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E b Lis Arg Leu Cys Gln Leu His Tyr Leu Bl4

[ 12 Tyr Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met A*0201
[|19 Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu A*0201
L] 21 Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu A*0201
[ 85 Tle Teu Asn Asn Leu Glu Val Tys Lys A3

E 90 Glu Val Lys Lys Lys Arg Glu Pro Phe A3

[ 195 Arg Glu Pro Phe Thr Asp Thr His Tyr B*4403
[ |96 Glu Pro Phe Thr Agp Thr His Tyr Leu B7

[ 1238 Pro Leu Ser Lys Glu Glu Val Glu Phe A3

E 127 Glu Glu Val Glu Phe Pro Ile Ala Tyr B*4403
[ 147 Glu Arg Leu Leu Arg Ala Val Tyr Ala Bl14

[ | 187 Phe lle Ala Ser Lys Leu Val Arg Val A*0201
[

L

goboonb

oonoao

goodang

L] 208 Asp Leu Asn Cys Met Glu Asp Leu Leu A*0201
[ 209 Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val A*0201
E 251 Ser Met Glu Ser Glu Val Pro Pro Lis Al A3
[ | 275 Thr Leu His Leu Thr Asn Lys Lys Lys A3

[ | 305 Phe Val Gln His Val Leu Lys Asn Pro Lys A3
318 Leu Tle Glu Trp Val Tys Asp Thr Tyr Al

: 400 Trp Met Leu Gln Asn His His Leu Leu A*0201
E 407 Leu Leu Ala Asn Lys Phe Asp Pro Liys A3

[ | 413 Asp Pro Liys Val Asp Asp Asn Ala Leu B7

[ | 422 Gln Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Al

[ | 123 Cys Leu Glu Glu Tyr Leu Arg Tyr Lys Al A3
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[ | 1562 Ala Val Tyr Ala Pro Gln Agn [le Tyr A1 A3

L] 154 Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr Cys Val A*0201
E 160 Tyr Cys Val His Val Asp Glu Glu Val A*0201
[ ] 163 His Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Al

) 164 Val Asp Glu Glu Val Pro Arg Asn Phe A1,B*4403
E 172 Phe Gln Arg Gly Gly Gln Ser Asn Tyr Al

[| 177 Gln Ser Asn Tyr Phe Leu Leu Pro Lys Al

E 182 Leu Leu Pro Lys Cys Leu His Ser Gln A*0201
(

L

ooogobao

ogood

oooobogogoooboogoogooooooobgogoan

D EAES 6 BT

| B

[]2 Arg Arg Leu Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Al Bl14
L5 Lys Thr Leu Lys Gly Tyr Cys Glu Leu A¥0201
E 10 Tyr Cys Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Al
[]12 Glu Leu Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr Al A3
L4 Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val A*0201
E 16 Pro LeuArg Thr Tyr Thr Val Ser Met A*0201
(
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MAGE-3 A1 Glu Val Asp Pro Ile Gly His Leu Tyr 2,25

Pt xtFR

B99-12 Tyr Leu Trp Ala Leu Gly Cys Tyr Met Leu 7,46

B99-19 Tyr Met Leu Leu Ala Thr Val Ala Teu 7,43

B99-21 Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Lys Leu 3,02

B99-187 FPhe Tle Ala Ser Lys Leu Val Arg Val 3,67

B99-209 Cys Met Glu Asp Leu Leu Gln Ser Ser Val 4,72
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Titel: Tumorassoziiertes Antigen

Die Erfindung bezieht sich avi die Tmmmtherapie von

Turmorerkirankungen.

Das Immunsystem hat die Zufgake, den Organismus vor

siner Vielzahl verschiedener Mikroorganismen zu
schitzen bzw. diese aktiv zu bekimpfern. Die Badeutung
eines irtakten Immunsystems zeigt sich vor allem bei
vererbten cdsr erworbenen Inpundefizienzen. ber Einsatz
ven prophylaktischen Vakzinprogrammen srwies sich in
vielen Fzllen als auberst zielfiuhrende und erieolgreiche
immanclogische Imtervention im Kampf gegen wvirale oder
pakteriells Infektionserkraakungsn. Waiters hat sich
gezeigt, daft des Immunsystem auch an der Eliminierung
von Tumorzellen mafigeblich beteiligt ist. Dabel spielt
aie Erkennung der tumorassoziierten Antigene (Tﬂgéi
durch Xomponenten des Immunsystems eine wesentliche
Rolie. Im weitesten Sinn kann jede (peptidische oder
nicht peptidische) Komponente einer Tumorzelle, die von
einem Element des Immunsystems erkannt und zur
Stimulation einer immuneclogischen Antwort fihrt, als
immunogenes Tumorantigen funglerep. Besondere Bedeutung
kommt dabei jenen Tumorantigenen zu, die nicht nur eine
immurelogische Reaktion herverrufen, sondern auch eine
AbstoRung des Tumors bpewirken. Die Identifizierzung
definierter Antigens, die solch eire immunclogische
Reaktion bewirken kommen, stellt einen wichtigen
Schritt fir die Entwicklung einer molekular definierten
Tumorvakzine dar., Obwchl noch nicht ganz geklart ist,

welche Elemente des Immunsystems fir eine Abstohung des

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Tumors verantweorilich sind, hesceht doch ein Korsens
carCbher, dal dabel ChS-exprimiercnde zytotexrische

T-ivmpnozyten [ITLs) eine Haupirelle spieclen [Coulie,

1587} . Besonders bel jenen Tumarart . Melancm und

Nizrenkarzinom), die ains relativ hohs

Spontanremissionsrate au ta eine

:leticn zwischen «linischem f ound dem
verrehrten Auftrerern wvon CDE°- CE4T-T-Zellen
festgestellt werden :(Senendel e1 al., 1953: Mackensen
et &1., 1932; Hallicay =t al., 1985, Hawakami et al.,

Wang, 1%37; Celluzzi und

zifisohe CTL-Xlone

aus tumorinfiltrieranden Lymphezyten {TIL)
oder peripieren moncauklaaren Blutzellen (PBMC) nach
Kokuitivicrung mit meist sutologen Tumorzellen und
Zytokinstimulierung in vitre erhalten. Sowokl in

Tizrmodellen al

aush in in vitro kultivierten humanen

Zellkultursystemen konnte die T-Z=il

Twort gegen
Tunorzellen durck Transfektion der Temorzellen mit
Zyteokinen verstdrkt werden (van Elsas et al., 1997;
Ganskacher ez al., 19%0; Topper <b al., 1%2%; Fearocn et

al., 1820; Draneff et al,, 1993!.

Rufgrund der Korrelation zwischen Remissicon und
betelligung von CD8'-T-Zeller ist dis Identifizierung
tumerassozilerter Antigens (TAR}, die durch
CCE-positive CTLs erkannt wsrden, ein erklirtes
Ravstziel auf dem Weg zur Entwicilung einsr
Tumervakzire (Pardell, 193%B:; Robbins und Kawakami,
1936} . Ob auch anpdere Zelltypen des Immunsystems wie
2.B. C4'-T-Helferzellen eine wesentliche Rolle spielen
ist noch unxlar; einige Studien mit MAGE-3/HLA-21
Peptiden in Melanompatienten deuwten darauf hin

2
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{Marchard =t al., 1295; Socon et z2l., 1985}, In dern
vergangenen Janren i eine Keine von TARs, die zZurch
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ZTLs erkannt werder, identifiziert worden (Bogon ot al,,

1994; van den Eynde und ven der Zruggen, 19987).

T-%e’les erxennern Antigene als Peptiidfragmente, dic an
Zailokerfliachen von MEC-Molekilen (,major
histrcompatibility complex”, im Menschen HLAY = ,human
levkocyts antigen”) prissntiert werden. Fs gibt zwel

Xlassen von MAC-Mclaskiien: MHC-I Molekiile =zommen auf

sentieren

LT

den meisten Zeller rmit Ksrn vor und 2r

Zde (tbhlicherweise #-1L-merz}, die durch

ras

vroteslytischen Abkau endogener Frotesine entstehen

(scg. Antigeon-vera itung, .ertigen processing”}.

ZepiidiMHC-I Komplexe werden von Cof-positiven CTLs
erkannt. MHC-I1 Meolekile kommer nur auf scg.
«professionellen entican-prisentisrenden Zellen" (AFC)
vor, und prasentieren Peptide excgensr PFroteine,, dic im
Zuge der Endocytose von RPC sufgerommen und verarbeite:
wazder.. Peptid:MEC-II Kemplexe werden von CD4-Heller-T-
Zellen erxannt. Durch eine Interakticn zwischen
T-Zellrezepror und Pepticd:MHC Komplex konnen
verschiedene Effektormechanismen ausgeldst werden, die
im Fa.l von CTLs zur Apcptose der Zielzelle fihren. Das

geschight, wenn entweder der MHC (z.B. im Fall der

Transplantatabstofiung), cder das Peptid (z.B. im Fall
intrazellularer Pathogene) als fremd erkannt wird.

Allerdings erftllen nicht alle prdsentierten Pegtide

die strukturellen und funktionellen AnTorderungen
eine effektive Interaktion mit T-Zellien (wie von

Rammenses et 31., 1595 ond weiter unten beschriebent.
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Fiir den Einrsatz wvecno
grundeidtzlich mehrere Applikaticonsformen méglich: Das

artigen kann entweder als rekombinantes Pr

geelgnecen Edjuvantien bzw. Trigsrsys

ftr das Rntigen xodierence CURA In [RES

Yakzine; ., 1988, hzw. wrirzlen Vektoren

(Restifo, 13%7) appliziert worden. Zine weiters
M&glichkeit pesteht im Einsatz wvon rekormbinanten
Bakterien (z.83. Listeriz, 3alnmonclla), dic das humane
Erntigen rekomiinent sxrrimieren und durch ihre
zusatzlichen Komporsrnten eine adjuvative Wirkung haben

{Paterson, 1%G6; Pardeil, 15%33;. In zllen Zissen Fillen

ist =ins VYerarn sntation d2s Antigens

£

durch sog. .professier -prasentisrende

chkeit ist

Zellen” {APC) rotwendig. Eine waitere Még
der Einsatz synthetischner Poptide (Melief et al.,
1586}, die den korraspondisvenden F-Zell-Epitopen des
Antigens entsprechen und die entweder wen aufen suf die
APD gslacen (3uschle et gl., 1297, &Schmidt et al.,
1987) oder won den A2C aulgenemmen und intrazellular

auf die MAC I WMolexitle transfariert werden. Die

therapeutisch e zienteste Roplizaticonsform fir ein
cefiniertes Antigern wird im sllgemeinen in Klinischen

Studien bestimmt.

Zv den vcn den iumorspezifischen CTLs srkannten

Antigenen bzw. deren Epitcpen zahlen Molekiile, die aus
sédmtiichen Prcoteinklassen stammen kdnnen

(z.B. Transkriptionsfaxtoren, Rezeptoren, Enzyme, zur
Ubersicht siehe Rammenses et al., 19%5; Robbins und
Kawakami, 19%8}), Diese Proteine milssen nicht
notwendigerweise an der Zelleberfliche lokalisiert

sein, wie dies bei der Zrkennung durch Entikdrper

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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erforderlich ist. Um fur die Erkennung durch CTLs als
tumoerspezifisches Arzigen zu fungierer bzw. um fir die
Therapie eingesetzt zu werden, missen die Proteine

bestimmte Badingungen erfillen: erstens scil das

Antigen nauptsachlich wvon Tumcrzellen exprimiart werden

und in sog. “kritischen” Normalgewebcn nichr cder nuz

in geringerer Konzentration als in Tumoren verkowmmen.
Zrizische Normalgewebe sind essentislle Geweoe; eine

gegen sis gerichtete Immunreaktion kinnte unter

Umstdnder schwerwiegende, zum Teil le = Folgen
hzben. Zueitens soll das Antigen nicks nur im
Primértumey, scendern auch in den Metas-aser vorhanden
sein. Des weiteren ist eg im Hinblick auf sine breite

kliniscihe Anwendung des Entigens ersrrshenswart, wenn

&5 in mehreren Tumorarten in hoher Xeonzeotration
vornandan ist, Eine weiters Vorbedingung fir die
Eignung eines TAA als wirksamer Bastandteil einer
Vakzine ist das Vorhandensein von T-Zell-Epitopel in
der Aminoszuresequenz des Antigens; vom TAL abgeleitete
Pepiide sollen zu einer in vitro/in vive T-Zell RBntwort
fihren {“immunogenes” Peptid). Ein weiteres
Selektionskriterium for ein klinisch breitv anwendbares
immunogenes Peptid ist die Raufigks:t, mit der das
Antigen in einer gegebenen Patientenpopulation

snzutreffen ist.

Die immuhogenen tumerassoziierten Antigene (TRAsS), von
denen grodtenteils bereits gezeigr wurde, dabd sie
T-Zell Epitope besitzen, lassen sich in mehrere
Kategorien einteilen, u.z. virale Proteine, mutierte
Proteine, Gberexprimierte Proteine, durch chromosomale
Translokation gebildete Fusionsproteine,

Differenzierungsantigens, onkofétale Antigene (vVan den

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Eynde und Brichard, 13%5; van dern Zynde und van der

Bruggen, 1%87).

Die Methoden zur Idemtifizierung und Charakterisierung
ven TARs, dle den Pusgangspunkt fur die Entwicklung

giner Tumorvakzine darstellen, bezuhen einerseits auf

dem Einsatz ven in Patienten bereits induzierten CTLs
(z=llulare Immunantwort) oder Antixérperr (numorale
Immunantwort), odes basieren auf der Erstelliung
difigrenzieller Transkriptionsprofile zwischen Tumoren
und Normalgeweben. Im ersten Fall, dem Zmmunaleogischen
Aunsatry, werder Patienten-CTiLe fir ein Screening

eckaryotischer Tumor-cDNA-Expressionsbilliotheken, die

tber MHC-T Molekile die CTL~Ipitope prasentieren,
eingesetzt (Boon et =zl., 19%4), wahrend mittels
nochaffiner Petienten-Antiseren prokaryotische-cDNE-
Expressionskibliotheken, direkt tber eine Immuncblot-
Aralyse der einzelnan Plaguas zuf dss Vorhandenseir wvon
TAAs untersucht werden (Szhin et al., 1995). Eine
Kaorbination von CTL-Reaktivitat und proteinchemischen
Verfahren stellt die Isplierung von aus MHC-T

iselierten Peptiden von Tumerzellen dzr, die dber

Reaktivitat mit Patienten-C7Lls vorselektieniert wurden.
bieg Peptide werden aus dem MHC-I Komplex ausgewaschen
und mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert
(Falk et 23 . 1991; Woelfel =t al., 1994; Cox =t al.,
1934) ., Die Ansatze, welche CTLs zum Charakterigieren
von Antigenen verwenden, sind sufgrond der
erforderlichen Kultivierung und Akrivierung von CTLs
mit einem erheblichen Rufwand verbunden bzw. nicht

immer erfolgreich.
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Mevhoden zur Identifizierung von TARs, welchks zuf dem

Vergleich des Transkriptionsprotils ven Kozmal- wmit

Tumargeweve berunen, sind vielfiltig: daruv zéhlen die
differenzielle Hybridisierung, die Frstellung von

Subtrakticns-cDNA-Banken {“representational difference

analysis”; Hubank und Schetz, 1394; Diatchenke et al.,
b

199%€; und der Einsaiz der CHA-Chiy Techneolegie cder der
i+

0

AGE-Maethode (Vel

ulescu 2t al., 18%5), DI Cegensatz
zur chen erwidhnten immenologischen Mathods mit Hilfe
von Patienten-CTLs mull beim Einsatz wvon
molekularticlogischen Mechodan gezeigt werden, da’ die

damit gefundsnen pctensiellen Bntigankendidaten

tumorspeziiisch [tumorassoziliert)] sind und tatsdachlich

T-Zell Epitopz besitzen, dis eine zytotexische T-Zel:
Antwort ausldsen kénnen. In zumindest einem Fall
(NY-ES0/LAGE-1) wurde ein fatigen sowchl durch die
Verwendung von Patientenseren als auch durch RDA
identifiziert (Chan et al., 1997; Lethe et al. i¥95),

auberdam wurden CTL-Epiiope dieses Antigzns und aina

gleichzeitige spontanc humorzle und T-Zell Arntwort in

cinem Patlienten beschricben {(Jager et al,, 29%8).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war s, ein neues

tumorasscziiertes Antigen [(TBA; bercitzustellen.

Diese Aufgabe wurde geicst, indem zupichst mitteis RDAE
(,representational difference analysis”) zwischen einer
Lungen-Adenckarzinom-zelllinie {R543) und
Nermzllungengewsbes eine cOMA-Substraktionsibiblicthek
hezgestells wurde. zZur Selektion der im Tumor
Gberexprimierten Antigene worden anschlieRend die
erhaltenen eDNA-Klone sequenziert und mit in

Datenbanken verfigbaren Sequenzen verglichen. Unter den

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(38)

WO 66727 PCT/EPDIA03552

w

ic

15

20

25

30

dabei annctierten Genen befanden sich 3727 unbekannte,
zu denen grédtenteils ESTs (,expresscd soguence tags”)-
Zintrdge in der Datenbank existierten. Hach einer
welteren gualitativer PCR-Enalyse :in cD¥A-Biblictheken
von xritischen Normalgeweben und immunprivilegicrten
Zeweben sowie deteillierterern Datenbanxrecherchen
wirden die Anzanl der Xendidatenklene suf 58

eingeschrankt, deren ESTs nicht aus kritischen

Normalgewepen stammen. Mittels RT-PCR wurde
fesugestells, daf drel der 5% untersuchter Klerne sine
Expression havptsdchlich in verschiedenen Tumorgeweben

urnd xeine cder geringe bxpressicn in Mormalgeweler

auiwelsen. Der gualitative Vergleich tteis PCR; der
Expressicn eines der Klopne (B22) zwischer Tumor- und
Lormalgewebe zeigrie eine Uberexpression der 3%%-cDK2 in
verschliedenen Tumeren. Das mittels Norchern Blot
aralysierto Expressionsprofil rzeigte ergénzend, dah BO9%
in den untersuchten Wormalgewebern xoine cder nur cine

gchwache Transkription zufwies.

Pie humane B93-cDNA wurde klcniers, dis erhaltens
Seguenz ist In SEZ ID NO:1 dargestellr, Die
Sequenzenalyse der klonierten humanen B%%-cDNA crgab,
dak von Positicn 427 bis Positieon 1743 ein
durchgehender offener Leserahmen voriiegt, der, auf
Wukleotid- und Proteinebene, eine hohe Identitit mit
dem offenen Leserahmen von beta-1,3-Calaktosyl-o-
Glykosyl-Glykoprotein beta~1, 6-n-
Azetyglucosaminyltransferase besitzt. &us den aus
Worthern Blot Experimenten gewonnenen Daten ist zu
schliefien, daB das R9S-Transkript eine Lange von ca.
3,0 kb hat. Der klonierte Bereich der B%S-cDNA betragt

2216 bp, wobei das Vorhandensein eines Polyh-Schwanzes

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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am 3'-Ende cer Sequenz fir die vVollstancigkeit der cDKA
in diesem Berzich spricnt. Der Unterschisd in der Grofe
daor klonierter 592-cDRA Im Vergleich zu der sus der
Horthern Blet Analyse ableitbaren Grole la%:t sich durch
das Vorhandsnsein eines PolyvA-Schwanzes unbekannter
Langz sowie eine 2usidtzliche Scoguenz im 5 -nicht
translatierten Bereich won 339 srkidren. sufgrund der
Tetsache, dad im S -Bereich der kxlonierzen <DNZ wvan
Pesizion 0 bis 427 kein durchgehender _essrahmen
vorharnden ist, kann gefcigert werden, daB es sich bei
dem RTZ zn Position 427 um das Startkoden von BESS

handelt.

=1

ugatz’icke Informaticn dber die welter stromaufwirts
liecende Sequenz von B29 xann durch
molexularbiologische Standardmethoden gowonnen warden,
z.B. mittels 5'-RACE {,rapid amplificazion of cCNA

erds”) . Bei dieser Methode wizd RMA, vorzugsweise miuNi,
zus Zeilen oder Geweben, in denen B99 transkrihiert
wird {z.B. Kolonkazzinom-Gewsbe oder ven
Lungenadenokarzinom abgeleitete Zelllinien wis AS549)
revers transkribiert und anschllefend mit einem Adaptor
bekannter Sequenz ligiert. Eine PCR mit einem
Rdaptorprimer (bindet spezifisch an den Rdaptor am 5 -
Ende der cDNA} und einem B99-spezifischen Primer (z.B.
SEQ ID NO:2, 10, 11} erlaubt die Amplifikation
entsprechender RB$9-Fragmente. Disss PCR-Produkie
konnen, wie in Beispiel 1 beschrisben, nach
Standardmethoden klonier:s und, insbesondere durch DNA

Sequenzierung, charakterisiert werden.

Eine alternative Methode zur Charakterisierug des

5°-Endes ist das Screenen von cDNA-Bibliotheken durch
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Hybridizierurg wmit f{ir 3992 spezifischen DNA-Sonden oder

Antiserern.

Fuhrt dzs Scresnen von cb¥A-Biblictheken aufgrund

methodisch bedirgter Beschrirkungen, z.EB. ineffiziante
reverse Transkripticn bedingt durch ausgeprigts
shunddrstrukturen der ANA, richt zum gewunschten 2iel,
kénren gencmische Bikliotheken untersuch:t werden, indem

z.B., wie beiw Scrzenen von CONA-Biblioth

ken, durch

Hykbridisierung mit fUr 299 spezifiachcen DHA-Scnden
Klone issoliert werden kénnen, die die gurcomaufwirts vom
crhalzenen 37 -Enda der cOWA liagends Saduerrzinrformation

z.E. die Promotorregien vor ES% erthalten.

Die isolierte cDNA kodiert flir das Lumncrassczilerte
Antigen (TAR) der Bezelchnung B2 mit der in SEQ ID
NO:2 angegebensn Aminosdursssguanz (B93-1), Dis Seguenz
von B32-1 wird delfiniert duerch das Startcodon an

Position 427 der isolizrten BS%-cDNA.

In einem weiteren Versuch zur Klonierung des
kodierenden Bereichs ven B%%, bei dem cDN2 aus der
Lungenadenokarzinom-Zellinie A54% verwende:r wurds,
wurce eine Seguenz ermittelt, die im Vergleich zur in
SEQ ID WO:l dargestellten 3equenz eine Insérticn eines
Nukleotids an Pesition 923 zufweist (SEQ ID KHG:3 bzw.
$T0 ID NO:5). Diasse Insertion fithrt zu einer
Verinderung des offenen Leserahmens vopn BY99 mit einexr
daraus resaltierenden verdnderten Aninosavreseguenz im
C-terminalen-Bereich des B93-Proteins; die von diesem
Leserahmen abgsleitete Sequen:z dieses BOSS-Antigens
(BBS-2) ist in SEQ ID NO:4 dargestellt. Auber der

Insertion weist die aus A549-Zellen isolierte cDNA
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einen Nukleostidausteusch an Position 62Z im Vergleieh
zu Seguenz SEQ ID KO:1 auf. Diescr Wuxleotidaustausch
bedingt an Pasitjon Nr. 66 einen Ersatz von Arglnin
{SEQ ID HO:2Z, B9%-1} durch Tryptophan {SEQ 1D NGC:4,
BY5-2). Abgeschen ven cdlesem Amincsdureaustsusch ist
die Aminesiureseguenz von BS%5-2 his cinschlisilich

Pesitien 16€ identisch min 38%-1.

Diz Inserticn sines Muxleotids an Positicn 3Z3 ergibt
einzrn zweiter potsntiellen Lessrahnmen von Poz. B45 bis
1745 der in SEQ ID NC:3 {kzw. SEQ ID NO:3)
dargestellten Seguenz. Ein von einer cCNA mit diesem

Leserahmen exprimisrtes Protein weist die in

in

EQ ID NO:6 dargestellte Aninosaureseguenz aul (BY93-3).
Die Seguenz von B%9-3 ist ven Pos. 1 bis 27
unterschiedlich zu B89%-1 und &b Pos 2B identisch nit

B9G-1.

Die Exfindung betrifft somit in sinem ersten BAspekt ein
tumorasscziiertas Antigen der Bezelchrnupg B
zusgewdhlt aus der Grupce von Polypeptiden wit der in
SEQ ID NO:2Z2, S5EQ ID ND:4 cder SEQ ID NO:& angagebenean

Anincsiurssequen?.

Die in SEQ ID NOG:2 (BSY9-1), SEQ ID %04 (285-2) und
SEQ ID NG:6 (B%9-3) dargestellier REnincsdureseguenzen
kénnen Abweilchungen aufweisen, z.B. solche, die durch
Austausch von Aminesduren bedingt sindg, sofern das BS9-
Derivat die fir die Anwendung in einer Tumcrvakzine
eryinschten imminiogenen Eigenschaften aufwelst. (Ein
Beispiel flir einen B-3%-Folymorphismus dieser Art ist
der durch die Punktmutation bedingte Unterschied an
Position 68 zwischen B9%-1 ungd 2939-2} .
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Im folgenden wirc, wenn nicht anders angegebker, die
Ze

eichrnung ,B99" steijvertretend fir B9®-1, BI9-Z un

z
95-3 verwendet.

w

Jie patitrliche Aminossuressguenz var 233 (bzu,

entsprechend die Segquenzern dsr B2Y-cDRA] kann

uy

egebenentalls modifiziert sein, indem cinzelne

Amines&uren in einem B%% CTL-Epitcn ausgetauschs:

werden, wr, im Vergleich zum rztiérlichen B99 CTL-

Ep:top, eine Stoligsrung dsr Affinit2t ven B2%%-vPspriden
s

I-Mclekulen und damiz eine erhzhte Immunsgenitdt

zu

und letztlich einc verstarkte Reaktivitat ¢

Tumeren zu bewirken. ModifikatiIonen im Bereich dexr B99-
Epitope konnen am 8%3-Cesamtprotein {disses wird von
den APCs zu den entsprechenden Peptiden prozessiert)
»zw, an grbheren 2%8-Sroteinfragmenten oder an BSS-

Peptiden {vgl. unten) vorgznommen werden.

In einem weiteren Aspekt ketrifft die vorliegende
Erfipdung immunogens Fragmentes und Peptide, die won 359
asgeleitet sind. Letztere wercen im fclgenden als
"B%9-Peptide” bezeichnet. Eine erste Gruppe sind
B8%9%-Pepride, die eine humerale Immunzantwort (Induktion
von Antikérpern}) auslésen. Derartige pPeptide sing
ausgewihlte Abschnitte von B9? (mindestens 12 bis

15 Aminosguren), die mittels sogenannter Verntersage-
Rigorithmen {("prediction algorithms") wie z.3. dem

“surface probability bleot” (Emini et &1., 198%), dem

“hydrophcbicity blot” (Kyte and Doolittle, 1982% und dem

“antigenic index” (Jameson and Wolf, 1%BE) ermittelt

werden kénnen.
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E5 L5t beXannt, dad tumorassoziierte Antigene

tumorspwzlilische Mutationen aufweisen kéanen, die zu
eirer immunclogischen Unterscheidung zwischen Tumor und
¥ormalgewebe beitragen {(Mandruzzaze =t al,, 1997; Hogan
ec al., 1%%8; Gaudl et al., 1539, wolfal et al.,1585).
Ur. das Vornandenseln tumcrspezifischer BSS~Motationen
testzustellen, wird, uweckmdiig mit Hilfe won Sonden aus
der erfindungsgensflen isollerten cORA, <ie BI99-cDNE aus
einem cdsr mebreren unterschiedlichen Tumeren kloniert

und dis erhaltener Segaenzen mit Mormalgewens-BYG-cONA

verglichen. Es ist zu erwarten, dall Tumcr-BE2S-Peptids

=]

us einen gegepilber Normalgewaks-B%9 mutierten

Vergleich zu Normalgewehns-B99-

s dem entsprechenden Lnsc cline
verstidrkre Immunogenitid: aufweisen, Die vorliegende
Exfindung betriffr somit in zinen weiteren Rspekt B9%-
Eeptide, abgeleitet von Bercichen cines
tumcraxprimierten BSY, dis tumorspecifische HutaTticnern

aufwersen.

Bed der puswanl von B99-Feptidkandidaten verdienen die
Regionen von B29-Z7 und £3%%-3, die sich vorn 399-1
unterscheidan, bescnderes Interesse. Unter der
Voraussetzung, dad es sich bei der Tnzertion der BY9-
ENA, die zu diesen Unterschieden in der
Aminosauresequenz fohrt, um eine tumorspezifischne
Mutztion handelt, ist namlich zu crwarten, da’ Peptide
aus diesem Bereich eine verstarkte Immunogenitit inm
vereleich zu Peptider aus B99-1 sufwsisen. Um zu
bestatigen, dad die Insertion tumorsperzifisch ist,
kénnen Antikérper gegen diesen Bereich generiert und
Tumorzellen auf Expression von E95-2 und B9%-3

untersucht werden.

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—/
—m —m ~m @ @ @ @ ™@ ™@ M™@ ™@ & & & & & & s s s /s /o /e o

(44)

WO 066727 PCT/EPOD/03552

iy

i5

20

25

30

ES¥-reptide werden direki oder in modifizierter Form
(2.3, an KLH = "“keyhole limpet hamoeyarnine” gekoppelt)
verabreichi und die Bildung von Antikorpern mittels
gangigar immunologischer Assays, z.B. mitteis ELISA,

esTimmt.

Weitere, im Zzhmen der vorlizgerden Erfindung

bevorzugte, BI9-Dogride sind diejenigen, die durch

MEC-Molekiile priseatiert werden und eine zellulare

Immanantwort bewirken. Es gibt zwei X

ZSBET Von
MHC-Molekilen, nimlich MHC-I-Molekiile, die wvon
CD8-positiven CTLs und WHC-IZ-Molakiile, die ven

Ché-pomitiven T-Helferzellen erkannt werden.

