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Sammensetning av tumorassosierte peptider og beslektet anti-
kreftvaksine for behandling av glioblastom (GBM) og andre kreftformer

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer immunterapeutiske peptider og deres
anvendelse i immunterapi, seerlig immunterapien av kreft. Den foreliggende
oppfinnelsen vedrgrer spesielt en farmasgytisk sammensetning omfattende et
peptid som bestdr av aminosyresekvensen med SEQ ID NO 2, og et peptid som
bestdr av aminosyresekvensen med SEQ ID NO 3, og en farmasgytisk
akseptabel beerer. Naermere bestemt kan sammensetningen av peptidene ifglge
den foreliggende oppfinnelsen anvendes i vaksinesammensetninger for &

frembringe anti-tumorimmunresponser mot gliomer.

Bakgrunn for oppfinnelsen

Gliomer er hjernetumorer som stammer fra gliaceller i nervesystemet. Gliaceller,
ofte kalt nevroglia eller rett og slett glia, er ikke-nevronale celler som
tilveiebringer stgtte og ernzering, opprettholder homeostase, danner myelin, og
deltar i signaloverfgring i nervesystemet. De to viktigste undergruppene av
gliomer er astrocytomer og oligodendrogliomer, oppkalt etter den normale
gliacelletypen som de stammer fra (henholdsvis astrocytter eller
oligodendrocytter). Glioblastoma multiforme (heretter referert til som
glioblastom) hgrer til i undergruppen av astrocytomer og er den vanligste
ondartede hjernetumoren hos voksne og star for ca. 40 % av alle ondartede
hjernetumorer og ca. 50 % gliomer (CBTRUS, 2006). Det invaderer
sentralnervesystemet aggressivt og er rangert pa det hgyeste ondartethetsnivaet
(klasse IV) blant alle gliomer. Selv om det har veert jevn fremgang i deres
behandling som fglge av forbedringer i nevrobilleddiagnostikk, mikrokirurgi, ulike
behandlingsalternativer, som for eksempel temozolomid eller strdling, er
glioblastomer fortsatt uhelbredelig (Macdonald, 2001; Burton and Prados, 2000;
Prados and Levin, 2000). Dgdelighetsraten for denne hjernetumoren er sveert
hoy: gjennomsnittlig levealder er 9 til 12 maneder etter fgrste diagnose. 5-ars
overlevelsesraten i observasjonsperioden fra 1986 til 1990 var 8,0 %. Til dags
dato er femadrsoverlevelsesraten etter aggressiv terapi inkludert stor
tumorreseksjon fortsatt mindre enn 10 % (Burton and Prados, 2000; Nieder et
al., 2000; Napolitano et al., 1999; Dazzi et al., 2000). Fglgelig er det et sterkt

medisinsk behov for en alternativ og effektiv terapeutisk fremgangsmate.
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Tumorceller av glioblastomer er de mest udifferensierte blant hjernetumorer,
slik at tumorcellene har stort potensiale for migrasjon og proliferasjon, og er
meget inngripende, og gir svaert darlig prognose. Glioblastomer fgrer til dgd pa
grunn av rask, aggressiv, og infiltrerende vekst i hjernen. Det infiltrerende
vekstmgnsteret er ansvarlig for den ikke-resekterbare arten av disse tumorene.
Glioblastomer er ogsa relativt motstandsdyktige mot strdling og kjemoterapi,
og derfor er etterbehandlingstilbakefallsratene hgye. 1 tillegg er
immunresponsen til de neoplastiske cellene heller ineffektiv til fullstendig
utrydding av alle neoplastiske celler etter reseksjon og stralebehandling (Roth
and Weller, 1999; Dix et al., 1999; Sablotzki et al., 2000).

Glioblastomer klassifiseres i primaer glioblastom (de novo) og sekundeer
glioblastom, avhengig av forskjeller i genmekanismen under malign
transformasjon av udifferensierte astrocytter eller gliaforlgperceller. Sekundaer
glioblastom forekommer hos den yngre populasjonen pa opptil 45 ar. I Igpet av
4 til 5 &r, i gjennomsnitt, utvikler sekundaer glioblastom seg fra astrocytom av
lavere grad gjennom udifferensiert astrocytom. Til forskjell oppstar primaer
glioblastom  hovedsakelig hos den eldre populasjonen med en
gjennomsnittsalder pa 55 a&r. Vanligvis oppstar primeer glioblastom som
fulminant glioblastom preget av tumorprogresjon innen 3 maneder fra
tilstanden med ingen kliniske eller patologiske forandringer (Pathology and
Genetics of the Nervous Systems. 29-39 (IARC Press, Lyon, France, 2000)).

Glioblastom migrerer langs formidlede nerver og sprer seg bredt i det sentrale
nervesystemet. I de fleste tilfeller viser kirurgisk behandling bare begrenset
vedvarende terapeutisk effekt (Neurol. Med. Chir. (Tokyo) 34, 91-94, 1994;
Neurol. Med. Chir. (Tokyo) 33, 425-458, 1993; Neuropathology 17, 186-188,
1997) (Macdonald, 2001; Prados and Levin, 2000).

Ondartede gliomceller unngar & bli oppdaget av vertens immunsystem ved 3
produsere immunosuppressive midler som svekker T-celleproliferasjon og

produksjon av det immunstimulerende cytokinet IL-2 (Dix et al., 1999).

Intrakraniale neoplasmer kan oppsta fra hvilken som helst av strukturene eller
celletypene som er til stede i sentralnervesystemet, inkludert hjernen,

hjernehinnene, hypofysen, skallen, og til og med det restembryonale vevet. Den
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samlede arlige forekomsten av primaere hjernetumorer i USA er 14 tilfeller per
100 000. De vanligste primaere hjernetumorene er meningeomer, som
representerer 27 % av alle primaere hjernetumorer, og glioblastomer, som
representerer 23 % av alle primaere hjernetumorer (mens glioblastomer star for
40 % av ondartede hjernetumorer hos voksne). Mange av disse tumorene er
aggressive og av hgy klasse. Primaere hjernetumorer er de vanligste faste tumorene

hos barn og den nest hyppigste arsaken til kreftdgd etter leukemi hos barn.

Sgket etter effektiv behandling av glioblastomer hos pasienter pagar fortsatt i dag.
Immunterapi, eller behandling via rekruttering av immunsystemet, for 8 bekjempe
disse neoplastiske cellene, er blitt undersgkt. De fgrste oppmuntrende resultatene
ble oppnadd av Northwest Therapeutics «DCVax Brain» for behandling av
glioblastom i immunterapeutiske studier pd& mennesker, der de antigenspesifikke
CTL-responsene kunne induseres og fgre til forlengede gjennomsnittlige
overlevelsestider sammenlignet med det som ble oppnaddd ved & anvende

standard behandling ledsaget med minimal toksisitet (Heimberger et al., 2006).
Kolorektalt karsinom

Ifglge American Cancer Society, er kolorektalkreft (CRC) den tredje vanligste
kreftformen i USA, og rammer mer enn 175 000 nye pasienter hvert ar. I USA,
Japan, Frankrike, Tyskland, Italia, Spania og Storbritannia, rammer det mer enn
480 000 pasienter. Det er en av de vanligste arsakene til kreftdgdelighet i
utviklede land. Forskning tyder pd at utbruddet av kolorektalkreft er et resultat
av samspillet mellom arvelige og miljgmessige faktorer. I de fleste tilfeller ser
adenomatgse polypper ut til 8 veere forlgpere til kolorektale tumorer; men
overgangen kan ta mange ar. Den primaere risikofaktoren for kolorektalkreft er
alderen, der 90 % av tilfellene blir diagnostisert i alderen over 50 &r. Andre
risikofaktorer for kolorektalkreft i henhold til American Cancer Society inkluderer
alkoholforbruk, en diett med hgy andel av fett og/eller rgdt kjgtt og et
utilstrekkelig inntak av frukt og grgnnsaker. Forekomsten fortsetter & stige,
spesielt i omrader som Japan, der innfgringen av vestlige dietter med overflgdig
fett- og kjgttinntak og en reduksjon i fiberinntak kan vaere arsaken. Imidlertid
stiger ikke insidensratene like raskt som tidligere som kan vaere pa grunn av
gkende screening og polyppfjerning, og forhindrer dermed progresjon av
polypper til kreft. Som i de fleste faste tumorer, er fgrstelinjebehandling kirurgi,

men dens fordeler forblir begrenset til pasienter pd et tidlig stadium, men likevel
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diagnostiseres en betydelig andel av pasientene i fremskredne stadier av
sykdommen. For fremskreden kolorektalkreftkjemoterapi er regimer basert pa
fluorouracilbaserte regimer standard pleie. Flesteparten av disse regimene er de
sakalte FOLFOX- (som infusjon 5-FU/leukovorin pluss oksaliplatin) og FOLFIRI-

(irinotekan, leukovorin, bolus og kontinuerlig infusjon av 5-FU) protokollene.

Innforingen av tredje generasjons cytotoksika sa som irinotekan og oksaliplatin
har hevet hdpet om betydelig & bedre effekten, men prognosen er fortsatt relativt
darlig, og overlevelsesraten forblir generelt pa omtrent 20 méneder i metastatisk

sykdom, og som et resultat, forblir de udekkede behovene i sykdommen hgy.

Nylig ble en ny generasjon av legemidler, molekylmalrettede midler, s3 som
Avastin (bevacizumab) og Erbitux (cetuksimab) tilgjengelig, og ca. 40
forbindelser er i et sent stadium av den kliniske utviklingen for forskjellige
stadier av kolorektalkreft. Kombinasjoner av flere av disse forbindelsene gker
antallet potensielle behandlingstilbud som kan forventes for fremtiden. De aller
fleste stoffene er i fase 2, der EGFR adresseres av disse forbindelsene oftere enn
ved noe annet legemiddel under utvikling av kolorektalkreft, noe som skyldes

det faktum at EGFR-uttrykkingen oppreguleres hos ~ 80 % av pasientene.

Kliniske forsgk med pasienter pa stadium II som kombinerer kjemoterapi med
de nylig godkjente monoklonale antistoffene (mAb-er) (cetuksimab +
irinotekan eller FOLFOX4, bevacizumab som et enkeltmiddel eller sammen med
FOLFOX4) er nd gjennomfgrt. Det ventes tre til fire ars observasjonsperioder

for statistisk signifikante resultater fra disse forsgkene.

Monoklonale antistoffer (mAb-er) som i dag anvendes i onkologi har generelt
en utmerket sjanse for ikke & forstyrre aktiv immunterapi. Det er faktisk
prekliniske bevis som tyder pa at utarming av VEGF (av bevacizumab) bidrar

positivt til DC-formidlet aktivering av T-celler.

Prostatakarsinom og andre tumorer

Med anslagsvis 27 050 dgdsfall i 2007, er prostatakreft en ledende 3rsak til
kreftdgdsfall hos menn. Selv om dgdeligheten har gdtt ned blant hvite og
afroamerikanske menn siden begynnelsen av 1990-tallet, er dgdeligheten blant

afroamerikanske menn mer enn dobbelt s3 hgy som hos hvite menn.
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Prostatakreft er den hyppigste diagnostiserte kreftformen hos menn. Av grunner
som forblir uklare, er insidensratene betydelig hgyere hos afroamerikanske
menn enn hos hvite menn. Insidensratene av prostatakreft har endret seg
vesentlig i Igpet av de siste 20 drene: de har hatt en rask gkning fra 1988-1992,
falt kraftig fra 1992-1995 og gkt beskjedent siden 1995. Disse trendene
reflekterer i stor grad gkt screening med prostata for prostatakreft med den
prostataspesifikke (PSA) antigenblodprgven. De moderate insidensrategkningene
det siste tidret skyldes mest sannsynlig utbredt PSA-screening blant menn under
65 ar. Prostatakreftinsidensratene har flatet ut hos menn i alderen 65 ar og
oppover. Ratene toppet seg hos hvite menn i 1992 (237,6 per 100 000 menn) og
hos afroamerikanske menn i 1993 (342,8 per 100 000 menn).

Behandling av prostatakreft kan innebaere arvdken venting, kirurgi,
stralebehandling, hgyintensitetsfokusert ultralyd (HIFU), kjemoterapi,
kryokirurgi, hormonterapi, eller en kombinasjon. Hvilket alternativ som er best
avhenger av sykdomsstadiet, Gleason-poengsummen, og PSA-nivdet. Andre
viktige faktorer er mannens alder, hans generelle helse, og hans fglelser om
mulige behandlinger og deres mulige bivirkninger. Ettersom alle behandlingene
kan ha betydelige bivirkninger, sa som erektil dysfunksjon og urininkontinens,
har behandlingsdiskusjonene ofte fokus pa & balansere malene for

behandlingen med risikoen for livsstilsendringene.

Hvis kreften har spredd seg utover prostata, endrer behandlingsalternativene
seg vesentlig, s& de fleste legene som behandler prostatakreft anvender en
rekke nomogrammer for & forutsi sannsynligheten for proliferasjon. Behandling
ved arvdken venting, HIFU, stralebehandling, kryokirurgi, og kirurgi tilbys
generelt til menn hvis kreft forblir innenfor prostata. Hormonbehandling og
kjemoterapi reserveres ofte for sykdom som har spredd seg utover prostata.
Det finnes imidlertid unntak: strdlebehandling kan anvendes for noen
avanserte tumorer, og hormonbehandling anvendes pa noen tidlige stadium av
tumorer. Det kan ogsa tilbys kryoterapi, hormonbehandling og kjemoterapi

hvis den innledende behandlingen mislykkes og kreften videreutvikler seg.

Hos et betydelig antall pasienter med prostatakreft som gjennomgar radikal
prostataektomi pa grunn av mistanke om klinisk organbegrenset vekst, viser
en definitiv histologisk opparbeiding av den kirurgiske fremstillingen en lokalt

omfattende tumor som strekker seg utenfor grensene av organet. Disse
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pasientene har en hgy risiko for tidlig lokalt tilbakefall, vanligvis detekterbart
som et gkende PSA-niva i form av et biokjemisk tilbakefall. De terapeutiske
mulighetene i denne situasjonen inkluderer ekstern stralebehandling og
hormonbehandling; men verdien av disse terapeutiske tilneermingene, spesielt
med hensyn til 8 forlenge pasientens langsiktig overlevelse, ma ikke betraktes
som bevist. I tilegg ma man vurdere mulige behandlingsforbundne
komplikasjoner som for eksempel utviklingen av  urinrgrstrikturer
(strdlebehandling), tap av libido og impotens, risikoen for en reduksjon i
skjelettkalsiumsalter i form av osteoporose, og en betydelig gkt risiko for

patologiske benbrudd (hormon ablasjon).

Mer enn 90 % av alle prostatakreftformer oppdages i de lokale og regionale
stadiene; den 5-3rs relative overlevelsesraten for pasienter hvis tumorer er
diagnostisert ved disse stadiene naermer seg 100 %. I Igpet av de siste 25 arene
har 5-8rs overlevelsesraten for alle de kombinerte stadiene gkt fra 69 % til nesten
90 %. Ifslge de nyeste dataene er relativ 10-ars overlevelse 93 % og 15-3rs
overlevelse er 77 %. De dramatiske forbedringene i overlevelse, spesielt etter 5 ar,
skyldes delvis tidligere diagnose og forbedringer i behandlingen. Ikke desto mindre

synker overlevelsesraten vesentlig etter proliferasjon til andre vev og organer.

Lungekreft

Det forventes 210 000 nye tilfeller i 2007 i USA, dette utgjgr ca. 15 % av
kreftdiagnosene. Insidensraten avtar betydelig hos menn, fra en topp pa 102
tilfeller per 100 000 i 1984 til 78,5 i 2003. Hos kvinner naermer raten seg et
platd etter en lang periode med gkning. Lungekreft klassifiseres klinisk som

smacellet (13 %) eller ikke-smacellet (87 %) for behandlingsformal.

Lungekreft utgjer de fleste kreftrelaterte dgdsfallene hos bade menn og
kvinner. Det forventes at anslagsvis 160 390 dgdsfall, som utgjgr ca. 29 % av
alle kreftdgdsfallene, forekommer i 2007. Siden 1987 har det hvert &r dgdd
flere kvinner av lungekreft enn av brystkreft. Dgdelighetsratene har fortsatt &
falle betydelig hos menn fra 1991-2003 med ca. 1,9 % per ar. Kvinnelige
lungekreftdgdsrater nsermer seg et platd etter kontinuerlig gkning i flere tidr.
Disse trendene i lungekreftdgdeligheten reflekterer nedgangen i rgykeratene i

Igpet av de siste 30 arene.
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Behandlingsalternativene bestemmes av typen (smacellet eller ikke-smacellet)
og kreftstadiet og inkluderer kirurgi, stralebehandling, kjemoterapi, og
malrettede biologiske behandlinger som bevacizumab (Avastin®) og erlotinib
(Tarceva®). For lokaliserte kreftformer er Kirurgi vanligvis
behandlingsalternativet. Nyere studier indikerer at overlevelse med ikke-
smacellet lungekreft ved et tidlig stadium forbedres med kjemoterapi etter
kirurgi. Fordi sykdommen vanligvis har spredd seg pa det tidspunktet den
oppdages, anvendes ofte strdlebehandling og kjemoterapi, noen ganger i
kombinasjon med kirurgi. Kjemoterapi alene eller kombinert med straling er
det vanlige behandlingsalternativet for smacellet lungekreft; pa dette regimet

opplever en stor andel av pasientene remisjon, som er langvarig i noen tilfeller.

Den 1-3rs relative overlevelsen for lungekreft har gkt fra 37 % i 1975-1979 til
42 % i 2002, i stor grad som fglge av forbedringer av kirurgiske fremgangsmater
og kombinerte behandlinger. Imidlertid er 5-ars overlevelsesraten for alle de
kombinerte stadiene bare 16 %. Overlevelsesraten er 49 % for tilfeller som
oppdages nar sykdommen fortsatt er lokalisert; imidlertid diagnostiseres bare
16 % av lungekrefttilfellene pa dette tidlige stadiet.

Tabell 1: Ansl3tte nye krefttilfeller og dgdsfall etter kjgnn i USA i 2007
(American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2007. Atlanta: American
Cancer Society; 2007.)

Seter Anslatte nye tilfeller Anslatte dgdsfall
Begge Menn Kvinner [Begge [|Menn Kvinner
kjonn kjgnn
Gliom og hjerne 20 500 11170 |9 330 12740 |7 150 |5590
Bryst 180510 |2030 |178 480 |40 910 |450 40 460
Prostata 218 890 (218 890 27 050 |27 050
Spisergr 15560 |12 130 |3430 |13 940 |10 900 (3 040
Tykktarmen 112 340 |55290 |57 050 |52 180 |26 000 |26 180
Nyre 51190 [31590 (19600 (12890 (8080 |4 810
Bukspyttkjertel 37170 (18 830 (18340 (33370 |16 840 |16 530
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Seter Anslatte nye tilfeller Anslatte dgdsfall
Begge Menn Kvinner [Begge [|Menn Kvinner
kjonn kjgnn
Plateepitelkarsinomer; |1 000 000 |n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

Keratinolytiske

neoplasmer i huden

Leukemi 44 240 24 800 (19440 (21790 (12320 |9470

Lunge 213 380 (114 760 (98 620 (160 390 (89 510 |70 880

Ikke-Hodgkins lymfom |63 190 |34 210 |28 990 |18 660 |9 600 (9 060

Eggstokk 22 430 22 430 |15 280 15 280

Melanom 59940 33910 (26 030 (8110 |5220 |2890

WO 02/074237 beskriver fullengdeproteinet til SEQ ID No. 2 (FABP7), men

ingen T-celleresponser mot proteinet er offentliggjort.

Det gjenstar dermed et behov for et nytt effektivt og sikkert behandlingsalternativ
for glioblastom, prostatatumor, brystkreft, spisergrskreft, kolorektalkreft, klarcellet
nyrecellekarsinom, lungekreft, kreft i sentralnervesystemet, eggstokkreft,
fgflekkreft (Tamm et al. 1998) kreft i bukspyttkjertelen, plateepitelkarsinom,
leukemi og medulloblastom og andre tumorer som viser en overuttrykking av
survivin, styrker trivselen for pasientene uten & anvende kjemoterapeutika eller

andre midler som kan fgre til alvorlige bivirkninger.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Som anvendt i dette dokumentet, og bortsett fra det som er angitt, er alle
uttrykkene definert som angitt nedenfor. Uttrykket «peptid» anvendes i dette
dokumentet for 8 betegne en serie av aminosyrerester, som vanligvis er
forbundet til hverandre ved hjelp av peptidbindinger mellom alfa-amino- og
karbonylgruppene av de tilstgtende aminosyrene. Peptidene er fortrinnsvis 9
aminosyrer i lengde, men kan veere sd korte som 8 aminosyrer i lengde, og sa

lange som 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 eller 18 aminosyrer i lengde.
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Uttrykket «oligopeptid» anvendes i dette dokumentet for 8 betegne en serie av
aminosyrerester, som vanligvis er forbundet til hverandre ved hjelp av
peptidbindinger mellom alfa-amino- og karbonylgruppene av de tilstgtende
aminosyrene. Lengden pa oligopeptidet er ikke kritisk for oppfinnelsen, sd
lenge den beholder den riktige epitopen/de riktige epitopene deri.
Oligopeptidene er vanligvis mindre enn ca. 30 aminosyrerester i lengde, og

stgrre enn ca. 14 aminosyrer i lengde.

Uttrykket «polypeptid» angir en serie av aminosyrerester, vanligvis forbundet
med hverandre ved hjelp av peptidbindinger mellom alfa-amino- og
karbonylgruppene til de tilststende aminosyrene. Lengden pa polypeptidet er
ikke kritisk for oppfinnelsen sd lenge de riktige epitopene opprettholdes. I
motsetning til uttrykkene peptid eller oligopeptid er uttrykket polypeptid ment

& referere til molekyler som inneholder mer enn ca. 30 aminosyrerester.

Et peptid, oligopeptid, protein eller polynukleotid som koder for et slikt molekyl
er «kimmunogent» (og dermed et «immunogen» i den foreliggende oppfinnelsen),
hvis det er i stand til & indusere en immunrespons. I tilfellet av den foreliggende
oppfinnelsen er immunogenisitet mer spesifikt definert som evnen til & indusere
en T-cellerespons. Dermed vil et «immunogen» vaere et molekyl som er i stand
til & indusere en immunrespons, og i tilfellet av den foreliggende oppfinnelsen, et

molekyl som er i stand til & indusere en T-cellerespons.

En T-celle-«epitop» krever et kort peptid som er bundet til en MHC-reseptor av
klasse I eller II, og danner et ternzert kompleks (alfakjede av MHC-klasse I, beta-2-
mikroglobulin og peptid) som kan gjenkjennes av en T-celle som barer en
tilsvarende T-cellereseptorbinding til MHC/peptidkomplekset med passende affinitet.
Peptider som binder til molekylene av MHC-klasse I er vanligvis 8-14 aminosyrer i
lengde, og mest typisk 9 aminosyrer i lengde. T-celleepitoper som binder til MHC-
klasse II-molekyler er typisk 12 til 30 aminosyrer i lengde. I tilfelle av peptider som
binder til molekyler av MHC-klasse II, kan det samme peptidet og den tilsvarende
T-celleepitopen ha et felles kjernesegment, men skiller seg i den totale lengden pa
grunn av flankerende sekvenser av henholdsvis varierende lengder oppstrgams for
aminoenden av kjernesekvensen og nedstrgms for karboksyenden. Reseptorene av
MHC-klasse II har en mer apen konformasjon, peptider bundet til reseptorene av
MHC-klasse II er tilsvarende ikke fullstendig nedgravd i strukturen av

molekylpeptidbindingskigften av MHC-klasse II. Overraskende nok er dette ikke



10

15

20

10

tilfellet for peptidet ifgslge SEQ ID NO: 1, ettersom sma variasjoner i lengden av

peptidet gir en ekstrem reduksjon av aktiviteten (se nedenfor).

Hos mennesker er det tre forskjellige genetiske lokuser som koder for
molekyler av MHC-klasse I (MHC-molekylene til mennesket er ogsd betegnet
humane leukocyttantigener (HLA)): HLA-A, HLA-B og HLA-C. HLA-A*01, HLA-
A*02 og HLA-A*11 er eksempler pa forskjellige alleler av MHC-klasse I som

kan uttrykkes fra disse lokusene.

Det er tre forskjellige lokuser i det humane genomet for genene av MHC-klasse
II: HLA-DR, HLA-DQ og HLA-DP. Reseptorer av MHC-klasse II er heterodimerer
som bestar av en alfa- og en betakjede, begge er forankret i cellemembranen
via et transmembranomrdde. HLA-DRB1*04 og HLA-DRB1*07 er to eksempler
pa forskjellige betaalleler av MHC-klasse II som er kjent for 8 kodes i disse
lokusene. Alleler av klasse-II er svaert polymorfe, det er f.eks. beskrevet flere
hundre forskjellige HLA-DRB1-alleler. For HLA-A*02 og de hyppigste HLA-DR-

serotypene er uttrykkingsfrekvenser i ulike populasjoner vist i tabell 2.

Tabell 2: Uttrykkingsfrekvensene F av HLA*A02 og de hyppigste HLA-DR-
serotypene. Frekvensene utledes fra haplotypefrekvenser G; i den amerikanske
populasjonen tilpasset fra Mori et al. (Mori et al., 1997) som benytter Hardy-
Weinberg-formelen F=1-(1-Gf)?. Kombinasjoner av A*02 med visse HLA-DR-alleler
kan veere beriket eller mindre hyppig enn forventet fra sine enkle frekvenser som

faglge av koblingsulikevekt. For detaljer se Chanock et al. (Chanock et al., 2004).

Uttrykkingsfrekvenser av HLA*02- og HLA-DR-serotyper hos

nordamerikanske underpopulasjoner

HLA- |Kaukasisk- Afroamerikansk |Asiatisk- Latinamerikansk
allel amerikansk amerikansk

A*02 |49,1 % 34,1 % 43,2 % 48,3 %

DR1 19,4 % 13,2 % 6,8 % 15,3 %

DR2 [28,2 % 29,8 % 33,8% 21,2 %

DR3 |20,6 % 24,8 % 9,2 % 15,2 %

DR4 |30,7 % 11,1 % 28,6 % 36,8 %

DR5 23,3 % 31,1 % 30,0 % 20,0 %
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Uttrykkingsfrekvenser av HLA*02- og HLA-DR-serotyper hos

nordamerikanske underpopulasjoner

HLA- |Kaukasisk- Afroamerikansk |Asiatisk- Latinamerikansk
allel amerikansk amerikansk

DR6 |26,7 % 33,7 % 25,1 % 31,1 %

DR7 |24,8% 19,2 % 13,4 % 20,2 %

DR8 |5,7 % 12,1 % 12,7 % 18,6 %

DR9 (2,1 % 5,8 % 18,6 % 2,1%

Derfor, for terapeutiske og diagnostiske formal er et peptid som binder med
passende affinitet til flere forskjellige reseptorer av HLA-klasse II meget
gnskelig. En peptidbinding til flere forskjellige molekyler av HLA-klasse II kalles
en promiskugs binder.

