<211> 9



<212> PRT
<213> Homo

<400> 212

Val Tyr Gly
1

<210> 213
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 213

Tyr Tyr Asn
1

<210> 214
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 214

Ile Tyr Val
1

<210> 215
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 215

Ile Tyr Thr
1

<210> 216
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 21le6

Ile Tyr Ala
1

<210> 217
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 217

Asp Tyr Ile
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sapiens

Asp Val Ile Ser Asn Ile
5

sapiens

Lys Val Ser Thr Val Phe
5

sapiens

Thr Ser Ile Glu Gln Ile
5

sapiens

Gly Asn Ile Ser Ser Phe
5

sapiens

Asp Val Gly Glu Glu Phe
5

sapiens

Pro Tyr Val Phe Lys Leu



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

<400>

218
9
PRT
Homo

218

Val Tyr Gln

1

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

<400>

219
10
PRT
Homo

219

Gly Val Met

1

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

<400>

220
10
PRT
Homo

220

Ser Leu Leu

1

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

<400>

221
10
PRT
Homo

221

Ala Leu Cys

1

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

<400>

222
8
PRT
Homo

222

Leu Thr Asp

1

<210>
<211>
<212>

223
11
PRT
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sapiens

Gly Ala Ile Arg Gln Ile
5

sapiens

Ala Gly Asp Ile Tyr Ser Val
5 10

sapiens

Glu Lys Glu Leu Glu Ser Val
5 10

sapiens

Glu Glu Asn Met Arg Gly Val
5 10

sapiens

Ile Thr Lys Gly Val
5
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<213> Homo sapiens
<400> 223

Phe Leu Phe Asn Thr Glu Asn Lys Leu Leu Leu

1 5 10
<210> 224

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 224

Ala Leu Ala Ser Val Ile Lys Glu Leu

1 5
<210> 225

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 225

Lys Met Asp Pro Val Ala Tyr Arg Val

1 5
<210> 226

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 226

Ala Val Leu Gly Pro Leu Gly Leu Gln Glu Val

1 5 10
<210> 227

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 227

Ala Leu Leu Lys Val Asn Gln Glu Leu

1 5
<210> 228

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 228

Tyr Leu Ile Thr Ser Val Glu Leu Leu
1 5



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

<400>

229
10
PRT
Homo

229

Lys Met Phe

1

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

<400>

230
9
PRT
Homo

230

Val Leu Thr

1

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

<400>

231
10
PRT
Homo

231

Arg Leu Phe

1

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

<400>

232
9
PRT
Homo

232

Lys Leu Ala

1

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

<400>

233
9
PRT
Homo

233

Ala Leu Leu

1

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

234

PRT
Homo
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sapiens

Glu Ser Phe Ile Glu Ser Val
5 10

sapiens

Glu Phe Thr Arg Glu Val
5

sapiens

Asn Asp Pro Val Ala Met Val
5 10

sapiens

Glu Ile Val Lys Gln Val
5

sapiens

Gly Lys Leu Asp Ala Ile

sapiens
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<400> 234

Tyr Leu Glu Pro Tyr Leu Lys Glu Val

1 5
<210> 235

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 235

Lys Leu Phe Glu Glu Ile Arg Glu Ile

1 5
<210> 236

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 236

Ala Leu Ala Asp Lys Glu Leu Leu Pro Ser Val

1 5 10
<210> 237

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 237

Ala Leu Arg Gly Glu Ile Glu Thr Val

1 5
<210> 238

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 238

Ala Met Pro Pro Pro Pro Pro Gln Gly Val

1 5 10
<210> 239

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 239

Phe Leu Leu Gly Phe Ile Pro Ala Lys Ala
1 5 10
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<210> 240
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 240