Damit ein Peptid eine zelluldr-e Tmrunantuwor:s aus_ést,
muB es an ein MHC-Moliekul birden, wobel der zu
behandelnda rPatient das MHC-Mclekiil in seirem Repertolr
aufweisen muf. Die Bestimmung des MBC-Subtyps des
Patienten stell: somit, im Binblick avf die Ausltsung
einer zellul#éren lmmunantwert, sine der wesentlichen
Veraussetzungen fir die wirksame Anwendung eines

Feptids an diesem Patienten da:r

Dig Sequenz =ines therapeutisch einzusetzenden B%9-
Peptids wird durch das jeweilige MiC-Molekiil
hinsichtlich Ankeramincsiuren und Lange vorgegebern.
Definiarce Ankerpositionen und Lingsa gewidhrleizten, dah
eln peptid in die Peptid-Bindungsfurche des jeweiligen
MHC-Mclekills des Patienten pafi. Dies hat zuxr Folge,
dab das Immunsystem stimelisrt wird und sine zellulire
Immunreaktion erzeugt wird, die sich, im Falle der
Verwendung eines von einem Tumorantigen sbgeleiteten

Peptids, gegen die Tumorzellen des Patienten richtet,
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Inminogens B3%-Septide kdnnen nach bekanatsn Mathodan

idexn ziert werden, eine der Grundiagen dafir ist die

Bezieshung 2wizches MHC-Rindung und CTL-Iadukticn.

ba alse die Sequsanz immunogensr Peptide aufgrund ihres
Feptidbindangsmetivs vorherbestimmbar ist, kénnen
B%9-Peptide, die CTL-Epitope darstellen, aufgrund der
B99-Frotoinsequenz identifiziert urd swyothetisiert

werder. Dazu sind verschiedsne Methoden geeignet, die

zur Identifizierung ven CTi-Epitoren von pekannoen
Proiein-Antigensn verwendet wurden; z.B. die ven Stauss

., 1982, fir die Tdentifizisrung von T-Zelli-

Epitopen in numaneam Papilleomavirus beschriebenc

Methede.

bie allelspezifischen Anforderungen jedes MEI-I Allel-
Produoxts a2n eirn Peptid, des an das MHC-Molekill bindet
ung veon diesem prdsentiert wird, wurden als Motiv
zusammengerah: (z.3. Falk st al,, 1991). Bisher ist
eine grode Bnzahl sowohl vorn MEC-FPeprid-Motiven als
auch von MEC-Liganden hekapnt. ZTine im Rehmen der
vorliegenden Erfindung geeignete Metheds zur Suchs nach
Epitopen eines bekannten Eroteins, das in 2in

pestimmtes MEC-I-Molekil pafht, wourde ir einem

Ubersichtsartikel von Rammenses et al., 1985,

beschrieben. Sie umfaBt die folgenden Schritte:
zungchst wird die Protein-Seguenz aul Abschnitte
untersucht, die dem Anker-Motiwv entsprechen, wobei
gewisse Variatienen hinsichtlich Peptidlange und
Ankerbesetzung méglich sing, Wenn z.B. ein Motiv ein
S-mar mit I}e oder Leu am Ende voxschrelbt, kénnen auch
10-mere mit einem entsprechenden C-Terminus in Betracht
gezegen werden, shenszc Peptide wmit anderen

15
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slichatischen Hesten, wie Vsl oder et am U-Terminus.

Auf diese Weise wird s=ine Reihe won Peptid-Kandidaten

exrn en. Diese werdem auf das Yorhandensein mbgiichst
vieler Ankerrxeste, die sie geneinsam mit bereits
kexannten Liganden haben, untersucht und/oder
deraufhin, cb sie fir verschiedene MHU-Molekile
"pevorzugte" Reste hLaben (entsprecihend der Tabelle von
Ramrensee et alf, 1935). Um =chwezh pindende Feptide
auszuschliefken, werden zweckmifig 3indurgs-Rssays
iurchgefihrt. Wenn die Znforderungen an die Peptid-

HHC el

Bi

ncdung fir bestipm

le bexanrt sind, kiénnen

die Peptid-HKandidaten zuch auf Micht-Ankerreste

untersccht werden, cie sich negativ oder posic

die Bindung auswirkern, ocder dile diese erst ermogll
(Ruppert et =21., 1%%3). Bei dieser Vorgangsweilse ist
“edoch in Baotracht zu ziehern, dald das Foptid-Bindungs-
Motiv fir die Suche pech natzlrlichen Ligarnden nichs
aliein ausschlaggebend ist; auch anderc Aspekie, z.B.
die Enzymspezifit{dt wihrend der Entigenprozessisrung,
trager - zusdtzlich zur Spezifitit der MYC-Bindung -
zur Identitit des Liganden bei. Zins Methode, die diese
Aspekte be-ucksichtigt, und die im Rakmen der
vorliegenden Erfindung zur Identifizierung von
immuricgenen B3%-Peptiden geeignet lst, wurde 2.a. von
Kawakami et al., 1%85, angewendet, um auf der Grundlage
bekarnter RLA-A*0201 Motive gpl0d Epitope zu

identifizieren.

Die Pepticde konnen auch im HBieblicx auf ihre
Bindungsfahigkeit an MEC-II-Molekiile awusgewdhlt werden.
Das MEC-TI-Bindungsmotiv, das sich ilber neun
Aminosfuren erstreckt, weist einen hsheren Grad an

Degeneration in den Ankerpositicnen auf als das MHC-I-

16
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3indungsmotiv. Es wurden kirzlich, ausgenend von der
Réntgenstrukiuranalyse von HHC-IT-Molekillern, Methoden
sitwickeltn, die dis genaus Analyse der MHC-II-
Bindungsmotive, und susgenend davoen, Variatcionen der
reptidsequenz erlzuben {Rammensese et al., 19%5, und sie
dort zitlerte Criginallizerstur; . Pepride, Jdie an
YHC-IT-Molekiile kinden, worden den CDd-T-Zallen
tvpischerweise Yo dendrizischen Zellen, Makraphagen
oder B-Zellen prisentiert. Dle CD4-T-Zeller wiederun
aktivieren darn in der Folge dirext CTLs durch z.3.
Cytokin-Russchiitteng und Yerstirken dis Effizienz der
Artigsn-Praszentaticn durch ACC [dendritische Zellen,

Makrophagen und B-Zellend

Seit kurzem sird Datenbanken und Vorhersage-alcorithmen
veriiighar, die mit grofier Verlifllichkeit die Vorhersage
von Peptid-Epiropen erlavben, die an ein bestimmtes

MHAC-HMoleki: binden.

Im Ranmen der vorliegendsn Irtindeng wurden, unter
Verwendung des von Parker et ai., 1994 und Rammenses et
al., 1%9% beschriebenen Rigorithmus, fir die
wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fir ILR-AX,
-A*Q201, -A3, -37, -314 und -3*4403, Karndidaten-Peptids
identifiziert, von denen zu erwarter ist, daf sie an
die entsprechenden HLA-Molekile binden und daher
immunogene CTL-Epitope darstellen: die ermittelten
reptide sind in Tabelle 2 aufgelistet., Auf Zhnliche
Weise k&nnen, gegebenenfalls unter Verwendung weiterer
Algorithmen, die den unierschiedlichen Charakteristika
der Peptide (Hydrophobizitat, Ladung, Gréfe)] bzw.
Anforderungen ap die Peptide, z.B. die 3D-Struktur des

BLA-Molekiiis, Rechnung tragen, weltere potentielle
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Feptid-Epitope ermittelt werdern; dies gilt auch fir

Pestid-Epitope andsrer HLA-Typen.

Nach Auswahl von B9%-Peptid-Kandidaten mit Hilfe der
angefunrten Methoden wird deren MHC-3indung mitiels
Fepticbindunys-Assays getestet. Als nichstes wisd die
Irmunogenitat der Peptide mit guten
2indungseiganschalten bestimmt (Stabilit#t der Peptid-

HEC-Wechselwirkung korreliert in den meisten Fillen mit

Immancgenitat; wvan der Burg et 21., 13956}, Um dic

Imnncys

&t ces susgewih:iten Peptids oder Peptid-
Aguivalents zu bestimren, kénnen FKethoden, wie z.B. ven
Setze et al., 1394, beschrisken, in Komoinaticn mit
quantitativen MHZ-Bindungs-Assays verwendat werden.
Altarrativ kann die Immunogenitét des ausgewdhluen
Peptids dber in vitro CTL-Induktion mittels kekarnter
Methoder: {wie weiter unten fur ex wivo CTL-Induktion

bezch

ieber] getestet werden, Das Prinzip der in
rehrercn Schritten durchgefihrton Metnede fiir die
fuswabl von Peptiden, die zur RAuslésung einer
zelluldren Immurantwort £&hig sind, ist in dex

WO 87/30721, avf deren Offenbarung hiermit ausdriicklich
Berug genommen wird, beschrieben. Eine allgemeine
Strategie zum EBrhalt effiziencer immunogener Peptide,
die im Rammen der vorliegenden Erfindung geeignet ist,

wurde auberdem von Schweighoffer, 1957, beschrieben.

Statt die Originalpeptide zu wverwenden, die in diae
Bindungsfurche won MHC-I -cder MHC-TI-Molakillen passen,
alsc Peptide, die unverandert von B9S ahgeleitet sind,
kérmen anhend der suf der Grundlage dery
Originalpeptidseguenz angegebenen Minimalanforderungen

beziiglich Ankerpositionen und Lange Variaticnen

18
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rorgenommen werden, sofern durch diese Variationen die
effektive Immunogenitat des Pectids, die sich
Zusammenset il aus sainer Bindungsaffirnitdt an das
MHC-Molekil und seiner Fahigkeit, T-Zell-Rezspuorern zu
stimulieren, nicht nur nicht beeintréchtict ist
scrndern vorzugsweise werstérkt wird. In digsem Fall
werden zlso kinstliche Peptide oder Peptig-Aguivalente
verwondet, die éntsprcche:d den Anfordezungen dax

Birdungsfanigkeit an ein MHC-Meclekil entworzfen sind.

Zplchermalen verinderte Pepilide werden 4alo
«heteroclitiscre Peptide” sersichner. Sia kdanen nach

folgenden Methoden eraslten werden:

Zurdchst wercden die Dpitope vonr MHC-I- bzw. MHC-II-
Liganden bzw. deren Variation z.E. nach dem von
Rammensee et al., 1395, beschriebensn Prinzip

vorgerommen . Die Linge des Peptics ertspricht im Falle

seiner Bbstimmung aul MEC-I Molexidle voriugswelse euner
Minimslseguenz von 8 bis 10 Aminoszuren mit den

erforderlichen Arkeramirosauren.

Gegebenenfalls kann das Peptid such am £- und/oder an
RN-Terninus verlangert sedn, sofern diese Verldngsrung
die Bindungsfihigkeir an das MHC-Molekiil nicht
beeintrichtigt bazw. das verléngerte Peptid auf die

Minimalseguenz zalluldr prozessiert werden kapn,

r

Die modlfizicrten Peptide werden daracvinin aul ihre
Erkennung durch TILs (,tumer-infiltrating
lymphocytes™}, auf CTL-Indukticon sowile zuf verstdrkte
MHC~EBindung und Immunogenitat gepriift, wie wvon
Parkhurst er al., 1985, uod Becker et al., 1987,

beschrieben.

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(50)

W Q65737 PCT/EF00/)3552

1¢

1b

20

25

30

Eing welters im Bahmen cer vorlisgenden Erfindung

geeignete Methode zur Auflindung von Peptiden mit

stEgrkerer ImmunogenitiZt zls die der natirlichen
B93-Feptide besteht im Screenen wvon Peptid-Biblicthoken
mit CTLs, die die natiriich auf Turmoren verxommendesn
Be9-Peotide erkennen, wis von BIlaxe =t al., 1846,
beschrishen; in diesem Zusammenhang wird die Varwenaung
kombinatorischer Pepriid-Bibliotheksn vorgeschlagen, um
Meolekdie zu entwerfesn, welche von MHC-I-restringlierten

CTLs erkannte Tumorepitcpe nachahmen.

Die 399-Polypepride der wvorlisgenrdsn Zrfindung odsr
davon aagelelitetres imruncygene Tragmente oder Pemtlde
ztnnen rekonbipant oder mittels Zeptid-Synthese
nergestellt werden, wis in der ¥ 26/10413 beschriepen,
auf deren Offerbarung bilermit Beoeug gencmmen wird, Fir
diz rexomrbinante Herstellung wird das enteprechende
DNZ-Molekidl nach Standardmethoden in einen
Expressicnsvekticr eingefigt, in sinc geeignete
Wirtszelle transfiziert, der Wirt unter gseigneten

Expressicnsbedingungen kultiviert und das Protein

gereinigr. Fir die chemische Synthesa vor B99-Pepiiden
xonnen herksmmliche Methoden verwendst werden, z.B. im

Handel erniltliche automatische Peptid-Synthesizer.

Aliernativ zu natirlichen BS9-Peptiden oder
heteroclitischen FPeptiden k#nnen Sukstanzen, die solche
FPeptide vortiuschen, z B, "Peptidomimeticz" oder "retro-
inverse-Peptide”, wverwendst werden. Zur Testung dieser
Molekile im Hinblick awvi die therapeutlische
Verwendbarkeit in einer Tumcrvakzire werden dieselben
Methoden angewendet wie cben fiir die natlirlichen

B32-Feptide oder B9%-Peptiddquivalents.

20
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Das TAR der Bezelchnung B8% cemil <er vorliegenden

Erfinduny und die davon akgeleiteten Proteinfragmente,

Peptide bzw. Zeptid-Aguivalente oder Peptidomimeti

dnren in der Xrerstherzpie eingesetzo werden, z.B. um

=

eine Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren, die
die entsprachender Antigen-Determinanten exprimisren.
Vorzugswelse werden sie fUr die Therapie von 395-
positiven Tumcren verwendet, insbesondars beim
Bierenzell-, Lungen-, Kolon-, Pankreas-, Brust- und

Magenkazzinonm.

Jie Immunantwert In Form 2iner Induktien wven €TLs kann

in vive cder ex vive pewlrit werden.

Fir die in vive ITndukilon von CTLs wird eins
pharmazeutische Zusammensatzung, enthaltend als wirksamse
Komponsnte das TAR BS9 bzw. daven abgelsitets Fragmente
oder Peptidie), einem Patienten verabreicht, der an
einer mit dem TAR asscziierteon Tumersrsranxung leldes.
wobel die Mengs an TAR(Tepild) ausreichen muf, un eine
wirksame CTL-Antwert auf den Antigen-tragenden Tumor zu

erzielen,

Dis Exfindurg betrifft somit in einem weiteren Aspekt
2ine pharmazeuvtische Zusammensetzung far die
parenterale, topische, crale oder lokale Verabreichurnyg.
Vorzugsweise dient die Zusammensetzurg der parenteralen
Verabreichung, z.3, fir die subkutane, intradermale oder
intramuskulare &npwendunyg. Die B¥9-TARs/Feptide sind in
elnem pharmazeuriscn annehmbaren, vorzugsweise
wisserigen, Trager gelsst oder suspendisert. Die
Zusarmansatzung kann auhberdem iibliche Hilfsstoffe, wie

puffer, etc, gnthalten, Die TRAs/Peptide kénnen allein
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oder in Kombinaticn mit Adjuvantien, z.2. inkompletzem
freund’'s Adjuvens, Saponinern, Aluniniumsalzen oder, in
einer bevorzugten Ausfihrungsform, Pelykationen wis
Eolyarginin oder Pelylysirn, verwendet werden, Die
Peptide kérnen auch an Kompenenter, die die
CTL-Induktion cder CTL-AXktivisrung unterstiitzen,
gebundan werden, 2.B. an T-Eelicrpaptide, Lipide oder
Licvoscmen, odsr sie werdern gemeinsam mit dissen
Supstanren und/oder gemeinsam mit imrunstirulierenden
Supstanzen, z.B. Zytokinen (IL-2, IFN-y} verabreich:.
sethoden und Formullierungen, die zur Herstellung und
Yerabreichung der erfindungsgemidden pharrazeurischen
Zusarmensatzung gesignet sind, sindé in der WO 95704542
and WO 27/30721, auf deren Offarbarung hiermirc Bezug

genormen wird, beschrieben.

288 ({Fragmente) bzw. B3S-Peptide kZnnen auch verwendet
werden, um eine CTL-Antwort ex vivo auszulisen, Zine ex
vivo CTL-Antwor: auf eines Tumor, dar BSO axprimierc
wird indwziert, indem man die CTL-Vorlauferzellen
zusammen mit AFCs und BI99-Pepiiden bzw BY3-Protein
inkubiert. Dann 1labt man disz aktivierten CTLs
erxpandieren, worauf sie dem Patienten wieder verabraicht
werden. Alrternativ kénnen BRPCs mit BSS-Peptiden bsladen
werden, was zu elner effizienten Aktivierung zelluldrer
Immunreaktionen gegen B3% positive Tumor<en ithren kann
{Mayordome et al., 139385: EZitvegel €t al., 1998). Eine
geeignete Methode um Peptide auf Zelien, z.EB.
dendritische 2Zellen, zu laden, wird in der WO 97/1816%9

genffenbart.

In einer Ausfihrungsfcorm der Erfindung wird eine

Kembinaticn mehrerer verschiedener B%2-Peptide oder

20
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B33-Pepiidagquivalente ancewendet. In ciner weiteren
Ausfuhrungaform werden B3%-Peptide mit ven anderen TRAs
zbgeleiteten Peptider kombiniser:, Dis ARuswahl von
Faprtider f£iir derartige Kembinationen wird im Hinblick
guf die Drfassung unterschiscdlicher MHC-Typen getroffren,
um eine méglichst bpreite Zatientensopulation abzudecken,
und/oder sie wird avi ein miglichst hroites
Indixetiensspekirum shgestellt, indem Paptide mehrerer
unterschiedlicher Tumorantigsne xorbiniertc werden. Disz
Anzahl ger Peptide in eiper pharmazeutischen

Zusammensetzung kanr Gheyr einer weiten Bereich

T 2ing

schwanken, typischerwelse enthi
anwencbars Vakzine I bis 13, vorzugswelss 3 bis

10 verschiedene Peptide.

Die erfindungsgemifer PepTide k&nnen auch als
diagrostiscne Reagentien eingesetzt werden.
eisplelswelze xOmnen die Peptids dazu benurzt warden,
un das Ansprechen eines Patienten auf die durch das
impurogens Peptid hervorgerufene humorale oder zellulare
Immunantwort zu testen. Lacurch hestehf die Méglichkeit,
ein Behandlungsprotokoll zu verbessern. Belspielswelise
kanon in Abhdngigkeit der Darreichungsform (Peptid,
Gesamiprotein ocder DNR-Vakzine} des TAR dise Zunahme ven
Vorlaufer T-Zellen ip den PBLs, die eine Reaktivitit
gegen das definiarte Peptidepitop auviwaiszen, untersucht
werden (Robbins und Kawakami, 1996 scowis darin zitierte
Referenzen). AuBerdem hinnen die Peptide cder das
zesamtprotein bzw. gegen das TAR gerichteie Antikorper
dazu verwendet werden, um den Krankheitsverlauf eines
B99-positiven Tumors zu charakterisieren {z.B. durch
impunhistochemische Analysen ven Primédrtumor und

Metastasen)}. Eine derartige Strategies hat sich schon

3
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mehrfach als erfcoigreich erwiesen, z.B. der Kachuels des
Ostrogenreceptors als Intscheidungsgrundiage zur
Endokrinthezapie pei Brustkreps: c-=2rpB-2 als relevanter
Marker beil Pragrnestix und Tharapieveriav? bei Brustkrebs
tRavalell et al.,, 1558; Revillicn et al., 1828, PSMA

{“wrostate specific m

nrrane antigen”) alsg Marker fiur
Epithelialzellen des Prostavakacziooms im Ssrum bzw.
dursh Einsats eines M In-markierten moncklonalen

Byt

rpers gegen PEMA el der Immuncscintigraphie auf
Prostatakarzinom {Murpny et al., 13%% und inkludierte
Referenzen); CEA {“earcirgambryanic antiger”™) als
serglogischer ¥Markesr f£ir dis 2rogrosze und Verlauol bei
Paticenten des xolorehialen Karzinoms [Jessup und Loda,

1598) .

Die vorliesgends Txfindung betrifft in 2inem weiteren
AspekT 1solierte IHA-Moleklle, koclerend fér ein
Protein mit den inmuncgensn EBigenschalten won 239% oder

fir Fragmente davon,

In einem Bspekt batrifft dis vorliegende Erfindung ein
ispliertes DNa-Molekill, das ein Folynukleotid mit der
in SZQ Ig NC:l1 dargestsllzen Seguenz enthdlt coder das
ein Polynukleotid enthilt, das mit einem Polvnukleotid
der in SER ID NC:1 dargestellten Seguenz unter

stringenten Bedingungen hybridisiert.

Unter ,siringenten Bedirgungen™ wird z.3. verstanden:
Inkubation tker Naeht kei 65°C - BB"C mit 6xS3C

(Ix 85C = 150 mM NaCi, 15mM Tri-Katriumcicrat),
SxDenhardt’s Lésung, 0.2%3D5, 50 pg/nl lLachsspermien-
DNA, dsran anschlieflend Waschen zweimal 30 min mit
2x55C, 0.1% SDS bei 65°C, <einmel 30 min mit 0.2xSSC,

24
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0.1% SDS hel 65°C und gegebenenfalls abschliebfendes
Spilen mit 0.1x58C, 0.138DS oei 65°C, oder aguivalente

Bzdingungen.

In einem weitaren RAspekt betrifft die vorlisgends
Erfindung ein iscliertes PNA-Molekdl, das ein
Pelynukleotid mit der in SEQ ID NG:3 fbezw, SIZ0Q IZ N2:5;
dargestelitven 3egueny enthilt oder das ein
Polynukleotid enthédls, das it cinem Polynuxleotid der
in SEQ ID NO:3 (kew. SEQ ID KO:35) dargestelliten Seqguenz

unter stringanten Bedingungen hybridisierl,

Die erfindungsgemdlen DEA-Molekile bzw. Fragmente davon
xodleren fiir {Poly)pemtide der RBezeichuny B%2 {B9S-I,
B%9-2 oder B%9-3} mit der in SIC ID WO:Z, SEQ ID KO:4
odar SEQ ID MO:8 dargestellrten Bminosduresequenz baw,
fir daven abgslaitete Proteinfragmente cder Peptlide:
damit sind DNZ Molekille mitumfalt, <ie durch die
Degeneration des genetischen Codes Bbweichungen von der
i SEQ ID R0;. oder SZQ ID NG:3 bzw. 520 Ip NO:§

dargestellten Segquenz aufweisen.

Die Erfindung betrifft auch D¥A-Molekills, die durch
kenservativen Austausch von Aminosiuren bedingte
Pbweichungen wveon der in SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:3
[bzw. SEQ ID NO:B) dargestellten Seguenz sufweisen,
sofern sie fitr ein B9S%-Derivat bezw. Fragmente oder
Peptide mit den fir die Anwendung als Tumorvakzine

erwilnschten immuncgenen Sigenschaften kodieren.

Im folgenden werden die oben definierten,
gegebenenfzlls modifizierten, fir B%9-1, B9S5-2 bzw.

B99-2 bzw. fiir Fragmente davon keodierenden DHA-

ha
s
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Yolekiile, wenn nicht anderes angegebsn, als ,B92-DNA-

H¥olekitle® bezeichneT.

Die B33-Dup~Molekitle der verllegenden Lrfindung odex

die entsprechendern RMAs, diz skternfslls Cegenstand der

variiegenden Erfindung sind, werden, wie die davon
kodierten (Foly)Peptide, ElUr die Immuntherapie von

Krebserkrarkungen singesetzt.

In einer Ausfihrungsiorm der Erfindung werden

ORA-Molexkiile, kodierend fir natiirliche BS3-Polypeptide

verwvendet. ichen 295-¢DWE bzuw,

“ernac

Fragrmenten davon kénnen medifizierte Derslvate verwendetl

werden. Diese vmfzssen Sequsnzen mit Modifikationen,
gie fur ein Proteini{fragment} bzw. Peptide mit
stirkerer Immurcgenitidt kodieren, wobel ftr die

Mocifixaticnen aui DWA-Ebone dieselien Dberlegungen

=
gzlten wie fir die cben beschriebenen Peptide. Eine

weivere Art der Modifikatieon ist die Ansinanderreinung

zahireiciher Seguenzen, wxedlerend fir immurcliogisch
relevente Peptide, nach Bru einsr Perienschnur
“string-of-beads"; Toes et al., 1%97). Die Sequenzen
konnen auch durch Anfigung von Hilliselementen
modifiziert werden, z.B. Funktionen, dis =ine
effizientere Aizgabe und Prozessierung des Immuacgens
gewihrleisten (W et al., 1995). Beispielsweise kann
durch Anfilgen einer Lokalisierungssaquenz in das
endopiasmatische Retikulum {“"ER targetting seqguence”)
die Prozessierung und damit die Prasentation und

lerztlich die Immunogenitat des aAntigens erhéhr werden.
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Die vorliegende Erfindung betrifft in sinem weiteren
Aspekt ein rekomiinantes [HA-NMoleikil, dss D39-DNA

enthalt.

Die BY9Z-DNA-Molekiile der vaorliegernden Erfindung kénnen,
vorzugswelse in rexeombinanter Form &ls Flasmide, direkt
ader als Bestandteil ¢ines rekombinanten Virus, oder

Baktzriums verabreich: werden.

gentherapeutischa Metheds fir die Imnuntherapile von

Krebs auf Basis ven DNA ["INA-Vakzine aunt B9C-DikA

angewendet werden, und zwar sowohl in vivo als auch ex

vive.

Reispiele flir die in vives Verabreichung sind die
direkte Injektion von "nackter" DNR, entweder
Intramuskuiar oder mittels Gen-Pistole (“gene gun™; von
der sich gezeigt hat, dal sie zur Bildung wvon CTis

gegen Tumoran ene fUhro., Belspiele fur rekombinante

Crganismen sind Vaccinia Virus, Adencvirus odsr
Listeria monocytegsnes (eince Cbersich: wurds ven
Coulie, 18537, gegeben). Desweiteren kénnen synthetische
Trager fir Wukleinsiuren, wie kationische Lipide
Mikrosphéren, Hikrokilgelehen oder Liposomen fur die in
vivo Verabreichung von Nokleinsdure-Melekilen,
kodierend fur B98-Peptid verwende:t werden. Bhnlich wie
flir Pepticde konnen verschiedens Hilfsstoffe, die die
Irmunantwort verstdrken, mitverabreicht werden, z.B.
Zytckineg, entweder in Form von Proteinen oder dafiir
kodierender Plasmiden. Die Applikation kann
gegebenenfalls mic physikalischen Methoden, z.B.

Elektroporaticon, kompinierz werden.
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Ein Beispiel fir die ex vive Verabreichung ist die

Tuting,

Transfektisn den tischer Zellen, wie von
1927, beschrlieben, oder anderer APCs, die als zelluldre

Krebsvakzine zur Anwendung Xommsn.

Die vorliegende Erfindung Setrifft somit in einem
welteren Bspek: dis Verwendeng von Zellen, die 399
exprinieren, entweder veonr sich aus gder, in

gegebenenfalls modifizierter Form, nach Transfektion

mit der ¢nisprecnend kedierenden Seguenz, die

Herstellung siner Xrebsvakzine,

Antikérpar gegen 358 bzw., Fragmente davon. Polyklonale
Antikdrper xénnen in herkbémmlicner Weise durch
immurisierung von Tieren, insbesondere Kaninchen,
mittels Injaktion des Bntigens bzw. Fragmenten davon,
und anschliehender Reinigung des Immungliobulins

erhalten werden.

Monoklicnale anti-D%9%-Antikorper kdnnern nach

Stendardprotokellen gem&d’ dem ven Xanler und lsteirn,

1975, beschrisbenen Prinzip gewonnen werden, indem
Tiere, insbesondere Mause, immunisiery, anzchliefliend
antikérperproduzierende Zellen der immunisierten Tiere
immortalisiert werden, z.3. durch Fusicn mit
Myelemzeller, vnd der Uberstarnd der erhaltenen
Hybridoma mittels immunolegischer Standard-Assays auf
moncklonale antl-B99-Antikérper gescreent wird. Tir dern
therapeutischen oder diagnostischen Einsatz im Menschen
kénnen diese tierischen Antikoérper gegebenenfalls aunf

herkdmmliche Weise chimerisiert (Neuberger et al.,

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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1284, Bouliarnne et al., 198} gder humanisiert

{Riechmann et al., 198§, Graziasrs et al., 19851 werden.

Humane monckionalse apti-B4%%-antikérperi{firagnente)
k&nnen auch ven zog. ,Phage Display Libraries” {(Winter
at al,, 1994, Griffitns et al., 1994, Kruif et al.,
1993, Mc Guiress et al., 199%6; und mittels transgener
Tiere {(Briggemann et al., 19%%6, CJakobovits et z2l.,

199%) gewonnen werden.

Die erfindungsgaméfen anti-BS2-Antixs kornnen in

immunhistochemischen Arnalysen fur diagnostische Zwooxe

eingesetzi warden.

In einem welteren Aspekt betrlift dic Eriindung die
Verwendung von RBS82-~spezifischen Antikdrpern, um
ozliebige Substanzen selektiv zu bzw. in einen Tumcr zu
bringen, der B9 exprimiert. Beispiele fUr soclche
dubstanzen =lnd zytotoxische Bgentien oder radiocak:tive
Nuriide, deren Wirkung darin besteht, den Tumor varor:
zu schadigen. Aufgrund ds=r tumorspezifischen Expression
vonr BSS sind dabel keine oder rnur geringe
Hebenwirxungen zu erwarten. In eirem weiteren Aspek:
kénnen mit Hilfe von BS59-Antikérpern Substanzen zur
Sichtbarmachung von Tumoren, die B2S% exprimieren,
herangezogen werden. Diec icst fur die Diagnose vnd die
Bewertung des Therzpieverlaufs von Nutzen.
Thérapertischs und diacnostische Anwendungen ven
Antikérpern, die fiir anti-B99-Antikérper in Frage

kommen, sind in der WO 85/33771 fiir beschriebep,

Das ThA der Bezeichnung BS%S gemifi der wvorliegenden
Erfindung und die daven abgeleiteten Proteinfragmente,
Peptide bzw. Peprid-Aguivalente oder Peptidomimetika

a9
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kémnen in dexr Erebstherapie eingesetzt werden, z. B um

en 7u induzieren, die

gine Immunantworl gegen Tumorze
die entsprechenden Antigen-Deberminanten axprimieren.
Vorzugswelise werden sie fir die Trerapie von 3%9-
pesiriven Tumeren verwendet, inshescndere beim
Nierenzell-, Lungern-, Xolon-. Packreas-, Brust- und

¥agenkarz iigm.