Som anvendt i dette dokumentet inkluderes en henvisning til en DNA-sekvens
som bade enkelttradet og dobbelttrddet DNA. Dermed henviser den spesifikke
sekvensen, med mindre sammenhengen indikerer noe annet, til det
enkelttr&dede DNA-et fra en slik sekvens, dupleksen av en slik sekvens med sitt
komplement (dobbelttradet DNA) og komplementet av en slik sekvens. Uttrykket
«kodende omrdde» refererer til den delen av et gen som enten naturlig eller
normalt koder for uttrykkingsproduktet av genet i sitt naturlige genommiljg, dvs.

omradet kodende in vivo for det opprinnelige uttrykkingsproduktet av genet.

Det kodende omradet kan veere fra et normalt, mutert eller endret gen, eller kan
0gsa veere fra en DNA-sekvens eller gen, helt syntetisert i laboratoriet ved hjelp

av fremgangsmater som er godt kjent for fagfolk p& omraddet for DNA-syntese.

Uttrykket «nukleotidsekvens» refererer il en heteropolymer av

deoksyribonukleotider.

Nukleotidsekvensen som koder for et bestemt peptid, oligopeptid eller polypeptid
kan vaere naturlig forekommende, eller de kan konstrueres syntetisk. Generelt
settes DNA-segmenter som koder for peptidene, polypeptidene og proteinene ifglge
denne oppfinnelsen sammen av cDNA-fragmenter og korte oligonukleotidlinkere,

eller fra en serie av oligonukleotider, for 3 tilveiebringe et syntetisk gen som er i
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stand til 8 uttrykkes i en rekombinant transkripsjonsenhet omfattende regulerende

elementer som stammer fra en mikrobiell eller viral operon.

Uttrykket «uttrykkingsprodukt» betyr polypeptidet eller proteinet som er det
naturlige  translasjonsprodukt av  genet, og hvilken som helst
nukleinsyresekvens som koder for ekvivalenter som skyldes genetisk

kodedegenerasjon og dermed koder for de(n) samme aminosyren(e).

Uttrykket «fragment», nar det refereres til en kodende sekvens, betyr en del av
DNA omfattende mindre enn det fullstendige kodende omradet, hvis
uttrykkingsprodukt beholder i det vesentlige den samme biologiske funksjonen

eller aktiviteten som uttrykkingsproduktet av det fullstendige kodende omradet.

Uttrykket «DNA-segment» henviser til en DNA-polymer, i form av et separat
fragment eller som en komponent av en stgrre DNA-konstruksjon, som er blitt
avledet fra DNA isolert minst én gang i vesentlig ren form, dvs. fri for forurensende
endogene materialer og i en mengde eller konsentrasjon som muliggjgr
identifisering, manipulering og gjenvinning av segmentet og dens
komponentnukleotidsekvenser ved standard biokjemiske fremgangsmater, for
eksempel ved hjelp av en kloningsvektor. Slike segmenter tilveiebringes i formen av
en 3pen leseramme uavbrutt av indre ikke-translaterte sekvenser, eller introner,
som vanligvis er til stede i eukaryote gener. Sekvenser av ikke-translatert DNA kan
veere til stede nedstrgms for den apne leserammen, der de samme ikke kommer i

konflikt med manipulasjon eller uttrykking av de kodende omradene.

Uttrykket «primer» betyr en kort nukleinsyresekvens som kan sammenkobles
med en trad av DNA og tilveiebringer en fri 3'0OH-ende der en DNA-polymerase

starter syntesen av en deoksyribonukleotidkjede.

Uttrykket «promotor» betyr et omrade av DNA som er involvert i bindingen av

RNA-polymerase for & initiere transkripsjon.

Uttrykket «dpen leseramme (ORF)» betyr en serie av tripletter som koder for
aminosyrer uten termineringskodoner og er en sekvens (potensielt)

translaterbar i protein.
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Uttrykket «isolert» betyr at materialet fjernes fra sitt opprinnelige miljg (f.eks.
det naturlige miljget hvis det er naturlig forekommende). For eksempel isoleres
ikke et naturlig forekommende polynukleotid eller polypeptid som er til stede i et
levende dyr, men det samme polynukleotidet eller polypeptidet separert fra noe
av eller alle de sameksisterende materialene i det naturlige systemet, isoleres.
Slike polynukleotider kan vaere en del av en vektor og/eller slike polynukleotider
eller polypeptider kan vaere en del av en sammensetning, og isoleres fortsatt ved

at en slik vektor eller ssammensetning ikke er en del av dets naturlige miljg.

Polynukleotidene, og rekombinante eller immunogene polypeptider, offentliggjort i
samsvar med den foreliggende oppfinnelsen kan ogsa vaere i «renset» form.
Uttrykket «renset» krever ikke absolutt renhet; snarere er det ment som en
relativ definisjon, og kan inkludere preparater som er hgyt renset eller preparater
som bare er delvis renset, siden disse uttrykkene forstds av fagfolk i den relevante
teknikken. For eksempel har individuelle kloner isolert fra et cDNA-bibliotek
konvensjonelt blitt renset til elektroforetisk homogenitet. Rensing av
utgangsmateriale eller naturlig materiale til minst en stgrrelsesorden, fortrinnsvis
to eller tre stgrrelsesordener, og mer foretrukket fire eller fem stgrrelsesordener,
er uttrykkelig omfattet. Videre er polypeptidet som er omfattet av kravene og som
har en renhet pa fortrinnsvis 99,999 %, eller minst 99,99 % eller 99,9 %; og til
og med gnskelig 99 vekt-% eller stgrre, uttrykkelig omfattet.

Nukleinsyrene og polypeptiduttrykkingsproduktene offentliggjort ifglge den
foreliggende oppfinnelsen, s& vel som uttrykkingsvektorer som inneholder slike
nukleinsyrer og/eller slike polypeptider, kan vaere i «anriket form». Som anvendt i
dette dokumentet betyr uttrykket «anriket» at konsentrasjonen av materialet er
minst ca. 2, 5, 10, 100 eller 1000 ganger sin naturlige konsentrasjon (for
eksempel), fordelaktig 0,01 vekt-%, fortrinnsvis minst ca. 0,1 vekt-%. Anrikede
preparater pa ca. 0,5%, 1%, 5%, 10 % og 20 vekt-% er ogsé omfattet.
Sekvensene, konstruksjonene, vektorene, klonene, og andre materialer omfattende

den foreliggende oppfinnelsen kan med fordel vaere i anriket eller isolert form.

Uttrykket «aktivt fragment» betyr et fragment som genererer en immunrespons
(dvs. har immunogen aktivitet) ndr det administreres alene eller eventuelt sammen
med en egnet adjuvans, til et dyr, sa som et pattedyr, for eksempel, en kanin eller

mus, og ogsa inkludert et menneske, en slik immunrespons tar form av & stimulere
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en T-cellerespons i mottakerdyret, s& som et menneske. Alternativt kan det «aktive

fragmentet» ogsa anvendes til & indusere en T-cellerespons in vitro.

Som anvendt i dette dokumentet refererer uttrykkene «del», «segment» og
«fragment», nar de anvendes i forbindelse med polypeptider, til en kontinuerlig
sekvens av rester, sa som aminosyrerester, der sekvensen danner en
undergruppe av en stgrre sekvens. Dersom for eksempel et polypeptid ble utsatt
for behandling med hvilken som helst av de vanlige endopeptidasene, s& som
trypsin eller kymotrypsin, ville oligopeptidene som fglge av slik behandling,
representere deler, segmenter eller fragmenter av utgangspolypeptidet. Dette
betyr at ethvert slikt fragment, som en del av sin aminosyresekvens, ngdvendigvis
vil inneholde et segment, fragment eller en del, som er i det vesentlige identisk,
om ikke helt identisk, med en sekvens med SEQ ID NO: 1 til 12, som svarer til de
naturlig forekommende proteinene, eller «<moder»-proteinene med SEQ ID NO: 1
til 12. N&r de anvendes i forbindelse med polynukleotider refererer slike uttrykk til
produktene som produseres ved behandling av polynukleotidene med hvilken som

helst av de vanlige endonukleasene.

I samsvar med den foreliggende oppfinnelsen betyr begrepet «prosent
identitet» eller «prosent identisk» nar det refererer til en sekvens, at en
sekvens sammenlignes med sekvens som er omfattet av kravene eller en
beskrevet sekvens etter sammenstilling av sekvensen som skal sammenlignes
(den «sammenlignede sekvensen») med sekvensen som er omfattet av
kravene eller den beskrevne sekvensen («referansesekvensen»). Prosent

identitet bestemmes deretter ifglge den fglgende formelen:

Prosent identitet = 100 [I -(C/R)]

der C er antallet forskjeller mellom referansesekvensen, o0g den
sammenlignede sekvensen over lengden av sammenstillingen mellom
referansesekvens og den sammenlignede sekvensen, der
(i) hver base eller aminosyre i referansesekvens som ikke har en tilsvarende,
sammenstilt base eller aminosyre i den sammenlignede sekvensen og
(ii) hver 8pning i referansesekvensen og
(iii) hver sammenstilte base eller aminosyre i den sammenlignede sekvensen
som er forskjellig fra en sammenstilt base eller aminosyre i de

sammenlignede sekvensen, utgjgr en forskjell;
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og R er antallet baser eller aminosyrer i referansesekvensen over lengden av
sammenstillingen med den sammenlignede sekvensen der hvilken som helst

apning dannet i referansesekvensen ogsa regnes som en base eller aminosyre.

Hvis det eksisterer en sammenstilling mellom den sammenlignede sekvensen
og referansesekvensen der den prosentvise identiteten som beregnet ovenfor
er ca. lik eller stgrre enn en spesifisert minimumsprosentidentitet, har den
sammenlignede sekvensen den spesifiserte minimumsprosentidentiteten til
referansesekvensen selv om det kan eksistere sammenstillinger der den
ovennevnte beregnede prosentidentiteten i dette dokumentet er mindre enn

den spesifiserte prosentidentiteten.

De originale peptidene offentliggjort i dette dokumentet kan modifiseres ved
substitusjonen av en eller flere rester i forskjellige, eventuelt selektive, seter innen
peptidkjeden, om ikke annet er angitt. Slike substitusjoner kan veere av en
konservativ natur, for eksempel der en aminosyre erstattes med en aminosyre med
lignende struktur og egenskaper, sa som der en hydrofob aminosyre erstattes med
en annen hydrofob aminosyre. Enda mer konservativt ville vaere erstatning av
aminosyrer av samme eller lignende stgrrelse og kjemisk art, som for eksempel der
leucin erstattes med isoleucin. I studier av sekvensvariasjoner i familier av naturlig
forekommende homologe proteiner, er visse aminosyresubstitusjoner oftere tolerert
enn andre, og disse viser ofte korrelasjon med likheter i stgrrelse, ladning, polaritet
og hydrofobisitet mellom den originale aminosyren og dens erstatning, og slik er

grunnlaget for & definere «konservative erstatninger.»

Konservative erstatninger defineres i dette dokumentet som utvekslinger
innenfor én av de fglgende fem gruppene: Gruppe 1-sma alifatiske, polare eller
litt polare rester (Ala, Ser, Thr, Pro, Gly); Gruppe 2-polare, negativt ladede
rester og deres amider (Asp, Asn, Glu, Gin); Gruppe 3-polare, positivt ladede
rester (His, Arg, Lys); Gruppe 4-store, alifatiske, ikke-polare rester (Met, Leu,

Ile, Val, Cys); og Gruppe 5-store, aromatiske rester (Phe, Tyr, Trp).

Mindre konservative erstatninger kan involvere erstatning av en aminosyre med
en annen som har lignende egenskaper, men er noe forskjellig i stgrrelse, som
for eksempel erstatning av en alanin- med en isoleucinrest. Sterkt ikke-
konservative erstatninger kan innebaere erstatning av en sur aminosyre med en

som er polar, eller selv for en som er basisk. Slike «radikale» erstatninger kan
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imidlertid ikke avvises som potensielt ineffektive ettersom kjemiske pavirkninger
ikke er helt forutsigbare og radikale erstatninger kan ogsa gi opphav til tilfeldige

effekter som ellers ikke forutsies ut fra enkle kjemiske prinsipper.

Selvsagt kan slike erstatninger involvere andre strukturer enn de vanlige L-
aminosyrene. Dermed kan D-aminosyrer erstattes med L-aminosyrene som
vanligvis finnes i de antigene peptidene ifglge oppfinnelsen og likevel omfattes
av offentliggjgringen i dette dokumentet. I tillegg kan aminosyrene som
innehar ikke-standard R-grupper (dvs. andre R-grupper enn de som finnes i de
20 vanlige aminosyrene av naturlige proteiner) ogsd anvendes for
erstatningsformal for & frembringe immunogener og immunogene polypeptider

ifglge den foreliggende oppfinnelsen.

Hvis erstatningene ved mer enn én posisjon viser seg a fore til et peptid med i det
vesentlige tilsvarende eller stgrre antigenisk aktivitet, som definert nedenfor, vil
kombinasjoner av disse erstatningene testes for & bestemme om de kombinerte
erstatningene gir additive eller synergistiske effekter pa antigenisiteten av

peptidet. P38 det meste vil ikke mer enn 4 posisjoner i peptidet erstattes samtidig.

Uttrykket «T-cellerespons» betyr den spesifikke proliferasjonen og aktiveringen
av effektorfunksjoner indusert av et peptid in vitro eller in vivo. For begrensede
CTL-er av MHC-klasse I kan effektorfunksjoner vaere lysering av peptidpulsede,
peptidforigperpulsede eller naturlige peptidpresenterende malceller, utskillelse
av cytokiner, fortrinnsvis Interferon-gamma, TNF-a eller IL-2-indusert av
peptid, utskillelse av effektormolekyler, fortrinnsvis granzymer eller perforiner
indusert av peptid eller degranulering. For begrensede T-hjelperceller av MHC-
klasse I, kan effektorfunksjoner vaere peptidindusert utskillelse av cytokiner,
fortrinnsvis IFN-gamma, TNF-alfa, IL-4, 1IL5, IL-10 eller IL-2, eller
peptidindusert degranulering. Mulige effektorfunksjoner for CTL-er og T-

hjelperceller er ikke begrenset til denne listen.
Immunterapeutiske behandlingstilneerminger
Stimulering av en immunrespons avhenger av narvaer av antigener gjenkjent som

fremmede av vertsimmunsystemet. Oppdagelsen av eksistensen av tumorassosierte

antigener har nd hevet muligheten for @ anvende et vertsimmunsystem til 8 gripe
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inn i tumorveksten. Forskjellige mekanismer for 8 utnytte bade de humorale og

cellulzere armene av immunsystemet undersgkes for tiden for kreftimmunoterapi.

Spesifikke elementer av den celluleere immunresponsen er i stand til spesifikt &
gjenkjenne og @delegge tumorceller. Isoleringen av cytotoksiske T-celler (CTL)
av tumor-infiltrerende cellepopulasjoner eller fra perifert blod tyder pa at slike
celler spiller en viktig rolle i naturlige immunforsvar mot kreft (Cheever et al.,
Annals N.Y. Acad. Sci. 1993 690:101-112; Zeh HJ], Perry-Lalley D, Dudley ME,
Rosenberg SA, Yang JC; J Immunol. 1999, 162(2):989-94; CTL-er med hgy
aviditet for to selvantigener demonstrerer overlegen in vitro- og in vivo-
antitumoreffekt.). CD8-positive T-celler i saerdeleshet, som gjenkjenner
molekyler av klasse I av de hovedhistokompatibilitetskompleksholdige peptidene
av vanligvis 8 til 10 rester avledet fra proteiner eller defekte ribosomale
produkter (DRIPS) (Schubert U, Anton LC, Gibbs J, Norbury CC, Yewdell JW,
Bennink JR.; Rapid degradation of a large fraction of newly synthesized proteins
by proteasomes; Nature 2000; 404(6779):770-774) lokalisert i cytosolene,
spiller en viktig rolle i denne responsen. MHC-molekylene til mennesket betegnes

0gsd som humane leukocyttantigener (HLA).

Det er to klasser av MHC-molekyler: Molekyler av MHC-klasse I som man kan
finne pa de fleste cellene har en kjerne som presenterer peptider som fglge av
proteolytisk spalting av hovedsakelig endogene, cytosoliske eller kjerneproteiner,
DRIPS og stgrre peptider. Imidlertid finner man peptider avledet fra endosomale
rom eller eksogene kilder ogsa ofte p& molekyler av MHC-klasse I. Denne ikke-
klassiske veien for presentasjon av klasse I refereres til som tverrpresentasjon i
litteraturen. Molekyler av MHC-klasse kan finnes hovedsakelig pa@ profesjonelle
antigenpresenterende celler (APC-er), og presenterer hovedsakelig peptider av
eksogene proteiner som tas opp av APC-er i Igpet av endocytoseforlgpet, og
behandles etterpd. Som for klasse I beskrives alternative veier for
antigenprosessering som tillater peptider fra endogene kilder 8 presenteres av
molekyler av MHC-klasse II (f.eks. autofagocytose). Komplekser av peptid og
molekyl av MHC-klasse I gjenkjennes av CD8-positive cytotoksiske T-lymfocytter
som baerer det hensiktsmessige TCR-et, komplekser av peptid og molekyl av
MHC-klasse II som gjenkjennes av CD4-positive T-hjelperceller som baerer de

hensiktsmessige TCR-ene.
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CD4-positive T-hjelperceller spiller en viktig rolle i a8 dirigere effektorfunksjonene
av anti-tumor-T-celleresponser og av denne grunn kan identifiseringen av CD4-
positive T-celleepitoper avledet fra tumorassosierte antigener (TAA), vaere av
stor viktighet for utviklingen av farmasgytiske produkter for @ utlgse anti-
tumorimmunresponser (Kobayashi, H., R. Omiya, M. Ruiz, E. Huarte, P. Sarobe,
J. J. Lasarte, M. Herraiz, B. Sangro, J. Prieto, F. Borras-Cuesta, and E. Celis.
Identification of an antigenic epitope for helper T Ilymphocytes from
carcinoembryonic antigen. Clin. Cancer Res. 2002, 8:3219-3225., Gnjatic, S., D.
Atanackovic, E. Jager, M. Matsuo, A. Selvakumar, N.K. Altorki, R.G. Maki, B.
Dupont, G. Ritter, Y.T. Chen, A. Knuth, and L.J. Old. Survey of naturally
occurring CD4+ T-cell responses against NY-ESO-1 in cancer patients:
Correlation with antibody responses. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2003, 100
(15): 8862-7) CD4+ T cells can lead to locally increased levels of IFN-gamma
(Qin Z, Schwartzkopff J, Pradera F, Kammertoens T, Seliger B, Pircher H,
Blankenstein T; A critical requirement of interferon gamma-mediated angiostasis
for tumor rejection by CD8+ T cells; J Cancer Res; 2003, 63(14): 4095-4100).

Det ble vist i pattedyrdyremodeller, f.eks. mus, at selv i fraveer av CTL-
effektorceller (dvs. CD8-positive T-lymfocytter), er CD4-positive T-celler
tilstrekkelige til 8 hemme manifestasjon av tumorer via hemming av angiogenese
ved utskillelse av interferon-gamma (IFNy) (Qin, Z. and T. Blankenstein. CD4+ T-
celleformidlet tumoravvisning involverer hemming av angiogenese som er
avhengig av IFN-gammareseptoruttrykking av ikke-hematopoietiske celler.
Immunity. 2000, 12:677-686). I tillegg ble det vist at CD4-positive T-celler som
gjenkjenner peptider fra tumorassosierte antigener som presenteres av molekyler
av HLA-klasse II kan motvirke tumorprogresjon via induksjonen av et antistoff
(Ab) responser (Kennedy, R.C., M.H. Shearer, A.M. Watts, and R.K. Bright. CD4+
T lymphocytes play a critical role in antibody production and tumor immunity
against simian virus 40 large tumor antigen. Cancer Res. 2003, 63:1040-1045). I
motsetning til tumorassosierte peptider som binder til molekyler av HLA-klasse I,
har bare et lite antall av ligander av klasse II av TAA blitt beskrevet sa langt

(www.cancerimmunity.org, www.syfpeithi.de).

Ettersom den konstitutive uttrykkingen av molekyler av HLA-klasse II vanligvis
begrenses til celler i immunsystemet (Mach, B., V. Steimle, E. Martinez-Soria,
and W. Reith. Regulation of MHC class II genes: lessons from a disease. Annu.

Rev. Immunol. 1996, 14: 301-331), ble muligheten for & isolere peptider av
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klasse II direkte fra primeere tumorer ikke ansett mulig. Men oppfinnerne klarte
nylig & identifisere en rekke epitoper av MHC-klasse II direkte fra tumorer (EP
1642905, EP 1760088; Dengjel ], Nastke MD, Gouttefangeas C, Gitsioudis G,
Schoor O, Altenberend F, Miller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M,
Hennenlotter J, Wernet D, Stenzl A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovic S.;
Unexpected abundance of HLA class II presented peptides in primary renal cell
carcinomas; Clin Cancer Res. 2006; 12:4163-4170).

I fraveer av inflammasjon begrenses uttrykking av molekyler av MHC-klasse II i
hovedsak til celler i immunsystemet, spesielt APC-er, f.eks. monocytter,
monocyttavliedede celler, makrofager, dendrittceller. Hos tumorpasienter har
celler av tumoren overraskende blitt funnet & uttrykke molekyler av MHC-
klasse II (Dengjel J, Nastke MD, Gouttefangeas C, Gitsioudis G, Schoor O,
Altenberend F, Miller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M, Hennenlotter J,
Wernet D, Stenzl A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovi¢ S.; Unexpected
abundance of HLA class II presented peptides in primary renal cell carcinomas;
Clin Cancer Res. 2006; 12:4163-4170)

For at et peptid skal kunne trigge (utlgse) en cellulaer immunrespons, ma det
binde til et MHC-molekyl. Denne prosessen er avhengig av allelet av MHC-
molekylet og spesifikke polymorfismer av aminosyresekvensen av peptidet.
MHC-klasse-I-bindende peptider er vanligvis 8-10 aminosyrerester i lengde og
inneholder vanligvis to konserverte rester («anker») i deres sekvens som
interagerer med det tilsvarende bindingssporet pd MHC-molekylet. P& denne
maten har hver MHC-allel et «bindingsmotiv» som bestemmer hvilke peptider
som kan binde spesifikt til bindingssporet (Rammensee HG, Bachmann J,

Stevanovic S. MHC ligands and peptide motifs, Landes Bioscience, USA, 1997).

I MHC-avhengig immunreaksjon ma ikke peptider bare veere i stand til & binde
til visse MHC-molekyler som uttrykkes av tumorceller, de ma ogs& gjenkjennes

av T-celler som baerer spesifikke T-cellereseptorer (TCR).

Antigenene som gjenkjennes av tumorspesifikke T-lymfocytter, det vil si deres
epitoper, kan veere molekyler avledet fra alle proteinklasser, som for eksempel
enzymer, reseptorer, transkripsjonsfaktorer osv. Videre kan tumorassosierte
antigener for eksempel ogsd veere til stede i bare tumorceller, for eksempel

som produkter av muterte gener. En annen viktig klasse av tumorassosierte
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antigener er vevsspesifikke antigener, s3 som CT («testikkelkreft»)-antigener

som uttrykkes i forskjellige typer tumorer og i friskt vev av testiklene.

Forskjellige tumorassosierte antigener er blitt identifisert. Videre er det utfgrt en
stor forskningsinnsats for a8 identifisere ytterligere tumorassosierte antigener.
Noen grupper av tumorassosierte antigener, ogsa referert til i teknikken som
tumorspesifikke antigener, er vevsspesifikke. Eksempler inkluderer, men er ikke
begrenset til, tyrosinase for melanom, PSA og PSMA for prostatakreft og
kromosomale cross-overs (translokasjoner) s& som brc/abl i lymfom. Men mange
identifiserte tumorassosierte antigener opptrer i flere tumortyper, og noen, sa
som onkogene proteiner og/eller tumorsuppressorgener (tumorsuppressorgener
er for eksempel gjennomgatt for nyrekreft i Linehan WM, Walther MM, Zbar B.
The genetic basis of cancer of the kidney. J Urol. 2003 Des.; 170 (6Ptl1): 2163-
72) som faktisk fordrsaker transformasjonshendelsen, oppstdr i nesten alle
tumortyper. For eksempel kan normale celluleere proteiner som kontrollerer
cellevekst og differensiering, sa som p53 (som er et eksempel pd et
tumorsuppressorgen), ras, c-met, myc, pRB, VHL og HER-2/neu, akkumulere
mutasjoner som fgrer til oppregulering av uttrykking av disse genproduktene og
gjgr dem derved onkogene (McCartey et al. Cancer Research, 1998, 15:58 2601-
5; Disis et al. Ciba Found. Symp. 1994, 187:198-211). Disse mutante proteinene
kan ogsa vaere et mal for en tumorspesifikk immunrespons i flere krefttyper.

Immunterapi hos kreftpasienter tar sikte pa a8 aktivere cellene i immunsystemet
spesifikt, spesielt de sdkalte cytotoksiske T-cellene (CTL, ogsad kjent som
«dreperceller», ogsa kjent som CD8-positive T-celler), mot tumorceller, men
ikke mot sunt vev. Tumorceller skiller seg fra friske celler ved uttrykkingen av
tumorassosierte proteiner. HLA-molekyler pa celleoverflaten presenterer det
cellulzere innholdet til utsiden, og gjgr dermed at en cytotoksisk T-celle kan skille
mellom en frisk celle og en tumorcelle. Dette realiseres ved & bryte ned alle
proteinene inne i cellen til korte peptider, som deretter festes til HLA-molekyler
og presenteres pa celleoverflaten (Rammensee et al., 1993). Peptider som
presenteres pa tumorceller, men ikke eller i langt mindre grad pa friske celler i
kroppen, kalles tumorassosierte peptider (TUMAP-er).

For proteiner som skal gjenkjennes av cytotoksiske T-lymfocytter som
tumorspesifikke eller -assosierte antigener, og som skal anvendes i terapi, ma

seerlige forutsetninger veere oppfylt. Antigenet bgr uttrykkes hovedsakelig av
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tumorceller og ikke av normale, friske vev eller i sammenlignbare mindre mengder.
Det er videre gnskelig at det respektive antigenet ikke bare er til stede i en
tumortype, men ogsa i hgye konsentrasjoner (dvs. kopitall av det respektive
peptidet pr celle). Tumorspesifikke og tumorassosierte antigener avledes ofte fra
proteiner som er direkte involvert i transformasjonen av en normal celle til en
tumorcelle pd grunn av en funksjon, f.eks. i cellesykluskontroll eller apoptose. I
tillegg kan ogsa nedstrsms mal av proteinene som direkte utlgser en transformasjon
oppreguleres og dermed vaere indirekte tumorassosiert. Slike indirekte
tumorassosierte antigener kan ogsd vaere mal pa en vaksinasjonstilnaerming. Det
vesentlige i begge tilfellene er naerveeret av epitoper i aminosyresekvensen av
antigenet, siden et slikt peptid («immunogent peptid») som avledes fra et

tumorassosiert antigen bgr fgre til en in vitro- eller in vivo-T-cellerespons.