Phe Leu Trp Glu Arg Pro Thr Leu Leu Val

1 5 10
<210> 241

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 241

Phe Val Leu Pro Leu Leu Gly Leu His Glu Ala

1 5 10
<210> 242

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 242

Gly Leu Phe Ala Pro Val His Lys Val

1 5
<210> 243

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 243

Gly Leu Leu Asp Asn Pro Glu Leu Arg Val

1 5 10
<210> 244

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 244

Lys Ile Ala Glu Leu Leu Glu Asn Val

1 5
<210> 245

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 245

Lys Leu Gly Ala Val Phe Asn Gln Val

1 5
<210> 246

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 246

Lys Leu Ile Ser Ser Tyr Tyr Asn Val

1 5
<210> 247

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 247

Lys Leu Leu Asp Thr Met Val Asp Thr Phe Leu

1 5 10
<210> 248

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 248

Lys Leu Asn Asp Leu Ile Gln Arg Leu

1 5
<210> 249

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 249

Leu Leu Leu Gly Glu Arg Val Ala Leu

1 5
<210> 250

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 250

Asn Leu Ala Glu Val Val Glu Arg Val
1 5



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

<400>

251
10
PRT
Homo

251

Arg Leu Phe

1

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

<400>

252
9
PRT
Homo

252

Arg Thr Tle

1

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

<400>

253
9
PRT
Homo

253

Arg Val Pro

1

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

<400>

254
9
PRT
Homo

254

Arg Val Gln

1

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

<400>

255
10
PRT
Homo

255

Ser Leu Phe

1

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

<400>

256
11
PRT
Homo

256
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sapiens

Ala Asp Ile Leu Asn Asp Val
5 10

sapiens

Glu Tyr Leu Glu Glu Val
5

sapiens

Pro Pro Pro Gln Ser Val
5

sapiens

Glu Ala Ile Ala Glu Val
5

sapiens

Gly Gln Asp Val Lys Ala Val
5 10

sapiens



Ser Leu Phe
1

<210> 257
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 257

Ser Leu Leu
1

<210> 258
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 258

Ser Leu Met
1

<210> 259
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 259

Thr Leu Ile
1

<210> 260
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 260

Thr Leu Met
1

<210> 261
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo

<400> 261

Val Leu Phe

1

<210> 262
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Gln Gly Val Glu Phe His Tyr Val
5 10

sapiens

Glu Lys Ala Gly Pro Glu Leu
5 10

sapiens

Gly Pro Val Val His Glu Val
5 10

sapiens

Thr Asp Gly Met Arg Ser Val
5 10

sapiens

Asp Met Arg Leu Ser Gln Val
5 10

sapiens

Gln Glu Ala Leu Trp His Val
5 10
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<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 262

Val Leu Pro Asn Phe Leu Pro Tyr Asn Val

1 5 10
<210> 263

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 263

Val Leu Tyr Pro Ser Leu Lys Glu Ile

1 5
<210> 2064

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 264

Val Met Gln Asp Pro Glu Phe Leu Gln Ser Val

1 5 10
<210> 265

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 265

Trp Leu Ile Glu Asp Gly Lys Val Val Thr Val

1 5 10
<210> 266

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 266

Ser Leu Leu Glu Ser Asn Lys Asp Leu Leu Leu

1 5 10
<210> 267

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 267
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Ala Leu Asn Glu Asn Ile Asn Gln Val
1 5
<210> 268
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 268

Lys Leu Tyr Gln Glu Val Glu Ile Ala Ser Val

1 5 10
<210> 269

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 269

Tyr Leu Met Glu Gly Ser Tyr Asn Lys Val

1 5 10
<210> 270

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 270

Ser Val Leu Asp Gln Lys Ile Leu Leu

1 5
<210> 271

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 271

Leu Leu Leu Asp Lys Leu Ile Leu Leu

1 5
<210> 272

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 272
Gln Gln Leu Asp Ser Lys Phe Leu Glu Gln Val