Auf Grund der psvorzugten Zxpressicr ven 399 in
Tumorzeller kann angencmmsn werden, dafi dieses Protein
eine wichtige Funkrien flr den Tums: hat, z.B. Iir
Entstehung, Infiltratien und Wachstum., ESS(CHA) kann
dahar in Screening-ARssays verwendet werden, um
Substanzen zu identifiziesren, die die Aktivitit dieses
proteins modulieren, irnskbesondere inhibleren. In einer
Rusfinrungsform ¥ann ein derartiger Assay darin
beztenen, das BYY Protein, odzr ein ak:ives‘Fragment
dsvon, in Zellen, die aul die Aktivitd:t von B%9 mir
Proliferation reagieren, einzibringen bzw. die

entsprechende BYY ONA in der Zelle zur Expression zu

hringen, und die Proliferation der Zellen in Gegenwart
vnd in Bbwesenhelt einer Testsubstanz zu bestimmen.
Suhstanzen mit proliferaticnshemmender Wirkung kbrnen
zur Behandlupg von Tumoren mit starksr BR9-Expression
verwendat werden, inshesondere beim Nierenzell-,
Lungen—, Kolon- und Mammakarzinom sowie beim Hodgkin-

Lymciiom.

30
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Figurenidbersicht

1: RT-PCR Analyeze von ¢hNA-Pools verschiedener

humaner Tumor- und Kormalgewebs mittels B9%-

spezifischen Primerrn

Fig. 2: RT-PCR Analyse von indivicduellern cDHAs
verschiedener humaner Tumor- und Noermalgewebe

mittels BYY-spezifischen Primern

Fig. 3: Transkription weon 2382 in Mormalgewshen: Horthern
Blot Analyse von mRRA avs 1% Hormalgeweben
Fig. £: Immurnhistochemische Analyse von vier

verschiedenen Fdllen von adenoxarziromen mit

B29-Serum

Fig. 5: MHC Stabilisierung auf TZ-Zellen mittels

verschiedenen Konzentraticnen wvon B9S-Peptiden

Beispiel I

EDA {..Representaticnal Difference Analysis“) von der
numaner Adenckarzinomzelilinie der Lunge (A542) und

normalem Lungengewebe

Die ven ATCC bezogene humane Lungenadenoxarzinom-
Zellinie A349 (CCL 185) wurde in T150
zeillkulturflaschen hochgeziichtet. Als Nahrmedium diente
MEM mit 10% hitze-inaktiviertem, fotzlem Kilberserum
und 2 mM L-Glutamin. Alle 3 bis 4 Tage wurden die
Zellen durch Trypsinisieren 1:5 bis 1:10 zur

Propagation gespalten. Nach Erreichen von etwa

3
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80% xXonfluenz wurden pro T15C Zellkulturflasche 4
einer Trypsinlosung (Angaben pro Liter: £g Nall,
C,29 KCL, 1,13g Na:HPO.-wasserfrei, C,ig HHzPO:,
14Cml 2, 5% Trypsinlésung, lg EDTA-Ra-Salz; pHY,2-7.4;
zum Errten der Zellen eingesetzt. Die 4 ml wuirden in
ein 1% ml Falconrohrehen transferisrt, mit 8 ml PBES
vargstzt, bei 120{ rpm in einer Haereus Tischzentrifuge
{Megafuge Z.CR} 'S min bei 4°C zentrifuglery, das
Zellpellet mit 1 ml Lysis-Puffer {18mdM TrisHCLl pREE,

140 NaCl, 1,3 md MgCls, O.5% NP4G! versetz., kraftig

geschittelt und irn einem 2 ml ZappendczfgefiEl pel

12 GE0 rpa und 4°C 5 min in ciner Sigms Tischzerir
{Sigma 202 MK, abzentrifugier:. Der Uoerstand warde in
ein reues Zgpendorigefal transferiert und nach Zusat:
ven 55 ul 20% $h5-Losung zweiral mir dew dappelten
Velumen an siner CHC1l;/Phenol {1:1 v/v! Mischung und
ainral mir dem einfachen Volumen an CHT); extrahlert.
Diz wissrige RMA-enthaltende Phase wurde mit
1/78 Yolumen an 3M Nadc {pHS) und dem zweifachen
Volumen an 86% TtOF versetzt und Gber Nackt bei -20°C
die RNA prdzipitier:. Avusgehend van I mg total-RNA
wurde fiir die Isclierung ven poly-2(+)RNA mittels des
PolyATtract Kit (Fromega) entsprechend dem Fersteller-
rotokoll vergegangen. Die Lagerung der A54% poly-
A{+])RNA nmit einer Konzentration von L mg¢fml in DEPC-

behandelrem HpO erfolgte in Aliquots beti -30%.

Zur DMarchithrung der reprisentativen Differenzanalyse
(RDA; Hubark and Schatz, 19%¢4; Diatchenko et al., 1926}
wurde die poly-A(+)RWA der Lungenadenclkarzinem-Zellinis
A549 als ,tester”, die ven normalem Lungengewebe

{1l mg/ml; Clontech, Palo Alto; #6524-1) als ,driver™
eingesetzt. Die RDE wurde unter Verwendung des PCR-

32
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select™ kit {Clontech, PFalso Alto)} entsprechend dem
Hersteller-Protokoll durchgefihrt mit der Avsnahme, dad
cin modifiziertes Primer/Bdaptcr-2-Cligonuklectidsysten
mit folgender Sequenz zum Eirnsatz xam:

3 -TGTAGCCTCAREACGRCAGAAECSSCETEGTACCCGAGCTCGARAG-37
{Adaptor-2-alt-1; SEQ ID NC:1%),

5 -AGGGCETGETACCGAGLTCGAG-3 " tnested=-PCR-primer-4-a1%;

SEQ I RO:20) und 5 -GGCTCGAGCIC-3° (Rdaptor-2-zlt-2:

S5EQ ID WO:21). Die reu generisrten Primer
Sequarnzen ermdglicher duzch die Anwesenheit von drel
newen Restrixtiensernzywechritzstellen (Kpn I, Sac I uond
Xne I) in der Seguenz des rested-2CR-primer-Z-zlt nach
Klenierurng der suitranlerten ¢DIRA-Fragments in den

pPCRII-Vektor ein nacktragl es Herausschoelden der

teweiligen cD¥A-Frogmente. Das Designen einer
Primer/Adaptorsequenz mit mehreren verflgbasren
Restriktionsenzymschnittstellen war deshalb notwendig,
weil besonders in den Primsrsequenzen - bedingt durch
die PCR-Amplifixationsschritte- oft Punktmutationen zu

cacbachten waran.

Nach der Synthese veon deppelstrdngiger <DNA mitiels
olige-dT wurde die erhaltene cDHA ven .tester™ und
Ldriver™ mit Rsal verdact ([RsaI ist ein <-Basen
erkennendes Restrikticrsenzym und liefert im
statistischen Mittel 235 bp lange cDNA-Fragmente).
Gleiche Teils von ,tester-cDNAY wurden entweder mit den
Adaptoren 1 oder 2 ligiert und anschliefend getrennt
mit einem (berschul an ,driver-cDNA” bei &5°C
hybridsiert. Danach wurden dis beiden Ansdtze vereinig:
und einer zweiten Hybyxidislerung mit frischer
denaturierter ,driver-cDNA” unterworfen. Die
angereicherten ,tester”-spezifischen cDRNRs wurden

3%
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anschliefend durch PCR mi:c f9r die Adaproren 1 bzw. 2

scezifischen Frimern expeorentiell amplifiziert. Fur

eine welters Anralicherung wurde ein Aliguet dieser
feaktion einer zwsiten PCR mit spezifischer rach innen

versetzren (,.rested”) Primern icnterworian. Die aus

disser Reaxiion resultierenden, exponentiell

amplifizierten cDNE-Fragmente wiarden direkt in den
CRIT-vektor (Invitregen; ,TA-cloning vesctor®™} ligiert

und anschliefend ein Drittel des Ligatishsansatzes in

kompetente Z. coli (OneShet™, Invitrogen) transfiziert.

TlZ positive Transformanten (Blau-weif-selektion)

wurden erhaltsn und in 96-Napf Bldcken in LB-Rwp Medium
{1,3 m! pro Napf) fu= 48 k bei 37°C xultiviert. 2ro Napf
warden 750 pl der E, coli Suspensionern fir die
Praparation der Plasmid-DN2 eingesetzt (96-Mapf-
dinipraparaticnsmethode ven QIAgen nach Vorschrift ces
Herstellers). Die verblelbenden Bakterieniulturen

wurden als Gyeerinstammkulturen bei -80°C gelagert.

Es wurde eins aus 712 Zinzelklonern bssiehende cCNA-
Subtraktionsbiblicthek erhalten, die scwohl in Ferm von
E. c@li Glycerin-Stammkulturen als auch in Form

gereinigier Flasmide vorlag.

Beispiel 2
DNA-Sequenzierung und Annctaticn von TAA-Kandidaten

Die isolierte Plasmid-DNA samtlicher 712 Xlone (siehe
Beispiel 1) wurde nach der Sanger-Methode auf einem

ABI-Prism Ger&t seguenziert. Die erhaltenen Sequenzen
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worden mittels der BioBcout-Scitware (LIOH, Heidelberg)
annotiext und Catenbankvergleichen (Genbkank)
unterzogen. ¥on 712 Klenen kennten 678 sequenziert und
znnotiert werden. Dar Rest (34) wies als Insert

der nur poly(a) Sequenzen auf oder entgprach einem

rten ¥ekter oder war nicht sequenziarbar . Von
der. 878 anactierbaren Ssguenzen erwiesen sich 357 als
Gene miz bexannter Funkvion. Dic restiichon 322
repréasentierzen Kione, kodierend fir Gens mit

unbskannter Funkticn, 5% davon wiesen nlcht einmal

Eintrage ir der humanen EST-Datenbank aul., Bekannie
Cene wdrden nicit welter behandelt. Fir jene
unhexannton Gene, fix dis ein EST-Eirntrag verfiigbar
war, wurce eine Aischitzung des Ixpressionsprofils
vorgencmmen: dabel wirden all jens ESTs mit » 856%

Identitat (BLAST), die zur entsprechend experimentell

iblioctheken

ermittelten Sequerz der Subtraktions
gehortern, Zbherpriifit, Bei der Annctation wurde eine
Uaterteilvng in i) kritische Normalgewebe, 1i) foetale,
~verzichibare” und immunprivileglerte Gewebz und

iii) Tumore und Tumor-Zellinien vergenommen. Auf der
Bagis dieses ,wirtuellen nmRNE-Profils” wurden

200 Klope, fiur die keine ESTs ir der Gruppe i) gefunden
wurden, flir weiters experimencelles Analysen ausgewahlt
(inklusive dexr 3% Klone, fur die keine EST-Eintragung
wvorlag) . 2ur weiteren Einengung der Kandidatenklone
wurden aus den ven den 200 ausgewahltsn Klonen
ermitielten Scequenzen Oligonuklectidprimerpaare
entworfen und synthetiziert., Es wurden zundchst

# verschiedene, von humanem Gewebe zbgelaitste cDNR-
Bibliotheken (GibcoBRL ,SUPERSCRIPT™), welche

direktionpal in pCMV-SPORT xloniert sind, mittels

35
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gqualitativer PCR auf das Vorhandenseln der jewsiligen
Kandidzten gztestet. Die dabei eingesetztern cDNA-
Bibiiotheken starnmten aus Gewebe wvon Herz (#10415-018),
Lebher {%10422-012;, Leukoczyten {(#10421.-022;, HWiere
(410420-016), Lunge [#10424-018), Testis (§10426-013),
Gehirn (#104318-010} und f6talem Gehirn (#10662-013).

oie FCR-Bedingungen waren wia folgui: ni

Gesamzvelumen pro PCR-Ensate eathiclten 1x TagPfol-
Puffer (S0mM #C1, 10 mM TriskECl pE%, U,1% Tritoen X~-i00}

1,5 i Malls, 0,2 mM dNTPs (Premega;, 0,025 U/pl Tag-

s 5 plf an spezifischen

ONA-Folymerasc {Promegal, jew
Oligenuklectidorimer SER ID KO:7 und BZf 1D %0:8 und
103 ng der Zeweils zu untersuchenden Plasmid-DN2. Zur
Kontrolle wordesn spezifische Primer fir GAFDH

[SEQ ID NO:14 und 1S) eingesetzzit. Zur Uberprifung des
selektiven Nacnweises wurden die Primerpaare parallel
auch suf das isclierte Plzsmis hin ausgetestet. Die
Wachweisparkeit ven Fragmenten der zu erwartenden Linge
ir eirnem der kritischen Normalgewebs {(Herz, Leber,
Lunge, Nieres und Leukozyten], nicht jedoch in den cbua-
Bibliotheken aus immunprivileglcorten Ceweben ![Gehirn,
fetales Gehirn und Testis] unter diesen PCR-Bedingungen
11 zyklus: 2° 9¢°%; 35 zykien: 1° 95 - 17 88%C - 17
72%; 1 zyklus: 7° 72%) wurde als
Avsscheidungskriterium definiert. Mittels dieser
gualitativen PCR-Analyse konnte die Zahl der Kandidaten

auf 56 eingeengt werden.

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Belspiel 3

Transkriprtisnelile Analyse der Kandidaten-Xlone in

verschiedenern Tumor- und Normalgewsben

Fir die RT-PCR aAnalyse wurden cDNA-Pools verwendet die
aus je 3 pg cotal-RNA von 3 verschisdenen Gewsban des
gleichen Typs hergestellt wuxden. 2ic 9 ug total-3NE

pro Gewebepool aus Tumor- oder Norimalgewsben wurden

rittels AMV-RT (Promega, entsprecreand der
Horstellerempfehlung revers transkriblert. Zur
Yermeldurg von Kontaminationen mit gencomischer SNA
werde die RKA vorher mit DNase I ({Zoehringer Manheim)
invubierz. Quslitd: und Menge der cDNAs wurde durch PCR
mit GAPDE spezifischer Primern (SEG ID 3N0:14 und 15
nach 20 Zyxlen (307 55°C, 8077 60°C) <barpruft.
859-:DNA wurde durch 25, 30 und 3% Zyklern des Programms
17 85°C, 17 35°C, 17 7Z°C mit den B9%-spezifischen
Primern gem#? SEQ ID WO:? und 8 emplifiziert., Analog
wurden die anderen 55 Xandidaten-Klorme mit jeweils
spezifischer Primern untersucht. Die PCR Frodukte
wurden mittels Bgarose-Gel-Elektrophorese und
Ethidiumbremig-2rbung nazchgewiesen. Faz 3 der 56
untersechten Klone kennte mittels RT-PCR eine vermehrte
Expression in verschiedenen Tumorgeweben im Vergleich
zu Ncrmalgeweben gezeligt werden. Ein Beispiel flr
Kandidat BY9% ist in Fig. 1 gezeigt: Die RT-PCR Analyse
von CcDNA-Poels varschiedener humener Tumor- und
MNormalgewebe mittels BSS-spezifischen Primern ergab ein
starkes Sigmal im Kolonkarzinom und in der Lungsnadeno-
Karzinomlinie A549 sowie ein schwaches Signal im
EBrustkarzinom und im Wierenzellkarzinom. Von allen

untersuchten Normalgeweben war ein schwaches S5Signal mar

37
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in Kolengewebe feststellbar. m weiter=sn Verlauf wurde

der Kandidal E%2 genguer evaluiert.

Beispiel 4
Expressionsprsfil von 39% in Tameor- und Normalgeweben

Tiner der 56 Kandidaten {Bezeichnung: BSS) zzigte

mittels RT-FCR Transiripticn in 3 von & getesteten

Tumcrgewebe-2osls eln 3ignal. den meizten getesteten

Normslgeweben onnte hin

i3
m
')
m

n xeine Transkziption

festzestellt werden.

Tir eins detaillierte Untersuchung der B23-Expression
wurder im folgenden ¢DNAs individueller Tumor- und
Kormalgewebeproben mittels PCR analysisrt. Dabel zeigte
sich, dall die HMehreakl aller untersuchzen
Kolonkarzinoms {17/ 23}, alle Panxreaskarzirome {3/ 3)
vnd alle Magenxarzinoeme (4/4) B95 exprimieren. in
entsprechenden Normalgeweben wurde eine Expression in
/o4, 0/ 3 bzw. 2/ 41 Fallen nachgewiesen, Alle
Frgebuisss sind in Tabelle 1 zusammengsiaBt, Fig. 2
zeigt exemplariscne Ergebnisse fir Pankreas- und
Kolongewebe: Mittels RT-PCR Analyse von individuellen
cDNAs verschiedener humaner Tumcr- und Normalgewehe
mittels B29-spezifischen Primern konnte in & wvon 7
Tumorproben B3%-cDiNA nachgewiesen werden, wihrend pur
=ines der untersuchten Normalgewebe {1/ 8) eine

schwache Expression von BS9 zeligte.

a8
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Tabelle 1:
Tumorgewebe i Norralgewebe
T
P i e
Fositive : Positive
F2lle/ ! Fille/
getestele | getestecs
Fille | Falie
i Xolonkarzinem 17/ 23 | Xoler 1/4
Leberkarzinom bS2 | Leber af4
|
Lingenkarzinom /5 ! Lunge a/4
wammakarzinom 0/10 n.d.
ranireas- 3/ i Pankreas ajfs
karzinom
Nierenzell- 1/1¢ Niere a/4
+ karzinom
| Magenkarzinom 4/¢ Magen 2/4
Lympnozyeen 0/t
Dénadarm 171
Cvar o/l
Testis 0/4
Prostata o/1
Thymus o/L
Milz 0/4
i
Mugkel o/ 1
i
i
Gehira 0/1 !
1
Herz 0/4

Filr die Northern Blot Analyse wurden Human Multiple

Tissus Northern blots

39
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[e-72]dCTP (NEN, Boston) markierten 271 bp B93 PFCR
Prodekt bei 65° fir 18 h bybridisiert. Die
visualisierung erfolgte durch Standard-sutoradicgrafie
{¥omat DR Film, Kodakx) und Expesiticr aui sinen
Phospholimager (Molecular Synamics). Fig. 3 zeigt das
Zrgebnis dieser hnalyse von 18 Normalgewchern. Dabed
reigte sich lediglich in Xolon und deutlich schwdcher
in Ducdenur ein Transkript veon ~3,0 ki Grofe. Die
gerings Intensita: des Signsls laBt jedoch eine
irpunologisch relevante Ixpressicn als unwahrscheinlich

erschelinen,

Das Ergebnis aller Versuche bezuglich des mANA-Prafils

von B%® (kompiliert aus RT-PCR und Rorihern Blot
Bna:yse) ist in Tab. 1 zusammengsfali. Beispiel 4
zeigt, dal B9% in einem hohen Prezernisatz von Tuioren
verschiedener Indikationen deutlich transkribiert wird,
wiarend in allen untersuchten Kormzlgewebern keinw oder

nur vereinzelite Transiription gefunden wurde.

Beispiel 5. MNechweils der Protelnexpression von ESY in

humanen Tumcren

Zum Nachweils der Protelinexpression von 299 wurden BSS%-
spezifische Antikérper in Kaninchen generiert. Zum
Immunisieren wurde das bakterielle Fusionsprotzin pGEX-
CHRF2-1/1 verwendet {(Position 1278 kis 1740 SEQ ID Ko:1)
verwendet, das erhaltene Serum wurde mittels Peptid
B99-KML {SEQ ID NO:61) affinitdtsgereinigt. Zur
Uberpriifung der spezifischen Reaktivitdt des Serums
wurde der gesamte Leserahmen von B29 als GFP-
Fusionsprotein tramsient in COS-Zellen exprimiert und
die transfizierten Zellen im Western-Blot mit dem Serum

44

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

1)

WO G0/66717 PCT/EPOO/03S52

w

13

20

BG9-NXF getestet. Dapei zeigte sich, daf das Serum
deutlich mit dem exprimierten B%2 Fusionsprotein
reagiert. In welterer Folge wurden 56 Proben van
verschiedenen Tuncrtypen irmmoenhisrochemisch mit dem
Serum BIS-NEF auf B9% Expressicn hin analvsiert
{Tabelle 2). Dabel zeigte sich in 53 Fillen =ine
EXpressicon von BEZ9 in den Tumorzelilen. Eeispiele sind
in Fig. & zu sehen. die dis immunhistochemische Analyse
von vier verschiedenen Fillen von Adencharzinomen zeigt
{a: Kolen, b: Brust; <: Pankreas: d: ¥Magen). In allen
Fillen ist eine deutlichs Aafé&rbung der Tumorzellea zu
sehen, wdhrend Bindegewebc und GefiRe xeinre Anf&rbung
zeigen. In Fig. 4z kann man weiterhin sehen, dafs
residuale normele Xolonmukosa keine Reaktivitidt mit dem
antikdrper reigt. Die Gegenfdrbung der Schnitte
erfolgte mit Himatoxylin. Die positive Reakrivitdr in
der Immunhistochemie wurde in einer Auswahl der F&lle
mittels RT-PCR auch auf RWNA-Eherne bestdtigt.Dabei
lieferren auch Brusttumoren ein positives PCR-Signal.
Dieser gegeniiber Beispiel 4 unterschiedliche Befund
kann durch die Verwendung anderer FCR-Primer als in

Beizpiel 4 erklirt werden.

al
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WO 00/66727 PCTI/EPNMH03S552
Tabelle 2
4 . N H
Tumorcyp posliive Fdlle/ getestete
. Falle
Bruskt Adernoxarzinom 3/ 8
Kolon Adenorarzinom igs 11
Lunge AGEnoxarzinom 7/ 8
Lunge a7/ 8
rlattenepithelkarzinom
Pankreas Adenckarzinom 11/ 12
Magen RdencoXarzinom 3/ 9

1¢

15

Beispiel &
Kionierurg von B39

Xlen B99 besitzt zwischen den durch dis RDA
eirngefthrten Adaproren ein 271 b langes Insert eires
unbekannter humanen Gens. Zur vollstandigen Klonierung
der humansn Sequenz wurde wie folgt vorgegangen: eineg
UniGene Analyses (National Center for Bictechnology
Informaticn) ergak folgende zu B83 homolege ESTs:
AA31546%, AR3457E0, AAZ955Z0. Mit Hilfe dieser ESTs
konnte die B9% Sequenz auf 439 Wokleotide verlangert
warden. Neue Primer innerhalb dieser Seguenz wurden
synthetisiert (SEQ ID NQ:% bis 12}. Durch PCR mit
verachiedenen XKembinatieonen dieser Primer konnten die
jeweiligen thecretischen Fragmentlingen aus A549% cDHA

amplifiziert werden.
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Kiepierung des 3°-Endes: 10 ug total-RKER aus der

Niersnzeilkarzinon-Zelllinie 786-0 wurden mictels

©ligo-dl Primer yevers transkribiert, und ein aligqus:

PCT/EF00A3SSS

dieser ¢DHNA wurde siner PCR unterzoger, deren Programm

mit hchen Errealing-emperaturer becinrt, sodalk nur

genspezifiscng Pramer an 4dig cONA hincdet (Primer

SZ0 ID K@:Y bzw. 9}, wihrend der zwsite Primer (T.~53°C,

CEQ IZ NO:l

nei: synthetisierte DNA-Vorlzgs bindet. Diesse sog.
“tCouch-down BCRY (Mastercycler Gracient, Eppendorf}

wurde unter folgerndan 3edingungen curchgefiihrt:

Zykiusiyi, 1 2yxluei’ T2°C,sewi
367 20°CH, 1 ZyklusTT T2°C).

Eir Aligquot des obigen Ansatzes wurds mittels siner

zwaliten Primerkombination (S5EQ ID RO:T und 132 bzw.

SEQ ID KC:i12 und 13)unter der gleicher Bedingungen Wi

vorker erneut PCR ampl lert. Rliguots der PCR-
arsétze wurdsn direk:t In den pGEM-T vasy-Vektor
{Promega) ligisrt und anschiielernd in kompetente E.
coii J102 (Promega} transformiert. Pesitive Klone
wurden nach PCR-Selektien seguenziaert. Die
Seqguenziervng ergab eine Ubereinstimmung mit der

bisherigen Segquenz ab dem fir dgie PCR-Amplifikation

verwendeten Primer und daritberhinaus 177! zusatzliche

Nukleotide bis zum Beginn einer Polyh-Sequoenz im

3’-Bereich der Seguenz. PCR Arpl

Tumcrzelllinien [786-0D, A54%) sowie Gewebeproben von

Kolonkarzinomen mit den Primern gemé&p SEQ ID WO: 1€ bis

)} erst bei niedrigerer Temperatur an die

e 27 Zyxlen {1577 %5°C,

der

20 Eyklen [18°° 85°C, 30°° 3570 {redurziert um G,7°C 4
u

&

ikatier von CDNA aus

18 ergaben mit den urspringlichen Primern die nach der

Xlonierung erwarteten Fragmente. In dem nunmehr aus

2216 op bestehenden cDWA-Fragment keoonte ein

43
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durchgehender laserahmen von Pos. 427 bis 1743
identifiziert werden. Weiter Im 5'-Bereich der Sequenz
konaten keine zusduzlichern Leserahmen ldentifiziext
werden, woraus zu schliefen ist, dabh der Bereich ven
0 bis 427 pereits zum 5'-nicht translatierten 2ereich

der EB3% mENA cehért

¥it Hilfe der Pnimer SEQ ID NT:12 und SEQ ID Q17
wurde der gesamte xedierends Bereich ven BSS aus
A543-cDN amplifiziert, kleoniert und segueenziert. Bel

der Seguenzisru

wurden mehrere Xlone mit einer

Insertion ven einem Euklsotid an Pos. 223 in Verglelch
zu SEQ ID KO:l (kodiert fir B8%-.) erhalten

{SEQ ID NO:3 bzw. SEQ ID NO:S5).

Ziese Insertion fihrt zu siner Verdnderuny des affenen

Leserahmens von B89 mit ein resulticrenden
veranderten Amirosiuresecuerz im

des BR9-TPrcieins; die von diesen

Sequenz des 283-fntigens (B39-2)

dargestellt.

Zirer der aus 3854%-Zellen isolisrten Klene zeigts neben
dar genannten Insertion einen Neklecltidaustausch an
Fosition 622 im Verglaiteh 20 Sequenz SBQ ID NO:-L auf.
Dieser Wukleotidaustausch bedingt an Position Nr. &6
der Aminosiureseguenz einen Ersatz von Arginin

{320 ID NO:;2, B35%-1) durch Tryptophan ($EDQ ID NC:4,
B%9-2). Abgesehen von diesem Aminosiureanstausch ist
die Aminosiuresequenz von %939-2 bis zu Positicn 166

identisch mit B99-1.

Daritberhinaus bedingt die genannte Insertion einen

zweiten potentiellen Leserahmen von Pos. 845 bis 1744

44
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der in SEQ ID NO:3 (bzw. SEQ ID ND:5) dergestelliten
Seguenz. Ein ven einer cDHA mit diesem Leserahmen

res Protein weist die in S20 ID HO:E

dargestelite Amincsaureseguenz aul (ES2-31). Die Zequenz
vor B88-3 ist von PFos. 1 bis 27 unterschiedlich zu

B%%-1 und ab Pos. 23 identisch mit B88-1

Beispiel 7

Totentielle MEC-Bindungspeptide in der kodierender

Regicrn worn BYS

Potentielic PFeptid-Epitepe innorhalb der kodierenden

i NO: 2

Region von B9%9-1 gemif SE
{Amingsdureposition: 1-438; Tab. 33), weon BS5-2 gendl

SEQ ID FO:4 (Amincsaurepositien 150-19%0; Tabh. 33) und

ven B99-3 gemdd SEQ ID NO: g (Aminosaurepos‘
Tzhk. 3C) warder mittels den von Parker ec. al., 1999
reschriekenen Algorithmen unter Zugrundelegung

bekannter Motive {Rammensse et ai. 1925) durchgefihrt.

Tér dis wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fur ELA-AL,
-A*0201, -A3, -B7, -Bl4 und -B*4402, wurden S-mer
Kandidaten—?eptide identifizier:t, von dener zu erwartan
ist, daB sie an die entsprechenden HL&-Molekille binden
und daher immunogene CTL-Epitope darstellen; di=
ermittelten Peptide sind in Takelle 3 aufgelistet.
Durch analeges Vorgehen kénnen weitere potentielle
Peptid-Epltope fiir andere HLA-Typenr bew. 8- und 10-mer

Peptide erymittelr werden.