I utgangspunktet kan ethvert peptid i stand til & binde et MHC-molekyl fungere
som en T-celleepitop. En forutsetning for a8 utlgse en in vitro- eller in vivo-T-
cellerespons er naervaret av en T-celle med en tilsvarende TCR og fraveaeret av
toleranse for denne spesielle epitopen. T-hjelperceller spiller en viktig rolle i &
dirigere  effektorfunksjonen av  CTL-er i antitumorimmunitet. T-
hjelpercelleepitoper som trigger en T-hjelpercellerespons av TH1-typen stgtter
effektorfunksjoner av CD8-positive T-dreperceller, som inkluderer cytotoksiske
funksjoner rettet mot tumorceller som viser tumorassosierte peptid/MHC-
komplekser pa deres celleoverflater. P& denne maten kan tumorassosierte T-
hjelpercellepeptidepitoper, alene eller i kombinasjon med andre
tumorassosierte peptider, tjene som aktive farmasgytiske ingredienser til

vaksinesammensetninger som stimulerer anti-tumorimmunresponser.

Siden begge responstypene, CD8- og CD4-avhengige, bidrar i fellesskap og
synergistisk til anti-tumoreffekten, er identifiseringen og karakteriseringen av
tumorassosierte antigener gjenkjent av enten CD8-positive CTL-er (molekylet
av MHC-klasse I) eller CD4-positive CTL-er (molekylet av MHC-klasse II) viktig
i utviklingen av tumorvaksiner. Det er derfor et formal med den foreliggende
oppfinnelsen & tilveiebringe sammensetninger av peptider som inneholder

peptider som bindes til MHC-komplekser av begge klassene.

De forste kliniske studiene som anvendte tumorassosierte peptider begynte pa
midten av 1990-tallet av Boon og kolleger, hovedsakelig for indikasjonen faflekkreft.

De kliniske responsene i de beste studiene varierte fra 10 til 30 %. Alvorlige
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bivirkninger eller alvorlig autoimmunitet har ikke blitt rapportert i noen klinisk studie
ved hjelp av peptidbasert vaksinemonoterapi. Milde former for vitiligo er rapportert

for noen pasienter som hadde blitt behandlet med melanomassosierte peptider.

Men priming av en type CTL er vanligvis tilstrekkelig til @ eliminere alle
tumorcellene. Tumorer er veldig mutagene og dermed i stand til & reagere raskt
pd CTL-angrep ved & endre deres proteinmgnster for & unngd gjenkjennelse av
CTL-er. Det anvendes en rekke spesifikke peptider for vaksinasjonen for 3
motangripe de tumorunnvikende mekanismene. P& denne maten kan det rettes
et bredt samtidig angrep mot tumoren av flere CTL-kloner samtidig. Dette kan
redusere tumorens sjanser til & unngd immunresponsen. Denne hypotesen har
nylig blitt bekreftet i en klinisk studie som behandler fgflekkreftpasienter ved et
sent stadium. Med bare noen fa unntak viste pasienter som hadde minst tre
forskjellige T-celleresponser objektiv klinisk respons eller stabil sykdom
(Banchereau et al., 2001) sd vel som okt overlevelse (personlig kommunikasjon
med J. Banchereau), mens det store flertallet av pasienter med mindre enn tre

T-celleresponser ble diagnostisert med progressiv sykdom.

En studie av sgkerne viste en tilsvarende effekt nar pasienter som lider av
nyrecellekarsinom ble behandlet med en vaksine sammensatt av 13 forskjellige
peptider (H. Singh-Jasuja, S. Walter, T. Weinschenk, A. Mayer, P. Y. Dietrich,
M. Staehler, A. Stenzl, S. Stevanovic, H. Rammensee, J. Frisch; Correlation of
T-cell response, clinical activity and regulatory T-cell levels in renal cell
carcinoma patients treated with IMA901, a novel multi-peptide vaccine; ASCO
Meeting 2007 Poster # 3017; M. Staehler, A. Stenzl, P. Y. Dietrich, T. Eisen, A.
Haferkamp, J. Beck, A. Mayer, S. Walter, H. Singh, J. Frisch, C. G. Stief; An
open label study to evaluate the safety and immunogenicity of the peptide
based cancer vaccine IMA901, ASCO meeting 2007; Poster # 3017).

Hovedoppgaven i utviklingen av en tumorvaksine er derfor ikke bare identifiseringen
og karakteriseringen av nye tumorassosierte antigener og immunogene T-
hjelperepitoper avledet av disse, men ogsa kombinasjonen av forskjellige epitoper
for & gke sannsynligheten for en respons pa mer enn en epitop for hver pasient. Det
er derfor et formal med den foreliggende oppfinnelsen & tilveiebringe kombinasjoner
av aminosyresekvenser av slike peptider som har evnen til 3 binde til et molekyl av
det humane hovedhistokompatibilitetskomplekset (MHC) av klasse I (HLA-klasse I).
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Det er et ytterligere formal med den foreliggende oppfinnelsen & tilveiebringe en

effektiv anti-kreftvaksine som er basert pa en kombinasjon av peptidene.

I den foreliggende oppfinnelsen isolerte og karakteriserte oppfinnerne peptidene
som binder til molekyler av HLA-klasse I eller II direkte fra pattedyrtumorer,
dvs. primare prover av hovedsakelig pasienter med glioblastom, men ogsa fra
primeere vevsprgver av kolorektalkreft, nyrecellekarsinom, lungekreft,

bukspyttkjertelkreft, malignt melanom og kreft i magesekken.

Det er beskrevet peptider som stammer fra antigener forbundet med
tumorigenese, og som har evnen til & binde tilstrekkelig til molekyler av MHC
(HLA) klasse-II for & trigge en immunrespons av humane leukocytter, seerlig
lymfocytter, saerlig T-lymfocytter, sazerlig CD4-positive T-lymfocytter, saerlig

CD4-positive T-lymfocytter som formidler immunresponser av Ty;-type.

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer peptider som stammer fra
antigener forbundet med tumorigenese, og har evnen til & binde tilstrekkelig til
molekyler av MHC (HLA) klasse-I for 3 trigge en immunrespons av humane
leukocytter, seerlig lymfocytter, seerlig T-lymfocytter, seerlig CDS8-positive
cytotoksiske T-lymfocytter, samt kombinasjoner av de to som er spesielt

nyttige for vaksinering av pasienter som lider av kreft.

Ifslge den foreliggende oppfinnelsen lgses formalet ved & tilveiebringe en
farmasgytisk sammensetning omfattende et peptid som bestar av
aminosyresekvensen til SEQ ID NO 2, og et peptid som bestar av
aminosyresekvensen til SEQ ID NO 3, og en farmasgytisk akseptabel barer. De
farmasgytiske sammensetningene ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan
ogsa videre omfatte minst ett ytterligere peptid som bestdr av en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO 1, og SEQ ID NO
4 til SEQ ID NO 12. Peptidene kan ogsd ha ikke-peptidbindinger.

Som beskrevet nedenfor i dette dokumentet har peptidene med unntak av
MET-005 som danner grunnlaget for den foreliggende oppfinnelsen alle blitt
identifisert som presentert av baerende celler av MHC-klasse. Dermed utlgser
disse bestemte peptidene samt andre peptider som inneholder sekvensen (dvs.
avledede peptider) alle en spesifikk T-cellerespons, men i hvilken grad en slik

reaksjon vil bli indusert kan variere fra det enkelte peptidet og den enkelte
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pasienten. Forskjeller kan forarsakes av for eksempel mutasjoner i peptidene.
Personen med kunnskap innenfor den foreliggende teknikken er godt kjent med
fremgangsmater som kan brukes til 8 bestemme i hvilken grad en reaksjon
induseres av det enkelte peptidet, spesielt med henvisning til eksemplene i
dette dokumentet og den respektive litteraturen.

Peptidene stammer fra tumorassosierte antigener, spesielt tumorassosierte
antigener med funksjoner i f.eks. proteolyse, angiogenese, cellevekst,
cellesyklusregulering, celledeling, regulering av transkripsjon, regulering av
translasjon, vevsinvasjon osv. Tabell 3 tilveiebringer peptidene og funksjonen
av proteinet peptidene avledes fra.

Tabell 3: Peptider (2 og 3 er ifglge den foreliggende oppfinnelsen) og
funksjonen til moderproteinet

SEQ |Peptid-ID Sekvens Gensymbol |[Funksjon binder til
ID NO MHC

1 CSP-001 TMLARLASA CSPG4 Transmembranproteoglykan [HLA-A*02
involvert i

neovaskularisering

2 FABP7- |LTFGDVVAV |[FABP7 Sentralnervesystemspesifikt [HLA-A*02

001 fettsyrebindingsprotein

3 NLGN4X- NLDTLMTYV |INLGN4X |Celleadhesjonsmolekyl HLA-A*02
001

4 TNC-001 AMTQLLAGV TNC Ekstracellulzert HLA-A*02

matriksprotein

5 NRCAM- |GLWHHQTE NRCAM Nevronalt HLA-A*02
001 V celleadhesjonsmolekyl

6 IGF2BP3- KIQEILTQV [IGF2BP3 |mRNA-bindingsprotein HLA-A*02
001

7 BCA-002 ALWAWPSE BCAN Proteoglykan HLA-A*02
L
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SEQ |Peptid-ID Sekvens Gensymbol |[Funksjon binder til
ID NO MHC
8 MET-005 [TFSYVDPVI MET Vekstfaktorreseptor Lang-strakt
TSISPKYG TUMAP av
HLA-klasse I

Kondroitinsulfatproteoglykan 4 (CSPG4)

CSPG4 (kondroitinsulfatproteoglykan) representerer et integrert
membrankondroitinsulfatproteoglykan. Det er kjent som en tidlig
celleoverflatemelanomprogresjonsmarkgr implisert i stimulering av
tumorcelleproliferasjon, migrering og invasjon. CSPG4 uttrykkes sterk pa
>90 % av humane melanomlesjoner. Selv om CSPG4 ikke er strengt
tumorspesifikk, gjenkjenner tumorreaktive CD4-positive T-celleresponser hos
melanompasienter og friske personer CSPG4¢93-709 pé HLA-DR11-uttrykkende

melanomceller i fravaeret av autoimmunitet (Erfurt et al., 2007).

Uttrykking av CSPG4 gker integrinformidlet celleproliferasjon, FAK-fosforylering
(fokal adhesjonskinasefosforylering) og aktivering av ERK1/2 (ekstracelluleer
signalregulert kinase) (Yang et al., 2004). Videre er det akkumulerende bevis fra
in vitro-data pa at CSPG4 spiller en viktig rolle i tumorangiogenese. Dermed har
CSPG4-positive tumorer vist seg 8 ha betydelig ekstra neovaskulariserende rater
og vaskulaere volumer, og CSPG4 har vist seg a8 sekvestrere angiostatin, som
normalt hemmer endotelial celleproliferasjon og angiogenese. Umodne kar
inneholder ogsd CSPG4-positive pericytter, som tyder pa en rolle for denne
cellepopulasjon ved modulering av endotelial celleproliferasjon ved & blokkere de
hemmende effektene av angiostatin under karutvikling (Chekenya et al., 2002b).

CSPG4-uttrykking er ogsa blitt beskrevet i noen normale vev foruten aktiverte
pericytter s som endotelceller, kondrocytter, glatte muskelceller, visse basale

keratinocytter i epidermis, sa vel som celler i harsekken (Campoli et al., 2004).

Under angiogenese, og i respons pa patologier i sentralnervesystemet gjennomgér
de sveert bevegelige CSPG4-cellene raske morfologiske endringer og rekrutteres til
seter der karvekst og reparasjon forekommer. CSPG4 overuttrykkes av bade

kreftceller og pericytter pd blodarene i ondartede hjernetumorer (Chekenya and



10

15

20

25

30

35

26

Pilkington, 2002). Ved implantering av celler fra en CSPG4-positiv human
gliomcellelinje inn i immundefekte nakne rottehjerner ble det vist at disse
tumorene hadde en hgyere mikrovaskulaer tetthet sammenlignet med kontroller
som impliserer at CSPG4-uttrykking regulerer bade funksjonen og strukturen av
den vertsavledede tumorvaskulaturen (Brekke et al., 2006). I et
xenotransplantatforsgk av implantasjon av GBM-biopsimateriale til nakenrotter ble
CSPG4 identifisert til & vaere hovedsakelig forbundet med blodkar pa bade
pericytt- og basalmembrankomponentene i tumorvaskulaturen og uttrykkingen ble
ogsa forbundet med omrader med hgy celleproliferasjon (Chekenya et al., 2002a).
Videre gikk CSPG4-uttrykkingen parallelt med progresjonen av tumoren i en
gliomimplantasjonsmodell (Wiranowska et al., 2006). Malignh progresjon
opprettholdes av krysstale mellom tumoren og dens stgttevev, der det aktiverte
stottevevet pleier de proliferative og invasive neoplastiske cellene, ved &
tilveiebringe neovaskulature, ekstracellulzere matrikskomponenter, og
stimulerende vekstfaktorer. I denne sammenheng spiller CSPG4 en stor rolle i
tumorstromaaktivering gjennom endringer i celluleer adhesjon, migrasjon,

proliferasjon og vaskulzer morfogenese (Chekenya and Immervoll, 2007).

CSPG4 uttrykkes forskjellig i humane gliomer med hgyere uttrykking i gliomer
med hgy grad sammenlignet med gliomer med lav grad (Chekenya et al.,
1999). Hgy uttrykking av CSPG4 korrelerer med multilegemiddelresistens
formidlet av gkt aktivering av a3B1l-integrin/PI3K-signalering og deres

nedstroms mal, og fremmer celleoverlevelsen (Chekenya et al., 2008).

Fettsyrebindingsprotein 7, hjerne (IMA-FABP7-001)

Fettsyrebindingsproteiner (FABP-er) er cytosoliske proteiner pa 14-15 kDa, som
er ment @ involveres i fettsyreopptak (FA-opptak), transport, og malretting. De
antas a gke Igseligheten av FA-er i cytoplasmaet ved transport av FA-er mellom
membranrommene, og bringe FA-er til deres kjernemal (Glatz et al., 2002).
FABP-er kan modulere FA-konsentrasjon, og pa denne maten pavirke forskjellige
cellulzere funksjoner sa8 som enzymatisk aktivitet, genuttrykking, cellevekst og
differensiering (Glatz and Storch, 2001). Nervevev inneholder fire av de ni kjente
FABP-typene med en distinkt rom-tid-distribusjon (Veerkamp and Zimmerman,
2001). FABP7 uttrykkes sterkt i radiale gliaceller gjennom hele det utviklende
sentralnervesystemet, og avtar gradvis hos voksne (Feng and Heintz, 1995;

Shimizu et al., 1997). Det er ngdvendig for nevronindusert gliadifferensiering og
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pafslgende migrering av nevroner langs gliaprosessene, men har ingen effekt pa
celleformering og adhesjon (Feng et al., 1994; Kurtz et al., 1994). I Schwann-
celler er FABP7-uttrykkingen nedstrgms for den Ras-uavhengige EGFR-
signalreaksjonsveien, og den regulerer interaksjoner mellom Schwann-celler og

aksoner i normale perifere nerver og perifere nervetumorer (Miller et al., 2003).

FABP7 mRNA uttrykkes i vev av nevroepitelial opprinnelse, sa vel som i maligne
gliomtumorer (WHO-grad III og IV). Genet ble kartlagt til kromosombandet 6q22-
23, et omrade som ogsa inneholder proto-onkogenet c-myc og ofte undergar tap av
heterozygositet i malignt gliom. Analyse av maligne gliomcellelinjer viste at FABP7
ofte ko-uttrykkes med det gliafibrilleere sure proteinet (GFAP) som tyder pa at
celleopprinnelsen av malignt gliom kan vaere en astrocytisk forlgpercelle som har
potensiale til 8 uttrykke begge proteinene pa vanlig mate eller som resultatet av
tumordannelse (Godbout et al., 1998). FABP7-protein viser moderat til sterk kjerne-
og cytoplasmisk uttrykking i GBM. FABP7-transfekterte gliomceller viser 5 ganger
stgrre migrasjon enn kontrollceller. Dermed kan den kortere totale overlevelsen
forbundet med FABP7-overuttrykking, spesielt i GBM, skyldes gkt migrering og
invasjon av tumorceller inn i det omgivende hjerneparenkymet (Liang et al., 2005).
Videre analyse av FAB97-distribusjonen i astrocytomtumorer indikerer forhgyede
nivaer av FABP7 i infiltrerende omrader av tumorene og tyder pa en viktig rolle for
FABP7 i & drive infiltrasjon av maligne celler inn i tilststende hjernevev (Mita et al.,
2007). FABP7 demonstrerer variable uttrykkingsnivaer og subcellulzer lokalisering i
gliavev og alle grader av astrocytom. Likevel synes spesielt nuklezer lokalisering av
FABP?7 til & veere forbundet med den infiltrerende fenotypen av gliomceller og EGFR-
reaksjonsveier, ettersom dets kjernetranslokasjon detekteres etter EGFR-aktivering,
og er forbundet med darlig prognose i EGFR-positiv GBM. Dessuten kan det ikke
observeres noen kjerne-FABP7-immunoreaktivitet i astrocytom av grad I (Liang et
al., 2006; Kaloshi et al., 2007).

Nevroligin 4, X-bundet (IMA-NLGN4X-001)

Nevroligin 4, X-bundet er et medlem av en celleadhesjonsproteinfamilie som
ser ut til & spille en rolle i modningen og funksjonen av nervesynapser.
Medlemmene av nevroliginfamilien har en beslektet strukturell organisering,
med et N-endesignalpeptid, det esteraselignende domenet med to seter av
alternativ spleising, et lite linkeromrade med lav sekvensidentitet foran det

transmembrane domenet, og en kort cytosolisk del med en hgyt konservert C-
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ende. De hgyeste relative nevroligin-4-mRNA-nivaene ble funnet i hjertet.
Lavere uttrykking ble detektert i leveren, skjelettmuskelen og
bukspyttkjertelen, mens i hjernen, morkaken, lungen og nyren var nevroligin
4-mRNA knapt detekterbar (Bolliger et al., 2001).

Mutasjoner i det X-bundne NLGN4-genet er en mulig arsak til autistiske
spektrumforstyrrelser, og mutasjoner er rapportert hos flere pasienter med
autisme, Aspergers syndrom og mental retardasjon (Jamain et al., 2003;

Laumonnier et al., 2004; Lawson-Yuen et al., 2008).

Noen assosieringer av NLGN4X med kreft er blitt beskrevet: I gastrointestinale
stromale tumorer, er overuttrykkingen av NLGN4X blitt funnet i pediatriske og

unge voksne versus eldre voksne tilfeller (Prakash et al., 2005).
Tenascin C (heksabrakion) (IMA-TNC-001)

Den ekstracellulzere matriksen som omgir tumorcellene er forskjellig fra den
ekstracellulaere matriksen i normale vev. Tenascin-C (TNC) er et ekstracellulaert
matriksprotein som er sterkt oppregulert i prosesser som er naert forbundet med
forhgyet migrerende aktivitet s8 som embryonal utvikling (Bartsch et al., 1992),
sarheling (Mackie et al., 1988) og neoplastiske prosesser (Chiquet-Ehrismann,
1993; Chiquet-Ehrismann and Chiquet, 2003). Videre overuttrykkes TNC i tumorkar
som har en hgy proliferativ indeks som indikerer at TNC er involvert i neoplastisk
angiogenese (Kim et al., 2000). I den normale menneskehjernen detekteres
uttrykkingen av TNC bare sjelden, men den uttrykkes i hgye nivaer i maligne
gliomer (Bourdon et al., 1983). TNC-uttrykkingen kan induseres av hypoksi (Lal et
al., 2001), av TGF-betal, som tilveiebringer en mekanisme for invasjonen av
gliomer av hgy klasse til sunt parenkym (Hau et al., 2006), eller ved gastrin, som
betydelig modulerer migreringen av humane GBM-celler (Kucharczak et al., 2001).
TNC nedregulerer tropomyosin-1 og destabiliserer dermed aktinspenningsfibre. Det
forarsaker i tillegg nedregulering av Wnt-hemmeren Dickkopfl. Ettersom redusert
tropomyosin-1-uttrykking og gkt Wnt-signalering er naert knyttet til transformasjon
og tumorigenese, modulerer TNC spesifikt disse signalreaksjonsveiene for @ gke

proliferasjonen av gliomceller (Ruiz et al., 2004).

Perivaskulaer farging av TNC rundt tumorleverende blodkar er observert i GBM-

vev, mens det er mindre hyppig i gliomer av WHO-grad II og III, noe som
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indikerer at intensiteten p& TNC-fargingen korrelerer med differensieringsgraden
og den sterkeste fargingen indikerer darlig prognose (Herold-Mende et al., 2002).
TNC bidrar ogsa til genereringen av en stamcellenisje innenfor den
subventrikulaere sonen (SVZ), og virker ved & orkestrere vekstfaktorsignalisering
for & akselerere nevral stamcelleutvikling. Den dominerende effekten av TNC pa
celler i SVZ er reguleringen av utviklingsprogresjonen (Garcion et al., 2004). TNC
er den sterkeste indusereren av rettet human nevral stamcellemigrasjon (NSC-
migrasjon). Den tumorproduserte ECM-en tilveiebringer dermed et ettergivende

miljg for NSC-tropismen til disseminerte tumorceller (Ziu et al., 2006).

Nevronalt celleadhesjonsmolekyl (IMA-NRCAM-001)

NRCAM (nevronalt celleadhesjonsmolekyl) er et nevronalt
transmembrancelleadhesjonsmolekyl med flere domener av immunglobulinlignende
C2-type og fibronektintype III. Det er involvert i veiledning, utvekst, og
fassikulasjon av nevronale celler (Grumet et al., 1991; Morales et al., 1993; Stoeckli
and Landmesser, 1995; Perrin et al., 2001; Sakurai et al., 2001) ved & danne
homofile, samt heterofile interaksjoner med andre IgCAM-er (Volkmer et al., 1996;
Sakurai et al., 1997; Zacharias et al., 1999). Ankyrinbindings-NRCAM-et (Davis and
Bennett, 1994) oppreguleres i rgret som danner endotelceller som tyder pd en

mulig rolle i rgrdannelse og angiogenese (Aitkenhead et al., 2002) er et mal.

NRCAM er et malgen av B-katenin- og plakoglobin-LSF/TCF-komplekset som
bidrar til onkogenese (Conacci-Sorrell et al., 2002). NRCAM-ektodomenet kan
felles fra celleoverflaten ved metallproteaseenzymlignende aktiviteter. Dette
felte domenet kan aktivere forskjellige signalreaksjonsveier, forbedre

cellemotilitet, og overfgre tumorigenese hos mus (Conacci-Sorrell et al., 2005).

NRCAM oppreguleres i anaplastiske astrocytomer og GBM-tumorvev
sammenlignet med normal hjerne, og de gkte nivdene korreleres med den
invasive atferden (Sehgal et al., 1998). Antisense-RNA mot NRCAM reduserer

den tumorigene kapasiteten til humane GBM-celler (Sehgal et al., 1999).
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Insulinlignende vekstfaktor-2-mRNA-bindingsprotein 3 (IMA-IGF2BP3-
001)

IGF2BP3 er et medlem av den insulinlignende vekstfaktor-II-mRNA-
bindingsproteinfamilien, implisert i mRNA-lokalisering, omsetning og
translasjonell kontroll. Proteinet inneholder flere KH (K-homologe) domener, noe
som er viktig i RNA-binding og er kjent for @ vaere involvert i RNA-syntesen og
metabolismen. Uttrykkinger forekommer hovedsakelig under embryonal utvikling
og har blitt beskrevet for noen tumorer. Dermed anses IGF2BP3 & veere et
onkofgtalt protein (Liao et al., 2005). Naervaeret av hgye transkripsjonsnivaer av
IGF2BP3 i en rekke kreftvev sammenlignet med kontrollvev indikerer at
IGF2BP3-proteinet kan spille en funksjonell rolle i proliferering av transformerte
celler. Denne hypotesen stgttes av funnet at det eneste ikke-maligne humane
vevet som uttrykker IGF2BP3-transkriptet er den humane morkaken, et vev

preget av cellevekst og proliferasjon (Mueller-Pillasch et al., 1997).

Det er ingen spesifikk informasjon om IGF2BP3-uttrykking i GBM i den
vitenskapelige litteraturen, men proteinet er blitt beskrevet som overuttrykt i
flere andre kreftformer.

For eksempel uttrykkes IGF2BP3 i klarcelle-RCC-prgven og dens uttrykking er
forbundet med fremskredet stadium og grad av primaere tumorer. Videre er
positiv IGF2BP3-uttrykking forbundet med en 5-10 ganger gkt risiko for
fiernmetastaser og med en 42-50 % gkning i risikoen for & dg av RCC (Hoffmann
et al., 2008; Jiang et al., 2006; Jiang et al., 2008). IGF2BP3-uttrykkingen ble
ogsd detektert i malignt melanom i forhold til benign nevi, der det ikke var noen
dpenbar uttrykking, selv i naervaer av dysplastiske funksjoner (Pryor et al.,
2008). Hos pasienter med spisergrsplateepitelkarsinom kunne T-celler spesifikke
for et HLA-A*2402-begrenset epitoppeptid fra IGF2BP3 observeres i
tumorinfiltrerende lymfocytter (TIL-er), regionale Ilymfeknutelymfocytter og
perifere blodlymfocytter i 40 % av alle tilfellene (Mizukami et al., 2008).

IGF2BP3 uttrykkes ogsa mye i bukspyttkjertelkarsinomer. I 2 studier viste
>90 % av bukspyttkjerteltumorvevsprgvene IGF2BP3-uttrykking etter
immunofarging mens ikke-neoplastiske bukspyttkjertelvev var negative for
IGF2BP3. Videre gkte uttrykkingen progressivt med tumorstadiet (Yantiss et
al., 2005; Yantiss et al., 2008). IGF2BP3-uttrykkingen viste seg ogsd & veaere
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vesentlig gkt i hgy grad av uroteliale tumorer mens den generelt ikke uttrykkes
i godartet urotelium eller lavgradige uroteliale tumorer. Videre har pasienter
med IGF2BP3-positive tumorer en mye lavere progresjonsfri overlevelses- og
sykdomsfri overlevelsesrate enn de med IGF2BP3-negative tumorer (Li et al.,
2008; Sitnikova et al., 2008; Zheng et al., 2008).

BCAN - Brevican (IMA-BCA-002)

Brevican (BCAN) er et hjernespesifikt medlem av lecticanfamilien av
kondroitinsulfatproteoglykaner. To BCAN-isoformer er rapportert: en full-
lengde isoform som skilles ut i den ekstracellulzere matriksen og en kortere
isoform med en sekvens som forutsier et glykofosfatidylinositol-(GPI)-anker.
Den utskilte isoformen uttrykkes sterkt fra og med fgdselen til 8-ars alderen og
nedreguleres etter 20-3rs alderen til lave nivder som opprettholdes i den
normale voksne korteksen. GPI-isoformen uttrykkes ved jevnt lave nivaer
gjennom utviklingen (Gary et al., 2000). BCAN tilhgrer en familie av
proteoglykaner som vanligvis beskrives som barrieremolekyler som hindrer
celle- og neurittbevegelighet i det voksne nervesystemet (Viapiano and
Matthews, 2006). In vivo uttrykkes BCAN rundt grensene av den rostrale
migrerende strgmmen (Jaworski and Fager, 2000) og er en viktig oppregulert

komponent av gliaarret etter nerveskade (Jaworski et al., 1999).