1 5 10

<210> 273
<211> 10
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 273

Ala Ile Leu Glu Thr Ala Pro Lys Glu Val

1 5 10
<210> 274

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 274

Ala Leu Ala Glu Ala Leu Lys Glu Val

1 5
<210> 275

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 275

Ala Leu Tle Glu Gly Ala Gly Ile Leu Leu

1 5 10
<210> 276

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 276

Ala Leu Leu Glu Ala Asp Val Asn Ile Lys Leu

1 5 10
<210> 277

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 277

Ala Leu Leu Glu Glu Asn Ser Thr Pro Gln Leu

1 5 10
<210> 278

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 278

Ala Leu Thr Ser Val Val Val Thr Leu
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1 5
<210> 279
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 279

Ala Leu Trp Thr Gly Met His Thr Ile

1 5
<210> 280

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 280

Ala Thr Leu Asn Ile Ile His Ser Val

1 5
<210> 281

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 281

Gly Leu Leu Ala Gly Asp Arg Leu Val Glu Val

1 5 10
<210> 282

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 282

Gly Gln Phe Pro Ser Tyr Leu Glu Thr Val

1 5 10
<210> 283

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 283

Ile Leu Ser Gly Ile Gly Val Ser Gln Val

1 5 10
<210> 284
<211> 9

<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 284

Lys Leu Asp Ala Phe Val Glu Gly Val

1 5
<210> 285

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 285

Lys Leu Leu Asp Leu Ser Asp Ser Thr Ser Val

1 5 10
<210> 286

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 286

Lys Val Leu Asp Lys Val Phe Arg Ala

1 5
<210> 287

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 287

Leu Ile Gly Glu Phe Leu Glu Lys Val

1 5
<210> 288

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 288

Leu Leu Asp Asp Ser Leu Val Ser Ile

1 5
<210> 289

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 289

Leu Leu Leu Glu Glu Gly Gly Leu Val Gln Val
1 5 10
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<210> 290
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 290