45
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WO G0/66727 PCT/EPO0/03552
Tazells 3a
Irmunogenes 3%9-Peprid-Kandidaten (399-1)
Start- Seguenz HLA
position
in SEQ
IC WO:2/ i
SEC ID §
NO: '
] Lys Arg Leu Cys GIn Leu jBl4
kis Tyr Leuw
1z Tyr Leu Trp Ala Leu Gly R*D201
Cys Tyr Met
13 Tyr Met Leu Leu alz Thr A*)201
Val ala Leu
27 CLew Leu Ala Thr val Rla a*nzol
L | Leu Livs Leu
B3 Ile Leu Asn &sn Leu Glu A3
Val Lys Lys
an Glu Val Lys Lys Lys Arg A3
Glu Pro Phe
a5 Arg Glu Pro Phe Thr Asp B*4403
Thr His Tyr
a6 Glu Pro Phe Tar Asp Thr BY
His Tyr Leu
123 Pro Leuw Ser Lys Glu Glu A3
46
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a7

WO /66727 PCT/EPODGISEL
Val Glu FPhe
27 Glu Glu ¥al Giu Phe Pro B*45013
Ile 3Ala Tyr
147 Glu Arc leu Leu Arg Ala 'Bl4
Yal Twvr ala
] _
187 Fhe Ile Ala Ser Lys Leu A*G201
val arg Val
! 205 Asp Lau Ran Cys Mew Gla A%0Z2GT
i
i Asp Leu Leg
209 Cys Met Glu Asp Leu Leu R*0Z01
Gln Ser Sexr Val
251 Ser Met Glu Ser Glu Val Bl, A3
Pro Pro Lys
275 Thr Leu His Leu Thr Asn %4
Lys Lvs Lys
305 | Phe Vel Gln His val Lea | a3
Lys Asn Pro Lys |
318 Leu Ile Glu Trp Val lys Al
Rsp Thr Tyr
100 Trp Met Leu Glin 2sp His A+0201
His Leu Leu
407 Ler Leu Ala Asn Lys Phe A3
Asp Pro Lys
413 Asp Fro Lys Val Asp Asp B7
Asn Ala Leu
57
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WO 06727

(78)

PCT/EDO0/A3552

422

Gln Cys Leu

Leu Rrg Tyr

Glu Giu Tyr

Al

423

Cvs Leu Glu

Arg Tyr Lys

GClu Tyr Leu

48
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Tabelle 3B

Inmunogene B3%-Peprid-Kandidaten (B%3-2)

(79)

PCT/EPO0/03552

1
i
i 152 ala Val Tyr Ala Pro Glam jAl, a3
Asn Ils Tyr
154 :Tyr Ala Pro Gin 8sn Zle | R*G201
Tyr Cys val
1€C Esp - A*GZC2
163 His Val Asp Glu Glu Val |21
: Pro Arzg Asn
164 Yal Asp CGlue Glu Val Pro |al, B-44G3
Arg Asn Phe
172 Phe Cln Arg Gly Gly Gln [Al
Ser Asn Tyr
177 GIln Ser psn Tyr Phe Leu |Al
Leu Pro Lys
ig2 Leu Leu Pro Lys Cys Lea [A*2201
His 8er Gln

42
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Tabelle 23C

(80) JP 2004-500024 A 2004.1.8

PCT/EPDOX3552

Irnmurogere 399-Peptid-Kandidaten {339-2}
f i
Start- 1
cositicn ;
in SEQ
12 RO:6S
SEG ID
EieH
b Arg RBrg Leu Lys Thr Lew [31, Bid
Tys Gly Tyr
5 Lys Thr Leu Lys CGly Tyr |2+3201 '
Cys Glu Leuc
1o Tyr Cys Glu Lew Cys Met |AL
Pro Leu Ari
L2 Glu Lau Cys Met Pro Leu |AI, &3
Arg Thr Tyr
14 Cys Met Prc Leu Arg Thr [A*0201
Tyr Thr val
16 Fro Leu Arg Thr Tyr Thr [A*0201
Val Ser Met
5
a0
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WO 00/66727 PCT/EPON/ISSY

15

Beispiel 8

¥HC-Ztabilisierungsversuch mit potentiellen

BY9-spezificcien MHC-Bindungspeptiden

Pacerntielle B29-MHC-Bindungspeptide wurden in einem
T2-?eptid-Seladungsversuch auf ihre Fanigkeit hin
therprift, HLA-AZ Molekiile auf der Oherfliche von
Tz-Zelien zu stabilisieren. was epinen Hinwels auf ihre
¥EC-Sindungsfahigkeit darstells. Der Versuch warde
durcheeflibrt, wie von B&km et al.. 1998, beschrisben.
Die Stabilisierung wurde Surecn eine FACS-Analyse mit
einem HLAL-A2 spezifischen Antik&rper (BB7.2Z) gemasgen.
Funt Peptide zeigten einen Stabilisierungseffekt wenn
sie in einer Konzentraiicn von 100 pg/ m werwendet
wurden, dargestellt durch eine Erhshung der mittleren
Fluoreszenzintensitdtr im Vergieich zur Kontrolle chae
Peprid bzw. 2u einem MAGE-3 Al-Kontrollpeptid, welches

keire Bindung zeigr. (Tabelle 4):

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Tapelle 4

(82)

FCT/EPOLN3SSE

Peptid Sequenz durchsechnittliche
Fluoreszenzintensitis
kein 2,27
Peptid
MAGE-3 Al  Giu ¥al 2sp Pro Tle |2 23
Negatbiv- Gly His Leu Tyr
kontrolie |
cBBg-12 Tyr Leu Trp Ala Leu 7,46
Cys Twr Met Leu
[ -~
BS9-18 Tyr ¥et Leu Leu 2la 7,43
Thr Val Ala Leu
Ba9-21 Leu Leuw &la Thr val |3 a3z
Ala Leu Lys Leu
EG9-187 Phe Ile Ala Ser Lys |3,657
Leuz Val Arg val
BY9-209 'Cys Met Glu Asp Leu |z,72
| Leu Gln Ser Ser Vval

Zur weiteren Znalyse wurden diese Peptide in einer

5  Verdinnunasreihe im selben Testsystem untersucht, um

eine eventuelle Nonzentrationsabhingigkeit der Bindung

zu zeigen. Fig. & 2eigt die MEC Stabilisierung auf

T2-Zellen mittels verschledener Konzentraticnen von E99

Peptiden. Insbessandere die Peptide B99-19, B%9-187 und

10 BS%-209 zeigen eine deutiiche

Kenzentrationsabhdrgigkeit der MHC-Stabilisieruny,

weshalb diese Peptide bevorzugte Kandidaten fiir

Immunisierungsstrategien sind. Als Positivkontrelle

wvurde Tyrosinase, als Negativkontrolle das HLA-Al-

15 spezifische Peptid MAGE-3 verwendet.

32
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BCT/EPOGIIYSS2

Peiantansprichs

Tumcrasscziiertes Antigen der Bezeichnung B9%
avsgewghls aus cer Gruppe von Polypepntiden mit der
I BEQ ID WO:2, SER ID KO:4 oder SEQ ID NOD:&

angegebenen Pminosiuresequenz.

Irmunogenes Proteinfragment oder Peprid, daduerch
geksennzeicknes, dah es von eizem in Anspruch 1
definierten tumorassoziierten Aniigen abgeleitet

ist.

Irmunogenes (Poly;psptid nach Anspruch 1 oder 2,

das eine humorale Immuinantwors auslost.

Immunegenes (Polylpeptid nach Anspruch 1 oder 2,
das bzw. dessern Abbauprodukte deorch MEC-Molekiile
pridsentiert weorden und eine zelluldre Immunantwort

ausldsen.

Immuncgenes Peptid nech Bnspruch 4, ausgewdhlt avs

der Gruppe vor Peptiden gemah SEQ ID NO:2Z2 bis 35,

Immunogenes Peptid nach Anspruch 5, susgewihlt aus
der Gruppe von Peptiden gemaf SEQ ID NO:31, 57
und 59.

Immuncgenes (Polylpeptid mach eirem der Anspriiche
1 bis & fir die Immuntherapie von
Krebserkrankungen in vive oder ex viveo, wobel das
(Poly)peptid eine Immunantwort gsgen Tumorzellen

des Patienten induziert, die B9% exprimieren.
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PCT/EPO0/3552

Pharmazevtische Zusamrensetzung Sir dis
parenterale, topische, orals oder ickale
Verapreichung, dadurch gekenrzeichnet, dah sie als
wirksame Komponente ein oder mehrere immuncgene
{Poly)peptide nach einem der 2nsprtiche 1 bis &
enthalt.

Fharmazeutische Zusammensetzurng nach Enspruch 8,
dadurch gekennreichnet, daf sie verschiedene van

399 abgeleitete immunogens Peptide enthil:.

Frarmazeutische Zusammensetzung nach Arspruch 2,

dadurch gekennzeichnet, dap oder mehrers
von B399 abgleitete Peptide in Mischung mit vor
anderen tumorassozilerten Antigenan abgeleiteten

Peptiden enthdlt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Apspruch 9
oder 10, dadurch gekennzeichnet, daf die Peptice

an mindestens zwel verschiedene HLA-Typen binden.

Tsoliertes DHA-Malekdl, kodierend fir ein Pratein
mit den immuncgenen Cigenschaften cines in
Anspruch 1 definierren tumorassoziierten Antigens

oder fir Fragmente davon.

DNA-Molektl nach Anspruch 12, kodierend fiir ein
immunogenes Polypeptid der Bezeichurg B92 mit der
in SEQ ID WD:2, 4 oder & dargestellten
Aminosauresequenz bzw. fir davon abgeleitste

Froteinfragmente oder Peptide.

DNA-Malekdl nach Apspruch 13, dadurch

gekennzeichnet, daP es ein Polynuklectid mit der

in SEQ ID N0:1, 3 oder 5 dargestelltep Seguenz ist
6d
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oder mit einem Polynukleotid der in SEQ ID RO:1, 3
oder 5 dargestellten Sequenz unter siringenten

Bedingurgen hybridisiert.

Bekombinantes DMA-Meolekill, enthaltend ein DRA-

Molekil gemdd einem der Anspriche 12 bis 14.

DNA-Molekul nach einem der Anspruche 12 bis 15,
fir die Immuntherapie von Krebserkxrankungen, wobei
das von dem DHA-Molekill exprimierte 23859-
{Polylpeptid eine Immunantwert gegen Tumorzellen

des Patientern induziert, die BS99 exprimieren.

Pharmazevtische Zussmmensetzung, enthalterd als
wirksamen Bestandtell ein oder mehrere der in
airem der Anspriiche 12 bis 16 definierten

DNA~-Molekile.

Verwendung veon Zellen, die das in Anspruch 1
definierte tumorassozierte Entigen exprimieren,

fiir die Berstellung einer Krebsvakzine.

Antikérper gegen ein in einem der Anspriiche 1

bis € definiertes (Polyjpeptid.

Antikérper nach Anspruch 19, dadurch

gekennzeichnet, dad er moneklonal ist,

Antikeérper nach Anspruch 19 oder 20 fur die
Therapie und Diagnose von Krehserkrankungen, die

mit der Fxpression von B9% assoziiert sind.
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Titel: Tumprassoziierltes Antigen

Die Erfindung berlent sich auf die Immuntiserapie wvon

Tumnorerrankungsn.

Das Immunsystem hat die AuTgabe, den Orgonilsmus vor
ciner Vicizahl verschisdener Mikroorganisren zu
schiitzen nzw. cilese agtiv zu bekdnmpfen. Die Bedeutung
einas intakiesn Immunsystems zeigt sich vor allem el
verarbten cder srworpenen Immundefizienzen, Derx Tinsatz

vor prophylakiischen Vakzinprogrammen erwies slch in

vislen FEllen als Huferst zicliffihrende vnd erfolgreliche
irmunoleoglische Interventicn im Xawpf yegen virsle coder

bakterielle Infektionserkrankurgern. Welters hat sich

gezeigt, dal das Immunsystem zuch #n cer Eliminierung
vor Tumorzellen malgeblich mateiligt ist. Dabel spielt
die Frkennung der Lumerassozilerien Antigene (TARs)
durch Kompcnentar des Imminsysters =ine wesentliche
Rolle. Im weitesfer Sinn kann jede [peptidische oder
nicht peptidische) Komponente einer Tumorzelles, die won

eipzn Blemenl des Imnunsysicns erkenni und zur

Stirwlation eiper immunologlscihen Antworg Tihrk, als

immunogenes Tumorantigen fungleran. Besenderce Redeulung

kormt dabel jensn Tumorantigenen zu, die dichit nur sine

immaneclogische Reakticon hervarrufen, sondern auch eipe
Lstoftung des Tumecis bewirken. Die Identifizierunag
definierter Antigene, die sclch eine irmunslogische
Reaktion bewirken konnen, stellt =inen wichtigen
Schritt fiur die Entwicklung einer molekular definlerten
Tumorvakzine dar. Ubwohl noch nichi ganz geklirt Ist,

welche Elemente des Immunsysteme filv eine Abstoluny das
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Tumors verantwortlich sind, besteht dech ein Konsens

zriber, ¢af dabel CDB-exprimierende zytotoxische
T-Lyvmphozyten {CTLs) =ine Hauptroelle spielen {Cculis,
1287) . 3Bescnders bel jonen TumozartZen !z.R. Melanom und
Nierenkazzinom], dle eine relativ hoie
Sportanremissionsrate aufweigen, konnte esine
Korrelation zwi%chen klinischem Verlauf urd dem
vermehrten Awftreten von CD8*- und €D4'-T-Zellen
featgestellt werden {(Schendel et 2l., 1883; Mackensen
ot al., 1933; Halliday et al., 1%35; Xawakami et al.,
1885; Kawakami et al., 139926; wang, 1%9%7/; Celluzzi und
Falo, 1998). babel wurden spezifische CTL-Klane
cntweder aus tumorinfiltrierenden Lvmphozyten (TIL)
oder peripheren renonuzlearen Blutzellen [(PBMC) nach
Kokultivierung mii meist avtologen Tumorzellen und
Zytokinstimulierung in vitre erhalten. Sowchl in
Tiermodellen als auck in in vitrs kxultivierten humanen
Zelliultussystemen konnte die T-Zell-fintwort geogen
Tumerzellen durch I'ransfextion Zer Twrorzellen mit
Zylokinen verstiirkt werden (van Elsas et al., 1997%;
Gansbacher et al,, 12%0; Tepper et al., 198%; Fearen ct
al., 133); Dranoff et al,, 1993).

Aufcrund der Kerrelation zwischen Remission und
Zeteiligung von CDE*-¥-Zellen ist die Identifizierung
tuncrassoziierter Antigens (T&A), die durch
Co8-positive CTLs orkannt werden, ein erklirtes
Hauptziel auf dom Wey zur Entwicklung eirer
fumervakzine [Pardoll, 129%8; Robbins und Kawakari,
1996) . Cb auch andere Zelltypen des Immunsystems wis
z.B. CD4*-T-Helferzellen eine wesentliche Relle spielen
ist nochk unklar; einige Studien mit MAGE-3/HLA-AL

Peptiden in Melancmpatienren deuten darauf hin
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(Marchand et al., 1955; Boon et &l., 1898}). In den
vergangenen Jairen ist eine Reihe von TAAs, die durch
CTis erkannt werden, identifizicrt worxden {Boon et a..,

1994; ver den Eynde and van der Bruggen, 1597).

T-Zellen erkennen Antlgerne als Pevilidfragmente, dic an
Zellonerflicnen von MHC-Moleki:len {.major
kistocompatibility compiex”, im Menschen ,HLAY = ,human
leuxoecvte antigen”) prasenbier. warden. Bs gibt zwei
Klassen von MHC-Molekilen: MRC-I Holekiile kommen anf
den melsten Zellen mit Kern vor und prasentieren
beptide (Ublicharwaise 8-~10~mere), die durch

proteolytischen Abbawn endogener Proteine entstehen

{s0g. Antigen-Verarbeitung, ,antigun processing”).
Feptid:MHC-I Komplaxe werden von CDE-positiven CTLs
erkannl . MHC-IT Molekille xommen nur zuf sog.
cprofassionellen antigen-prisentierenden Zellen® (APC)
vor, und prasentieren Peptide axogener Proteine,_dis im
Zuge der Endocytose von APC aufgenommen :nd verarbeitet
warden. Peptid:MHC-II Xomplexe vwerdel won CD4é-Helfer-T-
Zellen crkannt. DJurch eins Intcrakilon zwischen
w-Zellrezezptor und Feptid:MHC Xomplex kénncn
verschiedenc Elffektermechanismen ausgeldst werden, die
im Fall von CTLs zur Apoptesc dorv Zizlzelle {Ghren. Das
geschieht, wenn entweder der MAC (z.B. im Fall der
Trarsplantatabsteoliing), oder das Peplid (z.B. im Fall
intrazellulérer Pathcgene} als fremd erkannt wird.
Allerdings erxfillen nicht slle prdssntierten Peptide
die struklurellen und funkticnellen Anforderungen fir
eine effekbtive Interaktion mit T-fclilsan [wie wvon

Rammensee el al,, 1995 und waiter unten beschrieben}.
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Fir der: Eilnsatz von TAA= in einer Tumorvakxing sind
grands#tzlich mehrere Applikatiensformen mdglich: Das
mntigen kann entweder als rexcmbinantss Protein mit
gealgneten Acjuvantien bzw. Trigersystemar, oder sls
fir das Antigen kodierende cDKA in Plasmid- (D¥A-
Vakzine; Tighe et al., 19288), bsw. viraler Vektoren
(Restifo, 1%97) appliziert werden. Eine weitcro
Maglichkeit bestent im Einsatz von rekombizanten
Bakverien {z.B. Listeriz, Salmonella), die das humane
Antigan rekombirant exprimieren und durch ihre
zusdtzlichen Komponentesn eine adjuvative Wirkung haben
{Faterson, 19496; Pardoll, 19%&). In allen diesen Fillen
ist eine Verarbeivung und Prasentation des Ratigens
durch sog. ,professionelle antigen-prasentierende
Zellen” (APC) notwerndig. Eine weitere hMbégiichkeit ist
der Einsatz syrthetischer Peptide (Melief et al.

199¢), die cen korzrespondiererder. T-Zelli-Epitopen des

Antigens entsprechsn und diz entweder von auden zuf die
APC geladen (Buschle et al., 19%Y; Schmidt et al.,
1997) oder von den APC aufgerommesn und intrazellular
aul die MHC T Molekille transferiert werden. Dia
therapeutisch effizientests Applikationsform fir <in
definiertes Antigenr wird im allgemeinen In klinischen

Studien bestimme.

2u den von den Lumorspsziflschen CTLs erkznntan
Antlgenen pzw. deren Epitepen zahlen Molekile, die aus
samtlichen Proteinklassen stammen kénhen

{z.B., Transkripticnsfaktoren, Rezepitoren, ZInzyme; Zur
Ubersicht =ziehe Remmenzee et al., 19935; Robbinz und
Kewakami, 1996}. Diese Proteine missen nichi
notwendigerweise an der Zellsberflédche lokalisiert

sein, wie dies bei der Erkennung durch Antikérper
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erforderlich ist. Um fiir die Erkennung durch CTLs als
tumerspezifisches Antigen zu fungiersn bzw. um Iiir die
Therapie eingcsetzt zu weorden, missen die Proteine
bestimmte Bedingungen erflien: erstens soll das
Antigen hauptsidchlich von Tumorzeilen exprimiert werden
and in sog. “kritischen” Normalgeweben nicht oder nur
in geringerer Konzentraticn als in Tutoren vorkommen.
Kritische Normaigewebe sind essentielle Gewebe; eine
cegen sie gerichtete Immunrsaiktion k&nnte unter
Umszdnden schuwerwiegendes, zum Teil lethale Folgen
haben. Zweitens soll das Antigen nicht nur im
brim3rtumer, soadern auch in den Metastasen vorhkanden
sein. Des weltersn ist es im Hinklick auf eine kreite
klinische Anwendung des Antigens erstrebenswert, wenn
es5 in mehrersn Tumorarten in honher Konzentration
vorhandsn ist. Zine weitere Vorbedingung fiir die
Eignung einez TAA als wirksamer Bestandzeil einer
Vokzine ist das Vorhandersein von T-Zell-Bpitopen in
der Aminosiuresequerz des Antigans; vom TAR akyeleitets
Peptide sollen zu einer inm vitze/in vive T-Zell Antworl
fghren (“immuncogenes” Peptid) . Ein welteres
Selextionskriterium Zir ein klinisch hreit anwendbares
immunogenes Feptid ist die Hiufigkelt, mit der das
Antigen In einer gegebenen Patientenpopulation

anzttreffen ist.

Die immunegenen tumsrsssczilerten Antigene (TRAs), ven
danen gréBtentells bereits gezeigt wurde, da sie
"-Zell Dpitope besitren, lassen sich in mehrere
Hategorien einteilen, u.a. virale Proteine, muticrte
Proteine, therexprimierte Proteine, durch chromosorale
Translokxetion gebildete Fusionsproteine,

Differenzierungsantigens, onkofdtale Arntigene {Van den
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Eynde und Brichard, 1995; van den Fynde und van dex
Bruggen, 1987).

Die ¥sthoden zur Identifizierung und Charaklerisierung
von TARs, die dep Ausgangspunxt fiir dig Entwicklung
einar Tumorvakzine darstellen, berthen einerseizs auf
dem Tinsatz von in Patienten herelts induzierten CILs
(zelluZdre Tmmupantwori) oder Artisdrporn (humorale
Tmmunaniwort), oder basieren acf cer Frstellung
diffaorcnzieller Transkripiionsprofile =wwischen Tumoren
und Normalgeweben. Tm erstier Fall, den immunologischen
Ansatz, werden Patlenten-CTLs {lir eir Screening
cukaryotischer Tumor-cDNA-Zxpressionshbislictheken, die
dbeor MRC-I Molexztle die CTL-Epitope prisentieren,
eingesetzt (Boon ot al., 18%4), wilhrend mittels
hochaffiner Palientcn-Antiseren prexaryotische-cDNA-
Expressicnsbibl iotheken, direkt iber eine Tmmunoblot-
Analyse der einzelnan Plaques auf das Vorhandensein von
TAAs nntersvent werden (Sahin et al_, 1395). Fine
Kombination von CTL-Rzaktivizét und vroteinchemischen
Verfanren stellt dic Isoliezung von sus MHC-Z
isolierten Peptiden von Tumorzellen dar, die tiber
Reektivibiat mit Patienten-CTLs worselakTicniernt wurden.
Die Peptlde werden aus gdem MHC-I Komplex ausgewaschen
und mit Hilfe der Magsenspektrometrie identifiziert
(Falk et al., 199%1; Woelfel et al., 19%94: Cox et al.,
1%24]. Dic Ansétze, welche CTLs zum Charakterisieren
ven Antigenen verwenden, =ind aufogrung der
erforderlichen Kultivierung vnd Aktivierung ven CTLs
mit elnem erhehlichen Aufwand verbuanden bzw. nicht

lmmer erfolgreich.
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Methoden zur Identifizierung von TARs, weiche aul dem
Vergleich des Transkriptionsprof’ls ven Normal- mit
Tumorgewebs bervhen, sind vielfal=ig; dazu zihlen die
differenzielle Hybridisierung., dis Zrestellung von
Subtraktions-cDNA-Banken (“representational difference
aralysis”; Hubank und Schatz, 19%4; Diatchenko et al.,
1%96) und der Einsate der DNA-Chis Teshnologlis oder der
SAGF-Methode (Vélculescu et al,, 199%), Im Gegensatz
zur cben erwdhnten immenologischen Methode mit IilZe
von Patienken-CTLs mud bedm Zinsatz von
molekuiarhiolegischen Methoden gezeoligt werden, dalk die
dariit gefurndenen potentiellen Artigenkendidaten
zumorspezifisch (tumorassceziicrt) sind und tatsichlich
T-Zell Epitope besitzen, dis eine zytotomische T-Zell
Bntwort auslssen kénnaen. Tr zamindest einem Tall
(NY-ESD/LAGE-1] wurde eln Artiger sowshl durch die
Varwendung von Patientonseren als auch durch RLDA
identifiziert (Chen et al., 1997; Lolhe el ol. _898),
suberdem wurden CTL-Builiope dicuves Bntigens uvad eine
gleickzeitige spontanse hunoralc und T-2eil Antworl in

einem Palienten beschrieben (Jager et al., 1998},

Bufgate der vorliegenden Erfindung war es, ein neues

Tumorassoziiextes Antigen (TAA}! bereitzustellen.

Diese Aufgake wurde gelst, indem zunachst mittels RIA
{.reprasentational difference analysis”} zwischen sinar
Lungen-Adesnokarzinom-Zelllinic [A549) und
Normallungengewshe eine cD¥A-Substraklionsbibliothek
hergestellt wurde. Zur Selektlon der im Tumon
fiberexprimierten Artigene wurden anschlicbend die
erhalzenen cDNA-Klore sequenziert und mit in

Datenbanken verfigbaren Sequenzen verglichen. Unter den
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dabel annotierten Genen bafanden sich 321 unbekxannte,
7u denen groBienteils ESTsS | ,expressed ssquence Sags”)-
Eintrdge in der Datenpark exfstierten. Wach einor
weiteren qualitaztiven FCR-Analyse in cONA-Bibliotheken
vor krizischen Normzlgeweben und immunprivilegierten
Geweben sowiz detailliertezen Datenbankrecherchen
wurden die Anzahl cer Kardidatenklerne auf 56
eingeschrinkt, deren Z8Ts nicht aus kritischer
Ncormalgeweben stammen. Mittels RT-PCR wurde
festgestellt, daf drei der 56 untersuchten Klornc cine
Dxpression navpitsichlich in verschiecsnen Tumcrgoweber
und keine oder geringe Expression in Normalgeweben
aufweiszsen. Ter gualitative Vergleich (mittels YCR) der
Expression eines der Xlene (B392) =zwischen Tumor- und
Normalgewebe zeigte eine Uberexpression der B99-clBa in
verschiedenen Tumcren. Das mittels Northern Blot
analysierte Expressionsprcfil zeigte ergfnzend, daB 395
in den urlersuchten Normalgeweper keine oder nur eina

schwache Transkription aufwies.

Jieg humana B99-cLNA wuxde klonierlk, die erialtenc
Sequenz ist in S2Q D MO:1 dargestelli, Die
Sequenzanalysa der klenier-en humanen ROU-chNA crgsb,
dab ven Fositien 427 bis Position 1743 edin
durchgehender offener Lesexrabmern vorliegt, der, auf
Nukleoitid- und Proteinebens, eire hohe Identitat mit
dem offenen Leserahmen wen beba-1,3-Galaktosyl-o-
Glykosyl-Glykoprotein peta-1,8-n-
azetygluecosaninyltransferzse besitzt., Aus den aus
Northexn Blot Experimenten gewonncnen Daten Ist zu
schlieBen, daf das B99-Transxript eine Lange von ca.
3,0 kb hat. Der klonierkte Bereich der B98-cLHA betragt

2218 bp, webel das Verhandersein eines PolyA-Schwanzes
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am 3°-Inde der Sequenz fir die Vollsatandigkeit der cDNA
in diesem Bereich sprichi. Ber Unterschied in der CréBe
cer klcnierien B9Y9-cDNA im Vergleich zu der aus der
Northern DBlo%t Ansiyse ableitbaren GréBe labi. sich durch
das Vernandensein eines PolyR-Schwanzes unbekannter
_inge scwie eine zusidtzlichoe Scquenz inm b -nicht
translatiezten 2ercich von BY9% erkliren., BABufgrund der
Tatsache, dal im 5'-Boreica der k¥lonierzen cDNA von
Position 0 bls 427 kein durchgehender Leszrahmen
vorhanden ist, kann gefolgert werden, dal =3 sich bei
aen ATG an Position 427 um das Startxzoden von B3
handelt.

2usatzliche Informatlion dber die weller stromaufwidris
liegends Seguenz von B3% kann durch
mo:exularbiologische Standardmethoden gowonnen woecden,
z.B. mittels 5°-RACE {,rapid amp.ilication of cTNA
ends”} . Bel dieser Methode wird RNA, vorzugswelse nRRA,
aus Aellen gder Gewehen, in denen B39 —ranskribiert
wird {z.B. Kolenkarzinem-Gevsoe oder wvon
Lungenadenckarzinom zbgelelitete Zelllinien wice A349
revers transkribiert vnd anschlieRend mit <inem Adaptor
bekennter Sequenz ligilerz. Eine PCR mit elinem
hdaptorprimer (biadet spezifisch an den Adaptor am 57 -
Erde der cDNA) und cinem B99-spezitischen Primer {z.B.
SEQ ID NO:8, 10, 11) crluubt die Amplifikation
entsprechender 3%2-Fragrmonte. Diese PCR-Produkte
kérnen, wie in Seispiel 1 beschrieben, nach
Stardardmethoden kloniert und, insbesondere durch DHA

Sequenzierung, charakterisisrt werden.

Eine alternative Methode zur Charakterisierug des

5"-Endes ist das Screeren veon cDNA-Biblliotheken durch
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Hybridisierung mit fir B39 spezifischen INA-Scnden oder

Antiszeren.

ruhrt das Screenen von cDUA-Biblictheken aufgrung
methodisch padingser Beschrinxungern, z.B. Ineffiziente
reverse franskription bedingt durch ausgeprigte
Serunddrstrukturen der RNA, nicht zum gewiinschten zZiel,
kBnnen genomische Bibliotheken untersucht werdsn, indem
z.0., wie beim Screenen von oCNA-Biblistheken, durch
lybridisierung mit fidr B95 spezifischen DVA-Scnden
Klone Isoliert werden <dnnen, dic die stromaufwirts vom
crhaltenen 5 ~Ende der oDNA liegende Sequenzinformazion

z.B. die Promotorrcgion won B33 cnthalten.

Die isclierte oDWA kodiert fur das tumorassoziierte
Antigen (TBA] der 3ezeichmung 399 mit der in SEQ ID
MC:1? angegebanen Emingsiuresequenz (B38-1). Die Sequenz
van B88-1 wird definiert durch das Startcoden an

Fosition 427 der isollerten B33%-cUNA.