BCAN viser dramatisk oppregulering i gliomer, der en omtrent sju ganger gkning i
uttrykkingen over normale nivder kan detekteres (Gary et al., 2000; Gary et al.,
1998). Uttrykkingen kan detekteres pd de invasive grensene av eksperimentelt
induserte tumorer (Glass et al., 2005) og gkes i tumorer med hgye infiltrerende
profiler (Phillips et al., 2006). Klinisk korrelerer BCAN-oppregulering med darlig
overlevelse av pasienter med hgygradige gliomer (Liang et al., 2005). I tillegg til
oppregulering av BCAN i gliom, kan proteolytisk prosessering av full-
lengdeproteinet ogsa bidra til invasjon (Gary et al., 1998; Nutt et al., 2001).
Spalting av BCAN ved metalloproteaser av ADAMTS-familien er et ngdvendig trinn
i formidling av dens pro-invasive effekt i gliom. Ved a8 generere en setespesifikk
mutant form som er motstandsdyktig mot ADMATS-spalting ble det vist at dette
«ikke-spaltbare»-BCAN-et ikke er i stand til & forbedre gliomcelleinvasjon in vitro
og tumorprogresjon in vivo (Zhang et al., 1998; Viapiano et al., 2008). P3
molekyleert niva, fremmer BCAN EGFR-aktivering, oker uttrykkingen av

celleadhesjonsmolekyler, og fremmer utskillelsen av fibronektin (Hu et al., 2008).
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BCAN mRNA ble ikke detektert i prgver av voksen human korteks fra individer
som dgde uten nevrologiske komplikasjoner. I skarp kontrast ble BCAN mRNA
oppdaget i hver og en av 27 kirurgiske prgver av human gliom og tydet dermed

pad at BCAN kan vaere en unik og selektiv markgr i gliom (Jaworski et al., 1996).

BCAN-oppregulering i gliom fgrer ikke bare til en generelt gkt uttrykking, men
ogsd til en gliomspesifikk uttrykking av differensielt glykosylerte isoformer.
Dermed er B/bpg et full-lengdeprodukt av  BCAN mRNA som oppstar fra en
ufullstendig eller redusert glykosylering av kjerneproteinet. B/b,g uttrykkes pa
sveert lave nivaer i Igpet av den andre halvdelen av prenatal og de fgrste dagene
av postnatal utvikling, forsvinner etter det forste levedret, og er fravaerende fra
den normale voksne hjernen, men er funnet i hgygradige gliomprgver. I en
studie kunne det vises at B/b,g var til stede i hver prgve av hgyverdig gliom,
gradene 3 og 4, og sto for halvparten av den totale overuttrykkingen ovenfor
kontrollnivder for ikke-spaltet BCAN. Prgver som var negative for B/bag
korresponderte med pasienter diagnostisert med lavgradige tumorer (Viapiano et
al., 2005). Denne hgyverdige gliomspesifikke uttrykkingen kunne derfor
representere en reaktivering av tidlige utviklingsprogrammer, en mekanisme
som har veert implisert i gliomprogresjon (Seyfried, 2001). IMA-BCA-002
inneholder et potensielt glykosyleringssete innenfor sekvensen sin. Det har vist
seg @ vaere meget immunogent i forhold til et annet peptid avledet fra BCAN
(IMA-BCA-001) som ikke har noe glykosyleringssete. Videre har BCAN blitt
beskrevet som selektivt overuttrykt i en type GBM-kreftstamceller som viser den

hgyeste pluripotensen og tumorigenisiteten in vivo (Gunther et al., 2008).
Met proto-onkogen (hepatocyttvekstfaktorreseptor) (IMA-MET-005)

MET-proto-onkogenet c-Met koder for en transmembrantyrosinkinasereseptor
som har evnen til & modulere celleproliferasjon, differensiering, motilitet,
adhesjon og invasjon. Det aktiveres av hepatocyttvekstfaktoren (HGF) (Giordano
et al., 1989; Trusolino and Comoglio, 2002).

c-Met signalering er involvert i organregenerering - som vist for lever og nyre,
embryogenese, hematopoese, muskelutvikling, og i reguleringen av migrasjon

og adhesjon av normalt aktiverte B-celler og monocytter (Naldini et al., 1991;
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Mizuno et al., 1993; Bladt et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Zamegar and
Michalopoulos, 1995; van der Voort et al., 1997; Beilmann et al., 2000).

Studier av ulike tumortyper har vist flere mekanismer for c-Met-aktivering,
inkludert HGF/c-Met-autokrin slgyfe, aktivering av punktmutasjoner, TPR-Met-
fusjonsprotein og mislykket spalting av ¢c-MET i a- og B-kjeder (Park et al.,
1986; Mondino et al, 1991; Ebert et al., 1994; Schmidt et al., 1997; Olivero et
al., 1999; Park et al., 1999; Di Renzo et al., 2000). Konstitutiv c-Met-
aktivering gjennom fosforylering har ogsa blitt identifisert som en viktig

mekanisme for onkogenese i human klarcellet RCC (Nakaigawa et al., 2006).

Videre indikerte en rekke studier involvering av c-Met-overuttrykking i malign
transformasjon og invasivitet av maligne celler. c-Met formidler de
multifunksjonelle og potensielt onkogene aktivitetene av HGF (Bottaro et al.,
1991; Rubin et al., 1993; Zarnegar and Michalopoulos, 1995). Ved & binde til
reseptoren, induserer HGF autofosforylering av c-Met, og aktiverer nedstrgms
signaleringsarrangementer inkludert ras, fosfatidylinositol-3'-kinase, fosfolipase C
og mitogenaktiverte proteinkinaserelaterte reaksjonsveier (Naldini et al., 1991;
Ponzetto et al., 1993; Montesano et al., 1998; Furge et al., 2000; Dong et al.,,
2001; Furge et al., 2001). C-Met-genet uttrykkes hovedsakelig i epitelceller og
overuttrykkes i flere maligne vev og cellelinjer (Di Renzo et al., 1995; Ferracini et
al., 1995; Tuck et al., 1996; Koochekpour et al., 1997; Fischer et al., 1998;
Ramirez et al., 2000; Li et al., 2001; Maulik et al., 2002; Qian et al., 2002).

c-Met-overuttrykking, ofte indusert ved tumorhypoksi, fgrer til konstitutiv
aktivering av reseptoren, og korrelerer med darlig prognose. Demping av det
endogene c-MET-genet fgrer til svekkelse av gjennomfgringen av det fulle
invasive vekstprogrammet in vitro, mangel pé’] tumorvekst og redusert

generering av eksperimentelle metastaser in vivo (Corso et al., 2008).

c-MET-overuttrykkingen er blitt beskrevet i GBM (Tso et al., 2006). c-Met
korreleres med den histologiske graden av tumoren som tyder pd at dannelsen
av HGF/c-MET-autokrin slgyfe opptrer sammen med progresjonen av
astrocytiske hjernetumorer. Derfor  antas HGF a utvise sterk
migrasjons/invasjonsinduserende aktivitet for GBM-celler som barer c-Met-
reseptoren (Moriyama et al., 1999). C-Met-promotoren inneholder

hypoksiinduserbare faktor-1-bindingssteder, og dermed viste hypoksi seg &
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aktivere c-Met-promotoren og oppregulere dens uttrykking. Omtrent halvparten
av alle humane GBM-er antas & respondere pa hypoksi med en induksjon av c-
Met, som kan forbedre den stimulerende effekten av HGF pa tumorcellemigrering
(Eckerich et al., 2007) og kan tiltrekke nevrale stamceller til tumoren (Kendall et
al., 2008). c-Met og EGFR ko-uttrykkes ofte i malignt astrocytom (Reznik et al.,
2008). Det ble vist at aktiveringsfosforyleringssetet pa c-Met-reseptoren er
sveert responsiv overfor EGFRvIII-nivder og tyder pd en krysstale mellom
EGFRVIII og c-Met-reseptoren i glioblastom (Huang et al., 2007a; Huang et al.,
2007b.). MET er foresldtt som en markgr for kreftstamceller i GBM (Nam et al.,
2008). En annen studie viste at MET ble selektivt overuttrykt i en distinkt
undertype av GBM-avledede kreftstamceller (Gunther et al., 2008).

De forelgpige resultatene fra en studie av fase II hos pasienter med
tilbakevendende GBM ved hjelp av AMG102, et humant ngytraliserende
antistoff mot HGF, tyder hos noen pasienter pd at sykdommen kan vaere
avhengig av c-MET:HGF-signalreaksjonsveien der av 18 behandlede pasienter 1
hadde en partiell respons, 1 hadde en mindre respons og 2 hadde stabil
sykdom (Reardon et al., 2008).

Det er interessant at det er noen bevis pa interaksjoner av MET-signalering
med Wnt/betakateninreaksjonsveien ofte oppregulert ved kolorektalkreft. MET
kan aktiveres av prostaglandin E2 (PGE2), og PGE2-aktivert c-Met forbindes
med B-katenin og gker dens tyrosinfosforylering og induserer dermed
kolorektalkreftcelleinvasivitet (Pai et al., 2003). Nylig har gjensidig aktivering
av MET og betakatenin blitt beskrevet, noe som resulterer i en positiv
tilbakekoblingsigkke mellom disse to sentrale aktgrene i kolorektal

tumorigenese (Rasola et al., 2007).

c-Met-mRNA-uttrykkingsnivaet i primaere CRC-tumorer (n = 36) er en viktig
prediktiv markgr for invasjon ved et tidlig stadium og regional sykdomsmetastase,
og korrelerer dermed direkte med kolorektalkreftstadium (Takeuchi et al., 2003).
En annen analyse av c-Met-uttrykking av 130 CRC-prgver viste overuttrykking
(T/N > 2,0) av c-Met hos 69 % primaere CRC- og betydelige hgyere c-Met-nivaer i
CRC med blodkarinvasjon (P = 0,04), og i fremskredet stadium (P = 0,04) og
statter rollen for c-Met i human CRC-progresjon og metastase (Zeng et al., 2004).
I en annen studie viste 69 % og 48 % av 60 kolorektaladenokarsinomer

henholdsvis en stgrre enn 2- og stgrre enn 10-gangers gkning i c-Met-mRNA,
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sammenlignet med tilstgtende normal slimhinne (Kammula et al., 2007). Dermed
er gkt c-Met-signalisering en vanlig foreteelse i CRC av tidlig stadium, men enda
stgrre uttrykking forekommer i fremskredet og metastatisk sykdom.

Tabell 4: Flere immunogene peptider nyttige i en sammensetning ifglge
oppfinnelsen

SEQ ID |Peptid-ID |Sekvens Gensymbol Funksjon binder til
NO MHC
9 PTP-003 AIIDGVESV PTPRZ1 HLA-A*Q2
10 PTP-005 KVFAGIPTV PTPRZ1 HLA-A*02
11 CHI-001 SLWAGVVVL CHI3L2 HLA-A*02
HLA-DR og
12 BIR-002 TLGEFLKLDRERAKN BIRC5S HLA-A*0Q2
13 (HBV-001) |FLPSDFFPSV kontrollpeptid

Proteintyrosinfosfatase, reseptortype, Zetal (PTPRZ1, PTP-%)

PTPRZ1 er et medlem av proteintyrosinfosfatasefamilien av reseptortype og
koder for et membranprotein av enkeltpasstype I med to cytoplasmatiske
tyrosin-proteinfosfatasedomener, et alfa-karboanhydrasedomene og et domene
av fibronektintype III. Uttrykkingen av dette genet induseres i magekreftceller
(Wu et al., 2006), i brystkreft (Perez-Pinera et al., 2007), i de remyelinerende
oligodendrocyttene av lesjoner av multippel sklerose (Harroch et al., 2002), og i

humane embryoniske nyreceller under hypoksiske forhold (Wang et al., 2005).

Bade proteinet og transkriptet overuttrykkes i glioblastomceller, fremmer deres
haptotaktiske migrasjon (Lu et al., 2005), og genomiske DNA-amplifikasjon i
glioblastom (Mulholland et al., 2006).

Kitinase 3-lignende 2 (CHI3L2)

CHI3L2 ble opprinnelig identifisert fra kondrocytter og oppregulert i f.eks.
artrose (Steck et al., 2002). Selv om proteinet ikke er godt karakterisert enng,
skilles det mest sannsynlig ut i det ekstracelluleere rommet. Det har ofte blitt

beskrevet som et malantigen i revmatoid artritt. Eksperimentell anti-
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angiogeneseinduksjon av siRNA-transfeksjon (VEGF-A) fra en human

gliomcellelinje forarsaket oppregulering av CHI3L2.

Survivin (BIRC5)

Uttrykking av  BIRC5 (Survivin), et medlem av hemmeren av
apoptoseproteinfamilien (IAP-familien) forhgyes i fostervev og i ulike humane
kreftformer. Survivin synes & vaere i stand til @ regulere bade cellulaer
proliferasjon og apoptotisk celledgd. Spesielt i glioblastom er svaert hgye nivaer
av survivinuttrykking detekterbar (Angileri et al., 2008). Det tydes pa at
survivinoveruttrykking i hjernegliomer kan spille en viktig rolle i malign
proliferasjon, anti-apoptose og angiogenese (Zhen et al., 2005; Liu et al.,
2006). Spesielt for glioblastom, men ogsd for andre tumortyper, ble
survivinuttrykking signifikant assosiert med malignitetsgrad (med hgyest
survivinuttrykking i glioblastom) og kortere totale overlevelsestider
sammenlignet med pasienter som hadde survivinnegative tumorer (Kajiwara et
al., 2003; Saito et al., 2007; Uematsu et al., 2005; Mellai et al., 2008; Grunda
et al., 2006; Xie et al., 2006; Sasaki et al., 2002; Chakravarti et al., 2002).

Hepatitt-B-kjerneantigen

For hepatitt-B-viruset (HBV) er immunogene peptider av kjerneprotein HBc godt
kjent (Bertoletti et al., 1993; Livingston et al., 1997). Et peptid med ti aminosyrer
fra Hbc kan inkluderes som en positiv kontroll for pasientens immunkompetanse, og

vellykkede immuniseringer i kreftvaksiner basert pad den foreliggende oppfinnelsen.

I en foretrukket utfgrelsesform av oppfinnelsen omfatter den farmasgytiske
sammensetningen minst to peptider som inneholder en aminosyresekvens
ifslge SEQ ID NO 2 og en aminosyresekvens ifglge SEQ ID NO 3.

I en enda mer foretrukket utfgrelsesform omfatter den farmasgytiske
sammensetningen minst ett peptid som inneholder en aminosyresekvens valgt
fra gruppen bestdende av SEQ ID NO 1, og SEQ ID NO 4 til SEQ ID NO 12, og

en farmasgytisk akseptabel bzerer.

Ytterligere foretrukne utfgrelsesformer av oppfinnelsen omfatter minst 3, 4, 5,

6,7,8,9, 10, 11 eller 12 peptider, og en farmasgytisk akseptabel baerer.



10

15

20

25

30

35

37

Den farmasgytiske sammensetningen kan videre inneholde ytterligere peptider
og/eller hjelpestoffer for 8 vaere mer effektive, slik det vil bli neermere forklart

nedenfor.

Med en «varierende aminosyresekvens» for den gitte aminosyresekvensen
mener oppfinnerne at sidekjedene, for eksempel, en eller to av
aminosyrerestene endres (for eksempel ved & erstatte dem med sidekjeden av
en annen naturlig forekommende aminosyrerest eller en annen sidekjede), slik
at peptidet fortsatt er i stand til 8 binde til et HLA-molekyl pa vesentlig samme
mate som et peptid som bestdr av den gitte aminosyresekvensen. For
eksempel kan et peptid modifiseres slik at det i det minste opprettholder, hvis
ikke forbedrer, evnen til & interagere med og binde et egnet MHC-molekyl, s
som HLA-A, eller -DR, og slik at det i det minste opprettholder, hvis ikke
forbedrer, evnen til & generere aktivert CTL som kan gjenkjenne og drepe
celler som uttrykker et polypeptid som inneholder en aminosyresekvens som
definert i aspektene ved oppfinnelsen. Som det kan avledes fra databasen er
visse posisjoner av HLA-A-bindende peptider vanligvis ankerrester som danner

en kjernesekvens som passer til bindingsmotivet av HLA-bindingssporet.

De aminosyrerestene som ikke er essensielle for & interagere med T-
cellereseptoren kan modifiseres ved erstatning med en annen aminosyre hvis
inkorporering ikke i vesentlig grad pavirker T-cellereaktiviteten og ikke
eliminerer binding til den relevante MHC-en. Dermed, bortsett fra det gitte
forbeholdet, kan peptidet som beskrevet vaere ethvert peptid (med hvilket
uttrykk oppfinnerne inkluderer oligopeptid eller polypeptid) som inkluderer

aminosyresekvensene eller en del eller variant av disse som gitt.

Det er videre kjent for presenterte peptider av MHC-klasse II at disse peptidene
settes sammen av en «kjernesekvens» som har et visst HLA-spesifikt
aminosyremotiv og eventuelt N- og/eller C-endeforlengelser som ikke forstyrrer
funksjonen av kjernesekvensen (dvs. anses som irrelevant for interaksjonen av
peptidet og T-cellen). N- og/eller C-endeforlengelsene kan for eksempel vaere
mellom henholdsvis 1 og 10 aminosyrer i lengde. Disse peptidene kan anvendes
enten direkte for & laste molekyler av MHC-klasse II eller sekvensen kan klones i
vektorene ifglge beskrivelsen nedenfor i dette dokumentet. Ettersom disse

peptidene danner sluttproduktet av behandlingen av stgrre peptider i cellen, kan
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det ogsd anvendes lengre peptider. Peptidene ifslge oppfinnelsen kan vaere av
hvilken som helst stgrrelse, men de kan vanligvis vaere mindre enn 100 000 i
molekylvekt, fortrinnsvis mindre enn 50 000, mer foretrukket mindre enn
10 000, mer foretrukket mindre enn 5 000, mer foretrukket mindre enn 2 500
og vanligvis ca. 1000 til 2000. Nar det gjelder antallet aminosyrerester kan
peptidene ifglge oppfinnelsen ha faerre enn 1000 rester, fortrinnsvis faerre enn

500 rester, mer foretrukket faerre enn 100 rester.

Tilsvarende er varianter som induserer T-celler som kryssreagerer med et

peptid ifglge oppfinnelsen ofte lengdevarianter.

Hvis det anvendes et peptid som er lengre enn rundt 12 aminosyrerester
direkte til & binde til et molekyler av MHC-klasse II, er det foretrukket at
restene som flankerer det kjerne-HLA-bindende omradet ikke i vesentlig grad
pavirker peptidets evne til & binde spesifikt til bindingssporet av molekylet av
MHC-klasse II, eller @ fremstille peptidet til CTL-en. Imidlertid, som allerede
antydet ovenfor, vil det forstds at det kan anvendes stgrre peptider, spesielt
nar de kodes for av et polynukleotid, ettersom disse stgrre peptidene kan

fragmenteres ved hensiktsmessige antigenpresenterende celler.

Det er ogsd mulig at epitoper av MHC-klasse I, men vanligvis mellom 8-10
aminosyrer lange, genereres ved peptidbehandling av lengre peptider eller
proteiner som inkluderer selve epitopen. I likhet med epitoper av MHC-klasse II
er det foretrukket at de flankerende restene av langstrakte forlgperpeptider
oppstrems og/eller nedstrgms for N- og C-enden, med selve epitopen ikke i
vesentlig grad pavirker presentasjonen av peptidet til CTL-et eller maskerer
setene for proteolytisk spalting ngdvendig for & gi det aktuelle epitopet

formidlet ved behandling av det langstrakte peptidet.

Selvsagt vil peptidet folge den foreliggende oppfinnelsen ha evnen til 8 binde til
et molekyl av human MHC-klasse I. Binding av et peptid til et MHC-kompleks
kan testes ved hjelp av fremgangsmater som er kjent i teknikken, for eksempel
de som er beskrevet i eksemplene ifglge den foreliggende oppfinnelsen
nedenfor eller de som er beskrevet i litteraturen for forskjellige alleler av MHC-
klasse II (f.eks. Vogt AB, Kropshofer H, Kalbacher H, Kalbus M, Rammensee
HG, Coligan JE, Martin R; Ligand motifs of HLA-DRB5*0101 and DRB1*1501
molecules delineated from self-peptides; J Immunol. 1994; 153(4):1665-1673;
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Malcherek G, Gnau V, Stevanovic S, Rammensee HG, Jung G, Melms A;
Analysis of allele-specific contact sites of natural HLA-DR17 ligands; ]
Immunol. 1994; 153(3):1141-1149; Manici S, Sturniolo T, Imro MA, Hammer
J, Sinigaglia F, Noppen C, Spagnoli G, Mazzi B, Bellone M, Dellabona P, Protti
MP; Melanoma cells present a MAGE-3 epitope to CD4(+) cytotoxic T cells in
association with histocompatibility leukocyte antigen DR11; J Exp Med. 1999;
189(5): 871-876; Hammer ], Gallazzi F, Bono E, Karr RW, Guenot J, Valsasnini
P, Nagy ZA, Sinigaglia F; Peptide binding specificity of HLA-DR4 molecules:
correlation with rheumatoid arthritis association; J. Exp Med. 1995
181(5):1847-1855; Tompkins SM, Rota PA, Moore ]C, Jensen PE; A europium
fluoroimmunoassay for measuring binding of antigen to class II MHC
glycoproteins; J Immunol Methods. 1993;163(2): 209-216; Boyton RJ,
Lohmann T, Londei M, Kalbacher H, Halder T, Frater AJ, Douek DC, Leslie DG,
Flavell RA, Altmann DM; Glutamic acid decarboxylase T lymphocyte responses
associated with susceptibility or resistance to type I diabetes: analysis in
disease discordant human twins, non-obese diabetic mice and HLA-DQ
transgenic mice; Int Immunol. 1998 (12):1765-1776).

Flere N- og/eller C-ender lokaliserte strekninger av aminosyrer som ikke
ngdvendigvis danner en del av peptidet som virker som det faktiske epitopet for
MHC-molekyler, men kan likevel vaere viktig for & tilveiebringe en effektiv innfaring
av peptidet ifglge den foreliggende oppfinnelsen inn i cellene. Peptidet ifglge den
foreliggende oppfinnelsen er beskrevet som del av et fusjonsprotein som omfatter
for eksempel de 80 N-endeaminosyrene av den HLA-DR-antigenassosierte
konstante kjeden (p33, i det fglgende «Ii») som avledet fra NCBI, GenBank-
aksesjonsnummer X00497 (Strubin, M., Mach, B. and Long, E.O. Den komplette
sekvensen av mRNA-et for den HLA-DR-assosierte konstante kjeden avdekker et
polypeptid med en uvanlig transmembranpolaritet EMBO J. 3 (4), 869-872 (1984)).

I tillegg kan peptidet modifiseres ytterligere for & forbedre stabiliteten og/eller
bindingen til MHC-molekyler for & fremkalle en sterkere immunrespons.
Fremgangsmater for en slik optimalisering av en peptidsekvens er godt kjente i
teknikken og inkluderer for eksempel innfgringen av omvendte peptidbindinger

eller ikke-peptidbindinger.

Dermed, ifglge et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en farmasgytisk

sammensetning, der minst ett peptid inkluderer ikke-peptidbindinger.
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I en omvendt peptidbinding forenes ikke aminosyrerestene med peptidbindinger
(-CO-NH-bindinger), men peptidbindingen reverseres. Slike retro-inverso
peptidetterligninger kan fremstilles ved hjelp av fremgangsmater som er kjent i
teknikken, for eksempel slik som de som er beskrevet i Meziere et al (1997) J.
Immunol. 159, 3230-3237, innfgrt i dette dokumentet ved referanse. Denne
tilneermingen involverer & fremstille pseudopeptider som inneholder endringer som
involverer ryggraden, og ikke orienteringen av sidekjeder. Meziere et al (1997)
viser at disse pseudopeptidene er nyttige for MHC og T-hjelpercelleresponser.
Retro-inverse peptider, som inneholder NH-CO-bindinger i stedet for CO-NH-

peptidbindinger, er mye mer motstandsdyktige mot proteolyse.

En ikke-peptidbinding er for eksempel -CH,-NH, -CH,S-, -CH,CH,-, -CH=CH-, -
COCH,-, - CH(OH)CH,- o0og -CH,SO-. Amerikansk patent 4,897,445
tilveiebringer en fremgangsmate for fastfasesyntesen av ikke-peptidbindinger
(-CH,-NH) i polypeptidkjeder som involverer polypeptider syntetisert ved
standard prosedyrer og ikke-peptidbindingen syntetisert ved omsetning av et

aminoaldehyd og en aminosyre i naervaer av NaCNBHs.

Peptider omfattende sekvensene ifglge oppfinnelsen beskrevet ovenfor kan
syntetiseres med andre kjemiske grupper som er til stede pa deres amino-
og/eller karboksylender, for & styrke for eksempel stabiliteten,
biotilgjengeligheten og/eller affiniteten av peptidene. For eksempel kan
hydrofobe grupper s& som for eksempel karbobenzoksyl-, dansyl- eller t-
butyloksykarbonylgrupper tilsettes til peptidenes aminoender. Likeledes kan en
acetylgruppe eller en 9-fluorenylmetoksy-karbonylgruppe plasseres i
peptidenes aminoender. I tillegg kan f.eks. den hydrofobe gruppen, t-

butyloksykarbonyl eller en amidogruppe tilsettes til peptidenes karboksyender.

Videre kan alle peptidene ifglge oppfinnelsen syntetiseres for 8 endre deres
steriske konfigurasjon. For eksempel kan D-isomeren av en eller flere av

aminosyrerestene i peptidet anvendes i stedet for den vanlige L-isomeren.

Tilsvarende kan et peptid ifglge oppfinnelsen modifiseres kjemisk ved omsetning
av spesifikke aminosyrer enten fgr eller etter syntesen av peptidet. Eksempler pa
slike modifikasjoner er godt kjente innen teknikken og er oppsummert i f.eks. R.
Lundblad, Chemical Reagents for Protein Modification, 3. utg. CRC Press, 2005,
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som innfgres i dette dokumentet ved referanse. Kjemisk modifikasjon av
aminosyrer inkluderer, men er ikke begrenset til, modifikasjon ved acylering,
amidering, pyridoksylering av lysin, reduktiv alkylering, trinitrobenzylering av
aminogrupper med 2,4,6-trinitrobenzensulfonsyre (TNBS), amidmodifikasjon av
karboksylgrupper og sulfhydrylmodifikasjon av permaursyreoksidasjon av cystein
til cysteinsyre, dannelse av kvikksglvderivater, dannelse av blandede disulfider
med andre tiolforbindelser, omsetning med maleimid, karboksymetylering med
jodeddiksyre eller jodacetamid og karbamoylering med cyanat ved alkalisk pH,
men uten begrensning til dette. I dette henseende refererer fagmannen til
kapittel 15 i Current Protocols In Protein Science, red. Coligan et al. (John Wiley
& Sons NY 1995-2000) for mer omfattende metodikk knyttet til kjemisk

modifikasjon av proteiner.

Vellykket modifikasjon av terapeutiske proteiner og peptider med PEG er ofte
forbundet med en forlengelse av sirkulasjonshalveringstid, mens kryssbinding
av proteiner med glutaraldehyd, polyetylenglykoldiakrylat og formaldehyd
anvendes for fremstillingen av hydrogeler. Kjemisk modifikasjon av allergener

for immunterapi oppnas ofte ved karbamylering med kaliumcyanat.