Asn Leu Ile Asp Leu Asp Asp Leu Tyr Val

1 5 10
<210> 291

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 291

Gln Leu Ile Asp Tyr Glu Arg Gln Leu

1 5
<210> 292

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 292

Arg Ile Pro Ala Tyr Phe Val Thr Val

1 5
<210> 293

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 293

Phe Leu Ala Ser Glu Ser Leu Ile Lys Gln Ile

1 5 10
<210> 294

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 294

Arg Leu Ile Asp Leu His Thr Asn Val

1 5
<210> 295

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 295

Ser Leu Phe Ser Ser Pro Pro Glu Ile

1 5
<210> 296

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 296

Ser Leu Leu Ser Gly Arg Ile Ser Thr Leu

1 5 10
<210> 297

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 297

Thr Leu Phe Tyr Ser Leu Arg Glu Val

1 5
<210> 298

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 298

Thr Met Ala Lys Glu Ser Ser Ile Ile Gly Val

1 5 10
<210> 299

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 299

Ala Leu Leu Arg Val Thr Pro Phe Ile

1 5
<210> 300

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 300

Thr Leu Ala Gln Gln Pro Thr Ala Val
1 5



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

<400>

301
9
PRT
Homo

301

Val Leu Ala

1

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

<400>

302
9
PRT
Homo

302

Lys Ile Gln

1

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

<400>

303
10
PRT
Homo

303

Gly Val Tyr

1

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

<400>

304
9
PRT
Homo

304

Ser Leu Ile

1

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

<400>

305
9
PRT
Homo

305

Gly Val Leu

1

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

306
10
PRT
Homo
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sapiens

Asp Phe Gly Ala Arg Val
5

sapiens

Glu Ile Leu Thr Gln Val
5

sapiens

Asp Gly Glu Glu His Ser Val
5 10

sapiens

Asp Gln Phe Phe Gly Val
5

sapiens

Glu Asn Ile Phe Gly Val
5

sapiens



<400> 306

Lys Leu Val
1

<210> 307
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 307

Ala Val Val
1

<210> 308
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 308

Ala Leu Leu
1

<210> 309
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 309

Gly Leu Ile
1

<210> 310
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 310

Ser Leu Trp
1

<210> 311
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 311

Phe Leu Ile
1

MD/EP 3626731 T2 2022.01.31

Glu Phe

sapiens

Glu Phe

sapiens

Arg Thr

sapiens

Glu Ile

sapiens

Gly Gly

sapiens

Pro Ile

102

Asp Phe Leu Gly Ala

10

Leu Thr Ser Val

Val Val Ser Val

Ile Ser Asn Ala

Asp Val Val Leu

Tyr His Gln Val



MD/EP 3626731 T2 2022.01.31

103
<210> 312
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 312

Arg Leu Gly Ile Lys Pro Glu Ser Val

1 5
<210> 313

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 313

Leu Thr Ala Pro Pro Glu Ala Leu Leu Met Val

1 5 10
<210> 314

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 314

Tyr Leu Ala Pro Phe Leu Arg Asn Val

1 5
<210> 315

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 315

Lys Val Leu Asp Gly Ser Pro Ile Glu Val

1 5 10
<210> 316

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 316

Leu Leu Arg Glu Lys Val Glu Phe Leu

1 5
<210> 317

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 317
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Lys Leu Pro Glu Lys Trp Glu Ser Val

1 5
<210> 318

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 318

Lys Leu Asn Glu Ile Asn Glu Lys Ile

1 5
<210> 319

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 319

Lys Leu Phe Asn Glu Phe Ile Gln Leu

1 5
<210> 320

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 320

Gly Leu Ala Asp Asn Thr Val Ile Ala Lys Val

1 5 10
<210> 321

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 321

Gly Val Ile Ala Glu Ile Leu Arg Gly Val

1 5 10
<210> 322

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 322

Ile Leu Tyr Asp Ile Pro Asp Ile Arg Leu
1 5 10

<210> 323
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<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 323

Lys Ile Ile Asp Glu Asp Gly Leu Leu Asn Leu

1 5 10
<210> 324

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 324

Arg Leu Phe Glu Thr Lys Ile Thr Gln Val

1 5 10
<210> 325

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 325

Arg Leu Ser Glu Ala Ile Val Thr Val

1 5
<210> 326

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 326

Ala Leu Ser Asp Gly Val His Lys Ile

1 5
<210> 327

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 327

Gly Leu Asn Glu Glu Ile Ala Arg Val

1 5
<210> 328

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 328



Arg Leu Glu
1

<210> 329
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 329

Ser Leu Ile
1

<210> 330
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 330

Ser Met Ser
1

<210> 331
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

<400> 331

Ser Leu Leu
1

<210> 332
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo

<400> 332

Ala Met Leu
1

<210> 333
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 333
Gly Leu Ala

1

<210> 334
<211> 12

MD/EP 3626731 T2 2022.01.31
106

Glu Asp Asp Gly Asp Val Ala Met
5 10

sapiens

Glu Asp Leu Ile Leu Leu

sapiens

Ala Asp Val Pro Leu Val

sapiens

Ala Gln Asn Thr Ser Trp Leu Leu
5 10

sapiens

Ala Val Leu His Thr Val

sapiens

Glu Asp Ile Asp Lys Gly Glu Val
5 10
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 334

Ser TIle Leu Thr Ile Glu Asp Gly Ile Phe Glu Val

1 5 10
<210> 335

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 335

Ser Leu Leu Pro Val Asp Ile Arg Gln Tyr Leu

1 5 10
<210> 336

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 336

Tyr Leu Pro Thr Phe Phe Leu Thr Val

1 5
<210> 337

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 337

Thr Leu Leu Ala Ala Glu Phe Leu Lys Gln Val

1 5 10
<210> 338

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 338

Lys Leu Phe Asp Ser Asp Pro Ile Thr Val Thr Val

1 5 10
<210> 339

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 339

Arg Leu Ile Ser Lys Phe Asp Thr Val



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

<400>

340
9
PRT
Homo

340

Lys Val Phe

1

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

<400>

341
9
PRT
Homo

341

Tyr Leu Ala

1

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

<400>

342
9
PRT
Homo

342

Ala Met Ser

1

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

<400>

343
9
PRT
Homo

343

Leu Leu Leu

1

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

<400>

344
9
PRT
Homo

344

Val Tyr Ile

1

<210>
<211>
<212>

345
9
PRT
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sapiens

Asp Glu Val Ile Glu Val
5

sapiens

Ile Gly Ile His Glu Leu
5

sapiens

Ser Lys Phe Phe Leu Val

sapiens

Pro Asp Tyr Tyr Leu Val
5

sapiens

Ser Ser Leu Ala Leu Leu
5
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<213> Homo sapiens
<400> 345