In eirnem waiteren Versuch zur Kleonierung des
kodierenden Bcreichs ven 293, bei dem cDHA aus der
Lungenadenckarzinom-Zeilinie A549 verwendet worde,
wirde sine S=guenz ermitielt, die im Vergleich xzur in
SEQ ID NO:1 dargestellten Seqguenz eine I[nsertion cines
Hukleotide an Positicn 823 aufwelst (SEQ ID WC:3 bazw.
SEQ ID MO:5). Diese lnsertion fuart za einer
Voranderung des offenen Leserahmens von BS2 mit einer
daraus resualticrenden verdnderten Amincsfurescgusnz im
C-terminalen-Bereich des B3%8-FProteins; die von diesem
Leserahmen acgeleitete Scovenz dieses B39-Antigens
(B29-2) ist in SEQ IL NO:4 dargestellt. Awder der

Insertion weist die aus AS49-Zellen isolierte cDNA
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einen Nukleotidaustausch an Positicr $22 im Vergleich
zu Seguenz SEQ ID M0:1 auf, Cleser Kokleotldaustausch
bedingt an Position Nz, 66 einen Frsatz von Arginin
{SEQ LD HO:2, 299-.}) durch Tryptophan (£20 ID NO:4,
BY95-2) . Abgesehen von dissem Amincsdureauvstausch ist
die Amirosaureseguenz von 3%9-% klils cinschliellich

Positior 166 identlsch mit 399-1,

Die Insertion eines Wukleotids an Position 923 ergibt
einen zweiten potentieller Leserahmen von Pos. B45 bis
1744 der in SEQ LD No:3 (bzw. SEQ ID NO:3)

dargestellten Secuznz. Ein von einer cDNA mit diesem

Lesershmen exprimliertes Proteir weist die 1
SEQ ID KO: % dargestellte Aminosduresequenz auf [B%9-3).
Die Seguenz won BSY-3 ist won Pes. 1 bhis 27
unterschiedlich zu B99-1 und ab Fes 28 identisch mit

B23-1.

Die Erfindung bhetrifft somit in einom ersteﬂlhspckt ein
tumorassoziiertes Antigen der 3ezeichnurg B89,
ausgewshlt aus der Gruppe von Polypeptiden mlt der in
SEQ ID NO:Z, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:6 angegehbensn

Aminosduresequenz.

Die in SEQ 1D NO:Z2 (B92-1), SEQ ID NQ:4 (353-2) und
SEQ ID NO:6 (B99-3) dargestellten Amincsiuresequenzen
kénnen Bbweichungen auvfwalscn, z.3. solche, dic durch
Austéeusch von Awincsiuren bodingt sind, scofern das B&9-
Jerivat cdie flir die Anwendung in eincer Turorvakzing
erwiinzchten immunogenen Eigenschaften aufweist. (Fin
Beispiel [ir einen 3-99-Pclymorphismis dieser Art ist
der durch die Punktmutation bedingte Unterschied an

Position 66 zwischen B99-1 und B%9-21.
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Im folgenden wird, wenn nicht anders angegeben, die
Bezeichnung ,B99" stellvertretend fiir B29-1, RSS-2 und

B23-3 verwendet.

Dic nattriiche Aminossurssequenz von BSE (bzw.
entsprechend die Sequenzern der B$9-cDNHA) kann
gegebenenfalls modifiziert sein, indem einzelre
Arinos#uren in ainem B9%? CTL-Epitod ausgetauscht
werden, um, im Vergleich zum natUrlicher BS3 CTL-
Foltop, eine Steigerung der Affinitit ven B99-Peptiden
Zu MHC-f-Melskilen und damit eine srhihte Immunogenizit
und letztlich aire verstivkits Reakbivitdt gegeniiber
Tumoren za bawirken. Modifikatioren im Bereich der BO9-
Zpitope xénnen am B99-Gesamiprotein {dieses wird von
den RPCs zu don entsprechenden Peptiden prozessisrt)
bzw. an gréberesn B%%-Proteinfragrenten oder an BE9-

Pepticen (vgl. unlen) vorgencmmen werdcen.

In ginem weitersn Rspekt betri®ft die vorliegends
Erfindung immanggene Tragments und Peptide, die vorn B2Y
gbgelellet sind, Letztere werden im Zolgenden als
"B99-Peptide” bezeichret. Eine erste Gruppe sind
E%9-Peptide, die einzs humorale Immunastwort (Induktion
von Antikdrpern) susl®$sen. Derartige Peptide sind
vusgewanite Abschnitte von B9% (mindestens 12 bis

15 Amincsduren), die mittels sogeranrter Vorhersage-
Algorithren (“prediction algorithme") wis z.R. dem
“surface probability bDlot” (Erini et al., 1985), dem
“hycropheisicity blot” (Kyte and Deolittle, 198%) und cem
“antigenic index” (Jameson and Wolf, 1988) ermittelt

werden kénner.
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25 ist bekannt, dal tumcrassozilerle Anticene

tumorspezifische Mutaticnen aufweisen kéinnen, die zu
einer immunolegischen Unterschelidung zwischen Tumor und
Normalgewebe beitragen (Mancdruzzato et al., .997; Eogan
et 3., 1998; Szudi cof al., 198%; Wilfel et al.,1%9h).
Um das Verhandensceln Luaorspezifischer B39-Mutationen
festzusiellen, wird, zweckmibig mit Hilfe von Sonden aus
aer erlindungsgemdBen isclierten cDMA, die B2%-cDHA aus
einer oder mehreren unterschiedlichen Tumoren kleondezt
und die erhaltenen Sequenzen mit Hormslgewebs-BS9-chiA
verglichen. Es ist zu erwarten, dad Tumcr-B99-FPeptide

aus eincm gegentbor Normalgewebs-B%9 mutierten

Seguenzabsciniti im Vergleich zu Normalgowehs-B9%-
repliden aus denm entaprrchenden Abschniti eine
vaerstirkte Irmunogenitidt aufweisan. Die vorlisgendse
Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt BSS-
Peptide, abgzleitet won Bereichen eines
tumorcxprimierton BY9Y, die cumorspezifische MWutationen

aufweison.

Bel der Auswahl von B93-Peptidkandidaten verdiensn die
Regionen venr R82-Z2 und B33-3, die sich von B93-1
unterscheidon, pesonderes Interesse, Unter der
Voraussetzung, daf es sich bel der Insertion der BY%-
DMA, die zu diesen Unterschieden in der
Amincosduresequerz fihrt, um eine tumcrscezifische
Mutation handelt, ist namiich zu £rwarten, dab Feotide
aus diesem Bereich eine verstirkts lmrunogenitat im
Vergleich szu Peptiden aus 328-1 =zufweisen. Um zu
bestdtiger, dal die Tnsertion tumorspeziZfisch ist,
kénnen Antikdrver gegen diesen Bereich generiert und
Tumorezellen auf Expression von B39-2 und BS2-3

uittersucht wexden.

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(111)

W D0Ji66727 PCT/EDPMIAUISSD

17

20

30

B99-Peptide werden direkt zder in modifizierter Form
‘z.B. an KLY = “keyhole limpet hemocyznine” gekcopelt)
vorapreichnt und dic Bildung von Ankikérpern mittels
gangiger ilmmunologischsr Assays, z.B. mikiels ELISH,

bestimmt.

Weltere, im Rahmen der vorliegenden Rriindung
pevorzugte, BI99«Peptide sind diefanigen, die durch
MAC-Molekiiie prasentiert werdern und eine zellialire
Inmanantwort bewirken. Es gibt zwel Klassen won
MBC-Molekilen, nemlich MAC~I-Mclekiile, die won
0M§-positiven CTLs und MAC-IZ-Molekiile, die von

Cod-positiven T-Helferzellan arkanrl werdsn,

Jamit ein Peptid einc zelluldye Zmmunantwort auslsst,
muB es an ein MEC-Molekill binden, wouel der zu
behandelnde Batlent das MHC-Mclekill in seinem Repericic
aufweisen mul. Die Bes!immung des MHC-SublLyps des
Patientar stellt somit, im Hinislick aul die"Auslnsung
2iner zallularen Immunantwort, eine der wasen%lichen
Voraussetzungsn fir die wirkssne Anwendung eines

Peptids an diesem Patienten dar.

Cie Sequenz eines therapeutisch einrusetzenden R92-
Peptids wird durch das jeweilige MHC-Molekdl
hinzichtlich Ankeraminosduren und Lénge vorgegeben.
Pefinierte Ankerpositiornen und Linge gewshrleisten, daid
ein Peptid in die Peptid-Bindungsfurche des jaweiligen
MHC-Moleklils des Patienten paB:z. Dies hat zur Folge,
dafl das Irmunsystem stimuliert wird und eina zellulire
Irmunreaktion erzeuct wird, die sich, im Falle der
Yerwendung eines von einem Turerantigen zbgeleiteten

Peptids, gegen dic Tumorzellen des Patienten richtet.
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Immirogene B9%-pPeptide kénnen nach bekanrnten Methoden
identifiziert werden, eine der Grundlagen dafir ist die

Bezieitung =wischen MIC-Bindung und CTL-Trduktion.

Da also die Scquenz immuncgerncr Peptide aufgrund ihres
Peptidbindungsmotivs vorhocrbostimmbar ist, kinnen
B88-Poptide, die CTL—Epitooc darstellen, sufgruna der
BS9-Proteinseguanz identifiziert und synthetisiert
warden. Dazu sind verschiecane Methoden geeignet, die
zur Identifizierung von CIL-BEpitopen ver bekanntern
Protsin-Antigernen verwendet wurcen; z.B. die von Stauss
et al., 19%2, fir dic Identifiz’orung von T-Zell-
Epitopen in humanem Fapilleravirus beschriebens

Hethode.

itischen Anfordurungen jedes MHC-I nllel-

Progukis an oin Pophid, das un das MHC-Molekiil bindet

urd von diesem pridsentiert wird, wirden als Motiv

zusammengezalt (z.B. Talk et al., 1591). Eiéher ist

elire grofe Arnzahl sowohl ven MHC-Peptid-Motiven als
auch von MHC-Ligsnden bekaanz. Eiae im Rahmen der
veorlicgenden Frfindung geeignete Methode zur Suche nach

Epitopen ainss bekannten Froteins, das in ein

hestlimmbes MAC-I-Molexil pa’t, wurde in cirem
Uzersichisartikel von Rammensee ct al., 1885,
beschrieben, Sie umfakht die folgcnden Schritte:
zandchat wird die Protein-Sequenz auf Avschnitte
untersucht, die dem Anker-Mctiv enisprechen, wobel
gewisse Variationen ninsichtlich Peptididnge und
Bnkeriesetszung mdglich sind. Wenn z.B. ein Motiv ein
9-mer mit Tle ocder Leu am Znde vorschreikt, kdnnen such
10-mere mit einem enlsprechenden C-Torminus in RBetracht

gezogen werden, ebsnso Peptide wit andercn
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pliphatischen Resten, wie Val oder Met am C-Texmminus.
Auf diesse Welse wird eine Reihe won Poptid-Kandidaten
erhzlten. Diese wercden auf das Voriandensein méglichst
vieler Enkarreste, die sic gemeinsam mit bereits
peXxannten Liganden haben, untersucht und/oder

Molexile

daraufhin, ob sie fiir verschiedere ME
"hovorsugte" Reste hahen (entsprechend der Tabelle von
Ramiwasos et al:, 1$%5). Um schwach bindende Peptida
ausruschliefien, werden zweckmdfig Bindungs~Assays
durchgefithr=. ¥Wenn die Anforderungen &n dio Peptid-
Bindung ¥ir bestimnte MHEC-tolkile bekannt sind, kinnen
die Peptid-Kandidaien auch auf Nicht-Ankcrrests
untersucht werden, die sich negativ odcr positiv auf
e Bindung aaswirken, oder die diess erst ern#glichen
{Ruppert et al., 1993). 2ei dieser Vorgangsweaise fst
jedocn in Betracht zu zien=n, daB das Peptid-Rindungs-
¥otiv fiir die Suche nach natiirlichen Liganden nicht
alicin ausschlacgebend 1st; avch andesre Aspiékte, z.B.
die Ensynspezifitét winrend der Antlgenprozessierung,
tragen - zus&tzlick zur Spezifitat der MHC-3indung -
zur Tdentitat des Liganden bei. Eine ¥ethode, die dlese
mspekie berdcksichtigt, und die Zm Rahmen der
vorliegenden Erfindung zur Identifizierung von
immunogernen 399-Peptidsen geeignet ist, wurde u.a. wvon
kawakani et al., 1995, angewendeu, um zuf der Grundlage
bexannter HLA-A*(201 Motive gplQ0 Epitope zu

identifizieren.

Die Peptide kénnen auch im Hinblick auf ihre
Bindungsfihigkeit an MHC-IT-Molekiile ausgewahlt werden.
Das MAC-II-Blncdurgsmoblv, das sich fiber neun
Aninosduren erstreckt, weist einen haheren Grad an

Degeneration in den Ankerpositionen auf als das MHC-I-
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Bindungsmetiv. Es wurden kiirzlich, ausgehernd von der
Réntgerstrukturanalyse von ¥EC-II-Melekilern, Methoden
entwickelt, dis die genaue Arzlyse der MHC-II-

Bindungsmotive, und ausgehend daven, Variatlonen dex

Peptidseguenz erlaubsn (Rammensee et al 2985, und die

dort zitierce Orxiginalliteratir). Peptlde, die an

MHC-IT-Molekille binden, werden den CD4-T-Zellen

typischerwelise von dendritischen Zcllen, Mak-ophagen
oder 3-7ellen prisentiert. Nie CDé-T-7Fellen wiederum
aktivicren dann in der Folge direki CTLs durch z,3.

CylLuxin-Ausschilttung und Verstiirken die Efflzienz der

Antigen-Priasentation durch AFD (derd sche Zellen,

Mzkzophagen und B-Zallen}.

Seit kurzem sind Catenbanken und VYorhersage-Algerithmen
verZigbar, die mit groBer Verlaklichkeit die Vorhersace
von Peptid-Epitopen exlauben, die arn ein bestimmtes

MEC-Molektl ninden. !

I Bahmen der vorliegenden bBrfindung wurden, uniore
Verwendung des wvon Parker et al., 19234 und Rammensee ol
al., 1935 beschriebenen algorithmus, fir die
wichtigsten HLA-Typen, insbesondere fiir HLA-AL,
-A*)2C1, -R3, -B7, -3141 und -B*4403, Karndidater-pPeptide
identifiziert, wvon denen zu erwarten ist, dal sie an
die entsprechendsn HLA-Molekile kinden und dahex
immunegene CTIL-Fpitope darstellen; die ermittelten
Peptide sind in Tabelle 2 zufgelistet. Auf dhnliche
Weise kénnen, gegebenenfalls unter Verwerndung weitercr
Algorithmen, die den unterschiedlichen Cherakteristika
der Peptide {Hydrophobizitit, Ladung, Grobe) bzw.
Anforderungen an die Peptide, =z.B. die 3D-Struktur des

HLA-Moleklils, Rechnung tragen, weiters potentislle
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Peptid-Epitope ermittelt werden; dies gilt auch f£ir

Peptic-Epitope anderer HLA-Typen.

MNach Auswahl von BES9-Peptid-Kandidaten mit Hilfe der
sngefuhrten Motheoden wird deren MHC-Sindung mittels
Feptidbindungs-Assays getestet, Als nachstes wird die
Trrunogenltat der Peptide mit guten
Bindunggseldgenschaliten bestimmt (Stabilitdt der Peptid-
MBC-Wechselwirkang korreliert in dan melisten Fillen mit
Immanegenitét; van der Burg et al., 1996). Um die
Tmnaogenitdt des ausgeowdnlten Peptids odexr Peptid-
Agaivalents zu pestimmen, k&pnen Metheden, wie z.3. von
Sette ¢t al., 1394, beschrichben, in KombiInation mit
ruantitativan MIC-Bindungs-Nhssays verwendel werden.
Alternativ kann die Immunogenitidt <es ausgewihlien
Peptids ther in ﬁitro CTL-Tndextion mittels hekannter
¥ethodern (wic wolter unten fir ex vive CTL-Induxtion
beschricben) getestet werden, Daz Frinzip der in
mehreren Schyition durchgelibrlen Methode [ir die
Auswahl von Pepilden, die zur Auslésung einer
zelluldrern Immunantwort Fihig sind, ist in der
WO 97/30721, zuf deren Offenbarung niernit ausdricklich
Bezug genommen wird, beschrieben. Fine allgemsine
Strategie zum Erhalt efifizienter immuncgener PBeptide,
die im Rahmen der vorliegender Erfindung geeignet ist,
1

wurde aufordem von Schweighoffer, 1397, beschrieben.

Slatt die Originalpeptide zu verwenden, die in die
Blndengsfurche von MBC-1 -oder MHC-II-Mclgkiilen passcn,
also Peptide, die unverdrdert von B%9 zbgeleitel sind,
kénnen anhand der auf der Grundlage der
Originalpeptidseguenz angegebenen Minimzlanforderungen

beztglich Ankerpositionan und Linge Variztionen
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vorgenommen werden, sofezn durch diess Variationen die
affektive _mmunogenitit des Peptids, die gich
zusammensstzt aus seiner Bindungszffinitdt an das
MEC-Molekil und seiner Tahigkeiz, I-Zell-Rezeptoren zu
stimulieren, nicht nur nicht beeintridchiight isz,
sordern vorzugsweise verstdrkt wird., In diesem Tall
werden also kinstliche Feptide ader Peptid-Aquivalante
vyerwendet, die éntsprechend den Anforderungen der

Bindungsfahigkeit arn ein MHC-Molekdl entworfen sind.

stplcherrafien verdnderte Peptide werden als

»heteroclitische Pupbide” bezsichnet. Sie kénren nach

Zolgenden Metheden erhaluien wardsen:

Zunzchst wezxden dic Epitope von MHC-T- bzw. MAC-TT-
Ligenden bzw. deren Variation z,B. nach dem wven
Rammensee et al., 1895, bheschricbenen Prinzip
vorgencrmen. Dic Lange des Peptids entspricht .'i.nj. ralle
seiner Abstimmung avi MHC-I Molekule vcrzugﬁﬁeiSe Blner
Minimalsequenz von B bis 10 Amninosauren mit de:n

eriorder.ichen Ankeraminosduran.

Gegebenenfalls kann des Peptid aush am C- und/oder am
N-Terminus verlangert sein, sofern diese Verldngerung
die Bindungsfahigkelt an das MHC-FMulexil nicht
beeintréchtigt bzw. das verlangerie Feptid auf die

Minimalsecucnz zelluldr prezessier: werden kani.

Die modifizierten Peptide werden darzufhin awvf ihre
Erkennung durch Tibs {,tumoz-infiltrating
lymphocytes™)}, auf CTL-Indukticn sowie auf verstirkte
MEC-Bindung und Immunogenitdt geprift, wie von
Barkhurst et al., 1996, und Becker et al., 1997,

neschriebern.

JP
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Eine welters im Jahmern der verllegenden Erfindung
geeignal.e Methede zur Auffindung ven Peptiden mit
skbdrkerer lmnunogenilil als die der naturlichen
B89-Peptide besteht im Screenen von Peptid-Bibiiotheken
mit CTLs, die die natfirlich auf Turoren vorkemmenden
399-Peptide erksnnen, wie von Blake et al., 1956,
peschriesen; in diesem Zusammenhang wird die Verwendung
kombinatorischer Peptid-Biblictheken vorgeschlagen, um
Molekiile zu entwerfer, welche von FMHC-I-restringiertern

CrLs erkannte Tumorepitope nrachahmen.

Tie B29-Folypeptide der wvorllegendsn Trfindung cder
davon abgeleizete imnunogana Fragmenze oder Peptide
kénnen rekombinant ocder miztels Zeptid-Synthese
hercestellt werden, wie in der Wo 9£/10413 beschrieben,
avf Zeren Offenbarung hierrit Bezug genommen wird. Fir
die rexermbinante ilerstellung wird das entsprechendes
DRA-Mclekll nach Standardmechodsn in elnen
Ezpressicnsvestor eingefiigt, in sine geeignete
wirtszelle transfiziert, der Wirt unter geeigneten
Expressicnshedingungen kultiviert und das Protein
gereinigt. Flr die chemische Synthese von 399-Peptidan
konnern herkdmmliche ¥ethoden verwendet werden, z.B. im

Handel erndltliche autcmatische FPeptid-Synthesizer.

Alternativ zu natiirlichen B%9-Peptiden oder
neteroclitischen Peptiden kénnen Substanzen, die solcha
Peplbide vortiduschen, z.B. "Peptidemimetica" eder "rotro-
inverse-Paptide”, vorwendet werden. Zur Testurg dicser
Molekiile im Hinbiick auf die cherapeutische
Voarwendbarkeit in einer Tumervakzire werden dieselben

Mathoden angewendet wie oben flir die natiirlicken

B99-Feptide oder B2%$-Peptidaguivalente.
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Das TAA der Bezeichnurg B99 gundd der vorliegenden

=1

Erfindung und die davon shbyelailezan Proteinfragmente,
Peptide bxw, Zepbid-Baouvivalente sder lPeptidomimetika
kénnen in der Krebstherapile eingesetzi werden, z.B. um
eine Immurantwort gegen "tmorzellern zu induzieren, die
die entsprechenden Antigen-Determinanien exorimieren.
VorzugswWelse werden sie fur die Therarie von B29-
peositiven Tunores verwendet, inshescndere beim
tlerenzell-, Lungen-, Kolon-, Pankreas-, Brusi- und

Magankarzinom.

Tie Tmmunancwort in Form elner Indokiion von CTLs xann

in vive oder ex vive bewirkt werden.

Fiir die ia vivo Induktion von CTLs wird eine
pharmazeul.sche Zasammensctzung, enthaltend zls wirksame
Kompenonbe das TARL B%99 buw. davon ahgeleitete Mragmenie
ocder Peptid(e), einem Patientasn verabreicht, dei an
einer mit dem [AA ss=cziierten Tumorerk:ankﬁﬁg lejder,
wobel diz2 Menge an TAA{Peptid) zusreichen mub, um eine
wirksame CTL-Antwort auf dern Antigen-Itragendcocn Tumor zu

erxiclen,

Die Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspext
eine pharmazeutische Zusammensetzung fiir die
parerterale, topische, orale pder lexale Verabreichung.
Vorzugswelse diept die Zuscmmgnsetzung der parenteralen
Verazbraichung, =.B, fiir die subkatane, intradermzle oder
intramuskulére RApwendung. Die B39-TAAs/Peptide sind in
elirem pharmazeutisch annehmbaren, vorzugsweise
wiaserigen, Triger geldst oder suspendiert. Die
Zugammenscizung kann auberdem iblicne H:ilfsstofie, wie

Puffer, etec, enthalten, Die TARs/Feptide kbnnep allein
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oder in Kombination mit Adjuvanktien, z.B. inkompletiem
Freund’s Adiuvans, Saporiner, ARlupiniumszlzen oder, in
einer bevorzugben RAusfihrvrgsform, Polykationen wie
Polvarginin oder Folylysin, verwendet werden, Dis
Peptide konnen anch an Xomponenten, die dis
OTT-Induktien oder ClL-Akxtivierung unterstitzen,
gebunder. werden, %.B. an T-Helferpeptide, Liplde oder
Liposomen, oder sie werden gemeinsam mit diesen
Supstanzen uaad/cder gemeinsam mit immunstimulierenden
Subsgtanzen, z.3. Zytokinen (IL-2, IFN-y) verabreicht.
Methoden und Forpulierungen, die zur Herstellung und
Yerabreichung der erfindungsgemgfzn pharmazeutiscicn
Zusammensetzunyg geeignet sind, sind in der WO 895/04542
and WO 97/3372%1, auf deren Offenbarung niermiz Bezug

genommer. wird, ceschrisben.

BE92(Fracmente) brw. BI9-Peptide kénnen auch verwencel
werden, um eine {TL-Antwort a2x vive auszulosen. Bine ex
vivo CTL-Antwort auf einen Tunor, der RYY exprimiert,
wird induziert, indem man die CTI-Vorlguferzellen
zusammen it APCs und B3%-2eptiden bzw 3%29-Protein
irnkubiert. Dann 133t men die sktivierten CTLs
expandisren, worauf sie dam Patienten wieder verabreicht
warden. Alternativ konnen APCs mit B39-Peptiden beladsn
werden, was zu einer effizlenten Aktivierung zellularer
Immunreaktionen gegen B9%% positive Tumeren flinren kann

(Mayordomo et al., 19%5; Aitvagel et al., 1996). Tine

geeignete Methode um Pepiide auf Zellen, z.B.
derndritische Zellen, zu laden, wird in der WC 97/1316%

geolfenbart.

In einer Ausfihrungsform der Erfindung wird eine

Kombination mehrerer verschiedener B39-Peptide cdex
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B99-Peptidéquivalente angewendel, In einer weiteren
Ausfihrungsform warden B99-Ieptide mit von cnderen ThAs
abgeleiteten Peptiden kembiniert. Die Auswahl von
Peptiden fur derartige Kombinationern wird im Hinblick
auf die Frfassung unterschierdlicher MHC-Tyoen getroffen,
um eine w3glichst breite Patjienzenpopulaticn abzudecken,
sndfoder sie wird auf zin méglizhst brelizes
Indikationsspektrum abgestellt, indem Peptide mehrerer
unterschliedlicher Tuarorantigene kombiniert werden. Die
Anzahl der Peptide in siner pharmzzeulischern
Zusamnznsstzung kannt iiber eicen walten Bereilch
schwanken, byplscherweise enlLhdlt eine klinisch
anwerdbare Vakzine 1 bis 15, vorzugswelse 2 bis

10 verschiedens Peptida.

Die erfindurgsgendiien Peptide konren avch als
dizgnostische Reagentien eingeseizi werden.
EBeispielsweise konnen die Peptide dazu benutzt werden,
um cas Ansprechen eines Patienten suf die durch das
immurogene Poptid hervorgeruferne humorale eder zellulére
Trrurantwort zu ltesten. DPadurch besteht die M3glichkeit,
ein Behandlungsprotoxell zu verbessern. Belspielsweise
kann in Bbhingigkeit der Darreichungsform (Feptid,
Gesamtprotein cder DNA-Vakzina) des TAA die Zunahme ven
Vorliufer T-Zallen in den FBLs, die eine Reaktiwvitat
goegen das definierte Peptidepitop aufwelsen, untersucht
werden {Rebbias urd Kawakami, 1996 sowiec darin zitierte
Referervzen) . Auberdem komnen die Fepilde oder das
Gesamtprotein bDaw, gegen duos TAA gerichtete Antikdrper
dazu werwendel werden, um den Krankheitsverlauf eines
B89-pesitiven Tumors #u charakberisieren {z.B. durch
immunhistochemische Analysen won Primdrtumer und

Metastasan). EBine derartige Strategie hat sich schon
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mehrfach als erfolgreich erwiesen, z.H. der Hachweis des
dstrogenrezeptors alas zZntscheidungsgrundlage zur
Erdokrintherapie bel Brustkrebs; c-erkB-2 als relevanter
Marker b2i Pragnostik und Therapisverlanf bei Brustkrebs
{Ravaioli et al,, 1998; Revillion et al., 19%H); 2SMR
{"prostabe specific mewbrane antiger”) als Marker flir
Epitheliaizellen des Prostatakarzinoms Im Serum bzw.
durch Binsatz eines rip-markierten monoklonalen
Antikérpars gegen PSMA tel der Immunoscintigravhie auf
Frostacakarzinom (Murphy =2t al., 1898 und inkludiertte
Referenzan}; CEA (“carcinosmnbryonlc aniigen”} als
serologischer Marker fir die Prognose und Verlauf bal
Patienten des kolorvektalen Karzincms (Jessup und Doda,

1598) .

Dle vorlivgande Erfindung bebrifit in cinem welinreen

Aspaks isolierte DNA-Molekile, kodiersnd fir ein
Brotein mit den immonogenen kigenschafren von B899 oder

fir Fragrmente davon.

In einem Aspekt betritft die vorliegende Erfindung ein
iscliertes DNA-Molekil, das ein PolynuXleotid mit der
in SEQ ID KO:1 dargestellien 3Seguenz enthidlt oder das
ein Polynuklsotid enth&lt, das mit einem Polynuklectid
dar in SEQ ID NO:1 dargestellten Secuenz unter

stringenten Bodingungeon hybridisierc.

Untar ,stringenten Bedingungen® wird z.B, verstanden:
Inkubatien ibez Nacht bei 83°C - 687C mit 6xSsC

{1x 55C = 15C mM NaCl, 15m¥ Yri-Katriumcitrat),
SxCenhardt’s Lidsung, 0,2%30%, %0 pa/ml Lachsspermien-—
DNA, daran anschlieBend Waschen zwelmal 30 min mit
2x58C, 0.1% SDS beil 657°C, eirmal 30 nin mit 0.2188C,
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9.1% SDS hel £5°C und gegebenonfalls ebschlicheades
Spitlen mit 0,1%55C, 0,1%SDS kei &5°C, odar Aquivalerte

Bedingungen.

In einem welteren Aspekt betrifft die vorliegende
Erfindung ein isoliertes DKA-Molekiil, das ein
Bolynukleotid mit der in £BQ ID NO:3 (bzw. SIS0 ID NO;5§)
dargestellten Sequenz enthdlt oder das ein
Folynulkleotid enthilt, S35 mit einem Polynuilieotid der
im SEQ ID WO:3 (bzw. SEQ ID NO:Z) dargestellten Sequenz

unter stringenton 2edingurngen hybridisiert,

Die erfindungsgemdfen UNA-Molelkile bzw. Fragmente davon
kodieren fir {Poly)peptids der Bezeichung BSI (B29-1,
393-2 oder Z299-3) mit der irn SEQ ID KO:2, SEQ ID %0:4
oder SEQ ID NC:6 dergestellten Amincsiureseguenz DIw.
tir davon abgelsitete Proteinfragmente cder Peptide;
damit sind INA Molekiile mizumfant, die durch die
Degeneration des genstischen Codes Abweichunéen von der
in SEQ ID NO:1 oder S2¢ ID KO:3 bzw. £2Q ID NO:d

dargestellten 3equenz aufweisen.

Die Erfindung batrifft anch DHA-Wolekiile, die durch
sonservativen Austausch von Anincsiuren bedingte
Abweicnungen veon der in 5EQ ID NO:1l oder SEQ ID NO:3
{bzw. SEQ ID NO:5) dargestellten Seguenz aufweisen,
sofern sie flr &in B99-Derivat bzw. Fragmente oder
Peptide mit den fur die Anwendung als Tumorwvakzine

erwiinschten immunogenen Eilgenschaften kodieren.

Im folgenden werden die oben definiesrten,
gegebenenialls meodifizierten, fir B8S-1, B299-2 bzw,

B39-3 buw. flir Fragmente davon kodierenden DNA-
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Molexlile™ hezeichnet.