Generelt kan peptider (i det minste de som inneholder peptidbindinger mellom
aminosyrerester) syntetiseres, f.eks. ved hjelp av Fmoc-polyamidmodusen av
peptidsyntese av fast fase som offentliggjort av Lu et al (1981) J. Org. Chem.
46, 3433 og referanser deri.

Rensingen kan utfgres av hvilken som helst, eller en kombinasjon av
fremgangsmater, sa som rekrystallisasjon, stgrrelseseksklusjonskromatografi,
ionebytterkromatografi, hydrofob interaksjonskromatografi og (vanligvis)
reversfasehgyytelsesvaeskekromatografi ved anvendelse av f.eks.

acetonitril/vanngradientseparasjon.

Analyse av peptider kan utfgres ved hjelp av tynnsjiktkromatografi,
elektroforese, spesielt kapillzer elektroforese, fastfaseekstraksjon (CSPE),
reversfasehgyytelsesvaeskekromatografi, aminosyreanalyse etter sur hydrolyse
og ved hurtig atombombardement (FAB) massespektrometrisk analyse, sa vel
som MALDI- og ESI-Q-TOF-massespektrometrisk analyse.
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Det er beskrevet en nukleinsyre (f.eks. polynukleotid) som koder for et peptid
ifslge oppfinnelsen. Polynukleotidet kan vaere f.eks. DNA, cDNA, PNA, CNA,
RNA, enten enkelt- og/eller dobbelttradet, eller opprinnelige eller stabiliserte
former av polynukleotider, s& som f.eks. polynukleotider med en
fosforotiatryggrad, eller kombinasjoner av disse, og det kan eller kan ikke
inneholde introner sd lenge det koder for peptidet. Selvsagt er det bare
peptider som inneholder naturlig forekommende aminosyrerester forent av
naturlig forekommende peptidbindinger som kodes for av et polynukleotid. Det
er beskrevet en uttrykkingsvektor som er i stand til & uttrykke et peptid ifglge
oppfinnelsen. Uttrykkingsvektorer for forskjellige celletyper er godt kjente

innen teknikken og kan velges uten ungdig eksperimentering.

Generelt innfores DNA-et i en uttrykkingsvektor, s som et plasmid, i riktig
orientering og korrekt leseramme for uttrykking. Om ngdvendig kan DNA-et
knyttes til de hensiktsmessige transkripsjons- og translasjonsregulerende
kontrollnukleotidsekvensene som gjenkjennes av den gnskede verten, selv om
slike kontroller generelt er tilgjengelige i uttrykkingssvektoren. Vektoren
innfgres deretter i verten via standard fremgangsmater. Man kan finne
veiledning i f.eks. Sambrook et al (1989) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.

I en spesielt foretrukket utfgrelsesform ifglge oppfinnelsen omfatter imidlertid den
farmasgytiske sammensetningen et peptid som bestar av aminosyresekvensen til

SEQ ID NO 2, og et peptid som bestar av aminosyresekvensen til SEQ ID NO 3.

Den optimale mengden av hvert peptid som skal inkluderes i vaksinen og det
optimale doseringsregimet kan bestemmes av en fagmann innen teknikken
uten ungdig eksperimentering. For eksempel kan peptidet eller dets variant
fremstilles for intravengs (i.v.) injeksjon, subkutan (s.c.) injeksjon, intradermal
(i.d.) injeksjon, intraperitoneal (i.p.) injeksjon, intramuskulaer (i.m.) injeksjon.
Foretrukne peptidinjeksjonsveier er s.c., i.d., i.p., i.m. og i.v. Foretrukne DNA-
injeksjonsveier er i.d., i.m., s.c., i.p. og i.v. Doser pa f.eks. mellom 1 og
500 mg, 50 pg og 1,5 mg, fortrinnsvis 125 pg til 500 yug, av peptid eller DNA
kan gis, og vil avhenge av det respektive peptidet eller DNA-et. Dosene i dette
omradet ble brukt med hell i tidligere studier (Brunsvig PF, Aamdal S, Gjertsen
MK, Kvalheim G, Markowski-Grimsrud CJ, Sve I, Dyrhaug M, Trachsel S, Mgller

M, Eriksen JA, Gaudernack G;. Telomerase peptide vaccination: a phase I/II
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study in patients with non-small cell lung cancer; Cancer Immunol
Immunother. 2006; 55(12):1553-1564; M. Staehler, A. Stenzl, P. Y. Dietrich,
T. Eisen, A. Haferkamp, J. Beck, A. Mayer, S. Walter, H. Singh, J. Frisch, C. G.
Stief; An open label study to evaluate the safety and immunogenicity of the
peptide based cancer vaccine IMA901, ASCO meeting 2007; Abstract No 3017).

Den nye farmasgytiske sammensetningen kan settes sammen slik at valget,
antallet og/eller mengden av peptider som er til stede i sammensetningen er
vev-, kreft- og/eller pasientspesifikk. For eksempel kan det ngyaktige valget av
peptider styres av uttrykkingsmgnstre av moderproteinene i et gitt vev for a
unngd bivirkninger. Valget kan avhenge av den spesifikke kreftformen som
pasienten som skal behandles lider av samt statusen for sykdommen, tidligere
behandlingsregimer, immunstatusen til pasienten, og selvfglgelig, HLA-
haplotypen til pasienten. Dessuten kan vaksinen ifglge oppfinnelsen inneholde
individuelle komponenter, ifglge personlige behov til den bestemte pasienten.
Eksempler er forskjellige mengder av peptider ifglge uttrykkingen av de
relaterte TAA-ene hos den bestemte pasienten, ugnskede bivirkninger pa grunn
av personlige allergier eller andre behandlinger, og justeringer for sekundaere

behandlinger etter en fgrste runde eller behandlingsplan.

For sammensetninger som skal anvendes som en vaksine for f.eks. GBM vil
peptider hvis moderproteiner uttrykkes i store mengder i hormale vev unngé’]s eller
veere til stede i sm& mengder i sammensetningen ifslge oppfinnelsen. P den
annen side, hvis det er kjent at tumoren til en pasient uttrykker store mengder av
et visst protein, kan den respektive farmasgytiske sammensetningen for
behandling av denne kreften veere til stede i store mengder og/eller mer enn ett
peptid som er spesifikt for dette bestemte proteinet eller reaksjonsveien for dette
proteinet kan inkluderes. Fagpersonen vil veere i stand til 3 velge foretrukne
kombinasjoner av immunogene peptider ved testing, for eksempel genereringen
av T-celler in vitro, s& vel som deres effektivitet og generelle naervaer, spredning,
proliferasjon, affiniteten og utvidelsen av visse T-celler for enkelte peptider, og
funksjonaliteten til T-cellene, f.eks. ved & analysere IFN-gammaproduksjonen (se
ogsd eksemplene nedenfor). Vanligvis kombineres de mest effektive peptidene

deretter som en vaksine for formalene som er beskrevet ovenfor.

En egnet vaksine vil fortrinnsvis inneholde mellom 2 og 20 peptider, mer foretrukket
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 eller 20 forskjellige
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peptider, videre foretrukket 6, 7, 8, 9, 10 11, 12, 13 eller 14 forskjellige peptider,
og mest foretrukket 10, 11, 12, 13 eller 14 forskjellige peptider. 9-mer- eller 10-
mer-peptider som beskrevet i de vedlagte tabellene 1 og 2 er peptider av MHC-

klasse I, mens 12- til 15-merer er peptider av MHC-klasse II.

Peptidene utgjgr en tumor- eller kreftvaksine. De kan administreres direkte til
pasienten, inn i det pavirkede organet eller systemisk, eller pafgres ex vivo til
celler avledet fra pasienten eller en human cellelinje som deretter administreres
til pasienten, eller anvendes in vitro for & velge en subpopulasjon av immunceller

avledet fra pasienten, som deretter administreres pa nytt til pasienten.

Peptidet kan veaere vesentlig rent eller kombineres med en immunstimulerende
adjuvans (se nedenfor), eller anvendes i kombinasjon med immunstimulerende
cytokiner, eller administreres med et hensiktsmessig leveringssystem, for eksempel
liposomer. Peptidet kan ogsd konjugeres til en egnet baerer sd& som
ngkkelhullssneglhemocyanin (KLH) eller mannan (se WO 95/18145 og Longenecker
et al (1993) Ann. NY Acad. Sci. 690,276-291). Peptidet kan ogsa vaere merket, eller
veaere et fusjonsprotein eller et hybridmolekyl. Peptidene hvis sekvens er gitt i den
foreliggende oppfinnelsen forventes & stimulere CD8 CTL. Imidlertid er stimulering
mer effektiv i naervaeret av hjelp tilveiebrakt av T-celler positive for den motsatte
CD-en. Dermed, for epitoper av MHC-klasse II som stimulerer CD4 CTL
tilveiebringer fusjonspartneren eller seksjoner av et hybridmolekyl hensiktsmessig
epitoper som stimulerer CD8-positive T-celler. P& den annen side, for epitoper av
MHC-klasse I som stimulerer CD8 CTL tilveiebringer fusjonspartneren eller
seksjoner av et hybridmolekyl hensiktsmessig epitoper som stimulerer CD4-positive

T-celler. CD4- og CD8-stimulerende epitoper er godt kjent i teknikken.

Farmasgytisk akseptable baerere er godt kjente og er vanligvis vaesker, der det
formuleres et aktivt terapeutisk middel. Baereren tilveiebringer generelt ikke
noen farmakologisk aktivitet til formuleringen, selv om den kan tilveiebringe
kjemisk og/eller biologisk stabilitet, frigjgre egenskaper og lignende. Eksempler
pad formuleringer kan finnes i for eksempel Alfonso R. Gennaro. Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20. utgave. Baltimore, MD: Lippincott
Williams & Wilkins, 2000 og inkluderer, men er ikke begrenset til, saltlgsning,
vann, bufret vann, 0,3 % glysin, hyaluronsyre, dekstrose og lignende. Nylig ble
det funnet at visse fettemulsjoner, som har vaert i bruk i mange ar for intravengs

ernaering av humane pasienter, ogsd kan opptre som en baerer for peptider. To
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eksempler pa slike emulsjoner er de tilgjengelige kommersielle fettemulsjonene
som er kjent som Intralipid og Lipofundin. «Intralipid» er et registrert varemerke
fra Kabi Pharmacia, Sverige, for en fettemulsjon for intravengs erneering,
beskrevet i U.S. pat. nr. 3,169,094. «Lipofundin» er et registrert varemerke for
B. Braun Melsungen, Tyskland. Begge inneholder soyabgnneolje som fett (100
eller 200g i 1 000 ml destillert vann: henholdsvis 10 eller 20 %).
Eggeplommefosfolipider anvendes som emulgatorer i Intralipid (12 g/l destillert
vann) og eggeplommelecitin i Lipofundin (12 g/l destillert vann). Isotonisiteten

oppstar fra tilsetningen av glyserol (25 g/I1) bade i intralipid og Lipofundin.

For 38 utlgse en immunrespons er det vanligvis ngdvendig & inkludere
eksipienter som gjgr sammensetningen mer immunogen. I en foretrukket
utfgrelsesform ifglge oppfinnelsen omfatter dermed den farmasgytiske

sammensetningen videre minst en egnet adjuvans.

Adjuvanser er stoffer som ikke-spesifikt forsterker eller potensierer
immunresponsen (f.eks. immunresponser formidlet av CTL-er og T-hjelperceller
((Th)-celler) til et antigen, og ville derfor betraktes som nyttige i medikamentet
ifalge den foreliggende oppfinnelsen. Egnede adjuvanser inkluderer, men er ikke
begrenset til, 1018 ISS, aluminiumsalter, Amplivax, AS15, BCG, CP-870,893,
CpG7909, CyaA, Mologens dSLIM, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod, ImuFact
IMP321, interferon-alfa eller -beta, IS Patch, ISS, ISCOMs, Juvimmune, LipoVac,
MF59, monofosforyl lipid A, og andre ikke-toksiske LPS-derivater, Montanide IMS
1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, OK-432, OM-
174, OM-197-MP-EC, ONTAK, PepTel®-vektorsystem, PLG-mikropartikler,
resiquimod, SRL172, virosomer og andre viruslignende partikler, YF-17D, VEGF
trap, R848, beta-glukan, Pam3Cys, Aquilas QS21 stimulon (Aquila Biotech,
Worcester, MA, USA) som avledes fra saponin, mykobakterielle ekstrakter og
syntetiske bakteriecelleveggetterlignere og andre proprieteere adjuvanser s som
Ribis detoks. Quil eller Superfos. Adjuvanser s& som Imiquimod, Resimiquimod,
ufullstendig Freunds GM-CSF er foretrukket. Flere immunologiske adjuvanser
(f.eks. MF59) spesifikk for dendrittceller og deres fremstilling er blitt beskrevet
tidligere (Dupuis M, Murphy TJ, Higgins D, Ugozzoli M, van Nest G, Ott G,
McDonald DM; Dendritic cells internalize vaccine adjuvant after intramuscular
injection; Cell Immunol. 1998; 186(1):18-27; Allison AC; The mode of action of
immunological adjuvants; Dev Biol Stand. 1998; 92:3-11). Ogsé cytokiner kan

anvendes. Flere cytokiner er blitt direkte koblet til & pavirke dendrittcellemigrering
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til lymfoid vev (for eksempel TNF-a), akselerere modningen av dendrittceller til
effektive antigenpresenterende celler for T-lymfocytter (for eksempel GM-CSF, IL-
1 og IL-4) (U.S. pat. nr. 5,849,589, spesifikt innfgrt i dette dokumentet som
referanse i sin helhet), og opptre som immunadjuvanser (f.eks. IL-12)
(Gabrilovich DI, Cunningham HT, Carbone DP; IL-12 og mutante peptid-P53-
peptidpulsede dendrittceller for den spesifikke immunterapien av kreft; J]
Immunother Emphasis Tumor Immunol. 1996 (6):414-418).

CpGJ-immunstimulerende oligonukleotider har ogsd blitt rapportert @ forsterke
effektene av adjuvanser i en vaksineinnstilling. Uten @ vaere bundet av teori
opptrer CpG-oligonukleotider ved &8 aktivere det medfgdte (ikke-adaptive)
immunsystemet via Toll-lignende reseptorer (TLR), hovedsakelig TLR9. CpG-
trigget TLR9-aktivering forbedrer antigenspesifikke humorale og celluleere
responser til en rekke forskjellige antigener, inkludert peptid- eller
proteinantigener, levende eller drepte virus, dendrittcellevaksiner, autologe
cellulzere vaksiner og polysakkaridkonjugater i bade profylaktiske og
terapeutiske vaksiner. Enda viktigere forbedrer det dendrittcelleutvikling og
differensiering, noe som resulterer i gkt aktivering av Ty;-celler og sterk
cytotoksisk T-lymfocyttgenerasjon (CTL-generasjon), selv i fraveer av CD4-T-
cellehjelpen. TH1l-avviket indusert ved TLR9-stimulering opprettholdes selv i
neerveer av vaksineadjuvanser sa som alum eller ufullstendig Freunds adjuvans
(IFA) som normalt fremmer et TH2-avvik. CpG-oligonukleotider viser enda stgrre
adjuvansaktivitet nar de formuleres eller ko-administreres med andre adjuvanser
eller i formuleringer s& som mikropartikler, nanopartikler, lipidemulsjoner eller
tilsvarende formuleringer, som er spesielt ngdvendig for & indusere en sterk
reaksjon nar antigenet er relativt svakt. De akselererer ogsa immunresponsen
og muliggjorde at antigendosene kunne reduseres med ca. to stgrrelsesordener,
med sammenlignbare antistoffresponser til fulldosevaksinen uten CpG i noen
forsgk (Arthur M. Krieg, Therapeutic potential of Toll-like receptor 9 activation,
Nature Reviews, Drug Discovery, 2006, 5, 471-484). U.S. pat. nr. 6,406,705 B1
beskriver den kombinerte anvendelsen av CpG-oligonukleotider, ikke-
nukleinsyreadjuvanser og et antigen for & indusere en antigenspesifikk
immunrespons. En kommersielt tilgjengelig CpG TLR9-antagonist er dSLIM
(dobbel stammelgkkeimmunomodulator) fra Mologen (Berlin, Tyskland), som er
en foretrukket komponent i den farmasgytiske sammensetningen ifglge den
foreliggende oppfinnelsen. Andre TLR-bindende molekyler s8 som RNA som
binder TLR 7, TLR 8 og/eller TLR 9 kan ogsa anvendes.
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Andre eksempler pd nyttige adjuvanser inkluderer, men er ikke begrenset til,
kjemisk modifiserte CpG-er (f.eks. CpR, Idera), Poly(I:C) (f.eks. polyI:C12U),
ikke-CpG-bakterielt DNA eller RNA, sa vel som immunoaktive sma molekyler og
antistoffer s som imidazoquinoliner, syklofosfamid, sunitinib, bevacizumab,
celebrex, NCX-4016, sildenafil, tadalafil, vardenafil, sorafinib, XL-999, CP-547632,
pazopanib, ZD2171, AZD2171, ipilimumab, tremelimumab og SC58175, som kan
opptre terapeutisk og/eller som en adjuvans. Mengdene og konsentrasjonene av
adjuvanser og additiver som er nyttige i sammenheng med den foreliggende

oppfinnelsen kan lett bestemmes av fagmannen uten ungdig eksperimentering.

Foretrukne adjuvanser er dSLIM, BCG, OK432, Imiquimod, resimiquimod,

GMCSF, interferon-alfa, PeviTer og JuvImmune eller kombinasjoner av disse.

I en foretrukket utfgrelsesform velges den farmasgytiske sammensetningen
ifolge oppfinnelsen adjuvansen fra gruppen som bestar av kolonistimulerende
faktorer, sa som granulocyttmakrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF,

sargramostim), imiquimod, resiquimod og interferon-alfa.

I en foretrukket utfgrelsesform ifglge den farmasgytiske sammensetningen ifglge

den foreliggende oppfinnelsen er adjuvansen Imiquimod eller resimiquimod.

Denne sammensetningen anvendes for parenteral administrering, sa som
subkutan, intradermal, intramuskulaer, intraperitoneal eller oral administrering.
For dette Igses peptidene og eventuelt andre molekyler opp eller suspenderes i en
farmasgytisk  akseptabel, fortrinnsvis vandig baerer. I tillegg kan
sammensetningen inneholde eksipienser, s& som buffere, bindemidler,
sprengningsmidler, fortynningsmidler, smaksstoffer, smgremidler osv. Peptidene
kan ogsa administreres sammen med immunstimulerende stoffer, s& som
cytokiner. En omfattende oversikt over eksipienser som kan anvendes i en slik
sammensetning kan for eksempel tas fra A. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 3. utg. 2000, American Pharmaceutical Association and pharmaceutical
press. Sammensetningen kan anvendes for en forebygging, profylakse og/eller

terapi av adenomatgse sykdommer eller kreftsykdommer, fortrinnsvis CRC.

Cytotoksiske T-celler (CTL-er) gjenkjenner et antigen i form av et peptid bundet

til et MHC-molekyl i stedet for det intakte fremmede antigenet i seg selv. MHC-
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molekylet i seg selv er lokalisert pa celleoverflaten av en antigenpresenterende
celle. Dermed er en aktivering av CTL-er bare mulig hvis et trimert kompleks av
peptidantigen, MHC-molekyl og APC er til stede. Tilsvarende kan det styrke
immunresponsen hvis ikke bare peptidet anvendes for aktivering av CTL-er, men

hvis i tilegg APC-er med det respektive MHC-molekylet tilsettes.

I en foretrukket utfgrelsesform inneholder den farmasgytiske sammensetningen

ifglge den foreliggende oppfinnelsen i tillegg til minst en antigenpresenterende celle.

Den antigenpresenterende cellen (eller stimulatorcellen) har vanligvis et
molekyl av MHC-klasse I eller II pa overflaten sin, og i en utfgrelsesform er den
i det vesentlige ute av stand til selv & laste molekylet av MHC-klasse I eller II
med det valgte antigenet. Slik det er beskrevet mer detaljert nedenfor, kan

molekylet av MHC-klasse I eller II lett lastes med det valgte antigenet in vitro.

Fortrinnsvis mangler eller har pattedyrcellen et redusert niva eller redusert funksjon
av TAP-peptidtransportgren. Egnede celler som mangler TAP-peptidtransportgren
inkluderer T2, en human cellelinje med mangelfull peptidbinding som er tilgjengelig
fra American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland
20852, USA under katalog nr. CRL 1992; TAP-manglende cellelinjer s3 som T2 kan
anvendes som APC-er, og pa grunn av mangelen av TAP vil nesten alle peptider
som presenteres av MHC-klasse I vaere peptidene under granskning som anvendes
for eksternt & laste molekylene av den tomme MHC-klassen I av disse cellelinjene,

og dermed vil alle effektene klart skyldes de anvendte peptidene.

Fortrinnsvis er de antigenpresenterende cellene dendrittceller. Hensiktsmessig er
dendrittcellene autologe dendrittceller som pulses med et antigent peptid. Det
antigene peptidet kan vaere hvilket som helst egnet antigent peptid som gir opphav
til en passende T-cellerespons. T-celleterapi som anvender autologe dendrittceller
pulsert med peptider fra et tumorforbundet antigen er offentliggjort i Murphy et al
(1996) The Prostate 29, 371-380, and Tjua et al (1997) The Prostate 32, 272-278.

I en foretrukket utfgrelsesform ifglge den foreliggende oppfinnelsen vil dermed
den farmasgytiske sammensetningen inneholdende minst én
antigenpresenterende celle pulses eller lastes med peptidet, for eksempel ved

fremgangsmaten ifslge eksempel 4.
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Som et alternativ omfatter den antigenpresenterende cellen en
uttrykkingskonstruksjon som koder for peptidet. Polynukleotidet kan veere
hvilket som helst egnet polynukleotid og det foretrekkes at det er i stand til &
transdusere dendrittcellen, og dermed resultere i fremstillingen av et peptid og

induksjon av immunitet.

Hensiktsmessig kan en nukleinsyre ifglge oppfinnelsen omfattes i et viralt
polynukleotid eller virus. For eksempel har adenovirustransduserte dendrittceller
vist seg & indusere antigenspesifikk antitumorimmunitet i forhold til MUC1 (se Gong
et al (1997) Gene Ther. 4, 1023-1028). P3 lignende mate kan det anvendes
adenovirusbaserte systemer (se for eksempel Wan et al (1997) Hum. Gene Ther. 8,
1355-1363); og retrovirale systemer (Specht et al (1997) J. Exp. Med. 186, 1213-
1221 og Szabolcs et al (1997) Blodpartikkelformidlet overfgring til dendrittceller kan
ogsa anvendes (Tuting et al (1997) Eur. J. Immunol. 27, 2702-2707); og RNA kan
ogsa anvendes (Ashley et al (1997) J. Exp. Med. 186, 1177 1182).

Generelt kan en farmasgytisk sammensetning ifglge oppfinnelsen som inneholder
(a) nukleinsyre(r) ifglge oppfinnelsen administreres pa lignende mate som de som
inneholder peptidet/peptidene ifglge oppfinnelsen, f.eks. intravengst, intraarterielt,
intraperitonealt, intramuskulaert, intradermalt, intratumoralt, oralt, dermalt,

nasalt, bukkalt, rektalt, vaginalt, ved innanding, eller ved topisk administrering.

Som fglge av unnvikelsesmekanismer utvikler en tumor ofte resistens mot
legemidlet den behandles med. Legemiddelresistensen kan oppsta under
behandling og manifesterer seg selv i metastaser og tilbakevendende tumorer. For
& unngd en slik legemiddelresistens behandles en tumor ofte med en kombinasjon
av legemidler og metastaser og tumorer som vender tilbake etter en sykdomsfri
periode krever ofte en annen kombinasjon. Den farmasgytiske sammensetningen
kan administreres i kombinasjon med et andre antikreftmiddel. Det andre midlet
kan administreres fgr, etter eller samtidig med den farmasgytiske
sammensetningen ifglge oppfinnelsen. En samtidig administrering kan f.eks.
oppnds ved & blande den farmasgytiske sammensetningen med det andre
antikreftmidlet hvis kjemiske egenskaper er kompatible. En annen samtidig
administreringsmate er administreringen av sammensetningen og antikreftmidlet
p& den samme dagen uavhengig av administreringsveien, slik at den
farmasgytiske sammensetningen ifglge oppfinnelsen f.eks. kan injiseres mens det

andre antikreftmidlet for eksempel gis oralt. Den farmasgytiske sammensetningen
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og andre antikreftmidlet kan ogsd administreres i det samme behandlingsforigpet,

men pa forskjellige dager, og/eller innen separate behandlingslgp.

Det er beskrevet en fremgangsmate for & behandle eller forebygge en kreft hos en
pasient omfattende administrering til pasienten av en terapeutisk effektiv mengde

av hvilken som helst av de farmasgytiske sammensetningene ifglge oppfinnelsen.

En terapeutisk effektiv mengde vil veere en mengde som er tilstrekkelig til &
indusere en immunrespons, saerlig en aktivering av en underpopulasjon av CTL-er.
En fagmann innen teknikken kan lett bestemme hvorvidt en mengde er effektiv
ved hjelp av standard immunologiske fremgangsmater, sa& som de som
tilveiebringes i eksemplene i de foreliggende spesifikasjonene. En annen mate a
overvake effekten av en viss mengde av den farmasgytiske sammensetningen pa

er 3 observere veksten av den behandlede tumoren og/eller dens tilbakevending.

I en spesielt foretrukket utfgrelsesform ifglge den foreliggende oppfinnelsen

anvendes den farmasgytiske sammensetningen som en anti-kreftvaksine.

Sammensetningen som inneholder peptider kan ogsd utgjgre en tumor- eller
kreftvaksine. Den kan administreres direkte til pasienten, inn i det pavirkede
organet eller systemisk, eller pafgres ex vivo til celler avledet fra pasienten
eller en human cellelinje som deretter administreres til pasienten, eller
anvendes in vitro for 3 velge en underpopulasjon fra immunceller avledet fra

pasienten, som deretter administreres pa nytt til pasienten.