Ser Tyr Asn Pro Leu Trp Leu Arg Ile

1 5
<210> 346
<211> 10

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 346

Leu Tyr Gln Ile Leu Gln Gly Ile Val Phe

1 5 10
<210> 347
<211> 9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 347

Ala Leu Asn Pro Ala Asp Ile Thr Val

1 5
<210> 348
<211> 9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 348

Ala Tyr Lys Pro Gly Ala Leu Thr Phe
1 5

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e AMY L. WILLIAMS ET AL: "Sequence variants in SLC16A11 are a common risk factor for
type 2 diabetes in Mexico", NATURE, vol. 506, no. 7486, 25 December 2013 (2013-12-25),
pages 97-101, XP055275527, London ISSN: 0028-0836, DOI: 10.1038/nature12828



MD/EP 3626731 T2 2022.01.31
110
(87) Revendiciri:

1.0 peptidd care cuprinde secventa de aminoacizi SEQ ID NO. 56 si o sare acceptabild
farmaceutic a acesteia, in care respectiva peptida are o lungime totald de 10-30 de aminoacizi si in care
respectiva peptida are capacitatea de a se lega 1a o moleculd a complexului major de histocompatibilitate
umand (MHC) de clasa I si este capabild, atunci cand este legatd la MHC, s fie recunoscutd de celule T
CD8.

2.Peptida in conformitate cu Revendicarea 1, in care respectiva peptidd are o lungime totald de
pana la 16 aminoacizi si in care de preferinti peptida consta din secventa de aminoacizi conform SEQ ID
No. 56.

3.Peptida in conformitate cu Revendicarea 1 sau Revendicarea 2, unde respectiva peptidd include
legdturi nepeptidice si/sau respectiva peptidd face parte dintr-o proteind de fuziune care contine
aminoacizi N-terminali ai lantului invariabil asociat antigenului HLA-DR (Ii).

4.Un anticorp, solubil sau legat de membrand, care recunoaste in mod specific peptida in
conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1 pand la 3, de preferintd peptida in conformitate cu oricare
dintre Revendicdrile 1 pand 1a 3 care este legatd de o moleculd MHC.

5.Un receptor de celule T (TCR), solubil sau legat de membrand, care este reactiv cu un ligand
HLA, in care respectivul ligand are cel putin 88% identitate cu si, de preferintd, constd din secventa de
aminoacizi cu SEQ ID NO 56, in care, optional, respectivul TCR este furnizat ca molecula solubili si, tot
optional, are o functie efectoare suplimentard, cum ar fi un domeniu sau o toxind care stimuleazi
imunitatea.

6.Un acid nucleic care codificd o peptidd in conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-3,
anticorpul conform Revendicirii 4, TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5 sau un vector de exprimare
care exprima respectivul acid nucleic.

7.0 celula-gazda care cuprinde peptida in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-3 sau
acidul nucleic ori vectorul de exprimare in conformitate cu Revendicarea 6, in care respectiva celuld-
gazda este preferabil o celuld prezentatoare de antigen, cum ar fi o celuld dendritica sau o celuld T ori o
celula NK.

8.0 metodd pentru producerea peptidei in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-3,
anticorpul in conformitate cu Revendicarea 4 sau TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5, metoda care
cuprinde cultivarea unei celule-gazdd in conformitate cu Revendicareca 7, care prezintd peptida in
conformitate cu oricare dintre Revendicarile 1-3 sau exprimd acidul nucleic ori vectorul de exprimare in
conformitate cu Revendicarea 6 si izolarea peptidei, respectivului anticorp sau TCR-ului de celula-gazda
si/sau mediul sdu de culturd.