Die B99-DEA-Molekilc der vorliegenden Erfindong oder
die entussrechenden REAs, die ebenfalls Gegenstand der
vorlicgenden Erfindung sind, werden, wie die davon
kedierten (Poly)Psptide, fir dis Zmmuntherapie von

Krebserkrankungen eirgesatz:.

In einer Ausfihrungsform der kErfirdurng werden
DNA-Molekile, kodierend fur natitrliche BY9-Polypeptide
verwendet. Blternativ zur natiirlicnen B9%-cDNA baw.
Fragmenter davon knnen modifizierte Derivate verusadet
worden., Diess umfassen Sequonzen nit Modifikstionen,
dieg fir z2in Prote’n(fragment} buxw. Peptide mit
stdrxerer Tmmunogenitit kodieren, wobei fur die
Modifikationan auf DNA-Ehene dieselbsr Oberlegungen
gelten wie fir die ober beschriebenen Peptide. Eine
wellere Art der Modifikatlion ist die Aneinanﬁe::e;nunq
zahlreicner Sequeazen, kodisrend fir iwrmunologisch
relevante Peptide, nach Ari einer Porlenscnnuzn
(“slring-ob-beads”; Toes &b al,, 1%97). Die Sequenzen
zénnen auch durch Anfilqung von Hilfselementen
modifiziert werden, z.B. Funk:tionen, die eine
affizientere Abgabe und Prozessierung des Immenogens
gewdhrleisten (Wu et al., .935). Beispielswelse xann
durch Anfligen einer Leokalisierungssecuenz in das
endoplasmatische Retikulum (“ER targetting sequence”}
die Prozessicrung und damit die Brisentation urnd

letztlicn die Immuncgenitét des Antigens erhéht werden.
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Die vorliegende Erfindung betrifft in einem welteren
Aspekt ein rekombinantes INA-Molekil, das B99-DNE
enthild.

Die B99-DWA-Molekile der vorliegenden Erfindurnc kénnen,
vorzugswaise in rexombinanter Form als Plasmide, direkt
oder als Bestandteil 2irncs rekombinanten Virug, oder

Bakteriums verahreicht werden. Prinzizlell kaan jede

gentnerapeutische Methode 1 die Immuriherapie von
Krebs zuf Basis von JNA ("ONA-Vakzire") auf BYS-DNA
angewerdet werden, und zwar sowolhl in vive ats acch esx

vivo,

Beispiele fiir dZe in wiva Verzbreichurg sind die
dirckte Injektion von "nackter" DNA, entweder
intramaskuldr cdes miktels Jen-Fistcle {"cene gunr™) von
der sich gezeigt hat, dad sie zur Bildung von CTLs
gegen lumorantigune finrt. Beisplole fir rekombinante
Orgenismer sind Vaceinia virus, Bdenavirus oder
listeria monocytogenas (eine Ubersicht warde von
Coulie, 1%97, gegeben). DTesweltersn kirnen synthetische
Trdger fir MNukleinsduren, wie kationische Lipide,
Mikrosphiren, HMikrokigelchen cder Lipcsomen fitr die in
vivo Verabroichung von Nukleinsiure-Molekiilen,
kcdierend fir R9%9-Feoiid verwondet wowden., Ahnlich wie
fir peptide konnen verschiedenc Eilfsstoffe, die die
Irranantwort verxstarken, mitverabrelgnt werden, z.B.
Zytokine, ertweder in Form von Proteinen ader dafir
kodierenden Plasmiden. Dle Applikatlen kann
gegeberenfalls mit physikalischen Methoden, z.B.

Elektroporalion, kombiniert wexden,
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Ein Beispiel fur die ex vivo Verabreichuny 1st dis
Transfektion dendritischer %ellen, wie von Tuting,
1997, beschrieben, cder anderer APCs, dle als zelluldre

Kreisvakeine sur Rawendurnc kommen.

Die vorlicgende Erfindung betrifft somit in einem
wellaren Aspekl die Verwerding von Zellen, cie BS9
axprimiersr, entweder veon sich sus oder, in
gagebenenfzlls modifizierter Form, nach Transiektion
mit der entsprechend kodierenden Sequenz, Lir die

Herstellung einer Krebsvakzine.

Die EBrfiadurg betrifft in einen weiteren Aspekt

Antikdrper gegen BESS bzw. Fragmente davon. Folyklonale

Antikdrper kénnen in herkdmmlicher Weise durch

Tmmonisiecy von Tieren, Insbesondore Kaaincheon,

mitteis Injekition des Anticans buw. Tragmenton daven,

und ansg

iefender Reiniging des Immonglobulins

erhalten werden.

Monoklonaie anti-B8S%-Antikdrper k&€nnen rzch
Standardprotokellen gemdfi cam won Kohlex und ¥ilstain,
1375, bkeschrisbenen Pringzic geweonnen wexden, indam
Tiere, insbezondere Miuse, ‘mmunisiert, anschliefend
antikérperproduzierends Zeller dar ‘mmunigisrten Tiere
immortalisicrt werden, z.B., durch Fusicn mit
Myelomzellen, und der Uberstand der erhalicnen
Hybridoms mittels inmunclogischer Standard-Assays auf
mencilenade anti-B9%-Antikérper gescrecnt wird, Fir den
therapeutischen oder diagnestischen Elnsatz 1lm Menschen
kdnnen diese tierischen Antikérper gegebenenfalls auf

herkdmmliche Welse chimerisiert (Neuberger et al.,

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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1584, Boulianne et ai., 1984) oder hurmanisiecrt

{Riechmann et al., 19288, Grazianoc ot al., 19%&5) werden.

Hunane monoxlonale anti-B%9-Antikdrper (fragments)
kénnen auch veon s0¢. ,Yhage Display Libraries” (Winter
et al,, 18%4, Griffiths et al., 1994, Kruif et al.,
1895, ¥e Guiness et al,, 1%3&) und mittels transgener
Tiere (Briggemann et al,, 1996, Jakobovits et al.,

1595} gewonnen werden.

Die erfindungsgendden anli-B98-Antikdrper k&nnzn in
immunnistochemischen Rnalysen f£ir diagrostische Zwecke

gingesetzt werden.

In elnen weiteren Aspext belril it die FReflinding die

verwendung von R%%-spezifischen Antikdrpern, um
beliebige Substanzen selektiv 7u bzw. irn einen Tumor zu
bringen, <er B93% exprimiert. Beispiele fir solche
Supstanzen sind zylotoxische Agentien uder .radivaktive

Nuklide, deren Wirkung darin o chi:, der Turor vororl

zu schadigen. Bufyrund der turorspezilischen Fxpression
von B2% sind dabel keine ocer nur gerings
Nebsnwirkurgen zu erwarten. In einem weliteven Aspekt
kZnrnen mit Eilfe wvon BO9-RAntikdrpern Substanzen zur
Sichtharmachung von Tumcren, die 392 exprimieren,
nerangezodgen werden., Dies Zst fir die Diagnose und die
pewertung des Therapieverlsufs von Nutzen.

Therapseutische und diagnestiscie Anwendungen ven

Ankikorpern, die fir anti-Bo9-Antikérper in Frage

komeren, sind in der WO 25/33771 fir beschriehen.

Das TAA der Bezeichnung B92 gemif der vorliegenden
Erfindung und die davon abgelciteten Proteinfragmente,

Peptide bzw. Peptid-Acauivalente oder Peptidemimetika
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kénnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, z. B. un
gine Immunantwort gegen Tumcrze.len zu irnduzieren, die
die entsprechenden Antigen-Determinanten exprimieren.
Vorzugsweise werden sis far die Therapie von BES9-
positiven Tumoren verwendeb, insbhbesondere beinm

Wierenzell-, Lungen-, Kolon-, Pankreas-, Brust- und

Magenkarzinom.

Auf Grund der bevorzugten Txpression von 898 in
Tumcrzellen kann angenommen wardan, dad dieses Frotein
esine wichtige Funktion tir den Tumor hat, z.2. fir
Ensstebung, Iafiltraticr and Wachstum. 383{LHA} kann
daher in Screening-Assays verwandet wercon, un
Substanzen zu identifiziezen, dic die Axtivitidt dieses

csonders inhibieren. In ziner

Prozelins modalieren,
Rusfiuhrungsforn kann ein dorartiger Assay darin
bestaher, das B%9 Proiein, oder ein aktives_P:agment
Cavon, in Zeller, die aut die Rktivitit ven BYY mit
Proliferation rezagieren, einzupringen bzw. die
entsprochends B99 DWA in der Zellc zur Expression wu
bringen, und die Proliferation der Zellen in Gegenwart
und in Abwesanheit einer Testsubslanz xu bosiimmen.
Substanzen nit preliferationshommender Wirkung kénnen
zur Zehandlung von Tumorcn mit starker B99-Expression
vezwendet werdsn, insbescnders beim Nierenzell-,
Lungen-, Kolon- und Mawmakarzinom sowie beim Hodgkin-

Lymphom.
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Figureniibersicht

Fig. 1: RT-BCR Arnalyse ven cbNA-Peols verschiedener
humaner Tumer- 1nd Normzlgewchs mittels BY99-

spezifischen Primern

Fig. 2: RT-PCR Anelyse von individuelilen cDNAs
verschiedener humaner Tumor- und Normalgewebe

mittels R%9-spezifischen Primern

¥ig. 3: Transkripticn von B99 in Nermalgeweben: Morthern

Blot Analyse von MREKA aus 16 Nermalgeweben

Fig. 4 Immunhistochemische Analyse won vier
verschiedenen Fillen von Adenckarzinomen mit

299-Sexum

Fig. 5: MHC Stabilisicrung aul Té-Zellen rittels

warcchiedeonen Konzentraticnen von B3%-Paptiden

Reispiel 1

RDA ({,Representaticral biffersnce Analysis™) von der
humanen Adenokarzinomzelllinie der Lunge (A543 uad

Anrmalenm Lungengewsbe

Die ven ATCC besogene humane Lungeradenokarzinom-
Zellini= ARLY (CCL 185) wurde in T150
Zelikuiturflaschen hochgeziichtet. Als Nihrmedium diente
MEM mit 10% hitze-inaktiviertem, fotalem Kilkerserum
ungd 2 md L-Glutamin. Alle 3 bis 4 Tage wurden die
Zellen durch Trypsiniasieren 1:5 bis 1:10 zur

Propagaticn gespalten. Wach Erreichen won etwa
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80% Konfluenz wurden pre Ti153) Zellxulturflasche 4 ml
einer Trypsinloésung (Angaben pro Titer: 8g NaCl,

0,2g KC1, 1,13g NazllPOy~wasserlirei, 0,2g KHpPO,,

100ml 2,5% Trypsinléisung, lg ZRTA-Na-Sailz; pH?,2-7,4%)
zum Ernten der Zeller eingesetzt. Die 4 ml wurden in
ein 15 ml Falconrihccehen transfsrierl, mit 8 wml PB3
verzebzt, bel 1200 rpm in eincr Eacreus Tischzenirifuge
(Megaiuge Z.OR)lS min bei 4C zonbrifugiert, das
fellpaellet mit 1 ml Lysis-Puffer {(I10mM TrisEC1 pHS8,
140mM ¥aCl, 1,5 mM MzCl;, 0,5% XP4D) versetzt, kridf-ig
geschittelt und in einem 2 ml Eppendorfgefil heil

12 060 rpm und 4°C 3 min in eciner Sigme Tischzentrifuge
(3igma 20Z MK} abrentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neuss kppendorigefsf transforiert und nach Zusate
von 55 ul 20% Sp5-Lésung zwaime mit dem doppelten
Yoiuvmen an einer CHCL3;/Pheancl [2:1 v/v) Misciung und
einmal mit dem einfachen Volumen an CHCl; extranjcrt.
Die wassrige RNA-enthaltends PFaase wurde mit

1/30 Volumen an 3M NaBAc [pHS) und dem zweifachen
Volumen an 96% EtOH versetzt und dper Wacht bei -20°C
die BNA prizipitiert. Ausgehcnd ven 1 mg total-RMA
wirde flir die Iscliervrg von poly-Ai+)RNA mittels des
PolyATtract Kit (Promege) onlsprechend dem Horsteller-
Protokell vergegangen. Die Lagerunc der AS49 poly-—
A(+)RNA mit einer Kgnzentration von 1 mg/ml in DEPC-

behandelten Ea0 erfeoigte in Aliquots bei ~-g0%.

Zur Dunchfiihrung der reprisentativen Differenzanalysc
{RDA; Hubank and Schatz, 192%4; Diatchenko et al., 19%8)
wurce die poly-A(+)RNA dcer Lungenacenokarzincm-Zellinie
A54% als ,tester®, die von normzlem Lungengeweke

(1 mg/ml; Clontech, Palo Alto; $56524-1) als ., driver™

einygesetzt. Die ROR wurde untar Verwendung des BCR-
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seclect™ kit {Clontech, Palo Alto) ertsprechend dem
Hersteller-Protoxoll durchgefihrt mit der Ausnahme, dab
ein modifiziertes Primer/Rdaptor-2Z-0Oligonuklestidsystem
Mmit folgender Sequenz zum Sinsatz kam:

5 -TGTAGCGTGRAGACGACAGRRRGEECGTRGTACCGAGCTCCAG-3"

1.

5 -AGGGCGTESTACCGAGUTCGASG-3 " nested-PCR-primer-2-all;

(Rdaptor-2-alt-1; SEQ ID KO:.

SEQ ID NC:Z20) ul‘ld 57 =GOCTCGAGCTC-3"  [(Adzptor-2-alt-2;
SEQ TD NO:21). Die neu gererierten Primexr/Adaptor-
feguenzen erméglichen dureh die Anwesenhkelz wvon drei
natan Hestriktionsenzymschnittstellen (Xon I, Sac I und
¥ko 1) in der Sequenz des nested-BCR-primer-2-alt nach
Klenierung der subtrahierten cDiA-Fragmente in cden
pPCRII-Vektor ein nachtrigliches Herausschneider der
toweiligen abDNA-Fragmente. Das Designer einer
Frimer/Adastorsequenz mit mehreren verfliigharen
Restrikticnsenzymschaittstellen war deshalld notwendig,
weil besonders in den Primerseguenzenx — bediﬁgL durcch
die YCR-Arplifixationsschritte- oft Punktirutationen wu

heobachten waren.

Mach der Synthese von doppelstrangicer DA mittels
¢ligoe—dT wurde dic crhaltene cD¥A von ,tester™ urnd
pdriver® mil Rsal verdaut (Rsal isi eln 4-Baszn
arkxenrendes Restrixtionsenzym und liefert jm
statistischen Mittel 296 bp lange cDNA-Fraamenle; -
Gleiche Teile von ,lester-chNBY wurden sentweder mlt den
Adaptoren 1 oder 2 liglert und anschliefend getrenrt
mit einem Uberschub an ,driver-cDMAY el 65°C
hybrideiert. Danach wurden die beiden Ansidtze vereinigt
und einer zweiten Hybridisierung mit frischer
denaturierter ,driver-cDNA” unterworfen. Dig

angereicherten ,testar” -speyiFischen cDNAs warden
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anschlieffierd durch FCR mit fiir die Adsptoren 1 bzw. 2
spezifischer Primern cxponentic:l ampliliziert. Fir
eine weitere Anreicherung wurde ein Rliquat dieser
Feaktion einer zweiten PCR mit spezifischen nach innen
versetzien {,nested”) 2rimern unierworien. Die sus
dieser Reaktion resultierenden, exponerntliell
anplifizierter cDNA-Fragmente wurden dircext in den
pCRII-Vekior (Invilrogen; ,TA-cloning vechort) ligiert
und anschliefend ein Drittel des Ligaticnsarsastzas in

kcnpetente K. coli {UneShot™, Invitrogen) transfiziert.

712 positive Transformanten (Blau-Weif-Selektion}

wurden erhalten wnd in S6-Napf Glbcken in LE-Emp Medioem
(2,3 ml pro Napf) £ir 48 n bai 37°%C qultiviert., Pro NapZ
wurden 750 pl der E. coli Suspensiconen fir die
Priperation d=2r Plasmid-DRA elngesclzl {9%6-Napli-

Minipriparalionsmethode von QTAgen nach Vorschrifi des

Harslellers). Te verk eibeardan Bakterienkulturan

wurden als Sycervinstammkudrturean bei -80°C gelagart.

2s wurde eine aus 712 Zinzelklonen bestehende cDNA-
Subntraktionshbibliothek erhzlten, die sowonl im Form von
E. coli Glycerin-Stammkuituren sls auch iz Form

gereinigier Flasmide vorlag.

Beispiel 2
DNE~-Seguenzisrung und Annotation von TRA-Kandidaten

Die isclierte Plasmid-DNA -samtlicher 712 Kleons (siehs
Beispisl 1) wurde nach der Sanger-Methode auf einem

ABI-2rism Gerit seguenziert. Die srhaltensn Sequanzen
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wurden mittels der BioScoui~SoZtware (LION, Heldelberg)
annctiert und Datenbankvergleichen ({(Genbank)
unterzogen, Ven 71Z Klonen koonksn 878 sequenziert und
annetiert wsrden. Der Rest (34) wies als Insert
entweder nur polyi{A) Sequenzer auf oder entsprach einam
religierten Vektor oder war nicat sequenzierbar. Von
den §78 annotierzaren Seguenzan arwissen sich 357 als
Gene mit bekannter Funktion. Die restlicher 2321
reprasentiertan Klone, kodisrspd flir Gene miz
imhbasannter Funkhion; 5% davor wiesen nicht sinmal
Eintrige in der humanen RST-Daterbank auf. Bekannte
Gene wirden nicht weitar behardel=. ¥ir jene
unbesannten Gens, fiir die ein E3T-Eintrag verfughsar
war, wuarde eine Abschatzung c2s Expressionsprofils
vorgenommen: daiel wurden all Jene 23Ts mit > 35%
Identizdt {BLAST), die zur entsprechend experimentsll
srmittelten Saguenz der Subtrakticnsbibliotheken
gehérTer, tberprift. Bei der Annctaticn wurde eine
Unterteilung in i) kritische Nermaigewshe, 11} fostals,
Lverzichtbare’ und immunpriviiegierte Gewebe und

44i) Tumare und Tumor-Zellinien vorgenommen. Auf der
Aasis dieses ,virtuellen mRNA-Zrofils” wurden

2C0 Kionz, fiir die keine ESTs in der Gruppe i) gefunden
wurdern, fUr weiters experimentelle Bnalysen ausgewdhlt
(irklusive der 38 Klore, fiur die keine EST-Eintragung
vorlog) . Zur weltceren iinengung der Kandidateniilcone
wurcon aus den von den 200 auvsgewihltern Klonen
arnitteiten Sequenzen Oligonuklzotidprimerpaare
entworfen und synthetisiert. Bs wurden zunachst

8 verschiledene, von humanen Gewebe abgeleltete cDRA-
Bibliotheken {(GibcoBRL ,SUFERSCRIPT™}, welche
direktional in pCMV-SPORT kloniert sind, mittels
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qualitativer PCR auf das Vorhandensein der jewoiligen
Kandidaten getestet. Die dabei eingesetzten cDNA-
Bibliotheken stammten aus Geowsioe vaen Herz (#10419-018),
Lebar (#10422-012}, Leukezyten (#10421-022), Niere
(#10420-016), Lunge (#10424-018), Testls (#10£26-013),
Gehirn {#10418-010) urnd fotaler Gehirn ($10662-013),
Fie PCR-Bedingungen waren wis folgt: 20 pl
Gesamtvolumen p;o PCR-Ansatz enchieslten 1x Tag®ol-
Puffer (5CmM KC1, 10 mM TrisHCl pd9, 9,.% Triloen X-200),
1,5 mM MyCls, 0,2 mi diTPs (Promegal, 0,025 U/Wl Tag-
LNA-Folynerase (Promega), jeweils S pli an sporifischen
Sligonuklectidpriner $20 ID %0:7 und SEQ TD NO:8 uad
100 ng der jeweils zu untersuchenden Plasmid-DNA. Zur
¥ontrolle wurden spezifische Primer fir GAPDII

(8B ID MO:14 und 15} edngesetzi. Zvr Uberprifung des
selektiven Nachweises wurden cie Primerpaare paralle.
auch ausf das isclierte Plasmid hin ausgetestot. Dhe
Nachweisbarkeit von Fragmenten der wu U:warfénden Lange
in einem der kririschen Normalgewrbe (Her:, Lebor,
Lunge, Niere und Leukozyten), nicht jedecn in den cDRA-
Bibliotheken aus immunprivilegierten Geweber (Gehirn,
fotzles Gehirn und Testis) unter diesen PCR-Bedingungern
{1 Zyxlus: 3° 924%; 3% gyklen: .- 94% - 1° 35% - 1°
72°%: 1 Zyklus: 77 72°C) wurde als
Ausscheldungskriterivm definiert. Mittels dieser
qualitativen PCR-Apalyse konnte die Zahl der Handidaten

anf 5% eingeengt warden.
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Beispiel 3

Transkriptionzlle RAnalyse der Kardidaren-Klone in

verschiedenan Tumoz- und Hormalgeweben

fir cdie RT-PLCR Bnalyse wurden cDNA-Pools verwendet die
aus je 3 ug tobtal-RNA ven 3 verschiledenern Gewsben des
gleichen Typs hergastel t wurden. Die 9 pg tctal-RNAR
pro Geweheponl aus Turor- cder Neormalgewsben wurden
mittels AMV-RT (Promega) erntsprechernd der
Herstellerempfehlung revers transkribiert. Zur
Verneidung von Kontaminaticnen mit genomischer DNA
wurde die RKA vorher mit DEAse I (Boehringer Manheim)
inkupiert. Qualitdt urnd Msnge der <INAs wurde durch PCR
rit GAPDH eperifischen Primern (SEQ ID NO:14 und 15}
nach 20 Zyklen (307" 95°C, 2077 50°C) Uberprift.
B993-cDNA wurde durch 25, 3¢ und 35 Zykisn des Progzamms
17 85%C, 1° 33%C, 17 72°C mit dea B33-spezifischen
Primern gemAfi SEQ ID WO:7 und 8 amplifiziert. Analog
wirdern dla anderen 35 Kandidaten-Klone mit jewells
spezifischen Primern untersuch=. Die PCR Produkte
wurcsn mittels Agarose-{zl-Elektrephorese unc
Ethidiumbromid-Firibung nachgewieser. Flir 3 der 56
untersuchter. Klone konnte mittels RT-PCR eine vermehrte
Expressien in verschiedenen Tumcrgeweben im Verglelch
zu Normalgeweben gezelgt werden. Ein Beispiel Zlr
Kandidat B89 ist in Tig. 1 gezeigt: Die RT-PCR BAnalyse
von cONA-Pools verschiedener humaner tumor- und
Nermalgewsbe mittels BY9-spezifischen Primern ergab ein
starkes Signal im Xolonkarzimom und in der Lungenadenc-
Karzinomlinie 254% sowie ein schwaches Signal im
Brustkzrzinom und im Nierenzellkarzinom. Von allen

untersuchten Normalgeweben war =in schwaches Signal nur
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in Kolongswebe feststellbar, Im welieren Verlauf wurde

dar Kandidat B9%3 genauer evaluieri.

Belspiel 4
Expressioansprofil von BSY in Tumor- und Normalgeweben

Eilner der 56 Kandidaten {(Bezelchnung: B33) zeigte
mittels RT-PCR Transkripticon in 3 von 5 getesteten
“urorgewebe-Poels ain Signal. In den melsten geteststen
Wormalgewseben xonnte hingegen keina Transiription

fostgestiellt werden.

illierte Unlkersuchung der B2%-Expression

Fir eine de
wurdan im folyenden cDNAs individueller 'lumor- und
Nermalgewebeproben mittels PCR analysiert. Dabei zeigte
slch, daB aie Mehrzahl aller untersuchten
Kolonkarzineme (17/ 23}, alle Fankreaskaxzzidome (3/ 3)
und 2lle Magenkarzinome (474} 289 exprimpiercn, Ia
entsprechenden Normalgewenen wurde eline Bxpression in

2/ 4, 0/ 3 bzw., 2/ 4 Fillern na nwiesen. Alle

Ergebnisse sind in Tamelle 1 wuszomengefaBt, Fig, 2

zelgt exempiarische gebnissa fiir Pankreas- urd
Aclengewebe: HMittels RT-PCR Analyse ven individusllen
<bNAs verschiedencr humarer Tumor- und Normalgewebo
mittela BI99-gpezifischen Primern konnto in 6 ven 7
Turorproben BSS-chNA nachgewisscn werden, widhrend nur

eings der untersuchfen Normalgewcbe (1/ 6) eine

schwache Expression von B%9 zelgte.
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Tapelle 1:
Tumorgewehe Normalgewehe
Typ Tvp
Positive Poaitive
Falle/ Falle/
gectesoete gcetestete
Falle Falle
Kolonkarzirom 177 2% KsLon 1/4
Leherkarzinom o/3 Teber a/4
Lunyepkarzinom 243 Lunge Of2
Mramma kA ra i noa 0/10 n.d_
Panxrons- 1/2 Fankreas 0/4
karzinom
Nierenzall- 1713 Niera 274
karzinom
Magenkarzinom a4 i Magen 2/a
Lymphusytien - OfF
L Dinngarm 141
Cvar 0/ B
Tesatis 0/s
Prostata ofL
Thywae 2/1
D Milz 0/
' puskel of1
Gehirn I of1
Herz 0/4

Fir die Northern Blot Aralyse wurden Human Multiple

Tissue Northsrn blots (Clontech, Pzlo Alte) mit dem
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[-*P]dCTE (NEM, Boston) markierten 271 bp B2 PCR

Produkt bei 65° fur 16 h hybridisiert. nie

alisierung erxfolgte durch Stasdard-aAuteoradiogralie
(¥omat. AR film, Kodak) und Exzposition asuf einen
Fhosphoimager (Molecular Dynamics). Fig. 3 zeigl das
Ergebnis dieser RBnalyse von 16 Kormalgewsben. Dabei
zcigte sich lediglich In Kclon und deutlich schwacher
in Duederum ein Transkript von ~3,C kb Groke. Die
geringe Intensitit des Sicnals laft jecdoch eipe
immunclegisch relevuante Expression e2ls vnwahrscheinlich

arscheinern.

Das Frgebnis aller Versuche peziglich des mR¥A-Profils
von B99 (kompiliert aus RT-PCR und Northern Blot
Analyse) ist in Tab. 1 zusammengefaht. Beisplel 4
zeigi, <al B99 in einem hohen Prozentsatz ven Tumoren
verschiedener Indikationen deutlich transkribiert wird,

wiahrend in allen untersuchten Normalgeweben -kelre oder

nowurde.

rur vereinzelte Transkription gefundi

Beispiel 5: MNachweis der Proteinsxmression von B89 im

humanen Tumncran

Zum Nachweis der Proteinexpression von B39 warden BS9-
spezifische antikrper ia Karinchen generiert, Zum
Immunisieren wurde das bakberielle Fusionsprotein pGEX-
CRF2-1/1 verwerdet {Positien 1278 bis 1740 SEQ ID Noa:l)
verwvendet, das erhzltene Serum wurde mittels Peptid
B99-¥ML (SEQ ID NO:61) affinitidtsgereinigt. dur
Uberpriifung der spexifischen Reaktivitdt des Serums
wurde der gesamle Leserahrren von BYS als GFe-
Fusionsprotein transient in C05-Zellen exprianiert und

die transfizierten Zellern im Western-Blot mit dem Serum
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B99-NKEF getestet. Dabel zeigts sich, da’ das Serum
deutlich miz dem exprimiertea =99 Fusionsprotein
reagiert. 1o welterer Folge wurden 56 Proben von
verschiedcenen Tumoriypen immunbistochemisch mit dem
Fsrum BPF-WEF auf B39 Expression hin analysisrct
(Tanelle 2} . Dabei zeigte sich in 53 PFdllen eine
Expression von B39 in den Tumorzellen. Belspiele sind
in Fig. 4 zu sehen, die die irnunhistochemische Analyse
von vier verschiedenen Fdllen von hdenokarzinomen zeigt
{a: Kolon, b: Bruskt; c: Fankreas; d: Magen). In allen
Fédllen Izt eine deutliche Anfdrbung der Tumcrzellen zu
sehen, wakrend Bindegewebe und Gefdie keine Anfédrbung
zsigen, Irn Fig. 4z kanr man weiterhin sehen, daf
residualec normale Kelommukesa keins Reaktivitdt mitc dem
Antikérper zeigt, Die Gegenfirbung der schiitte
erfolgle mit Himatoxylin. Dic positive Reaktivitd:s in
der Immunnistochemie wurde in eirer Auswahl"aer.ralle

mittels RT-PCR auch auf R¥A-Fbene bestftigt,Dahei

lieferten auch Brusit:turoran ein positives PCR-8ignal,
Diecer gegenliber Eelspicl 4 unterschiedliche Befund
kann durch die Verwenduny andercr PCR -Primer als in

Beispiel £ erkliirt werden.
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Tabelle 2
Turortyp nositive FAlle/ getestiete
riile
Brust Adenckarzinom .8/ 8 o
Xolon Adenokarzirom {n_ _ 10/ 12 i
Lungs Adenokarzinom 7/ 8
Tunge &/ 8
Plattenepithelkarzinon
Pankreas Adenokarzinen 1/ 12 -
Magen Adenckarzirom 3/ 3
Beisplel &

15

(139)

Klonisrung von B39

Klon BE8S hesiizi zwischon den durch die RDA
cingelfihrten Adaptoren cin 291 bp langes Insert eines
unbekarntoen huransn Gens. Zur wollstandigen Xlonierung
der humznen Sequenx wurde wie folgt vorgegangsn: eine
UniGena Analyse (Natiocnal Center for 3iotechnology
Information) ergan folgende zu B2% homclcge ESTs:
RA315468, AR345780, ARZE552C. Mit Hilfe dieser ESTs
konnte die B29 3esquenz aul 432 Nukleolide verlangert
werden. Neus Primar irnerhalb disser Secguenz wikden
synthetislert (SEQ ID NO:9 bis 12). Durch PCR mit
verschisdenen Kembinationen dieser ZPrimer konnten die
Jjeweiligan thecorefischen Fragmentlingen aus A54% cDNA

amplifiziext werden.
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Klonierung des 3'-Enpdes: 10 pg tobtal-RNA aus der
Nierenzellkarzinem-Zelllinie 786~0 wurden mittels
OZigo~dT Primer zevers transkribiert, und ein Bliguot
dimser eDNR wurde einer PCR unterzogen, deren Programm
it hohen Rnnealingtemperaturen heginnt, sodad nor der
genspezifische Primer an die cDNA bindet(Primez

SEC ID MO:7 bzw. 9), wihrend der zweite Primer {(T,~33°C,
SEQ D MO:13) erst bei niedrigerer Temgeratur an die
nen synthetisierte DNA-Vorlzge bindet. Diese sog.
“touch-down BCRY {Mastercyoler Sradient, Eppenderf
wurde unter fclgernden 3edincungen durchgofihrt:

20 zyklen {15 25°C, 30" 75°C (reduxicrt um 3,7°C je
Zyklus)}, 1 Zykius?® 72°C,sowie 2C Zvklen {.5°° 95°C,
3077 50°C), 1 zZyklus? 72°Ch.