Sammensetningen ifslge oppfinnelsen kan anvendes i en fremgangsmate for
behandling av, eller anvendes som en vaksine mot kreft. Kreftformen kan veaere
kreft i munnhulen og svelget, kreft i fordgyelseskanalen, kreft i tykktarmen,
rektum og anus, kreft i luftrgret, brystkreft, livmorhalskreft, vagina og vulva,
livmor- og eggstokkreft, kreft i det mannlige kjgnnsorganet, kreft i urinveiene,
kreft i benet og mykt vev, og Kaposis sarkom, melanom i huden, gyemelanom og
ikke-melanomgyekreft, kreft i hjernen og sentralnervesystemet, kreft i
skjoldbruskkjertelen og andre endokrine kjertler, Hodgkins lymfom, ikke-Hodgkins
lymfom, og myelom, fortrinnsvis nyrekreft, kolorektalkreft, lungekreft, brystkreft,
kreft i bukspyttkjertelen, prostatakreft, magekreft, kreft i hjernen, GIST eller

glioblastom, fortrinnsvis hjernetumorer og enda mer foretrukket glioblastomer.
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I den mest foretrukne utfgrelsesformen av fremgangsmaten for behandling eller
vaksine ifglge oppfinnelsen er vaksinen en tumorvaksine av flere peptider for
behandling av GBM. Vaksinen omfatter et peptid som bestdr av
aminosyresekvensen til SEQ ID NO 2, og et peptid som bestar av
aminosyresekvensen til SEQ ID NO 3, og eventuelt minst ett ytterligere peptid
som bestdr av en aminosyresekvens valgt fra gruppen som bestar av SEQ ID NO
1 og SEQ ID NO 4 til SEQ ID NO 12 som er plassert og har blitt identifisert pa
primeere glioblastomceller. Dette settet inneholder peptider av HLA-klasse I og
klasse II. Peptidsettet kan ogsa inneholde minst ett peptid, s8 som fra HBV-
kjerneantigenet, anvendt som et positivt kontrollpeptid som tjener som
immunmarkgr for 8 teste effektiviteten av den intradermale administreringen. I
en spesiell utfgrelsesform bestar vaksinen av 14 individuelle peptider (ifslge SEQ
ID No. 1 til SEQ ID No. 12) med mellom ca. 1 500 ug til 75 pg, foretrukket
mellom ca. 1 000 ug til ca. 750 pg, og mer foretrukket mellom ca. 500 pg til ca.
600 pg, og mest foretrukket ca. 578 pg av hvert peptid, som alle kan renses ved
hjelp av HPLC og ionebytterkromatografi og viser seg som et hvitt til offwhite
pulver. Lyofilisatet Igses fortrinnsvis opp i natriumhydrogenkarbonat, og
anvendes for intradermal injeksjon i Igpet av 30 min etter rekonstituering ved
romtemperatur. Ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan foretrukne mengder av
peptider variere mellom ca. 0,1 og 100 mg, fortrinnsvis mellom ca. 0,1 til 1 mg,
og mest foretrukket mellom ca. 300 til 800 pg per 500 pl Igsning. I dette
dokumentet skal uttrykket «ca.» bety +/- 10 prosent av den gitte verdien, hvis
ikke annet er oppgitt. Fagpersonen vil vaere i stand til & justere den faktiske
mengden av peptidet som skal anvendes basert pa flere faktorer, s som for
eksempel immunstatusen hos den individuelle pasienten og/eller mengden av
TUMAP som presenteres i en bestemt type kreft. Peptidene ifglge den
foreliggende oppfinnelsen kan tilveiebringes i andre egnede former (sterile

Igsninger osv.) i stedet for et lyofilisat.

De farmasgytiske sammensetningene omfatter peptidene, enten i fri form eller

i form av et farmasgytisk akseptabelt salt.

Som anvendt i dette dokumenterte refererer et «farmasgytisk akseptabelt salt» til
et derivat av de offentliggjorte peptidene, der peptidet modifiseres ved & lage
syre- eller basesalter av midlet. For eksempel fremstilles sure syresalter fra den
frie basen (vanligvis der den ngytrale formen av legemidlet har en ngytral-NH2-

gruppe) som involverer reaksjon med en egnet syre. Egnede syrer for fremstilling
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av syresalter inkluderer bade organiske syrer, f.eks. eddiksyre, propionsyre,
glykolsyre, pyrodruesyre, oksalsyre, eplesyre, malonsyre, ravsyre, maleinsyre,
fumarsyre, vinsyre, sitronsyre, benzosyre syre, kanelsyre, mandelsyre,
metansulfonsyre, etansulfonsyre, p-toluensulfonsyre, salicylsyre, og lignende, s&
vel som uorganiske syrer, f.eks. saltsyre, hydrobromsyre, svovelsyre,
salpetersyre, fosforsyre og lignende. Omvendt fremstilles preparatet av basiske
salter av syregrupper som kan veere til stede pd et peptid ved anvendelse av en
farmasgytisk akseptabel base, s& som natriumhydroksid, kaliumhydroksid,

ammoniumhydroksid, kalsiumhydroksid, trimmetylamin eller lignende.

I en spesielt foretrukket utfgrelsesform omfatter de farmasgytiske
sammensetningene peptidene som salter av eddiksyre (acetater), ammonium

eller saltsyre (klorider).

I en annen utfgrelsesform kan en farmasgytisk sammensetning ifglge den
foreliggende oppfinnelsen inkludere sukkerarter, sukkeralkoholer, aminosyrer
s& som glycin, arginin, glutaminsyre og andre som rammeverksdanner.
Sukkerne kan veere mono-, di- eller trisakkarid. Disse sukkerartene kan
anvendes alene, sd vel som i kombinasjon med sukkeralkoholer. Eksempler pa
sukkere inkluderer glukose, mannose, galaktose, fruktose eller sorbose som
monosakkarider, sakkarose, laktose, maltose eller trehalose som disakkarider
og raffinose som et trisakkarid. En sukkeralkohol kan for eksempel veere
mannitose. Foretrukne bestanddeler er sakkarose, laktose, maltose, trehalose,

mannit og/eller sorbitt, og mer foretrukket, mannitol.

Videre kan farmasgytiske sammensetninger ifglge den foreliggende
oppfinnelsen inkludere fysiologisk godt tolererte eksipienser (se Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 5. utg., redigert av Raymond Rowe, Paul Sheskey
and Sian Owen, Pharmaceutical Press (2006)), s& som antioksidanter som
askorbinsyre eller glutation, konserveringsmidler s& som fenol, m-kresol,
metyl- eller propylparaben, klorbutanol, tiomersal eller benzalkoniumklorid,
stabilisator, rammeverksdanner s3 som sakkarose, laktose, maltose, trehalose,
mannitose, mannit og/eller sorbitt, mannit og/eller laktose og Igsningsmiddel
sa som polyetylenglykoler (PEG), dvs. PEG 3000, 3350, 4000 eller 6000, eller
syklodekstriner, dvs. hydroksypropyl-B-syklodekstrin, sulfobutyletyl-B-
syklodekstrin eller y-syklodekstrin eller dekstraner eller poloksaomerer, dvs.

poloksaomer 407, poloksamer 188 eller Tween 20, Tween 80. I en foretrukket
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utfgrelsesform inkluderer farmasgytiske sammensetninger ifglge den
foreliggende oppfinnelsen en eller flere godt tolererte eksipienser, valgt fra

gruppen bestdende av antioksidanter, rammeverksdannere og stabilisator.

Det akseptable pH-omradet er pH 2 - 12 for intravengs og intramuskulaer
administrering, men subkutant reduseres omradet til 2,7 - 9,0 ettersom raten
av in vivo-fortynningen reduseres og gir et stgrre potensiale for bestrdling pa
injeksjonssetet. Strickley Robert G., Pharm. Res., 21, NO:2, 201 - 230 (2004).

Det farmasgytiske preparatet ifglge den foreliggende oppfinnelsen omfattende
peptider ifglge oppfinnelsen administreres til en pasient som lider av en adenomatgs
eller cancergs sykdom som er forbundet med det respektive peptidet eller

antigenet. Ved & gjgre dette kan det trigges en T-celleformidlet immunrespons.

En farmasgytisk sammensetning ifglge oppfinnelsen er foretrukket, der
mengdene av (spesielt tumorassosierte) peptider ifglge oppfinnelsen som er til

stede i sammensetningen er vev-, kreft- og/eller pasientspesifikk.

En nukleinsyrevaksine er beskrevet. Det er kjent at inokulering med en
nukleinsyrevaksine, s som en DNA-vaksine, som koder for et polypeptid giren T-
cellerespons. Det kan administreres direkte til pasienten, inn i det pavirkede
organet eller systemisk, eller p&fgres ex vivo til celler avledet fra pasienten eller
en human cellelinje som deretter administreres til pasienten, eller anvendes in
vitro for & velge en underpopulasjon fra immunceller avledet fra pasienten, som
deretter administreres pd nytt til pasienten. Hvis nukleinsyren administreres til
celler in vitro, kan det veere nyttig for cellene som skal transfekteres, for &
kouttrykke immunstimulerende cytokiner, som for eksempel interleukin-2 eller
GM-CSF. Nukleinsyren(e) kan vaere i det vesentlige ren(e), eller kombineres med
et immunstimulerende adjuvans, eller anvendes i kombinasjon med
immunstimulerende cytokiner, eller administreres sammen med et passende
leveringssystem, for eksempel liposomer. Nukleinsyrevaksinen kan o0gsa
administreres med en adjuvans, s&8 som de som er beskrevet for peptidvaksiner

ovenfor. Det er foretrukket hvis nukleinsyrevaksinen administreres uten adjuvans.

Polynukleotidet kan veere i det vesentlige rent eller inneholdes i en egnet
vektor eller leveringssystem. Egnede vektorer og leveringssystemer inkluderer

de virale, s8 som systemer basert pa adenovirus, vaccinia-virus, retrovirus,
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herpesvirus, adenoassosiert virus eller hybrider som inneholder elementer av
mer enn ett virus. Ikke-virale leveringssystemer inkluderer kationiske lipider og
kationiske polymerer som er godt kjente i teknikken av DNA-levering. Fysisk
levering, som for eksempel via en «genpistol», kan ogsa anvendes. Peptidet
eller peptid kodet av nukleinsyren kan veere et fusjonsprotein, for eksempel

med en epitop fra tetanustoksoid som stimulerer CD4-positive T-celler.

Enhver nukleinsyre som administreres til pasienten er hensiktsmessig steril og
pyrogenfri. Nakent DNA kan gis intramuskulaert eller intradermalt eller
subkutant. Nukleinsyren kan hensiktsmessig omfatte enhver egnet
nukleinsyreleveringsanordning. Nukleinsyren, fortrinnsvis DNA, kan o0gsa
leveres i et liposom eller som del av et viralt vektorleveringssystem. Det er
foretrukket hvis nukleinsyrevaksinen, s& som DNA-vaksine, administreres inn i
muskelen, samtidig som peptidvaksinene fortrinnsvis administreres s.c. eller

i.d. Det er ogsa foretrukket hvis vaksinen administreres inn i huden.

Det antas at opptaket av nukleinsyren og uttrykkingen av det kodede
polypeptidet ved profesjonelle antigenpresenterende celler, s& som dendrittceller
kan vaere mekanismen for priming av immunresponsen; dendrittceller kan
imidlertid ikke transfekteres, men er fortsatt viktige siden de kan plukke opp
uttrykt peptid fra transfekterte celler i vevet (f.eks. «kryss-priming», Thomas
AM, Santarsiero LM, Lutz ER, Armstrong TD, Chen YC, Huang LQ, Laheru DA,
Goggins M, Hruban RH, Jaffee EM. Mesothelin-specific CD8(+) T cell responses
provide evidence of in vivo cross-priming by antigen-presenting cells in
vaccinated pancreatic cancer patients. J Exp Med. 2004 Aug 2; 200(3):297-306).

Polynukleotidformidlet immuniseringsterapi av kreft er beskrevet i Conry et al
(1996) Seminars in Oncology 23, 135-147; Condon et al (1996) Nature
Medicine 2, 1122-1127; Gong et al (1997) Nature Medicine 3, 558-561; Zhai et
al (1996) J. Immunol. 156, 700-710; Graham et al (1996) Int ]J. Cancer 65,
664-670; og Burchell et al (1996) 309-313 In: Breast Cancer, Advances in
biology and therapeutics, Calvo et al (red.), John Libbey Eurotext, som alle

innfgres i dette dokumentet ved referanse i sin helhet.

Det kan ogsa veere nyttig til & malrette vaksinen til spesifikke cellepopulasjoner,
for eksempel antigenpresenterende celler, enten ved injeksjonssetet, ved

anvendelse av malrettingsvektorer og leveringssystemer, eller selektiv rensing



10

15

20

25

30

35

55

av en slik cellepopulasjon fra pasienten og ex vivo-administrering av peptidet
eller nukleinsyren (f.eks. kan dendrittceller sorteres som beskrevet i Zhou et al
(1995) Blood 86, 3295-3301; Roth et al (1996) Scand. J. Immunology 43, 646-
651). For eksempel kan mélrettingsvektorer omfatte en vev- eller tumorspesifikk

promotor som dirigerer uttrykkingen av antigenet ved et egnet sted.

Til slutt kan vaksinen ifglge oppfinnelsen avhenge av den spesifikke krefttypen
som pasienten som skal behandles lider av samt status for sykdommen,
tidligere behandlingsregimer, immunstatusen til pasienten, og, selvfglgelig,
HLA-haplotypen til pasienten. Dessuten kan vaksinen ifglge oppfinnelsen
inneholde individuelle komponenter, ifglge personlige behov til den bestemte
pasienten. Eksempler er forskjellige mengder av peptider ifglge uttrykkingen av
de relaterte TAA-ene hos den bestemte pasienten, ugnskede bivirkninger pa
grunn av personlige allergier eller andre behandlinger, og justeringer for

sekundeaere behandlinger etter en fgrste runde eller behandlingsplan.

I tillegg til 8 vaere nyttige for behandling av kreft, beskrives peptidene ifglge den
foreliggende oppfinnelsen som diagnostikk. Ettersom peptidene ble generert fra
glioblastom og siden det ble bestemt at disse peptidene ikke er til stede i normale

vev, kan disse peptidene anvendes til & diagnostisere naerveeret av en kreftform.

Nzerveeret av peptidene pa vevsbiopsier kan hjelpe en patolog i diagnostisering av
kreften. Detektering av visse peptider ved hjelp av antistoffer, massespektrometri
eller andre fremgangsmater som er kjent innen teknikken kan fortelle patologen at
vevet er malignt eller betent eller generelt sykt. Et naerveer av grupper av peptider

kan muliggjgre klassifisering eller underklassifisering av sykt vev.

Detekteringen av peptidene pa en syk vevsprgve kan muliggjgre beslutningen
om fordelen ved terapier som involverer immunsystemet, spesielt hvis T-
lymfocytter er kjent for eller ventes & involveres i virkningsmekanismen. Tap
av MHC-uttrykkingen er en godt beskrevet mekanisme som fgrer til at infiserte
celler eller kreftceller unnslipper immunovervdkning. Dermed viser naerveeret

av peptidene at denne mekanismen ikke utnyttes av de analyserte cellene.

Peptidene kan anvendes til 8 analysere lymfocyttresponser mot slike peptider,
s@ som T-celleresponser eller antistoffresponser mot peptidene eller peptidene

kompleksert til MHC-molekyler. Disse lymfocyttresponsene kan anvendes som
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prognostiske markgrer for vedtak om ytterligere terapitrinn. Disse responsene
kan ogsé anvendes som surrogatmarkgrer i immunterapitilneerminger som tar
sikte pd & indusere lymfocyttresponser pa forskjellige mater, f.eks. vaksinasjon
av protein, nukleinsyrer, autologe materialer, adoptiv overfgring av
lymfocytter. I genterapisettinger kan lymfocyttresponser mot peptidene ifglge
den foreliggende oppfinnelsen tas i betraktning ved vurderingen av
bivirkninger. Overvaking av lymfocyttresponser kan ogsa vaere et verdifullt
verktgy for oppfglgende undersgkelser av transplantasjonsterapier, f.eks. for

detekteringen av transplantat-mot-vert- og vert-mot-transplantat-sykdommer.

Det er beskrevet et sett omfattende (a) en beholder som inneholder en
farmasgytisk sammensetning som beskrevet ovenfor, i Igsning eller i lyofilisert
form; (b) eventuelt en andre beholder som inneholder et fortynningsmiddel
eller rekonstituering av Igsningen for den lyofiliserte formuleringen; og (c)
eventuelt, instruksjoner for (i) anvendelse av Igsningen eller (ii)
rekonstituering og/eller anvendelse av den lyofiliserte formuleringen. Settet
kan videre omfatte en eller flere av (iii) en buffer, (iv) et fortynningsmiddel, (v)
et filter, (vi) en ndl, eller (v) en sproyte. Beholderen er fortrinnsvis en flaske,
en ampulle, en sprgyte eller prgvergr; og den kan veere en flerbruksbeholder.

Den farmasgytiske sammensetningen er fortrinnsvis lyofilisert.

Sett omfatter fortrinnsvis en lyofilisert formulering ifglge den foreliggende
oppfinnelsen i en egnet beholder og instruksjoner for sin rekonstituering og/eller
anvendelse. Egnede beholdere inkluderer for eksempel flasker, ampuller (f.eks.
ampuller med to kammer), sprgyter (for eksempel sprgyter med to kammer) og
provergr. Beholderen kan dannes fra en rekke forskjellige materialer s& som glass
eller plast. Fortrinnsvis inneholder settet og/eller beholderen instruksjoner om
eller tilknyttet beholderen som indikerer retninger for rekonstituering og/eller
anvendelse. For eksempel kan etiketten indikere at den lyofiliserte formuleringen
skal rekonstitueres til peptidkonsentrasjoner som beskrevet ovenfor. Etiketten kan

videre indikere at formuleringen er nyttig eller ment for subkutan administrering.

Beholderen som holder formuleringen kan vaere en flerbruksampulle, som gir
mulighet for gjentatte administreringer (f.eks. fra 2-6 administreringer) for den
rekonstituerte formuleringen. Settet kan videre omfatte en andre beholder

omfattende et egnet fortynningsmiddel (f.eks. natriumbikarbonatlgsning).
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Ved blanding av fortynningsmidlet og den lyofiliserte formuleringen er den endelige
peptidkonsentrasjonen i den rekonstituerte formuleringen fortrinnsvis minst
0,15 mg/ml/peptid (= 75 ug) og fortrinnsvis ikke mer enn 3 mg/ml/peptid (=
1 500 ug). Settet kan videre inkludere andre materialer gnskelig fra et kommersielt
synspunkt og brukersynspunkt, inklusive andre buffere, fortynningsmidler, filtere,

kanyler, sprgyter, og pakkeinnlegget med instruksjoner for bruk.

Settene kan ha en enkelt beholder som inneholder formuleringen av de
farmasgytiske sammensetningene ifglge den foreliggende oppfinnelsen med
eller uten andre komponenter (f.eks. andre forbindelser eller farmasgytiske
sammensetninger av disse andre forbindelsene) eller kan ha en distinkt

beholder for hvert komponent.

Sett inkluderer fortrinnsvis en formulering ifglge oppfinnelsen pakket for anvendelse
i kombinasjon med ko-administreringen av en andre forbindelse (s& som adjuvanser
(f.eks. GM-CSF), et kjemoterapeutisk middel, et naturprodukt, et hormon eller
antagonist, et anti-angiogenesemiddel eller hemmer, et apoptoseinduserende
middel eller en chelator) eller en farmasgytisk sammensetning av disse.
Komponentene i settet kan forhandskompleksdannes eller hver komponent kan
veaere i en separat distinkt beholder fgr administrering til en pasient. Komponentene
i settet kan tilveiebringes i en eller flere flytende Igsninger, fortrinnsvis, en vandig
lgsning, mer foretrukket, en steril vandig I@sning. Komponentene i settet kan ogsa
tilveiebringes som faststoffer, som kan omdannes til vaesker ved tilsetning av

egnede lgsningsmidler, som fortrinnsvis tilveiebringes i en annen distinkt beholder.

Beholderen av et terapeutisk sett kan veere en ampulle, reagensrgr, kolbe,
flaske, sprgyte eller p& annen mate omslutte et faststoff eller vaeske. Vanligvis,
nar det er mer enn en komponent, vil settet inneholde en andre ampulle eller
annen beholder, som muliggjgr separat dosering. Settet kan ogsa inneholde en
annen beholder for en farmasgytisk akseptabel vaeske. Fortrinnsvis vil et
terapeutisk sett inneholde en anordning (f.eks. en eller flere naler, sproyter,
gyedryppere, pipette osv.), som muliggjgr administrering av midlene ifglge

oppfinnelsen, som er komponenter av det foreliggende settet.

Den farmasgytiske formuleringen ifglge den foreliggende oppfinnelsen er en
som er egnet for administrering av peptidene ved hvilken som helst akseptabel

vei som for eksempel oralt (enteral), nasalt, oftalt, subkutant, intradermalt,
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intramuskulaert, intravengst eller transdermalt. Fortrinnsvis er administreringen

s.c., og mest foretrukket i.d. Administreringen kan vaere ved infusjonspumpe.

Oppfinnelsen vil na bli beskrevet i naermere detalj ved henvisning til de fglgende
figurene, sekvenslisten og eksemplene. De fglgende eksemplene tilveiebringes

kun for illustrerende formal og er ikke ment 8 begrense oppfinnelsen.
Kort beskrivelse av figurene

Figur 1: Tetrameranalyse av mikrosfaeredrevet proliferasjon av CSP-001- og
NLGN4X-001-spesifikke CD8-positive lymfocytter fra perifert blod fra en frisk
donor. 1 x 10° CD8-positive berikede PBMC-er per brgnn ble stimulert ukentlig
med mikrosfaerer koplet til anti-CD28 pluss hgytetthetstumorantigen
A*0201/CSP-001 (venstre panel) eller anti-CD28 pluss hgytetthetstumorantigen
A*0201/NLGN4X-001 (hgyre panel). Etter tre stimuleringer in vitro ble alle
cellene farget med antistoff CD8 FITC, og fluoresceinmerkede tetramerer
A*0201/ CSP-001 og A*0201/ NLGN4X-001. Cellene sorteres pd CD8-positive
lymfocytter; tallene representerer prosentandelen av celler i den indikerte
kvadranten mellom CD8-positive lymfocytter.

Figur 2: Affinitet av peptider av HLA-klasse I ifglge oppfinnelsen til MHC-
molekylet kodet av HLA-A*0201-allelet. Dissosiasjonskonstantene (Kp) av
TUMAP-er av IMA950 HLA-klasse I, kontrollpeptidene IMA-MUC-001
(mellomliggende bindemiddel) og viralmarkgrpeptidet HBV-001 (sterk
bindemiddel) ble malt med en ELISA-basert MHC-omfoldingsanalyse. Analysen
ble gjentatt tre ganger med lignende resultater.

Figur 3: Relativ in vitro-binding av IMA-BIR-002 og IMA-MET-005 avledet 15-merer
til de hyppigste HLA-DR-allelene. Den Prolmmune REVEAL™-teknologien benytter in
vitro HLA-DR-sammenstillingsanalyser for a8 fastsld assosiasjonshastighetene for
MHC-en: peptidkomplekset er i hgy grad bestemmende for bindingskonstanten til
individuelle peptider. Analysen ble utfgrt ved Prolmmune (Oxford, UK). P3 et
fastsatt tidspunkt ble mengden av intakte MHC:peptidkomplekser malt og
sammenlignet med mengden for en bestatt/ikke-bestatt kontroll (relativt svakt
bindemiddel). Et sterkt, promiskugst HLA-DR-bindemiddel inngdr som positiv
kontroll. Verdiene indikerer mengden binding for de individuelle peptidene og HLA-
DR-molekylene i forhold til bestdtt/ikke bestdtt-kontrollen. Ettersom REVEAL™-
teknologien begrenses til 15-merer, ble to overlappende 15-merer (posisjon 2-16;
6-20) testet i stedet for full-lengde MET-005.
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Figurene 4a og 4b viser nezervaeret av PSMA- og Survivin-spesifikke IFNy-
utskillende CD4-positive T-celler i perifere blodmononuklezere celler (PBMC) fra
forskjellige tidspunkter av en vaksinert pasient som ble bestemt ved hjelp av
en IFNy-EliSpot. Tidspunkter: forhandsvaksinering (a) og etter 3.(b), 6.(c),
7.(d), 8.(e), 9.(f), 10.(g), 11.(h) vaksinasjon.

Figur 5 viser naerveeret av Survivin-spesifikke IFNy-, IL-5, IL-10, TNFa-
utskillende CD4-positive T-celler i PBMC fra tre forskjellige tidspunkter av en
vaksinert pasient som ble bestemt via den intracellulaere fargingsanalysen
(ICS). Tidspunkter: etter 1.(a), 3.(b), 7.(c), vaksinasjon.

Eksempler

1. Syntese

Peptidene ble syntetisert ved hjelp av standard og godt etablert
fastfasesyntese ved anvendelse av Fmoc-kjemi. Etter rensing ved preparativ
HPLC ble ionebytterprosedyren utfgrt for & innfgre fysiologisk kompatible
motioner (for eksempel acetat, ammonium eller klorid). Til slutt ble hvite til
off-white faststoffer oppnadd etter lyofilisering. Alle TUMAP-ene administreres

fortrinnsvis som acetatsalter, andre saltformer er ogsa mulige.

Det er viktig at identiteten og renheten av peptidene kan bestemmes enkelt og
med stor ngyaktighet ved hjelp av massespektrometri, aminosyreanalyse og
analytisk HPLC. Ifglge de analytiske resultatene viser alle peptidene som

anvendes for IMA950-vaksinen den korrekte strukturen med renheter > 95 %.

Tabell 5: Fysiko-kjemiske egenskaper av peptider i IMA950

Peptidlengde )
. . Fysisk .
Nr. |Peptid-ID (nr. amino- Saltform " Hygroskopisitet
orm
syrer)
1 CSP-001 9 acetat Hvitt til |Lagret som
off- lyofilisert pulver.
2 FABP7-001 9 acetat
white Lyofiliserte peptider
3 NLGN4X-001 |9 acetat lyofilisat | har det vanligvis.

4 TNC-001 9 acetat
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Peptidlengde
P 9 Fysisk

Nr. | Peptid-ID (nr. amino- Saltform form Hygroskopisitet
syrer)
5 NRCAM-001 9 acetat
6 IGF2BP3-001 |9 acetat Hygroskopiske
7 |BCA-002 9 acetat egenskaper
8 MET-005 17 acetat
9 PTP-003 9 acetat/
ammonium
10 |PTP-005 9 acetat
11 |CHI-001 9 acetat
12 |BIR-002 15 acetat
13 |(HBV-001) 10 acetat

2. Komponenter av den eksempelvise farmasgytiske sammensetningen
IMA950

IMA950 settes sammen av en cocktail av syntetiske tumorassosierte peptider
(TUMAP-er) hvorav de fleste har blitt identifisert p@ primaere kolorektale
kreftceller. TUMAP-ene inkluderer 10 bindingspeptider av HLA-klasse I med evnhen
til & aktivere cytotoksiske T-celler (CD8-positive T-celler), 1 bindingspeptid av
HLA-klasse II med evne til & aktivere T-hjelperceller (CD4-positive T-celler), og 1
langstrakt bindingspeptid av HLA-klasse 1 med begge kapasitetene. T-hjelperceller
spiller en avgjgrende rolle i 8 behjelpe funksjonen av cytotoksiske T-celler ved &
frigjore cytokiner som gker dreperfunksjonen av CD8-positive T-celler og kan ogsa
virke direkte mot tumorceller (Knutson and Disis, 2005). I tillegg til disse 12
TUMAP-ene inneholder IMA950 et viruskontrollpeptid.

Prgver fra kirurgisk fjernede maligne og normale vev fra GBM-pasienter, og

blod fra friske donorer ble analysert pa en trinnvis tilnaerming:

Forst ble genombred mRNA-uttrykkingsanalyse av mikromatriser anvendt til a

identifisere gener overuttrykt i det maligne vevet sammenlignet med en rekke
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normale organer og vev. I et andre trinn ble HLA-ligander fra det maligne
materialet identifisert ved massespektrometri. Deretter ble identifiserte HLA-
ligander sammenlignet med genuttrykkingsdataene. Peptider kodet av selektivt
uttrykte eller overuttrykte gener som detektert i trinn 1 ble ansett som egnede

kandidat-TUMAP-er for en vaksine med flere peptider.