9.0 metoda in vitro pentru producerea de limfocite T activate, metoda cuprinzind contactarea in
vitro a celulelor T cu molecule de MHC de clasi I umane incircate cu antigen exprimate pe suprafata
unei celule prezentatoare de antigen adecvate sau o constructie artificiald care imitd o celula prezentatoare
de antigen pentru o perioadd de timp suficientd pentru a activa numitele celule T intr-o manierd specifica
antigenului, in care respectivul antigen este o peptidd In conformitate cu Revendicarea 1 sau
Revendicarea 2.

10. O celuld T activati produs prin metoda in conformitate cu Revendicarea 9 care recunoaste
selectiv o celuld care exprima aberant o polipeptidd cuprinzind o secventd de aminoacizi datd in
Revendicarea 1 sau 2.

11. O compozitie farmaceutici cuprinzind cel pufin un ingredient activ selectat din grupul
constind din peptida in conformitate cu oricare dintre Revendicirile 1-3, anticorpul in conformitate cu
Revendicarea 4, TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5, acidul nucleic sau vectorul de exprimare in
conformitate cu Revendicarea 6, celula-gazdi cuprinzind vectorul de exprimare in conformitate cu
Revendicarea 7, celula T activatd in conformitate cu Revendicarea 10 si un purtdtor acceptabil
farmaceutic si, optional, excipienti si/sau stabilizatori acceptabili farmaceutic.

12. Peptida in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-3, anticorpul in conformitate cu
Revendicarea 4, TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5, acidul nucleic sau vectorul de exprimare in
conformitate cu Revendicarea 6, celula-gazdi cuprinzind vectorul de exprimare in conformitate cu
Revendicarea 7, celula T activatd in conformitate cu Revendicarea 10 sau compozitia farmaceuticd in
conformitate cu Revendicarea 11 pentru utilizare in medicin.

13. Peptida in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-3, anticorpul in conformitate cu
Revendicarea 4, TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5, acidul nucleic sau vectorul de exprimare in
conformitate cu Revendicarea 6, celula-gazdi cuprinzind vectorul de exprimare in conformitate cu
Revendicarea 7, celula T activati in conformitate cu Revendicarea 10 sau compozitia farmaceutici in
conformitate cu Revendicarea Revendicirii 11 pentru utilizare in tratarea cancerului.

14. Peptida in conformitate cu oricare dintre Revendicdrile 1-3, anticorpul in conformitate cu
Revendicarea 4, TCR-ul in conformitate cu Revendicarea 5, acidul nucleic sau vectorul de exprimare in
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conformitate cu Revendicarea 6, celula-gazdi cuprinzind vectorul de exprimare in conformitate cu
Revendicarea 7, celula T activati in conformitate cu Revendicarea 10 sau compozitia farmaceuticd in
conformitate cu Revendicarea 11 pentru utilizare in conformitate cu Revendicarea 13, in care cancerul
mentionat este selectat din grupul de HCC, cancer cerebral, cancer renal, cancer pancreatic, cancer de
colon sau rectal ori leucemie si alte tumori care prezintd o supraexprimare a SLC16A11.

15. O trusi care contine:

(a) un recipient confinind o compozifie farmaceuticd conform Revendicdrii 11, in solutie
sau in formai liofilizati;

(b optional, un al doilea recipient continand un diluant sau o solutie de reconstituire pentru
formula liofilizata;

© optional, instructiuni pentru (i) utilizarea solutiei sau (ii) reconstituirea si/sau utilizarea
formulei liofilizate si, optional, confinind suplimentar una sau mai multe dintre urmdtoarele: (iii) o
solutie-tampon, (iv) un diluant, (v) un filtru, (vi) un ac sau (vii) o seringa.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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Figura 1B
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Figura 10
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