Ein Aliquot des chigen Ansatzes wurde mittels siner
zvwelten Primerkembinaticn {(SEQ ID NO:7 uand 13 Dzw.

SEC ID NO:12 und 13)unter den gleichen 2sdingungsn. wie
vorher erneat PCR amplifiziert. Aliquots der PCR-
Ansiktee wurden direkt in den pGEX-T easy-Vektor
(Bromeca) ligiert und anschlieBend in kompetente I.
cali JI03 (Premegal transformiert. Pasitive Klone
wurden nach BCR-3elektion seguenziert. Cie
Sequenzierung ergab eine Ubersinstimmung mit der
Lisherigen Sequenz ab dem fir gie PCR-Amplifikation
verwendeten Primer und dariberhinaus 1777 zusidtzliche
Wukleokide bis zum Beginn einer PolyA-Seguenz im
3'-Bere.ch der Seguenz, PCR Amplifikstion von cDNA aus
Tumorzelllinien (786-0, AS49) sowle Seweboprobsn von
Keolonxarzinomen mit den Primern gamdfl SEQ ID NO: 16 nis
18 ergaban mit den urspringlichen Primern die nach der
Klonierung erwarteten Fragmente. In dem nunmehr aus

221€¢ bp boslehenden cDNA-Fragment komnte ein
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durchgehsnder Lesershmen von Pos. 427 bis 1743
identifiziert werden. Weiter im 3 -Rersich der Saquenz
kennten keine zusétzlichen Tessrahmen identifiziers
worden, woraus zu schliefen ist, da3d der Bereich ven

0 bis 427 bereits zum 57 -nicht translatierten Bereien

der B29 mRNA gehort.

it 1i1lfe der Pulmer SEQ ID HC:32 und SEQ ID KO:17
wirde der gesamte kodierende 3ereich von B2S aus
ALA9-cDNAR zmplifiziert, kloniert und sequenviert. Bei
der Sequenzierung wurden oehrera Xlens mit eicer
Inscriion won cinem Nexleotid an Pas. 923 im Vergleiah
2z SEQ D NO:l (kediert fir B99-1) erhalten

(SEQ ID KG:3 bzw., 3ED ID NO:5).

Diese Insertion fihrt zu einer Verdnderung das affensn
Leserahmens von BY9 mit einer darsus resultierenden
verirnderten Aminosfuresequenz im C-terminaler-Bereich
des B9%9-Froteins; die von diesem Leserahmen-ébgéxeltete
Seguenz des BS%-Antigens {B33-2) ist in SEQ ID NG:-4

dargastellt.

Finer der aus A%4%-7ellen isolierten Kione zeighe nehbep
der genannten Insertion einen Nukleotidasustausch an
Pegition 622 im Vergleich zu Sequenz SEQ ID NQ:il suf,
Dieser Nukleotidaustausch bhedingt zn Positicn Nz, 66
dar Bminosduressquenz slnen Ersatz ven Arginin

{5EQ YD NC:Z, BS9-1) durch Tryptepaan (SEQ ID NO:4,
B9%-2}. Abgeschon von dicsem Aminosdurzaustausch ist
die Amiposiuresequenz von R95-2 bis zu Position 166

identisch mit Bg9-1.

Paridberhinaus bedingt die genannte Insertion einen

zwelten potentiellen Leserahmen von Pos. 845 bis 1744
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der in SEQ ID NC:3 {bzw. SEG ID NG:5) dargestellten
Sequenz. Fin ven giner oDHA mit dieser Deserahmen
exprimiertes Prolbein weist die in 8RO LD NO:6
dargestellte Amincsiureseguenz auf (892-3}. Dic Secguenz
von BYE-3 is= von Pos. 1 bis 27 unterschiedlich zu

B99-1 urd ab Pos. 28 ldentisch mit B%9-1.

Reispicl 7

Potentielle MHC-Bindurgspeptide in der kodieranden

Region von B98

potentislle Peprid-BEpitope innerhsls der kodierendsn
Region von B%9-1 gemil $S20 ID KD: 2
{Aminosaurepesivion: 1-438: Tak. 3A), von B29-2 gemdld
SEQ IT X0:4 {Emiposiaureposition 150-190; Tak, 32) und
von B99-3 gemsh SEQ ID ¥0:6 {Aninossureposition 1-40;
Tabk. 3C) wurden mittels den vea Zarker et, =21,, 1394
keschrielzeren Elgorithmen unter Zugrundelegung
bekarnter Motive (Rartmensees st al. 1%85) durchgefiihrt.
Fir die wichtigsten ELA-Typen, inshesondere fir HLA-AL,
-A*0201, -A3, -B7, -Bld4 und -3~£403, wurden Y9-mer
Kangidaten-Peptide icdectifiziert, wven dsnen zu erwarten
ist, dad sie an die entsprechenden HLA-Molekile binden
und daher Immunogene CTL-Epiltope darstelien; die
ermittelten Peptide sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Curch analoges vorgehen kiénnen waitera potentielle

Peptid-BEpitope fiir andere HSA-Tygzer bezw. 8- und 10-mer

Paptide ermittelt werden,
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Tabelle 34

4

(143)

PCT/EDPMIAUISSD

Immunogene B%3-Peptld-Kandidaten {B99-1)

Stari-— Segueanz HLA
in SFQ
D ED:2/
SEQ ID
NO:
5 oys Arg Leu Cys Gin Deu Bl4
His Tyr Leu
12 Tyr Tt Trp Ala Lao Sly A*0201
Cys Tyr Met
19 Tyr Met Leun Deu Ala Thr AAD201
Val Ala Leu .
1 Leu Leu Ala Thr val ala A*0LL
Leu Lys Leu
85 Tle Leu fsn BAsn Leu Glu 53
Val Lys Lys
20 Glu Val Lys Lys Lys Arg A3
Glu Pro Pie
95 Arg G.u Pro fhe Thr Asp BE~4403
{Thr His Tyr
96 Glu Pro Phe Thr Asp Thr B7
His Tyr Leu
. i
123 Pro Leu S8er Lys Clu Glu A3

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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47
" [val &ld zhe
! -
| 127 Glu Giu Val Glu Ehe Pra B*5403
i Ile Ala Tyr
47 Glu Arg Leu Lex Arg Ala Bl4
Val Tyr aAla
187 Fhe I1d hia Ser Lys Leu A*C201
Val Arg Val
206 Asp lau Asn Cys ¥t Glu A*C201
Asp Len T.eu
| 209 Cya Met Glu Asp Leu Lew A*0201
! Gln Ser Ser Val ]
; ——
231 Ser Met Glu Ser Glu Val Al, &3
"Pro rro Lys
) 275 Thr Leu His ILeu Thr Asn A3
!_ Tys Lys Lys
3cs Pha Val Gln His Val Leu A3
Lys Asn: Pro Lys |
318 Lau Ile Glo Trp Val Lys al
Asp Thr Tyr
400 Trp Met Lew Gln Asa liis RE(}201
His Leu Leu
407 Leu Leu Ala Asn Ly2 Phe A3
Asp Pro Lys
413 Rsp Pro Lys Val Asp Asp 57
Asn Rla Leu

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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(145)
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51ln Cys Tey

Lea Arg Tyr

Glu Glu Tyr

423

Cys Lea Glu
Arg Tyr Lys

Glu Tyr Lea

Al

AL, A3
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Tabelle 3B
Immanogene 289-Peptid-Kandidaten (B92-~2)
Start-
position
in SEQ
Ip KBO:4/
SEQ ID
BieH —_
152 Ala Val Tyr Ala Pro CGin |Al1, A3
Lan Tle Tyr
154 Tyr Ala Pro Gln Asn Ilc {AX0201
Tyr Cys Val
60 Iyr Cys Val His Val nap [A*0Z01
Glu Glu val
|— 163 Ris ¥al Asp Giv Glu Val E
Pro Arg Asn
154 Val Asp Glu Glu Vil Pro |A.1., B44403
Arg Asn Fhe ‘
1
172 FPhe Glr Arg Gly Gly Gln | R1
Ser Bsn Tyr
177 Gln Ser Asn Tyr Phe su |Al
Leu Pro Lys
l 182 Twn Lew Pro Lys Cys Leu | A%0231
i His Ser Gln

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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(147)
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S0

Immunogens B29-Feptid-Kandidaten (BS2-3)

Start-
pasition
in 32Q
1D NO:&/
| SEQ ID
CNO:
1 |
! i
2 Arg Arg Leu Lys Thr Leu (AL, 314
Lys 5ly Tyr
3 Lys Thr Zeu Lys Gly Tyr |A*0201
Cys 3lu Zeu
) Tyr Cys Glu Leu Cys Met [Al
Prao Lex Arg
iz Glu Ler Cys Mel Pro Leu | A1, A4
Arg Thr Ty=-
1
14 Cys Met Pro Leu Arg Thr | a*0201
Tyr Thr Val
15 Pro Leu Arg Thr Tyr Thr |A~Cz01

ger Met

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Beispiel 8
MAC-Stabilisierungsversuch mit potentiellen

B3%--spezifischen MHC-Bindurgsopeptiden

Potentlelle B33-MEC-Bindungspeptide wuarden in cirem
TZ-Pentid-Beladungsversuch auf ihre Fahigkeit hin

fiberpriift, HLA-32 Mole

auf der Oberfliche wvon
UZ-Zellen zu stabilisieren, was einen Hinweis auf ihre
MHC-Bindungsfihigkeit darstellt. Ser Versuch wurde
durchgefihrt, wie von Bdam et al., 1%98, beschriesben.
Die Stabilisierung wurde durch sine PACS-Analyse nit
einen HLA-AZ spezifischen Antikdrper (BE7.2) gemsssean.
Flinf Peptide zeigten einen Stabilisierungseffekt wenn
sie in eirer Konzontration won 100 pg/ ml vorweadet
wurden, dargestellt durch eine Erhéhung der mittleren
Flucreszanzintenaitdl im Vergielch zur Kontrolle ohnc
Peptid hzw. zu einem MAGE-3 Al-Kontrol peptid, welches

keine Bindung zeigt, (Tabelle 4):

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Tabelle £
= H
Feprid Segaernz "durchschnittliche

w

Fluoreszenzintensitat

kein 12,27
Beplbid .

MaGE-3 Al | GIu Val Rsp Pre Ile i2‘25
Gly His Leu Tyr

Negativ-

kontrelle o

BAG.12 Tyr Lew rrp ala Leu | 7,44
Cys Tyr Meb Leu

BI5-19 Tyr Met Leu Leu Ala 17,43

Thr_Val Ala T.en

B99-21 Leu Leun Ala vhr Val 3,32
Ala Leu Lys L=u

BA9-187 Phe Ile Ala Ser Lys |[3,57
Leu Vai hrg val

'B99-209 Cys Met Glu Asp Leu |[4,72

Len Gln Ser ser val

Zur weiteren Analvse wurden diese Peptide in sirer
Verdinnungsreihe im selken Testsystem untersucht, um
eine eventuelle Konzentrationsabhingigkeit der Birndung
ZL zeigen. Fig. 5 zeighk die MHZ Stabilisierung anf
T2-Zellen mittels verschiedener Konzentrationen von B98
Peptiden. Insbesondere die Peptide BY9%-19, BY99-187 und
B9%-209 zeigen eine deutliche
Fonzentrationsabhingigkeit der MHC-Stabilisierung,
weshalb diese Peptide bevorzugte Kandidaten fOx
Tmmunigisrvungsstratecien sind. Als Positivkontrolle
wurde Tyrosinase, als Negativkontrolle das HLA-Al-

spezifische Peptid WRGE-3 verwendet.

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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Patentanspricha

lumerassoziiertes Anligen der Begclonnung B99,
ausgewihlt aus der Grupve von Polypegiiden mit dey
in SEQ ID NO:2, SER ID N0:4 oder SEQ TD N2:6

angegebenen Aminosiuresequenz.

Imrunogenes Proteinfragment oder Peptid, daduxch
gekernzeichnet, dall es von eirem in Anspruch 1
definierten tumorasscziierten Antigen abgelieitct

ist.

Tmmuarcgenes (Polv)peptid nsch Anspriech 1 oder 2,

das eine humorals ITwmmunantwort auslést.

Tmmunogenas {Poly) peptid nach Anspruch 1 oder 2,
das bzw. dassen Abbzuproduklie durck MHC-lMolekile
préasertiert werden und eine zelluldre lmmunaniwort

auslécen.

Immunogenes Peptid rech Anspruch 4, zusgawahli aus
der Gruppe ven Fegtiden gemsR SEQ ID NG:22 bis 53,

Immunocenes Peptid rach Anspruch 9, ausgewihlt aus
der Gruppe von ZPepticen gamd? SEQ ID KO:3l, 57
und 55,

Immunogenes (Poly)septid nach einem der Anspruche

1 bis & fir die Imruntherapie von
Krebserkrankungen ip vive cder ex vivo, wohcl das
{(Polylpeptid sine Twaunantwort gegen Tumorzellen

des PFatlenten induziert, die BS%Y% exprimierzan.
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10.

1.

1z,

14.

(161)

PCT/EDPMIAUISSD
(23

Pharmazeutische Zusamnensetzung fur die
parenterale, topische, orale oder lokale
Verabreichung, dadurch gekennzeichnet, dab sic als
wirizame Koxpeonentie ein oder mehrere immuncgenc
[Poly)peptide rach einem der Anspriche 1 bis 8

enthilt,

Prarmazeutische Xusammensetzung rach Ansoruch &,
cadurch gekennzeichnet, dald sisz verschiedene wvon

BS% abgeleitete immunogene Feptide anthilt.

Phermazeutische Zusammensetzung rach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichne:t, dal sie ein oder wmehrare
vor B99 abgleitete Peptice in Mischung mit won

anderen tumorasscziierten Antigeonen abgeleiteten

Peptiden enthilt.

Pharmazeulische Zusammunsstzung nach Anspruch 9

oder 10, dadurch gekennze at, dal dis Peptide

an mindestens zwel verschiedene 2LA-Typen binden.

Iseliertes DNMA-Molekul, kodierend fiir ain Prolaoin
mit den immunogensn BigenschaZten cines in
mnsprech 1 definierten —umcrassoziierten Antigens

oder fir Fragmente davon.

DNA-Mclektl nach Aaspruch 12, kodierand fiir ein
immuncgencs Folypeptld der Bezeichuny BYS mit der
in SBE¢ ID KQ:2, £ coder & dargestellten
Amincsdurcsequen: bzw, fir davon abgelelitete

Proteinfragmente oder Feptide.

DRA-Molektl rach Anspruch 13, dadurch
gekenngeichnet, dab es ein Polynukieotid mit der
in SEQ D N0:1, 3 ecder 5 dargesiellten Sequenz ist

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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24q

25

14,

17.

18.

15.

2.

(162)

PCT/EDPMIAUISSD
0%

cder mit sinem Polynukleotld der in SEQ TD NG:i, 3
cder 5§ dargestell-en Seguenz unter stringenten

sedingungen hybridisiert.

Rekombinantes D¥A-Moleinl, enthaltsnd eln DHA-

Molekill gemsd einem der Ansprichs 12 bis 14.

DWA-Molekill nach einem der Anspriiche 12 bis 15,
fiir die Tnﬁuntherapie wvon Krebserkxrankungen, wcbei
das von den ClA-¥oleki) exprimierte B99-
(Polylpeptid elre Inmunantwort gegen Tumorzellen

des Patienten induziert, dic B9Y exprimieren.

Prarmazeutische Zusamme

etzung, enthaltond als
wirksamen Z2estandteil ein oder mehrvere der in
cinem der Rnspricke 12 bi=m 16 definierten

DHA-Molekiile.

Verwendung von Zellen, die das in Anspruch 1
definierte turorassozicrte Antigen exprimieren,

[¢r die Herslallurng einer Krabsvakzine.

Antixdrper gegen 2in in einem der Anspriiche 1

bis 6 definliertes (Poly)peotid.

antikérper nach Anspruch 19, dadurch

gekennzeichnet, dal er moncxlonal ist.

Antikdérper nach Anspruch 19 oder 20 fir die
Therzpie und Clagnose von Krepssrkrankungen, die

mit der Expression von B898% assoziiert sind,

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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(168)

SEQUANZPROTCKOLL

<110> Boshringer Ingelheim Internatlcnal GaoE &t al.
<120> Tumerassceiesies Bntigen
<130> seglisti?203

<140%
<141>

<l&0> 61

«<17G> PalentIn Ver. 2.1

3
2218
DA,
Home sapiena

<221> S'OUTR
<2z2» (1)..(428)

e
<221> CD&
<2E2e (4270, (1743
<270>
211> 3TUTR
<227 (1744) .. (2216]
<40C> 1
GTCANCEERAR CIGDCCTTRS TACTIGREAT CTWIOOCTTTA CTCARCRGTT TFTTCTRE
GRASIOCTGEE GRITCEGOTA. RTACCTATCR CRGTANGIGE DGIMGGERRN (TENIGRRGA
BCATGRCCIC MAGERGCTTC CTGICANICR GANGRCCARG CIGADGCTTE GUARPCNTHT
TRABGRGGAG CCTRARRITG TICCTTGGRE MICTTATGAR TOTCAGRARN, TACCTTTTCS
RGGCTTAGRA GALCAGIGER CATGGTTSEIT CRCATTTGET GCCRCGGRAT AODGICRAGTT

TOCRCTEEGG ARCACEARTCA QUOCTTRTGA AGAGATCATC CCTARGIGC AGATAMGITA

CEARMRGRTT GTSTRCTOCT QUROCTTOOC TGTSCNCEET CTOCROCTET STCCCATTCT
GIGRCS ATG GIT Z8A TGG PAG ACA GTC TSC CAG C0C ChT TAC TTG 786
et Val Zln Trp Lys Arg Le: Cys Gln Leu His Tyx feu TIp
1 5 ps}

GCT CTG G&ET T6C TAT ATG CIG CTG &OC REOT GTG 30T CTG ARA OTT TCT

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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15

25

30

40

45

5Q

Ala Teu Gly Oys Tyr Meb Teu Zeu Ala The Val

13

TIC A3
Fre Arg

TCT CRR
Ser G

CCA GCR
Pro Ala

GRG GCA
Gz Rla
a0

A G
5rg Gl

g5

GR o0
Glu His

(A8 Ghis
Glu Glu

ATT GBA
Zle Glu

HIn TAG
Ile Tyr
160

TTE
lea

ROC
&or

ARG
Lys

=]
G
Yal

T
e

TTC
Pha

GTG
Wal

L'
hsn
145

IG6T
Cys

ARM
Lys

val

20 2%

ARG TGT GRC TCT GRC CRC 15 6T
Tys Cys Asp Ser Asp Mis Teu Gly
35 40

CAG TAC TOT NOG ART ATC TRS ThD
Gin Tyr Cys Arg hsn 3le Lew Tyr
&0 55

AZG TCT ATC AnC TGT TCh GE3 CIZ
Arg Ber Ile Rsn Cys Ser Gly Val
10

CIT CAS GCT ATT CTG AAT AR OIS
Ten Glp Ala Ile Jeu Asn Asn Ten
o

TIC N CAC AT CAC TAD CTC 1T
Frne Thr Asp Thr His Tyr Leu Ser
-oo 105

RAZ OCT GRA BGG RRG TIC ATA OAG
Lys Rla Giu Arg Lys Pee Ile Gin
115 LFai)

Al TIC OCT ATT GCA TAD TCI AT
Glu Fhz Fro Ile Ala Tyr Ser Met
i3 13t

WU G B OIS O OGR BCT TS

Fhe £l Arg Lew Lew Nwg Rlz Val
150

GIC CAT GTG GAT GRS TOS CCR
Wal His Val 2sp 3lu Lys Ser Pro
165

BCA ATT ATT TCT T3C TTC OCA MATD
Bla Tlg Ile Szr Cys Bhe oro Asn
180 185

0% GIG GIT TAT G0C TOC T65 TCC
hrg Val Val Tyr Bla Ser 1rp Sar
135 00

AlG G GAC TTG CTC CAG AGD 104
Mot Gl Asp Teu Lew Gln Zer Ssr
210 215

A CIGT OO0 ADG GAC TTT UCT A1A
T Cys Sly Thr Asp Phe Zro Ile
230

AT GIU CHE GOT CIC BAG BTG TOG AAT GG ASG
Mat Val Gl Ala Leu Lys Met Len Asn GLy Arg

240

245

(169)

PCT/EDPMIAUISSD

FAla Ten Tys Iau Ser

30
CTG GAD IOC NGOG GRR 581
Ia&a Glu Ser Arg Glu
42
AT TTC CTG RRR CTT 612
ksn Fne Zeu Lys Lew
)
HIG OGE GG3 GRO CRA 6640
Thi Avg Gly Asp Gln
13
GAG GLC ARG ARG PRG Jo
Giu Val Lys 1ys Lys
0
“OC AER GRC TSET 756
Leu Thr Arg Asp Cys
1.2
TTC CTA CTG BGC ARR oo
rna Pro I2u Ser Lys
25
GTG BTT UAT GRE DAL €52
Val Tle His Gu Lys
140
Al GO0 00T CA BRC 2l
Tyr Ala fro Gir Asa
159
Gha ACT TIC 3B GAG 948
@la T Fhe Lys Glua
170
GIC TTC ATA GOC AGT 935
Val Fhe Ile RBla 3er
190
REE GTG CAR GOT GRUZ {44
Arg val GIn Ala Asp
203
GG OCGE LSS pAA TRC 602

val Zra Trp Lys Tyv
220

ARG AGC AAT GIA GRG 1140
Lys Ser Asn Mla Glu

230
RRT BGC AT3 GAG TCA 1188
Bsiy Ber Met Glua Sex
250

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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(170)

CAG CTA DCT L2 CAD RRR GNVL D ORC I3 AR TAT CAC
Glu Yel Fzo Pro Lys His Lys Glu Phr Arg Trp Lys Tyr lis The Glo
255 260 265 27

GTA GG RGN GMC ACA TTR CAC CTA ACT A0 BAC ARG RAC QAT OOT OOC
val ¥al Avg Rsp Thr Teu His Leu Tar Asn Tys Ty5 T¥A Bsp Pro Pro
275 280 285

CCT TAT RET TTA BCT ATG TTT ACR GSG AET OUG TRC AIT GTG G07 TCC
Pro Tyr hen Len Thr Mot Phe Thr Gly Asn Ma Tyr Ile ¥al Ala Ser
290 295 360
[l
CGA GAT TTC GIC CRA QAT GIT TI6 MG A0 Q07 A TOC O G CT5
Pry Pep Phe Vel GIn s Lys Asn Pro Lys Ser Gl Gln Leo
305 310 315

i

ATT CAR TGR CTA AAR GAC ACT TAT AEC C0h GAT GRA CAT CIC TSC 500
Ile Glu Tep Val Lys Bsp Thr Tyr Ser Pro Bsp Glu His leu Trp Ala
320 ) 330

AT CIT CRG UG WA OG5 Tes ATG CUT FeC TUZ G OO AAD CAC 0CT
Tnr Leu Gir Arg Ma Arg Ivp ¥et ¥ro 3ly Se- Val Pro Asn His P10

335 30 3¢5 3=0

ARG TRC GRC ATC TCA GAD ARG RTT 5 GIT ANE TEE

Iys Tvr Aso Thle Ser Asp Met Thr Ser Zle Alz Arg Leu Val Lys Trp
365 3EC 355

CRG GCT CAT ORG OCRA CAZ ATC GAT ARG G2T GUT 0T TAT GIT COC TeC
Cla GIy Afa Glu Gly hop Tle Bsp Lys Gy 2la Pra Ty Ala Dro Cys.
370 375 380

TCT @A A2 CHC O3 006 CCT ATC TOC 3CT GG5 GAC TIG
Ser Gly IZe His Glt Arg Mla Ilo Cys Va Ra Oly op Tea
385 330 383

BAT TGG ATS CIT CRA RARC CAT CAT CTG TTG GOC ARC RAS TTT GAC CCA
Aun Trps Mel Lew Sn Asn Bls His Lea Lew Mo Asn Lys Phc fisp Fro
400 405 4iC

ARG GTA GRT GAT AAT GCT CT7 CRG TGC TTA GRA GRA TAC CIA OFT TAT
Lys Vel Asp Asp Asn Ala leu Clo Cys Len Giu Clu Tyr Lea Agy Tve
415 420 A5 430

AR GLT ANC IAT 353 ACT GMR OTT TGR GROATACTAT GARACCSTTS
Lys Az ile ‘fyr 3ly the Glu Teu *
435

CTACCTGIGG CECRECRGCA TGTACANICA TECTCRGAN TTGOTREING MEICIHAIG

FERRMCCNGEE GCTTTEIART 'CEILURIT [PASEHTA RCAGECCTRT JATTAEATTG

TEGETAAGTA ERICTTIIAC CTTOCRMATT GCTECCTERS TGRATEOIGE TTRITCION:
AMCOCTARCC CTROTAGTC CTCCACTART TTTCTCACTA ROTGAGRAIG RGRACLECLG

TERTAGEERG ACTCRROCAC GGRTATETES TAGRGCACTT GATTTCASTT GRATGICTGC

ERSATZBLATT {REGEL 26}

PLLE PMAIASS2

1284

1332

382

428

1476

524

1572

1568

17116

1763

1823

1883

1543

2032

2063
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TGGTAGCTLT TCCAFIOIGY GERSCICCNG 1IeCraRTAR TICCRGETTT GETAGCETEE 2123

RECASRACTT TENTEENAS NEARICTION CTICTGTACT GITRACTTIAR ARRTRAMERD 283

CICCTEATTC ARRGTADNANL ARLARADAAL DD3

<210>
211>
<212>
<213%

(S 30

kot Vel Gln Tip Lys Aoy Leu Cys Sin Zea
1 5

2

439

PRT

Eoma sapiens |

2

it

Gly Cys Tyr MeT Leu Lea Ala Thr Val Ala
20 .

Teu Twa Cys Asp Ser Rap iis

35

Lea

.
E

Sor Gn Ty Cws Arg Asn Ile Zeu Tyr Asn
50 55

Lys Mg Scr

Tle Asn Cys Ser Sly Val Thr

Val L2 Glu Ala Ile Teu Asn Asn Lea Gl

Frov fhe Thre

Fre Tys

Val Glu
130

85

106

S

Asp Tar His Tyr Leu Ser lea

105

Ala Gin: Nrg Tys Phe Tle Gin Zho

113

120

Fhe Fro Ilc Alz Tyr Ser Met Val

135

Asn the Glu Arg Leu Leu Avg Rla Val Tyvr

145

Cys Val Bis Val Asp Glu

Lyvs Rla

150

165

Tws Ser Pro Glo
170

Tle Ile Ser Cys Toe Pro Asn Val

180

185

His Tyr Ieu Tsa Ala
13

Ten Iys i

B
i+

Clu Sor Arg Gla Sor

45
Fre Leu Lys L=u Pro
en

Frg Gly Asp Gln Glu
Bk

Val Tys Lys Lys Arg

L5

‘I fAwg Asp Cys Clu
LD

e Len Ser Lys Glo
125

Tle dis Gu Lys Ile
140

Rle Pro Gln Asn Ila
pi=t]
Thr Zhe Tys Glu Ala

75

Fhe Ile Ala Ser Lys
130

Val Arg Val Val Tyr Ala Scr Txp Ser Arg Val Gln Ala Asp Leu

1495

200

Cys Mer Glu RAsp Zew ket Gln Ser Ser Vel

212

215

205

Pro Trp Lys IyT Fhe
220

ERSATZBLATT {REGEL 26)

e

.+ Ay

Gln

Ala

EO

Gla

Bis

Glu

Glu

ig0

Val

JAsn

Leu
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20

30

35

40

FAsn The

225

Gin Mz Lew Lys Mot

Pro Fro Lys Nis

260

Arg RAsp Thr Tau

by

Pnn Len Thr Mot
290

Phe Vel Gli Aiz

Try Vel Lys R=p

Gin Ary Ala Arg

340

Rsp Te Ser Asp

355

245

Iys

His

Fre

bt

Il= Eis GIn Ary Als

383

Mef Tewn Gln Asn

Fsp Asp Asn Ala

429

Ris
405

T

Ile Tyr Gly Tar Clu

<210>
©21ix
<RI
<213»

<220x
<22]>
<2AB>

<2207
<221>
<222>

<z20x

435

3
2217
DNA

Cys Gly Tk~ Asp Fan

230

Ero Tle Lys

Leu As=n Gly Jrg Man

Glu T

Len Trr

Thr ly

295

Lou Lys

Met

i Ty Seo

Fro

T Ser

2zp Lys

LS

Ile Cys
330

His fau

Gln Zys

Homo srplens

5'UTR

{1).. (428}

felil)
(127} ..