Et litteratursgk ble utfgrt for & identifisere ytterligere bevis som stgtter

relevansen av de identifiserte peptidene som TUMAP-er.

Til slutt ble perifere CD8-positive T-celler fra friske individer testet for
reaktivitet mot de tumorassosierte HLA-ligandene ved hjelp av flere

immunanalyser (T-celleanalyser in vitro).
Tabell 3: IMA950 TUMAP-sammensetning

IMA950 inneholder 10 HLA-A*02-bindende peptider (klasse I), 1 HLA-DR-
bindingspeptid (klasse II), og 1 langstrakt HLA-A*02-peptid. I tillegg vil
virusmarkgrpeptidet HBV-001 inkluderes som ikke er oppfagrt her.

Tabell 6: Funksjoner av proteinene, TUMAP-ene avledes fra

TUMAP ID |[Navn Funksjon / Kommentarer
HLA-A*02 TUMAP-er

BCA-002 |Brevican Hjernespesifikt ECM-molekyl involvert
i invasjon; overuttrykt og spesifikt
deglykosylert i gliom;
stamcellenisjeforbundet.

CHI-001 |Kitinase 3-lignende 2 Ekstracellulzert protein med uklar
funksjon; hgyt overuttrykt i glioblastom.

CSP-001 |Kondroitinsulfatproteoglykan 4 ' Transmembrant proteoglykan, rolle i
neovaskularisering; overuttrykt av
tumorceller og pericytter pa

blodkarene av maligne hjernetumorer.
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TUMAP ID |Navn

HLA-A*02 TUMAP-er

FABP7-
001

Fettsyrebindende protein 7,

hjerne

IGF2BP3- |Insulinlignende vekstfaktor-

001 2-mRNA-bindingsprotein 3

NLGN4X- |Neuroligin 4, X-bundet
001

NRCAM- |Nevronalt

001 celleadhesjonsmolekyl
PTP-003 |Proteintyrosinfosfatase,
PTP-005 reseptortype, Z-polypeptid 1
TNC-001 Tenascin C

HLA-DR TUMAP

Funksjon / Kommentarer

Cytoplasmisk protein involvert i
fettsyremetabolisme; forbundet med
gkt bevegelighet av GBM-celler i
omgivende vev og med kort

overlevelse; hgyt overuttrykt i GBM.

Funksjon i mRNA-omsetning og
translasjonell kontroll; onkofgtalt
protein; beskrevet som overuttrykt i
mange kreftformer der det er

forbundet med darlig overlevelse.

Celleadhesjonsmolekyl; lite litteratur;
svaert immunogent; hgy
overuttrykking i GBM og GIST; rolle i

invasjon og tumorigenese.

Involvert i
betakateninsignalreaksjonsveien;
viktig rolle i invasjon, tumorvekst og
tumorigenese; hgye uttrykkingsnivaer

korreleres til darlig overlevelse.

Transmembranprotein av type I;
sveert overuttrykt i glioblastom,
oligodendrogliom og andre tumorer;
funksjonell rolle i tumorigenese;
genamplifisering oppstar ofte i GBM

0og andre tumorenheter.

Rolle i angiogenese; sentral aktar i
flere reaksjonsveier involvert i
tumortransformasjon og proliferasjon;
overuttrykt i tumorleverende blodkar;

kreftstamcellenisje forbundet.
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TUMAP ID |[Navn Funksjon / Kommentarer
HLA-A*02 TUMAP-er

BIR-002 |Survivin Tumoroverlevelsesantigen involvert i
regulering av apoptose og
proliferasjon; overuttrykking i gliomer
og andre tumorentiteter korrelerer

med darlig prognose.
langstrakt HLA-A*02 TUMAP

MET-005 |Met proto-onkogen Hepatocyttvekstfaktorreseptor;
involvert i malign transformasjon,
invasivitet og angiogenese; rapportert

som GBM-stamcelleforbundet.

3. Presentasjon av tumorassosierte peptider (TUMAP-er) inneholdt i
IMA950 p3 tumorprgver.

Vevsprover

Pasienters tumorvev ble tilveiebrakt av HoOpital Cantonal Universitaire de
Genéve (Medical Oncology Laboratory of Tumor Immunology) og
Neurochirurgische Universitats-Klinik Heidelberg (Molekularbiologisches Labor).
Skriftlig informert samtykke fra alle pasientene hadde blitt gitt far operasjonen.
Vevene ble sjokkfrosset i flytende nitrogen umiddelbart etter kirurgi og lagret
inntil isolering av TUMAP-er ved -80 °C.

Isolering av HLA-peptider fra vevsprgver

HLA-peptidsammensldinger fra sjokkfrosne vevsprgver ble oppnddd ved
immunutfelling fra faste vev ifglge en noe modifisert protokoll (Falk, K. et al
1991; Seeger, F.H. et al. T 1999) ved hjelp av det HLA-A*02-spesifikke
antistoffet BB7.2 eller det HLA-A, -B, -C-spesifikke antistoffet W6/32, CNBr-

aktivert sefarose, syrebehandling og ultrafiltrering.

Detektering av TUMAP-er ved ESI-vaskekromatografi-
massespektrometri (ESI-LCMS)
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Fremgangsmate en:

De oppnadde HLA-peptidsammensldingene ble separert ifslge deres
hydrofobisitet ved reversfasekromatografi (CapLC, Waters), og de eluerte
peptidene ble analysert i et «hybrid quadrupole orthogonal acceleration time of
flight tandem mass spectrometer» (Q-TOF Ultima, Waters) utstyrt med en ESI-
kilde. Peptidsammensldingene ble lastet opp pa en C18 pre-kolonne for
konsentrasjon og avsalting. Etter lasting ble fgrkolonnen plassert i kg for
separering av en smeltet silisiumdioksidmikrokapillaerkolonne (75 um i.d. x
250 mm) pakket med 5 um C18-reversfasemateriale (Dionex). Lgsningsmiddel A
var 4 mM ammoniumacetat/vann. Lgsningsmiddel B var 2 mM ammoniumacetat
i 80 % acetonitril/vann. Begge Igsningsmidlene ble justert til pH 3,0 med
maursyre. En binaer gradient av 15 til 60 % B i Igpet av 90 minutter ble utfart,
ved & anvende en stremningshastighet pa 5 pl/min redusert til ca. 200 nl/min av
et splittsystem. En gullbelagt glasskapillar (PicoTip, New Objective) ble anvendt
for innfgring i mikro-ESI-kilden. Integreringstiden for TOF-analysatoren var 1,9 s
med en interscanforsinkelse p& 0,1 s. Deretter ble peptidsekvensene avdekket
av kollisjonalt indusert nedbrytnings-(CID)-massespektrometri (ESI-LCMS/MS).
Den identifiserte TUMAP-sekvensen ble sikret ved sammenligning av det
genererte naturlige TUMAP-fragmenteringsmgnsteret med

fragmenteringsmgnsteret til et syntetisk sekvensidentisk referansepeptid.

Fremgangsmaéte to:

De oppnddde HLA-peptidsammensldingene ble separert ifglge deres hydrofobisitet
ved reversfasekromatografi (Acquity UPLC-system, Waters), og de eluerte
peptidene ble analysert i et LTQ-Orbitrap-hybridmassespektrometer
(ThermoElectron) utstyrt med en ESI-kilde. Peptidsammensldingene ble fylt
direkte pa den analytiske fuserte silisiumdioksidmikrokapillaerkolonnen (75 pm i.d.
X 250 mm) pakket med 1,7 um C18-reversmateriale (Waters) ved & pafgre en
stremningshastighet pd 400 nl per minutt. Deretter ble peptidene separert ved
hjelp av en to-trinns 180 minutters binaer gradient fra 10 til 33 % B ved
stremningshastigheter p& 300 nl per minutt. Gradienten bestod av Igsningsmiddel
A (0,1 % maursyre i vann) og lgsningsmiddel B (0,1 % maursyre i acetonitril). En
gullbelagt glasskapillar (PicoTip, New Objective) ble anvendt for innfgring i mikro-

ESI-kilden. LTQ-Orbitrap-massespektrometeret ble operert i den dataavhengige
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modusen ved hjelp av en TOP5-strategi. I korte trekk ble en skannsyklus innledet
med en full skann av hgy massengyaktighet i orbitrapen (R = 30 000), som ble
fulgt av MS/MS-skanninger ogsa i orbitrapen (R = 7 500) pa de 5 mest hyppige
forlgperionene med dynamisk utelukkelse av tidligere utvalgte ioner.
Tandemmassespektrene ble tolket av SEQUEST og ekstra manuell kontroll. Den
identifiserte  TUMAP-sekvensen ble sikret ved & sammenligne det genererte
naturlige TUMAP-fragmenteringsmgnsteret med fragmenteringsmgnsteret av et
syntetisk sekvensidentisk referansepeptid. Fig. 1la og b viser eksemplariske

spektre oppnadd fra tumorvev for assosierte TUMAP-er av MHC-klasse 1.

Tabell 7 viser resultatene av en analyse av glioblastomprgver, de fleste fra
primaere GBM-tumorer. Alle HLA-A*02-TUMAP-ene ble funnet pa tre eller flere
av den 18 analyserte prgven og 5 av TUMAP-ene ble detektert i mer enn 50 %

av de analyserte GBM-prgvene.
Tabell 7: Detektering av TUMAP-er av klasse I i GBM-prgver

Bare tumorprgver analysert for ligander av klasse I ble inkludert («-» = TUMAP
av IMA950-klasse I ikke detektert; «+» = TUMAP av IMA950-klasse I detektert)
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Nr. | GBM-prove | Tumorstadium (grad) TUMAP av klasse I detektert (1-;:[[[1:{3 f:te detekterd-) massespektrometrisl{
= | g § 2
$|5|2|2|8|:|%|8 8]|¢%
SIE|l&|3|8|3|g|E|2|¢
: < < =1 = % - D p N
1 GB6010T primeer GBM (V) + + + + + N + + + +
2 GB1023T primeer GBM (IV) + + + + + + + + +
3 GBI1021T primzr GBM (IV) - + + - - + *
4 GB6003T” primeer GBM (IV) - + + - - - - + R
5 GB1020T primezer GBM (IV) - + + - - + +- + .
6 GB6027T prineer GBM (IV) + + + - + - + ¥
7 GBIDI4T  |sekundzr GBM (IV) - + - f ¥ +
8 GB1012T primzer GBM (V) - - - - R , + R
9 GB6019T primeer GBM (IV) - - + - . . + + -
10 | GB1002T primzer GBM (1V) - + + - - + + +
1n | GB6024T primzer GBM (1V) - + + - - - + +
12 | GBIOOGY primzer GBM (IV) - + - - - + 3
13 | GB1004T primzer GBM (IV) - + + - . + R
14 | GBIOOST primeer GBM (IV) - + + - . R + +
15 | GB1OMT primzer GBM (IV) - + + - - + + +
16 | GB1005T primeer GBM (IV) + + + - . 5 + + .
17 | GB601ST primzer GBM (1V) - - - . - + R
18 | GBG6O16T primeer GBM (IV) - - + - - - + +

4. In vitro-immunogenisitet for I-presenterte peptider av IMA950 MHC-

klasse I

For & fa informasjon om immunogenisiteten av peptider som innggr i IMA950,
utfgrte vi undersgkelser ved hjelp av en godt etablert in Vvitro-
stimuleringsplattform allerede beskrevet av (Walter, S, Herrgen, L, Schoor, O,
Jung, G, Wernet, D, Buhring, H]J, Rammensee, HG, and Stevanovic, S; 2003,
Cutting edge: predetermined avidity of human CD8 T cells expanded on
calibrated MHC/anti-CD28-coated microspheres, J. Immunol., 171, 4974-
4978). P3 denne maten kunne vi vise positive immunogenisitetsdata for 10/10
testede HLA-A*0201-begrensede peptider inneholdt i IMA950 som viser at
disse peptidene er T-celle epitoper mot der CD8-positive T-forlgperceller
eksisterer hos mennesker. Immunogenisiteten til MET-005 kunne ikke testes av
denne fremgangsmaten ettersom den ikke binder i den langstrakte formen til
HLA-A*02. Derfor kunne ikke tetramerer med MET-005 produseres, som er
uunnveerlig for in vitro-stimuleringen. Men for den inkluderte HLA-A*02-
epitopen MET-001 (YVDPVITSI, se EP 1507795B1) ble in Vvitro-

immunogenisiteten vist. MET-005 er ment & stimulere MET-001-spesifikke CTL-
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er etter hensiktsmessig og naturlig forekommende behandling av APC-er.
Immunogenisiteten av MET-001 indikerer neerveeret av MET-001-spesifikke
CTL-er hos friske donorer som ogsd er en forutsetning for effektiviteten av
MET-005 som en del av en kreftvaksine. Derfor er immunogenisiteten av MET-

001 en sterk indikator for immunogenisiteten av MET-005.
In vitro-priming av CD8-positive T-celler

For & utfgre in vitro-stimuleringer av kunstige antigenpresenterende celler
(AAPC) lastet med peptid-MHC-kompleks (pMHC) og anti-CD28-antistoff, isolerte
vi fgrst PBMC-er (mononuklezere celler fra perifert blod) fra ferske HLA-A*02 +
brungul hinne ved hjelp av standard tetthetsgradientseparasjonsmedium (PAA,
Colbe, Tyskland). De brungule hinnene ble enten oppnddd fra Blodbanken
Tubingen eller fra Katharinenhospital Stuttgart. De isolerte PBMC-ene ble
inkubert over natten i T-cellemedium (TCM) for human in vitro-priming som
bestod av RPMI-Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Tyskland) supplert med 10 %
varmeinaktivert humant AB-serum (PAA, Colbe, Tyskland), 100 U/ml penicillin /
100 pg/ml streptomycin (Cambrex, Verviers, Belgia), 1 mM natriumpyruvat (CC
Pro, Neustadt, Tyskland) og 20 pg/ml gentamycin (Cambrex). CD8-positive
lymfocytter ble isolert ved hjelp av det CD8-positive MACS-positive
seleksjonssettet (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Tyskland) ifglge produsentens
instruksjoner. De oppnddde CD8-positive T-cellene ble inkubert inntil anvendelse
i TCM supplert med 2,5 ng/ml IL-7 (PromoCell, Heidelberg, Tyskland) og 10 U/ml
IL-2 (Chiron, Munchen, Tyskland). Generering av pMHC/anti-CD28-belagte
perler, T-cellestimuleringer og avlesning ble utfgrt som beskrevet tidligere
(Walter et al., 2003) med mindre modifikasjoner. Kort fortalt ble biotinylert
rekombinante HLA-A*0201-molekyler som manglet transmembrandomenet og
biotinylert ved karboksyenden til den tunge kjeden fremstilt etter en
fremgangsmate beskrevet av (Altman et al., 1996). Det rensede kostimulerende
muse-IgG2a-anti-humane CD28 Ab 9.3 (Jung et al., 1987) ble kjemisk
biotinylert ved hjelp av Sulfo-N-hydroksysuksinimidobiotin som anbefalt av
produsenten (Perbio, Bonn, Tyskland). Kulene som ble anvendt var 5,60 pm
store streptavidinbelagte polystyrenpartikler (Bangs Laboratories, Illinois/USA).
pMHC anvendt som positive og negative kontroller var henholdsvis A*0201/MLA-
001 (peptidet ELAGIGILTV fra modifisert Melan-A/MART-1) og A*0201/DDX5-
001 (YLLPAIVHI fra DDX5) eller A*0201/HBV-001 (FLPSDFFPSV).
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800 000 kuler/200 ul ble belagt i 96-brgnners plater i naervaer av 600 ng biotin
anti-CD28 pluss 200 ng relevant biotin-pMHC (hgytetthetsperler) eller 2 ng
relevant pluss 200 ng irrelevant (pMHC-bibliotek) MHC (lavtetthetskuler).
Stimuleringene ble innledet i 96-brgnners plater ved a8 koinkubere 1 x 10° CD8-
positive T-celler med 2 x 10> vaskede belagte kuler i 200 pyl TCM supplert med
5 ng/ml IL-12 (PromoCell) i 3-4 dager ved 37 °C. Halvparten av mediet ble
deretter byttet ut med frisk TCM supplert med 80 U/ml IL-2, og inkuberingen ble
fortsatt i 3-4 dager ved 37 °C. Denne stimuleringssyklusen ble utfgrt totalt tre
ganger. Til slutt ble tetramere analyser utfgrt med fluorescerende MHC-tetramerer
(fremstilt som beskrevet av (Altman et al., 1996) pluss antistoff CD8-FITC-klon
SK1 (BD, Heidelberg, Tyskland) i et firefarget FACSCalibur (BD). De
peptidspesifikke cellene ble beregnet som andel av totale CD8-positive T-celler.
Evaluering av tetramerisk analyse ble gjort ved hjelp av programvaren FCS
Express (De Novo-programvare). In vitro-priming av spesifikke tetramerpositive
CD8-positive lymfocytter ble detektert av passende portsortering og ved &
sammenligne med negative kontrollstimuleringer. Immunogenisiteten for et gitt
antigen ble detektert dersom minst en evaluert in vitro-stimulert brgnn av en frisk
donor ble funnet & inneholde en spesifikk CD8-positiv T-cellelinje etter in vitro-
stimulering (dvs. at denne brgnnen inneholdt minst 1 % spesifikk tetramerpositiv
blant de CD8-positive T-cellene og andelen av de spesifikke tetramerpositivcellene

var minst 10x gjennomsnittet for de negative kontrollstimuleringene).
In vitro-immunogenisitet for IMA950-peptider

For testede peptider av HLA-klasse I kunne in vitro-immunogeniteten
detekteres ved generering av peptidspesifikke T-cellelinjer. En representativ
farging som viser genereringen av T-cellelinjer som er spesifikke for, er vist i

figur 1. Resultatene er oppsummert i tabell 8.

Tabell 8: Immunogenisiteten til peptider av HLA-klasse I inkludert i
IMA950

Antigen Positive donorer / donorer | Positive brgnner / brgnner
testet testet
BCA-002 75 % 35 %

CHI-001 100 % 63 %
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Antigen Positive donorer / donorer | Positive brgnner / brgnner
testet testet
CSP-001 100 % 57 %
FABP7-001 100 % 27 %
IGF2BP3-001 50 % 21 %
NLGN4X-001 100 % 62 %
NRCAM-001 86 % 39 %
PTP-003 50 % 17 %
PTP-005 100 % 52 %
TNC-001 60 % 30 %
MET-001 (MET-005) 67 % 39 %
HBV-001 43 % 12 %

Resultatene av in vitro-immunogenisitetsforsgkene utfgrt av Immatics for alle
peptidene av HLA-klasse I inkludert i IMA950 er oppsummert her. Resultatene
som vises er blitt oppnddd ved stimulering av CD8-positive celler med kuler av
hoy tetthet. Ettersom forskjellige humane serummasser kan sterkt pavirke
immunogenisitetsresultatene, ble bare analyser der en og den samme

serummassen ble anvendt, evaluert sammen.
5. Immunogenisiteten av IMA950-klasse II TUMAP BIR-002

En klinisk studie ble utfgrt for & bekrefte immunogenisiteten til peptidet med
SEQ ID NO:12.

Det primeere studieformdlet var etterforskningen av den  PSA
(prostataspesifikke antigen)-baserte responsen (PSA-R) til den subkutane
administreringen av et prostataspesifikt peptidpanel (vaksinasjonsterapi) hos
pasienter med biokjemisk tilbakefall etter radikal prostataektomi uten

detektering av manifeste metastatiske lesjoner.



10

15

20

25

70

Det sekundaere studieformédlet var etterforskningen av toleransen og muligheten
for & administrere vaksinasjonsterapi hos pasienter med prostatakarsinom med

seerskilt vurdering av immunologiske fenomener i form av en T-cellerespons.

Studien ble utformet som en prospektiv, randomisert fase I/II-studie for
indikasjonen av «biokjemisk tilbakefall etter radikal prostataektomi uten

detektering av manifeste metastastiske lesjoner.»

Studiepopulasjon

Som en del av denne fase I/II-studien ble det gjort et forsgk pa & indusere
PSA-regresjon som en indikator pa opphgr av tumorvekst ved hjelp av
vaksinasjon med et prostataspesifikt peptidpanel hos HLA-A*02-positive
pasienter med biokjemisk tilbakefall etter radikal prostataektomi. En
kombinasjon av prostataspesifikke peptider ble administrert subkutant med
vurdering av omfanget av den respektive immunresponsen i forbindelse med

forskjellige administreringsformer for de antigene strukturene.

I motsetning til tidligere vaksinasjonsstudier rettet den planlagte studien seg
mot behandlingen av pasienter med en liten tumorbyrde som enna ikke kunne
detekteres av billeddiagnostikkprosedyrer. Alle pasientene ble immunisert pa
samme mate ved anvendelse av kjente prostataspesifikke antigene strukturer
for & gke immunresponsen til de maligne transformerte cellene. Nitten

pasienter ble behandlet.

Tabell 9: Karakteristikker av studiepopulasjon

Totalt % Gjennomsnitt Omrade
Alder 19 63 55-77

For neo- / adjuvansbehandling

Ingen 11 58
Straling 3 16
Intermittent Hormonellterapi 2 11
Str. + Int. horm. behandling 2 11

Str. + kjemoterapi 1 5
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TNM ved RPX

T2a-c RO 6 32
T3a-c RO 6 32
T2a-c R1 3 16
T3a-c R1 3 16
T3aN2 RO 1 5

Gleason-resultat
5-7 10 53
8-10 3 16
unknown 6 32
RPX fgr vaksinasjon i maneder 41 9-124

Forste tilbakefall etter OP i 14 1-90
maneder

PSA ved vaksinasjonsstart 0,76 0,14 - 10,8

Behandlingsplan

Etter utelukking av manifeste metastatiske ved hjelp av computertomografi og
skjelettscintigrafi ble en prostataspesifikk peptidvaksine subkutant administrert
ifglge de forskjellige administreringsformene for pasienter med detektert PSA-
tilbakefall etter tidligere radikal prostataektomi (PSA-gkning i form av en 50 %
forhgyet verdi i Igpet av to malinger med minst 14 dagers mellomrom). Vaksinen
ble administrert 8 x pa dagene 0, 7, 14, 28, 42 og 56 (omtrent 100 mikrogram
per peptid og injisert hver gang). Etter hver vaksinasjonsbehandling og igjen pa

dag 70, ble PSA malt for & evaluere den terapeutiske responsen.

Hvis en tumorrespons (komplett remisjon [PSA-CR], delvis remisjon [PSA-PR],
eller stabil klinisk kurs [ingen endring, PSA-NC]) ble detektert, fikk pasienten
vaksinen en gang i maneden som vedlikeholdsbehandling ifglge den valgte
administreringsformen. Pasientens respons pa vaksinasjonsterapi ble vurdert i
detalj som falger:
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Komplett remisjon (PSA-CR): Normalisering av et opprinnelig forhgyet PSA-
nivd, bekreftet ved maling etter et intervall p& minst 4 uker. Normaliseringen
defineres som et PSA-nadir pad <0,2 ng/ml, noe som ville forventes etter

radikal prostataektomi med fullstendig tumor- eller prostataekstirpasjon.

Partiell remisjon: a) PSA-PR < 80 % (reduksjon i et innledningsvis forhgyet
PSA-nivd med 80 %, bekreftet ved maling etter et intervall pd minst 4 uker);
og b) PSA-PR < 50 % (reduksjon i et opprinnelig forhgyet PSA-nivd med 50 %,

bekreftet ved maling etter et intervall pa minst 4 uker)

Stabil sykdom (PSA-SD). Ingen vesentlig endring over en periode pa minst fire
uker. Dette inkluderer stabilisering og en reduksjon pa mindre enn 50 %, og en

gkning pa mindre enn 10 %, bekreftet ved maling etter et intervall pd minsti 4 uker.

Progresjon (PSA-PD): @kning i PSA-nivdet pa mer enn 10 %. I tilfellet av PSA-

progresjon ble studien avsluttet.

Etter innmelding av pasientene i studien, ble den epitopspesifikke vaksinen
anvendt (; proteinene som ble spesifikt uttrykt i prostatiske epitelceller (f.eks.
PSMA / PSCA) ble tatt i betraktning. I tillegg til @ undersgke den generelle
effekten av den administrerte vaksinen med hensyn til & overvake veksten av
resterende tumorfraksjoner som vurderes ved PSA-overvdkning, undersgkte
denne studien effektene av forskjellige vaksinasjonsfremgangsmater med
hensyn til effektiv modulering av immunsystemet. I tillegg til enkel subkutan
administrering av peptidene alene, ble forskjellige kombinasjoner med
adjuvanser ogsa anvendt. Neermere bestemt ble det anvendt depot- og
adjuvansaktivitet for peptidvaksiner av Montanide (en formulering av den
klassiske ufullstendige Freunds adjuvans egnet for anvendelse hos mennesker),
som nylig er blitt beskrevet sveert gunstig. For dette formalet ble 500 pl av
peptidlgsningen blandet med 500 pyl av Montanide og administrert. Derved
bygges en vann-i-olje-emulsjon som langsomt frigjgr antigenet som inneholdes
i den vandige fasen i Igpet av uker. Den fysiske stabiliteten av emulsjonen er
meget hgy, og ved 4 °C kan den lagres i mer enn 3 maneder uten vesentlig
faseseparasjon. Depotfunksjonen til Montanide har vaert utnyttet i flere

vaksinasjonsforsgk med gode resultater (Oka et al., 2004) undersgkt.
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En grein av studie undersgkte effekten av vaksinasjon ved samtidig stimulering av
immunsystemet ved vekstfaktorer, GM-CSF, Leukine®-Ilgsning for injeksjon. GM-
CSF er en sveert vanlig anvendt adjuvans i peptidvaksineforsgk der flere av denne
rapporterer forbedrede kliniske responser og T-celleresponser. I utgangspunktet
er GM-CSF en dendrittcellerekrutterings- og differensieringsfaktor som antas a gke
antallet dendrittceller ved vaksinenes injeksjonssete. Selv om GM-CSF ikke alene
aktiverer antigenpresenterende celler som dendrittceller og makrofager har en
indirekte aktivering in vivo blitt rapportert (Molenkamp et al., 2005)

En annen grein av studien undersgkte effekten av vaksinasjon ved samtidig
aktivering av dendrittceller ved epikutan anvendelse av imiquimod. Imiquimod ble
administrert som en 5 % salve (Aldara). Den har en sterk immunstimulerende
effekt via sin effekt pd@ TLR7-positive celler (f.eks. plasmacytoid-DC-er,
Langerhans-celler, dermale DC-er) og aktiverer den MyD88-avhengige
reaksjonsveien. De aktiverte APC-ene frigjgr T-cellestimulerende og
inflammatoriske cytokiner, oppregulerer kostimulering og migrerer til & drenere
lymfeknuter. Imiquimods potensiale til & gke peptidindusert CTL-respons ved &
blande antigenene i salven eller ved & pafgre Aldara over s.c.- eller i.d.-

injeksjonssetet for antigenene er blitt vist i dyremodeller.

En annen grein av studien undersgkte effekten av vaksinering ved samtidig
aktivering av dendrittceller ved & blande dem med protaminstabilisert mRNA
som koder mucin-1 for & aktivere TLR 7/8. mRNA viser en bred aktivering av
murine og humane immuncellepopulasjoner. Naerveeret av det polybasiske
proteinprotaminet i formuleringen gker halveringstiden til mRNA-et og
induserer dannelsen av potensielt depotdannende partikler. Denne adjuvansen

kan derfor kombinere depotdannelse og APC-aktiverende egenskaper.

Oppsummert inkluderte administreringsformene av vaksinen de fglgende
tilnaermingene:
e Subkutan administrering av peptidvaksinen emulgert i Montanide
e Subkutan administrering av peptidvaksinen emulgert i 500 pl
Montanide i kombinasjon med topisk administrering av 225 pl av GM-
CSF med malsettingen om 8 oppna en sterkere immunrespons trigget

ved samtidig administrering av vekstfaktorer.
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e Subkutan administrering av peptidvaksinen emulgert i 500 pl
Montanide i kombinasjon med lokal hypertermi, sistnevnte gitt med
sikte p& 8 oppna en termisk indusert sterkere immunrespons

e Subkutan administrering av peptidvaksinen emulgert i 500 pl
Montanide i kombinasjon med epikutant imiquimod for & aktivere
dendrittceller via TLR 7

e Subkutan administrering av peptidvaksinen emulgert i 500 pl
Montanide sammen med 55 pl mucin-1 mRNA/protami for & aktivere
dendrittceller via TLR 7/8

Plan: Studievarigheten var 3 ar.

De prostataspesifikke peptidvaksinene ble administrert til pasienter pa dag 0, 7,
14, 28, 42 og 56. Hos pasienter med stabil sykdom eller en objektiv tumorrespons
(PSA-CR eller PSA-PR), ble vaksinasjonene mottatt en gang i maneden i.d. inntil
detekterbar progresjon oppstar. P& grunnlag av erfaringen som er tilgjengelig sa
langt, tolereres peptidinjeksjonene uten vesentlige bivirkninger. Fordi responsen
pd vaksinasjonsterapien ble undersgkt serologisk utelukkende pa grunnlag av
PSA-malingen, ble det utfgrt en test ved starten av studien for 8 bestemme
hvorvidt den administrerte vaksinen forstyrrer PSA-malingen in vitro, som kunne
simulere en klinisk respons. P& dag 0, 7, 14, 28, 42, 56 og 70 ble det tatt
blodprgver for laboratorietester, PSA-nivaer, blodprosentforskjeller, FACS-analyse
og cytokiner. Hvis behandlingen fortsetter etter dag 70, ble det utfgrt 6-ukers

PSA-overvaking for 3 detektere behandlingssvikt innen rimelig tid.

Behandlingen ble avsluttet hvis dokumentert progresjon av sykdommen
forekom i form av en kontinuerlig PSA-gkning.

Med start pd dag 84 fortsatte immuniseringsterapien ved 4-ukers intervaller
inntil dokumentert progresjon eller inntil dag 420 (15 maneder). Beslutninger
om videre behandling (i vellykkede tilfeller) utenfor denne studien ble gjort pa et

sak-til-sak-grunnlag. Det forekom ingen uventede bivirkninger i denne studien.

Laboratorietestene inkluderte koagulering, elektrolytter, LDH, p2-M, CK,
leverenzymer, bilirubin, kreatinin, urinsyre, totalprotein, koagulering, CRP,
blodprosentforskjeller med utstrykning, PSA-niva, cytokiner, FACS, Elispot. Analysen

av den kutane reaksjonen pa definerte bakterie- og soppantigener (48-72 timer
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etter administrering, T-celleformidlet hypersensitivitet av forsinket type (DTH) vil

tjene som en analyse av pasientens cellulzere immunsystem fgr starten av studien).

Peptidene som kreves for studien (nona-peptider) ble fremstilt i laboratoriet til
privatdosenten Dr. Stefan Stevanovic i avdelingen til Prof. H.-G. Rammensee.
Disse peptidene ble renset ved HPLC og analysert ved massespektrometri.
Renheten av peptidene kan ogsa kontrolleres ved hjelp av HPLC,
massespektrometri og Edman-sekvensering. Ved hjelp av disse fremgangsmatene
kan renheten pa opptil 98 % dokumenteres (som ma betraktes som maksimum
ifslge den ndveerende tilstanden til fremgangsmatene). De syntetiserte peptidene
ble lgst opp i DMSO (CryoSure, WAK Chemie Medical GmbH; 10 mg/ml), fortynnet

til 1:10 i Ampuwa (Fresenius Kabi), og alikvotert under sterile forhold.
Klinisk respons

Hos to pasienter kunne PET-CT-skanningen avdekke lokalt tilbakefall etter lokal
tumor ble oppdaget ved kontinuerlig digital rektal undersgkelse. Hos de
resterende 17 pasientene kunne ikke plasseringen av sykdomsaktiviteten

verifiseres ved studiestart.

Repetert laboratoriumevaluering av differensielle blodprosentforskjeller eller
omfattende klinisk kjemi avdekket ingen abnormiteter eller endringer i Igpet av
studien.

Av de 19 pasientene reagerte 16 pasienter pd Survivin-II-peptidet (IFN-g
ELISPOT, +/- ICS) ifglge SEQ ID NO: 12. Blant disse var 12 pasienter med
induksjon av en anti-survivin-T-cellerespons ved vaksinering, 2 med
preeksisterende anti-Survivin-T-celler og 2 pasienter der det ikke ble bestemt

om forhdndseksisterende anti-Survivin-T-celler var hyppige.
Biokjemisk respons

Komplett respons ble ansett som en ikke-detekterbar PSA-verdi ifglge den laveste
verdien som kunne detekteres av laboratoriesamarbeidet etter innledningsvis
forhgyet PSA. M3lingen matte bekreftes etter et intervall pa minst fire uker. En PR
> 80 % og > 50 % matte revurderes etter fire uker tilsvarende. En PSA innen

omradet p& mindre enn 50 % reduksjon eller mindre enn 10 % gkning reflekterte
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stabil sykdom hvis den i det minste ble bekreftet etter fire uker. Progressiv
sykdom ble vurdert som en gkning pa mer enn 10 % av PSA ved behandlingsstart.
Biokjemisk respons hos pasienter som avsluttet studien ble fulgt inntil de mottok

videre behandling med lokal straling eller antihormonell behandling.

19 pasienter samtykket til & delta og dataene ble analysert med den lengste

oppfelgingen som varte i ca. 3,75 ar.

PSA-stabilitet og DT-gkning

PSA-verdiene til to pasienter (10,2 %) viste stabilitet ifglge de ovennevnte
kriteriene for biokjemisk reaksjon som sier at ingen gkning av PSA-verdien som
er stgrre enn 10 % ved behandlingsstarten hadde skjedd ved studiestarten
(fig. 6, tabellene 10, 11 og 12). Oppfalgingen i de to tilfellene ble gjennomfgrt
14 og 16 maneder etter den siste vaksinepafgringen. Gjennomsnittlig varighet
av stabiliteten var 24 maneder (28 og 31) ved dataterskelen der det ble

anvendt gjennomsnittlig 18 vaksinasjoner (14 og 20).

Av disse to pasientene viste en pasient delvis respons > 50 % for en 9 maneders
periode, etterfulgt av en periode med langsom PSA-gkning med en doblingstid
pd 20,5 sammenlignet med 9,8 maneder fgr vaksinasjonen. Innledende PSA-

tilbakefall startet 18 maneder etter kirurgi for en pT2pNO Gleason 5-tumor.

I dataanalysen utviste pasient 8 stabil sykdom etter begynnelsen av
vaksinasjonsprogrammet for 28 maneder siden. Han hadde stoppet
behandlingen pa@ grunn av en allergisk reaksjon etter 10 maneder og den 14.
vaksinasjonen. Han hadde en ugunstig pT3b Gleason 3+4-situasjon med et
PSA-nadir etter radikal prostataektomi ikke under 0,6 ng/ml og PSA-progresjon
uten tidsforsinkelse etter innledende nedgang postoperativt. Doblingstiden

avtok fra 6,6 maneder til 148 maneder.

Disse to pasientene mottok dermal Imiquimod pa applikasjonssetet for hver

peptidvaksinasjon.
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PSA DT-gkning uten PSA-stabilitet

PSA DT til pasient 11 ble gkt fra 1,5 til 10,1 maneder i Igpet av seks maneder
av studien. Ettersom han startet med en PSA pa 10,8 ng/ml og kom til
17,8 ng/ml avsluttet han studieprosedyrer for 3 motta antiandrogenmonoterapi

uten maligne lesjoner visualisert i PET-CT. Han mottok Aldara som adjuvans.

Pasient 16 startet i vaksinebehandling pluss Mucin-1-mRNA/protamin med en
doblingstid pd 6,1 maneder. PSA-hastigheten sank med en halveringstid pa 2,7
maneder i fem maneder, etterfulgt av en statistisk beregnet gkning av PSA DT
pa 14,4 maneder som fortsetter 16 maneder etter behandlingsstarten. Med en
innledende PSA pa 0,29 ng/ml gikk han ned til 0,19 ng/ml i Igpet av de forste 5
manedene av studiebehandlingen, gkte til 0,4 ng/ml de neste 8 manedene og
avsluttet studien etter protokollen med 0,41 ng/ml 19 maneder etter

behandlingsstarten.
PSA-progresjon

Pasient 5 utviklet seg i Igpet av studien ifglge den beregnede PSA-doblingstiden
fgr vaksinasjon. Han opplevde imidlertid en PSA-nedgang med en halveringstid pa
20,2 maneder etter behandlingsslutten for en vedvarende periode pa 10 maneder
ved dataterskelen. Han mottok fortsatt ingen sekundzer behandling etter

vaksineringsslutten. Han ble vaksinert med Montanide som eneste adjuvans.

Tabell 10: PSA-doblingstid i maneder

Totalt % | Geometrisk DT-

gjennomsnitt  omrade
PSA DT fgr vaksinasjon i maneder 19 8,3 1,5 - 44,8

PSA DT ved studieslutt eller slutten av |18* 11,2 2,2 - 148
oppfalgingen

Ingen endring av PSA DT under 11 58 2,2-44,8

vaksinasjonen

@kt PSA DT fortsetter ved studieslutt 4 21
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Totalt % | Geometrisk DT-

gjennomsnitt omrade

Ingen endring av PSA DT under 1 5

vaksinasjonen, men den falt etterpa

Forelgpig PSA-nedgang eller DT- 3 16
gkning etterfulgt av DT-nedgang

* PSA DT ved studieslutt eller slutten av oppfglgingen ble ikke inkludert for
pat. 5 pa grunn av PSA-nedgang

7. Binding av begrensede peptider ifglge oppfinnelsen av HLA-klasse I
til HLA-A*0201

Formal og oppsummering

Formalet med denne analysen var & evaluere affiniteten til peptider av HLA-klasse
I med MHC-molekylet kodet av HLA-A*0201-allelet ettersom dette er en viktig
parameter for virkematen til IMA950. Affinitetene til HLA-A*0201 var middels til
hgye for alle de 10 HLA-klasse I-begrensede peptidene i IMA950 og MET-001,
dissosiasjonskonstantene (KD) er i omradet fra 0,14 (MET-001) til 2,05 nM (CSP-
001). Alle verdiene er i omradet mellom 0,1 for det sterke bindemidlet HBV-001
og 4.4 for det mellomliggende bindemidlet MUC-001. Disse resultatene bekreftet
den sterke bindingsaffiniteten til alle peptidene av HLA-klasse I av IMA950-
vaksinekandidaten og den MET-005-avledede MET-001 til HLA-A*02.

Testprinsipp

Stabile HLA/peptidkomplekser bestar av tre molekyler: HLA-tungkjede, beta-2-
mikroglobulin (b2m) og peptidliganden. Aktiviteten til denaturerte rekombinante
HLA-A*-0201-tungkjedemolekyler alene kan bevares og gjgr dem til funksjonelle
ekvivalenter av «tomme HLA-A *0201-molekyler>. Nar fortynnet i vandig buffer
som inneholder b2 m og et passende peptid, bretter disse molekylene seg raskt og
effektivt pa@ en helt peptidavhengig mate. Tilgjengeligheten av disse molekylene
anvendes i en ELISA-basert analyse for & male affiniteten av interaksjon mellom

peptid og molekylet av HLA-klasse I (Sylvester-Hvid et al., 2002).
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Rensede rekombinante HLA-A*0201-molekyler inkuberes sammen med b2 m
og graderte doser av peptidet av interesse. I stedet for full-lengde MET-005
som ikke er i besittelse av bindingskapasiteter av HLA-klasse I, ble det
detekterte A*0- bindingsproduktet MET-001 inkludert i analysen som genereres
in vivo fra MET-005 ved naturlig forekommende antigenbehandling. Mengden
av de novo-brettede HLA/peptidkompleksene ble bestemt ved en kvantitativ
ELISA. Dissosiasjonskonstantene (KD-verdiene) ble beregnet ved hjelp av en

standard kurve registrert fra fortynninger av et kalibrert HLA/peptidkompleks.

Resultater

Resultatene er vist i figur 2. En lavere KD-verdi reflekterer hgyere affinitet til
HLA-A*0201. Flesteparten av IMA950-peptidene hadde lignende og sterk
affinitet til HLA-A*0201 innen omradet fra 0,1 (HBV-001, sterkt bindemiddel) til
44,4 nM (MUC-001, mellomliggende bindemiddel). Dermed har alle TUMAP-ene
av IMA950-klasse I en middels til sterk bindingsaffinitet til MHC-molekylet A*02.

8. Binding av begrensede peptider av HLA-klasse 11 ifglge oppfinnelsen
til HLA-DR

Formal og oppsummering

TUMAP-er av klasse II aktiverer T-hjelperceller som spiller en avgjgrende rolle i &
bistd funksjonen av CTL-er trigget av begrensede TUMAP-er av klasse I. Binding
av peptidene av IMA950-klasse til flere forskjellige molekyler av HLA-klasse II
(promiskugs binding) er viktig for @ sikre at flertallet av pasientene behandlet
med vaksinekandidaten IMA950 er i stand til 8 dra nytte av en stgttende T-
hjelpercellerespons. HLA-DR for eksempel, det mest overveiende uttrykte
molekylet av human HLA-klasse II, er sterkt polymorf med flere hundre kjente
alleler. Basert pa kjente allelfrekvenser for HLA-DRB1-haplotyper og veletablerte
bindingsalgoritmer, kan det forutsies at begge ligandene av HLA-klasse 1II i
IMA950 - IMA-BIR-002 og IMA-MET-005 - er promiskugse HLA-DR-
bindingspeptider. Mer detaljert er sannsynligheten for at en HLA-A*02-positiv
kaukasier uttrykker minst ett egnet HLA-DR-allel >90 % for begge TUMAP-ene
av IMA950-klasse II. Ettersom de resterende humane allelene HLA-DQ og -DP av
klasse-II ble utelatt fra denne beregningen pa grunn av manglende frekvensdata

eller bindingsforutsigelsesalgoritmer, er den Vvirkelige promiskuiteten
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sannsynligvis enda hgyere. Den beregnede promiskuiteten av de to TUMAP-ene
av IMA950-klasse II er i samme stgrrelsesorden som for den kjente pan-DR-
epitopen (PADRE, genotypisk frekvens Fprojisert = 93,1 %). I tillegg ble den
promiskugse bindingen av disse peptidene bekreftet eksperimentelt av
bindingsanalyser in vitro. Videre, for IMA-BIR-002, kunne det detekteres en hgy
in vivo-immunogenisitet (se ovenfor). Oppsummert bekrefter disse resultatene
at MET-005 og BIR-002 er promiskugse HLA-DR-bindingspeptider.

Bindingsforutsigelsesprinsippet

Ved hjelp av SYFPEITHI-algoritmen utviklet ved Universitetet i Tubingen
(Rammensee et al., 1997; Rammensee et al., 1999) ble binding av TUMAP-er av
IMA9S50-klasse 11 til flere vanlige HLA-DR-alleler rangert. Algoritmen har allerede
blitt anvendt med hell for 8 identifisere epitoper av klasse I og klasse II fra et
bredt spekter av antigener, f.eks. fra de humane tumorassosierte antigenene
TRP2 (klasse I) (Sun et al., 2000) og SSX2 (klasse II) (Neumann et al., 2004).
Bindingsterskelen ble definert ved en poengsum pa 18 basert pa analysen av

bindingsresultater til kjente publiserte promiskugse HLA-DR-ligander.

Publiserte HLA-DR-haplotypefrekvenser mellom den HLA-A*02-positive kaukasiske
populasjonen (Mori et al., 1997) og frekvenser av hgyopplgselige haplotyper
(Chanock et al., 2004) ble anvendt (se tabell 2). Haplotypefrekvensen er
frekvensen av en distinkt allel pa et individuelt kromosom. P& grunn av det
diploide kromosomsettet i pattedyrceller er hyppigheten av genotypisk forekomst
av dette allelet hgyere, og kan beregnes ved & benytte Hardy-Weinberg-prinsippet

(haplotypefrekvens G resulterer i en genotypisk forekomst F (F =2Gs - G¢*]).

Summen av frekvensen av DRBI-haplotyper med kjent SYFPEITHI-matriks og
kjent individuell frekvens blant den A*02-positive kaukasiske populasjonen er
47,8 %. Derfor ble den forutsagte bindingsfordelingen av TUMAP-er av klasse
IT til disse allelene projisert til de resterende 52,2 % av DRB1l-allelene som

disse dataene ikke er tilgjengelige for.

Til slutt defineres promiskugs binding som binding av et peptid til flere HLA-
DR-alleler der sannsynligheten for at en av disse uttrykkes i den kaukasiske

populasjonen er minst 50 %.
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Prinsippet med bindingsanalyse in vitro (ProImmune REVEAL™)

IMA-BIR-002 og IMA-MET-005 ble satt sammen med HLA-DR-brede antigener
(HLA-DR1 til DR7, som ogsa omfatter splittantigenene HLA-DR11 til -DR15 (Mori et
al., 1997)), og analysert ved hjelp av REVEAL™ MHC:peptidbindingsanalyse
(ProImmune, Oxford, UK) for & bestemme deres grad av innfgring i MHC-molekyler.
I denne analysen ble bindingen sammenlignet med det bestdtte/ikke bestatte

kontrollbindemidlet, og et positivt kontrollpeptid for hvert HLA-DR-antigen.

Resultater

Basert pa forutsigelsen fra SYFPEITHI-algoritmen er IMA-BIR-002 og IMA-MET-
005 sannsynlig @ binde til henholdsvis 7/8 og 8/8 av HLA-DR-allelene med
kjent bindingsmotiv (tabell 11). Sannsynligheten for at en HLA-A*Q2-positiv
kaukasier uttrykker minst ett egnet HLA-DRB1-allel for IMA-BIR-002 eller IMA-
MET-005 er henholdsvis 92,6 % og nar 100 %. Derfor forutsies begge
peptidene av IMA950-klasse II a8 vaere promiskugse HLA-DR-bindemidler.

Hvis haplotypehyppigheten for binding av HLA-DRB1-alleler ble overvurdert
gjennom denne tilnaermingen ved faktor to, ville deres genotypiske forekomst
fortsatt vaere > 50 % for alle TUMAP-er av klasse II i IMA950. I tillegg ble
forsgksbekreftelsen for promiskugs binding av IMA-BIR-002 til HLA-DR1, 3, 4
og 11 oppnadd fra bindingsdata in vitro (figur 3). For IMA-MET-005 tyder
bindingsdata in vitro av to overlappende 15-merer som dekker hele sekvensen
pa en binding til HLA-DR11; ProImmune REVEAL™ er imidlertid ment som et
grovt screeningverktgy for identifiseringen av potensielle epitoper av HLA-
klasse II. Gode HLA-DR-bindemidler med langsomme assosiasjonshastigheter
kan ha blitt rapportert falskt eller negativt som ikke-bindemidler i denne
analysen. Dermed kan ikke ikke-promiskuiteten til HLA-DR-bindingen av IMA-
MET-005 in vivo utledes fra negative in vitro-ProImmune REVEAL™-data.
Dermed er en promiskugs HLA-DR-binding av IMA-MET-005 i en IMA950-basert
vaksinering godt mulig. Ettersom det ikke finnes tilstrekkelige data om
bindingsegenskaper og frekvens for de gvrige klasse II-lokusene HLA-DQ og -
DP, er disse molekylene utelatt fra beregningen. Likevel er disse molekylene

ytterligere bindingsmuligheter for TUMAP-ene av IMA950-klasse II.
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Ettersom IMA-BIR-002 har bevist bred immunogenisitet i en klinisk studie hos
pasienter med prostatakreft med forskjellige HLA-DR-alleler, har

promiskuiteten i dette peptidet av klasse II blitt bevist in vivo.

Som konklusjon tyder in silico-analyse av HLA-DR-bindingsegenskapene til de
to peptidene av klasse II inneholdt i IMA950 og ekstra eksperimentelle bevis
fra in vitro-analyser og fra en klinisk studie med BIR-002 sterkt pa at disse

TUMAP-ene er promiskugse bindemidler av molekyler av human klasse II HLA

Tabell 11: Bindingsresultatene til TUMAP-ene av IMA950-klasse II til HLA-DR-
allelene med kjente bindingsmotiv. SYFPEITHI-bindingsresultatene til de
vanligste HLA-DRB1-allelene i den kaukasiske populasjonen er vist. p gir
haplotypefrekvenser blant HLA-A*02-positive kaukasiere. Peptidet ble ansett
som & binde til et HLA-molekyl hvis resultatet var likt eller hgyere enn 18.
Akkumulering av p-verdiene for binding av DRB1l-alleler resulterer i den
minimale haplotypefrekvensen pni,. Ekstrapolering av disse frekvensene til alle
DRB1-allelene inkludert de med ufullstendig bindingsforutsigelsesmatriks eller
frekvensdata gir den projiserte haplotypefrekvensen pprjisert SOmM  tilsvarer
frekvensen for genotypisk forekomst Fpriisert. N.d. = ingen data

IMA-BIR-002

DRB1* allel 0101 |0301 0401 |0404 0701 (1101 (1104 |1501
SYFPEITHI- 28 29 28 24 14 32 24 30
poengsum

p 6,6 % 5,9 %(9,6 % 6,0% (13,0% (4,4% 2,3 % |n.d.
forutsagt binding jja ja ja ja nei ja ja ja

Pmin 34,8 %
Haplotypisk frekvens ppojisert |72,8 %
Genotypisk frekvens Fj,gjiserr 92,6 %
IMA-MET-005
DRB1* allel 0101 |0301 0401 |0404 0701 1101 (1104 |1501

SYFPEITHI- 28 20 26 26 28 20 22 22

poengsum
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IMA-BIR-002

DRB1* allel 0101 |0301 0401 |0404 0701 (1101 (1104 (1501
p 6,6 % 5,9 % (9,6 % 6,0% (13,0% 4,4% 2,3 % |n.d.
forutsagt binding ja ja ja ja ja ja ja ja

Pmin 47,8 %
Haplotypisk frekvens p; gjisert 100,0 %

Genotypisk frekvens F,qjisert|[100,0 %
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Patentkrav

1. Farmasgytisk sammensetning omfattende et peptid som bestar av
aminosyresekvensen til SEQ ID NO 2, og et peptid som bestar av

aminosyresekvensen til SEQ ID NO 3, og en farmasgytisk akseptabel bzerer.

2. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 1, ytterligere omfattende
minst ett ytterligere peptid som bestdr av en aminosyresekvens valgt fra
gruppen som bestar av SEQ ID NO 1 og SEQ ID NO 4 til SEQ ID NO 12.

3. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 1 eller 2, der det minst

ene peptidet inkluderer ikke-peptidbindinger.

4. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 1 til 3, der valget, antallet
og/eller mengden av peptider til stede i sammensetningen er vev-, kreft-

og/eller pasientspesifikt.

5. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge hvilket som helst av kravene 1
til 4, videre omfattende minst en egnet adjuvans, valgt fra gruppen omfattende
1018 1SS, aluminiumsalter, Amplivax, AS15, BCG, CP-870,893, CpG7909,
CyaA, dSLIM, GM-CSF, IC30, IC31, Imiquimod, ImuFact IMP321, IS Patch,
ISCOMATRIX, Juvimmune, Lipovac, MF59, monofosforyllipid A, Montanide IMS
1312, Montanide ISA 206, Montanide ISA 50V, Montanide ISA-51, OK-432, OM-
174, OM-197-MP-EC, ONTAK, PepTel-vektorsystem, PLG-mikropartikler,
resiquimod, SRL172, virosomer og andre viruslignende partikler, YF-17DBCG,
Aquilas QS21 stimulon, Ribis Detox. Quil, Superfos, Freunds, GM-CSF,

koleratoksin, immunologiske adjuvanser, MF59 og cytokiner.

6. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 5, der adjuvansen velges
fra gruppen som bestdr av kolonistimulerende faktorer, s& som
granulocyttmakrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF), eller Imiquimod eller

Resimiquimod.

7. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge hvilket som helst av kravene 1

til 6, som i tillegg inneholder minst en antigenpresenterende celle.
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8. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 7, der den

antigenpresenterende cellen er en dendrittcelle.

9. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge krav 7 eller 8, der den minst
ene antigenpresenterende cellen er
a) pulset eller lastet med peptidet eller

b) omfatter en uttrykkingskonstruksjon som koder for peptidet.

10. Den farmasgytiske sammensetningen ifglge hvilket som helst av de
foregdende kravene, der sammensetningen er for intravengs, intraarteriell,
intraperitoneal, intramuskuleaer, intradermal, intratumoral, oral, dermal, nasal,

bukkal, rektal, vaginal, ved inhalering eller topisk administrering.

11. En terapeutisk effektiv mengde av den farmasgytiske sammensetningen
ifslge hvilket som helst av de foregdende kravene for anvendelse ved

behandling eller forebygging av kreft i en pasient.

12. Den farmasgytiske sammensetningen for anvendelse ifglge krav 11, som er

en anti-kreftvaksine.

13. Den farmasgytiske sammensetningen for anvendelse ifglge krav 12, der
kreften er kreft i munnhulen og svelget, kreft i fordgyelseskanalen, kreft i
tykktarmen, rektum og anus, kreft i luftrgret, brystkreft, livmorhalskreft, vagina
og vulva, livmor- og eggstokkreft, kreft i det mannlige kjgnnsorganet, kreft i
urinveiene, kreft i ben og mykt vev, og Kaposis sarkom, melanom i huden,
gyemelanom, og ikke-melanomgyekreft, kreft i hjernen og sentralnervesystemet,
kreft i skjoldbruskkjertelen og andre endokrine kjertler, Hodgkins lymfom, ikke-
Hodgkins lymfom og myelom, sa8 som nyrekreft, kolorektalkreft, lungekreft,

brystkreft, pankreatisk kreft, prostatakreft, magekreft, GIST eller glioblastom.

14. Den farmasgytiske sammensetningen for anvendelse ifglge krav 13, der

kreften er kolorektal kreft.
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Figur 1: Eksemplarisk in vitro-immunogenisitet av IMA950-TUMAP-er av klasse 1
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In vitro-binding av peptider av IMA950 klasse II til HLA-DR-alleler
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Figur 2
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Figur 3: In vitro-bindingsaffiniteter for TUMAP-er av IMA950 klasse I til A *02
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