9

w

8l

250

Ery Top Lys
285

Een Lys ¢
280

Pem Pln Tyr

Reny Pro Lvs

Pro Bsp Glu [iL

330

Gly Ser val
245

Tie Ria Amg
360

Gly Mla Pro

Val Tyr Gly

Lem Ala ey
420

Teu Glu Glo
455

Rar

233

Ser

TvE

Bro

pr-21

Tyr

Aa

393

]

Tor

Asa pla

Mak Glu

Fig The

Bro

2E2

vzl pla

G Gln

A His

Val Lys T

Ala Pro
380
Gly Psp

Fre Rep

te Pry

ERSATZBLATT {REGEL 26)

Clu Met

Ser Glu
w35

Gl Val
270

Fro Pro
Zur Arg
lex Ils

Ala Thr
335

Bro Lys

Pro lys
41z

Tyr Lys
430

(172)
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Val
240

Val

vzl

rla
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3]

30

45

50

(173)

<221» 3ITOTR
«222> [L00D)..(2217)

<A M

<221> 5'UTR

<a2p7e (1) .. 1044)

220>

4221» CDS

<222> (845) .. (1744)

<320

<I21> 3'UTR

€uz2e (1745).. 12217

406> 3

GTOMGERAA CTRCOCTTGS TACSTTSTEAC CTGOOCTTRA CTCAGRGTT THGTICTGS
CRAEOOCTSE GRTTCTECIA RIADCTATCH CTGTARRRST TORAGIARA CAGATERAGA
ACHIGACCTC ABGGHOCTTC CTETCARTGR GRAGAOCANG CTGRCOCTTC GIRMACATAT
TARDGAGEEG COTERRRCTS TTUCEIGERC ATCIIATERR IGIUAGREAR TACTITTICE
AEGTIAGA GRICATGOGA CADGETTGN CACATTTGCT GUCRATGERRS AODECCETC

TOCATLUNGEE ARCNATCR QECCEIGIGER AGRERTCATC QUIARGIATS AGRGRAGCTA

CTRRAGEATY TETACTOCT CCADCTTONC MGTECTCSST CTOCROUTE! CICOCRTTCT

GICRCE ADG GIT ChA TG RAG RGA CIT TOC CR5 CT6 CAT TRC TTG 163
Mek Val Gin T Lys Ary Leyu Oy Gin Lea HIS TyY Len T@o
1 3 12

GCT CTG GEC TaC TAT ATG CTG CTG GOC ACT GUG GCT C1% RAA CTT 1L
Rla Leu Giy Cys Ty ¥et lea Leu Ala Thr Val Alz leu Lys Lea Ser
15 a0 25 36

TIC BEG TOG ARG TGT GRC TCT GAD CAC TTs GEF CTh GAG 100 RGG GRA
Fhe Arg Lev Lys Cys Asp Ser Asp His Leu Gly leu Glu Ssr Arg Glu
33 40 435

TCT CAR AZC CRG TRC IGT ASG RAT ATC TTG TRT ART TIC CTG ARA CTT
Ser GIn Ser GIn Tyr Cys Arg Aan lle Len Tyr Asn Pre Leu Lys Leuw
r) 55 v
CCA GCA MG TEE TOT ATC RRC TCT TCA GG& GTC RCC CGR G&G GRC CRA
Eoo Rla Lys Tip Ser Ile Bsn Cys Ser Gly Yal Tho Asy Gly few Gln
65 W bE)
GR3 ECA GIC CTT CRG 0T ATT CIG ART AAD DG GAZ GIT RAG ARG ARG
Gly Ala Val Lew Gln Ala Ile Leuw Bsn Len Lew Glu Vel Lys Lys Lys
80 85 30

CGA GAG OCr TEC RCA GAC MOC CAC TAC CTC TOC UIC AOC PER GRC IGT

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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SE4

612

GED

08

756

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

W D0Ji66727

20

25

30

44

45

50

55

(174)

Arg Glu Pro Fhe Thr Rsp Thr His Tyr Tou Sex Leg Thr Arg Asp Cys
g4 oo 105 129

GAG CAC TTC 2NG GCT TAR AGC PAG TTC NTA CNG TTC COCn CIG MGG BRA
Glu Eis Pho Lys Mle Glu frg Lys bhe Ile Glo Hie Pro Zeu Ser Lys
113 130 e

CGhA GB5 GTE GRS TTC 0T ATT GCA TRT TCT ATG GTE ATT CAT GAG PAG
Glu Glu Val Giu Fne Fro Tle Ale Tyr Ser Met Val Tle his Glu Fys
130 135 140

EYT GRA RS TTT GRA RASS CTRA CTG G3A GOT GTG TAT GOC OCT Can DT
Ile Elu Asn She Cly Avg Leu Tei Brg A Val Tyr Ala Pro Gin Aso
145 450 155

PIA TAC TGT GIC CAT GT3 GRT GAN Gy 61C OO0 RGA RAC TTT CAA AGR
Il= Tyz Cys Val His Val Pso Glu Glu Vel Pro Py Rsn Fhe Glr Arg
JEC 165 b

GEZ GGT Can AZC ART T2T TTC TTG CTT GOC ARA TGT CT- CRT ASC O°G
Gly Ely Gln Ser Asn Tyr Phe [ev ey Pro Lya Cvg Len His Ser Gln
175 120 185 aee

TRA GOTEETICRE GIGGTFTATG CITCCTGSTC CRGEETGCAR GUIGACCTIA
+

TCIGCRIGIA AGRCIICCIC NVEAGCTCRG TOOOETHENA NTACTTOCTS ANINCATSIG
GOBOGEERCTT TOSTATRRAG AGCEATEOMS ARTEGTONR GECTCTCALS RTETTGRARTG
GERGIARTAG CATGIRCTCE GRGETACITC CTAAGCRCRD AGRRACOOC 'zmrm.m-fc
ACTTTGARE. RGTGREAGHC ATRTTATRCC TAROCHA AR GRAGGTAT OCTCICLTTT
ATARTTTARC TATGITTACA GHUAATEIET ATATHGTGEC TTICOOGAGAT TTOGICIAAL
AMGETTICAR GPACDCTARM TOOCARCARG TCATTEMATG GATANRAL NCTTATRGO
CAGRTERACR CCTCTECGOC BOOCTTCARC RTECECSGIG GRTGCCTGES TCTGTICHCA
POCTCOOCAR GTACERINIS TCRGRCATTA CTTICTATTC CRAOGCTRETE AniaTEaChaG
CTCRTEAGGEE AGACATCCEAT ARCGGEGTCECTC CTIATECTOC CTGCTCTRER ATOCRICHES
GEECTATCTG QGTTTATGEE CUIGIGENCT TEMATTGERT GOTTCRRRAL CEICACCTET
TGEOCRRCAN GTTTGACOCA PACGTAGNIC NTARTECTCT TCAGTECTTA GRAGRRTACC
TAOGTIATAR COCCRTCTAT GGERCTGANC TTIGPEATRC RCTATSRERG CGTTECTATC

TETGEGHAA GAGCRTRTAC MARCATGCTC AERRTTTACT SEGACAETST GGGTVGEREA

CCRFEGEDTT GCAATTOGTG GUATOCTTTR GRRTAAGRSG ZCTECTATTA GRTTHIGGET
PAGTARGRTCT TTTGOCTIE ARRTYGOTSD CTCGEIGANT CUDGCTTGET COCrCACOIC

TBADCCTAST NGETOCTCCA CTAACTTTOP CROTARGIGE GRAACYRAAAAT TACTOTGATA

ERSATZBLATT {REGEL 26)

PCT/EDPMIAUISSD

ond

903

1049

1108

618

7ce

1768

i )

1889

1949

20039
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i

12

15

20

30

35

40

45

55

(175)

PCT/EDPMIAUISSD

ORRARAGTGR. RGEAGGEATA TEIETAGRG CACTIFATIT CATTSRAATG JITTCNEETA 2083

CETrEOCAT “CTGIGENGT TEOUETTCCT ARTABTTONA GRITTGETAC OCTTENCERS 2159

ARCTITERTE GRRRGRGRAT CTTOCCTICT CTACTSTTAA CITARRRATA AATAGCTONT 2188

CRITCALRACT DSPARRRRRD ARANAALS,

210> 4
<211x 191
212> PART

<213> Nomo szpiens

<420x 4

el Val Gln

Gly Cvs Tyr X

Leu Lys Cys
35

Ser Gln Tyr
il

Lys Tro Ser
65
Val Lew Gln
Pro Fhs Thr
Fhe bys Rla
Vao £lu Fhe
120
Ran The Glo

Cys Vai His

Cln Jexr Asn

<210> &

oo

Bsp

Cys

Tla

jeida)
Rry

val

Ty
120

Tys Rrg Len
Lep Ten Alal
Ser fsp Fis
Rxg hen Tie

L)

Asn Cy= Fow
mn

Ile Ton Asn
€5

o Lhr His Ty

Ang Lys Fhe
Il RBla Tyr
135

Leu Ieu Arg
150

Asp Gl Glu
163

Fre Leu Len

rar

lea

<0

Len

Gy

Asn

Ie
2

Ser

Big

Glo
val
25
Gly
Ty
val
Tioa
Ser
103
Glrt
Fat
val

Jro

ys
185

Laa

pls}

Ala

Teu

Asr

Thr

Glu
on

val

Tyr

Arg
YA

L=

kis Twr Leu

Teu Lys Teu

}}

Glu Ser Rxg
45

Pae Lew Lys
&0

Iy )y pEp
5

val Lys Lys

L Thr Brg Psp

2 Pra Ten &av

125

Ile His Gl
140

Ala Fro Gln
155

&en Phe Gin

Leu His Ser

ERSATZBLATT {REGEL 26)

Trp 2la Lew
15
Pra Drg

Gl Ser Gln

Lz Pro Ma

2217

Gln Glu Ala

B0

Lys Brg Gl
35

Cyz Glu His
11z

Iyn Gl Giu
iys $lo Glu
ks Tle Tye

160

Rxg Gly Gly
s

Glm
180

JP 2004-500024 A 2004.1.8



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

W D0Ji66727

10

15

LY

35

40

i
[

50

55

(176)

<211» 2217
<212> DNA
<213> Hema sapiene

<220%
221> S'UTR
<2227 [1}.. 8443

<220
<2z1>» CD3
<221x {843)..(1744)

<L20>

<22%» 3'UYR
<222» (1745)..02217)

<400> b

GICAOGGGRA CTEOICTICE TACTTCTGAC CTECOCTTTA CTCRZCAGTT TTTGTICTCS
GARGOOCTER GRIMTOTEDTA ATACCTATIE CTELAANG TORYIIDAL (AERTAR
ACRTGROCTC AARGRRCTTC CIOTURATER GRAGRAUCRAG CTGRUGUTTG GCARRGATAT
TARAERCGAL COTUARRCTG ICCTTGEAY AIUTTATGRA TRICRENN L ANCTIICS
DFFGTTIEAD, GRTCARCGGA CRTGSTIGIT CACATITGET ICATCGRRC AODGOTRGTC
TTCACTTGGE ABGREATCA CHCUTTETGE AGRLETUATS CUTAMGUANG AGSGRAZCTA
CTRERGGATT GTGTACTCOCT CIACTTTINN TRTG CET CTMOCACCTGT ("ZYIY‘AT’I‘("’I"
GTCROGATOE TICARTGORA SREMITGC CACCTOCATT ACTTOTCOCC TOTGOECTES
TRATATGCTGE TGEGCCATTGT GEUICTGARA CTTTUTTTCA GETTGRASTG TCACTCTGRT
CAUIEEINC WGERGEIVCAE GEARICICAR ABDCATIACL GTRESATAL CIFGTATRAAT
TTOCTGRAAC TTCCAZCARA GTUCICTATC BACTSITCRG GREFLCAUOCG AGBGERCCRA
CARGCAGTCC TTICRAGEITAT TCTERATHAL CIGEASGTCA AGARGRATCS: WEAGDCIIIC
PEAGRCATOC BOTAOCTCTC COTCROCAGR GROTETAACC MOTTCRRETRC TCEARMESANG
TTCATRCRGT TOOCRCTGRS CRARGRARGRG GTGGRRFTICT CIATTGCATA CTCTATGSIC

ATIC ATG PR AGR TTG ARB ACT TIG RRA GEC TAC TGO GA3 CTG TEr ATG

Met BArg Ay Leu Iys The Leu L Gly Tyr Cys Glu Leu Cys Mel

. 5 10 15

T OIC AmA ALA AL ACE GIG T0C ATE 06 MG ARS ARG TOC OCR GAR

Fro Ieu Arg Thr Tyr Thr Val Sex Met Tro Met iys Iys Ser Pro Glu

20 25 Y
ATT TTC ARA G835 G2 GTC MBA G AT AT LT TGS TIT OCA AAT GTC

‘Thr Phe Lys Glu Ala ¥al Ly Bla 1le Il= Ser Cys Fhe Fro Bsn Val
35 40 45

ERSATZBLATT {REGEL 26)

PCT/EDPMIAUISSD

24

129

130

240

363

380

610

el

w3l

e85
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10

TTC Ara GOU AGEL BaG OlG GIT 066 GTG
the I)e Rlz Ser Lys Leu Val Arg Val
5C o

&l CAA GCT GRC CTC RAC TGC ATG GR3 GRS TIS CIC ChG
Val &ln Ala Asp Leu Asp Cys Met Glu Asp Leu Leu 3ln
€3 0 75

CI5 TGS A2A TAC TIC OIC RRT ACA TCT OG0 AOG GAC ITT
Pro Trp Lys Tyr Phe Leu Bsn Thr Cys Gly Tho Aso Fhe
a0 85 20

RGC AT GIA GG ANG GIU GG OCT CIC BEG AKG TIG A48T
Ser fer Ma Glu Met Val Gln Ala T
100

s

e TUL GAG GIR OCT OOT ARG OPC AR GRA ACT
Swr ¥et Glu Ser Glu Val Pro Pro Lys Bis Lys Glu Thr
215 120

T CRC TTT CAG CTA GTG AGR GAC ACA TTA CAC CTA ATC
Tyr Fis Paa Glu Val Val Arg Asp The 1eu Eis leu Thr
146G o35 140

COC (T TAT AAT TTA RCT G TTT BCA G0
Pro Fro Tyr Rer Tow Thr Mat Bhe Thr Giy
50 158

ATT BTG GCT TOC Z5A GRT 70 (I CAR (AT GTT 715 ARG
Tle Val &la Ser Arg R2sp Fhe Val ¢lr His Val Lew Lys
150 185 170

TCT CER CRR CTO ADT GRE TAC CTA
Ser Gln G1n Len Tla Glu Trp Val
1[0

CAC CTC TE: GO0 AOC OTT CAG OFT GCA OG: TEG ATG OCT

195 2072

CCC RAC CAC OO0 ARG TAC GAC ATC TCA GAC ATG 2CT TCT
Pro Asn His Pro Lys Yyx Rs=p Tle Sax Asp Met Thr Sor
210 213 220

CTG GIC ARG I9G CAG GEJ CAI A GEA G ATC GAT ARG
Le: Val Lys Top Gln Gly His ¢lu Gly Asp Ile Asp Lys
225 230 233

TAT GCT GIC IEC TCT GGA RTC CAT (G CGG GOT AIC TGEC GTT

Tyr Ala Pro Cys Ser Sly Ilec HEis Cln Jrg Alz Ilc Cys
240 245 250

ECT GG GRC TTG ART TEG ATE CIT
Ala Cly Asp Law Asn Tep Mel Leu
263

CHZ CIG
Hiy Lau

ARG TTT GAC OCA RRG GTR GRT BT icaacH

ERSATZELATT (REGEL 26)

fau Tx Ala Thr Dew Gy Ary Ale Ay Tep Mel Tro @

(177)

PCT/EPIUISSD
5 0T AEG 1033
T Ser Arg
LI TCA GTG 1081

Ser Sar vVal

CCT ATA ARAS
Bxo Tle ILys
)

GLAr ALG AAL
Gly fveg Asn
110

OGC TAG AR
rrg Trp Lys
5

RAC PRG RAC
Ao Tyvs Tys

PET OG5 TAC
Amm Ala Ty

AR COT ARA
hen Fra Lys.

EIT GIC AGG
Ile Ala Arg

GET &CT CCT
Gly Ala Fro

TAT GG

Val Tyr Gly
255

TIG OOC ARG
Ten Ala Xer
210

TTA GRR GRA

1123

1273

1321

1368

1513

1561

1609

1837

1705

JP 2004-500024 A 2004.1.8
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10

23

30

40

55

(178)

“¥s Phe Asp Pro Lys Val Asp Bsp Asn Ala Tew Gln Oys Tan Glu Glu
a3 289 28h

TAC CIn 5T TAT ARG GO NIC 'TAT GG0 RCT GRB OTT TGN GICACHITAT
Tyr Leu Arg Tyr Lys Ala Ilc Tyr Gly Thr Gla Zeu &

290 233 Ev]
GACAGOGTTS CTRCOTOTGS SGCARGRGCA TOTRCARECA TACICAGRRD TTGCTGEGRS
EGTGTERGTS GEARROCAGS GCTTTGCAN TCGIGSCATC CTITRGERTA ASARGSCTGT
TRTTRGATTG TGHATARGTA GATCTTTTES CTTECAARTT GCTEOCTEES TEWATGITGS
TTCTTCFCTS ACCCITARCS n‘ﬁ'Ns‘IAGI’:C CTOCACTRAD TTTCTCACTA BGTHACARTE
BERRCTCCTG TERTRSOGNG NETCRRGGRS (GATATSTES TACRICATTT GRUFTCAGTT
GARTROCTEC TEGTAZDITT TCCRTICICT GONECTGOCT TICCIAAIAR TIOCRGETTY
GOETAGCGTNE AGEMEEACTT TANTGARRAS AORACCTTCT CTTONGIRCT GTTRACTTRA

PRATRAATAG CTCCTGATIC ASASTARRAN EADREAARAN BRR

<210> &

<211> 3C0

<212> ZRT

<213> Home sapiens

<£0d: &

Mat Ry Ary Leu Lys Thr Leu ve Gly Tyz Cys Glu Lec Tym Mes Pro
1 5 13 15

Leu Arg Thr Iy Thy Val Sev Mer Tep Met Lys Iys 3er Frc 2lu Thr
20 5 ol

Fne Lys (lu Ala Val Fys Rla Tle Ile Ser Cys She Fro Asn Val Bhe
35 40 45

Ile Rla Scr Lys Zea Val Arg Vol Yal Tyr Ala Ser Trp Ser Brg Val
50 " P

Gln Ala Asp Lew Asn Cys bet Glu asg Leu Leu Gin Ser Sex val Fro
65 7 T il

Trp Lys Tyr Fhe Zeu Asn Thr Cys Gly Thr Fep Phe Pro Ile _ys Ser
:E} 0 95

Asn Ala Glu Met Val Gin Rla Jeu Lys Met Leu Asa Gly Azg Asn Ser
100 103 e

ket Glu Ser Glu Val Pre Pro Lys His Lys Glu Thr Arg Trp Lys Ty
w15 129 125

His Phe Glu Val Val Ara Asp Thr Lee His Deu Tir Bsn Lys Lys Lys

ERSATZBLATT {(REGEL 26)

PCT/EDPMIAUISSD

173

2114

2174

2217
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10

15

20

25

30

35

40

50

140 135

Asp Fro Ero Fro Tyr Asn e The Met Fre
145 150

Val Rla Ser Arg Bsp Fhe Val Gln ilis Val
165 ac

Gln Gin Leu Ile Glu Trp Val Iys Bsp Thr
180 184
Leu Trp Ale Tar Lea Gin Arg Ala Avg Trp
1938 | 200

Asn Bis Pro Lys Tyr fAsp Tle Sor fAsp kot
21 215

Vel Lys Trp Gln Gly His Glu Gy
225 230

§

Ile

Ala Pro Cys Ser Gly Tle Eis &n Rrg A'a
2 250

o

.

Gly 2sp Len: Asn Trp ¥et Len 5n Rsn His
260 265

Phe Rsp Pro Lys Vel Asp Awp Asn Ala leu
275 280

Leu Brg Tyr Lys Ala Ile Ty

= Gly Thr Glu
28C 295

<210 7

<21i» 25

«212> PRT

<213> Homo szpieas

«<490> 7

TCAATSAGRA GRCCAAGCTS ACGLC

<210> §

<21)l» 22

<212% DFA

<213> Kinstliche Seguenz

220>

140

Thr Gly
155

Leu Lys

Tyr Jer

ket Pro

- Eor

220
Asp Lys
235

Ile Cys

Ris Teu

fn Tys

A K
308

Asn Ala

Azn Fro

Pro Asp
1w

Gly Ser
209

Ile nlz

Gly Alz

Val Ty=

Tea: Bz

276

Lon Ol

2B5

(179)

POT/EPMI/U3SS2

e Il
160

Yal Pra

irg Len

Pra Ty

240

Gly Als

253

Py Tys

i Ty

«223> Deschreibung der kunstlichen Seguenz: Frimer

<400> B

GSHAGACAGE TGGRGACCGA GO

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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(180)

W D0Ji66727 114 PCT/EDPMIAUISSD
<zi0» ¢

5 «211» 26
<Z17% DMA

29

33

35

an

43

50

55

<213 Kinsttiehn Sequenz

<270>

<223> Beschreibuig Jer kinstlichen Secuenz: Primes
«4C0» 9 f

TCASGEGARC TGUCCTIGCT ACTTGT 206

<Z10> 10

<211= 27

<2185 IKA

<Z13» Xinstliche Ssguenz

<220

223> Beschreibung ger <instlichen Saquenz: Primer

<400 1¢

GCTCCTTGAG GUUATGLICT PCATCTG 21

<210 31

<211» 21

<212> DMNA

«213> Kbnsiliche Segrenz

<220>

«223> Beschraibung der kinstlichern Seguenz: Primer

400> 11

GOAGACCGAG CACALGHEAAG € 21

<210> 12

<21i> 21

<212» LNA

%213> Rins-liche Seqguenz

<220>

<223> Beschreipung der kinstlicken Sequenz: Ivimsr

<400 12

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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(181)

W D0/i66727 POT/EPMI/U3SS2
14
CCTTCCCTGT GOTOGHTOTC C 21
5
«21C> 13
«211» 20
212> DHA

25

35

4aa

45

<212>» Kinstliche Seguenz

<220

<223» Reschreibung der kimstlichen Seguenz: Primer
i

<4U0> 14

TCEAGTUGRC TATATSTACC 20

<210> 24

<211 22

«212> oHA

<Z13» Kinstliche Sequenz

<Z20>
<223> Beschreibung der kidnstlichen Seguenz: Zrimsr

<400> 14

AAGGTERAGE TUGGAGTCRA CG 2
€210> 1%

<211 24

«212= DNA

<213> K{nstlicha Saquenz

=220

<223> Beschreibung der xinstlichsn Hecuanz: Primer
<400> 15

GECRGAGATE ATGACCCTTT TGEC 24

<210> 14

<211> 27

<212% DHA

<213> Kiinstlicke Soaucenz

<220r
<223> Beoschreibung der kénstlichen Sequenz: Primer

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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35

40Q

30

(182)

PCT/EDPMIAUISSD
15

400> 16

GROCKGENGG CATARRCCAC CTCCRACT 27

<2103 17
<211> 25

<212> KA

<213> Ktnstliche Sequena

€220
<223> Beschrcibung der sinstlicken Soquone: Primer

<af0> 17

TICCATCARR GTTCTCCTCS ACZCTACT 28

<210% 18

<271» 29

<Zl2>» IBR

<213» Xtnstliche Scguenz

>

<~2E0
<%23> Beschreibung der kinstl

2
Z

ton Sequanc: Primer

2al0> 18

CATCCARTTC AACICCCCAL CCCCADAR 28

<2id» 15

<BlI» 42

<212> OHA

213> Kiastliche Secuenz

220>
<223» Beschreibung cer <instlichen Secuznz: Primer

<400> 19

COTGA BEACGRUAGR BAUEGIGIGE 1

<210> 20

“2il> 22

<212> DHA

<213> Kunstliche Sequens

<226

ERSATZBLATT {REGEL 26)

JP

2004-500024 A 2004.1.8
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20

25

3%

40

56

w222 Baschrelbong dey kinstlichen Sequena:

<400> 20

RAGEGCGTFET ACCGAGTICG A6

<210» 727

«2l1» 11

<ZL2» DHA

<Z13» xunstliche Seguenz

<220>

<223» Beschreibung der Xirstlichen Sequenz:

<00%% 21

SGOTCERECT ©

<211» 2%

<211> 9

<212% ERT

<Z13> Hdomo sapiens

<400> 22

Lys Arg Lea Cys Gln Leu ilis Tyr Leu
L

<2005 25
<3l1> 9
€2.3> ERL

<2.3% Howo sapiens

<40C> 23

Tyr Lew Trp Ala Lew Gly Cys Tyc Met
1 3

<210> 25

<211> 9

<212» BRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Ile Leu Bsn Asa Lea Glu Yal Lys Lys

ERSATZBLATT {(REGEL 26)

Primer

Primer

(183)

PCT/EDPMIAUISSD

22
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(184) JP

PCT/EDPMIAUISSD

«210= 25

<Zll» 3

<zl2» PRT

<213> Homo saolens

<4¢0> 25

Glu Val Lys Lys Lys, Arg Glu Fro Fue
1 3

<210» 26

«<21ix §

<212» PRT

<213> Homo saplens

<400> 26

Arg Clu Pro Phe Thr Asp Thr Eis Tyx
1 S

<2 27

<2:1» §

=<217> PRT

<213%>» Homa sapiens

<4005 27

Glu Pro Phe Thr Asp Thr Eis Tyr Ieua

<21 28

«21l1» 9

<zlZ> PRT

<213>» Homo sapiens

<400 2¥

Pro Leuw Ser Lys Gla 3lu Val ¢lu Phe
1 3

<Z10» 29
«2l» 9

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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(185) JP

PCT/EDPMIAUISSD
18

<Z1%= PRT
<23 Home sapicns

<200 29

Sla Gle val Glu Ihe Pwo Tle Ala Tyr
5

«213> 30

<211 9

<212> PRT

<213» Homo saplens

<4Q0> 3C

Glu Arg Leu Leu Erg Ala Wal Tyr Ala
1 A

<Z10x 3]

<Zli> 9

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400» 3L

Phe Ile Ala Ser Tys Lau val Arg Vel
1 El

<2:0> 32

<211> 9

<212> PRT

<213» Horo scpieas

<400 32

Bsp Lea Bsn Cys Met Glu Asp Leua Leu
3 5

<210> 33

<21l» 5

<2125 PRT

<213> Homa sapiens

<400> 33

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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(186) JP

PCT/EPMI03552
Ser Met Glu Ser Glu ¥al Pro Pro Lys
1 5

<El0x 34

211> 3

<212 PRY

<213> domo szplens

<400> 34

Thr Lew His Ten Thr Ren Lys Lys Lys
1 3

<210% 35
<211» 10
<Zl2» ERT
<213>» Horo sapiens

<4CC> 35

Phe Val GIn His Vel Leu Lys Rsn 2ro Dys
1 5 10

<21C> 36

<211> 9

<212» FRT

<Z13> Homo saplens

<d00> 36

Lew Ile Glu Top Vil Lys Aup Thr Ty:
1 5

<210> 37

<Zll>» 3

212> PRT

<Z13> Homo sapleng

<400> 37

Trp Mot Len Gln Asp His His Leu Leu
1 5

<210> 33

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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(187) JP

PCT/EDPMIAUISSD
s

<211> 2
«<212> pat
«<213> Horg sapiens

<ACT> 38

Teuw Tenr Ala Asn Lys Phe Asp Zro Lys
1 3

«210> 32

<2il» 3

=Z12> ERT

213> Homo saplens

<4G0> 39

Asp Pzc Lys Val lsp Asp len Ala Leu
1

un

2Z10» 49

<Ell= ¥

<Z12» ERT

<Z13> Hows sapisns

<40Cx> 40

Gln Cys Lou Glua Glu Tyo Leu Arg Tyr
1 5

<Z10> 41

<F11»> 3

<E12> ERT

<2132> Homo Sapiens

<400> 41

Qys Leu Glu Glu Tyr Lew Arg Ulyr Lys
1 5

<210» 42

<211> 9

<Zl2> Par

<213> Homs sapisis

<430> 42

ERSATZBLATT {REGEL 26)
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40

45

5C

(188) JP

PCT/EDPMIAUISSD
21

Ala Val Tyr BAla Pro GIn Asn Zle Tyr
i 5

<210> 43

<211 %

<212> TRT

<2123> Homo sapisns

<400» 43

Tyr Ala Pro Gln Asn Ile Tyr Cys Val
1 5

<210> 44

<2ll> 9

<Zld> ZRT

<213» Homo sapiens

<200> 44

Tyr Cys Val His Vval &s» Slu ¢lu Val

b =

<ZL0> 45

€2ll» 3

<21lz» ERT

<213> Homo sapiens

<4L0> 435

His Val Asp Glu Glu val Pro Arg fsnm
1 3
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5

1

<2il> 4%

<2l> 8§

<212» PRI

<213> Homo sapiéns
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Giln Ser Asn Tyr Phe Leu Lweuw Pre Lys
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<210> 49

<211> 3

<212» PRT

<Z13> Homw sapiens

<420> 49

Les heu Fro Lys Cys Leu Els fer Gin
1 3
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<212> PRI
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<420 50
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Arg Rrg Lew Lys Thx Leu Lys Gly Tyr
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<212> PRT
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Tyr Cys Clu Leu Tys Met Pro Leu Arg
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<213
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Glo Len Cys Met Pro Leu Arg Th: Ty
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K211
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<4005
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El

FRT

Homn sapiers
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Cys Met Pro Leu Arg Thr Tyr Thr Val
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55
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Fre Lea RZrg Thr Tyr Thr Vel Ser Met
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<200> 58

Tyr Leu Urp Ala Leu Gly Cys Tyr Met Lau
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<210 57
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«3:d» PRT

<213> Homa seplens

<4G0> 57

a

Tyr Mel Leu Leu Alx Thr Val Ala DLeu
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<212» BPRT
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T Lex Ala Thr ¥al Ala Leu Lys Len
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<2i2> ERT
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y¥8 Met Glu Asp Leu Leu Glrn Ser Ser val
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<2i0% 60
<211> %
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