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SAO DESCRITAS PROTEINAS DE FUSAO IMUNOESTIMULADORAS E METODOS PARA GERAR
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DESCRICAO

“COMPOSICOES E METODOS PARA IMUNOTERAPIA BASEADA
EM CELULAS DENDRITICAS”

A invencao presente diz respeito a uma proteina
de fusao imunoestimuladora de HER-2 incluindo uma sequéncia
de antigénio polipeptidico ou proteico e uma sequéncia
componente seleccionada de entre o conjunto constituido por
HER500 (SEQ ID NO:1), HER500e¢ hGM-CSF (SEQ ID NO:2), HERS00*
(SEQ ID NO:3) e HER500*e rGM-CSF (SEQ ID NO:4), em dgue a
proteina de fusao imunoestimuladora referida seja eficaz
para gerar uma resposta imunoldgica eficaz induzida por DC
e mediada por células T, contra o antigénio polipeptidico;
a células dendriticas tratadas com uma composicao destas e

a métodos de imunoterapia utilizando a proteina de fusao.

O gene HER-2/erbB-2 (também denominado neu)
codifica para uma glicoproteina transmembranar de Mr
185.000 (pl85) possuindo uma actividade intrinseca como
tirosina quinase (Akiyama et al., 1986, Science 232: 1644)
e apresentando uma homologia extensiva em relagao ao
receptor do factor de crescimento epidérmico (EGF)

(Coussens et al., 1985, Science 230: 1132).

Diversas linhas de dados sugerem a existéncia de

uma ligagao entre a amplificagao da HER-2 e a transformagao



neopléasica. A amplificagdo e a sobre-expressdao do proto-
oncogene HER-2 ocorria em cancros da mama e do ovario
humanos e correlacionava-se tanto com prognésticos
reservados como com diminuigao da sobrevivéncia de
pacientes (Slamon et al., 1987, Science 235: 177; Slamon et

al., 1989, Science 244: 707).

Em sistemas experimentais, oS linfdécitos T
citotdxicos especificos dos antigénios tumorais (CTL) sao o
mecanismo imunoldgico mais poderoso para a eliminacgao de
tumores. (Greenberg, 1991, Adv. Immunol. 49: 281) .
Portanto, os antigénios especificos para tumores (Aqg)
reconhecidos pelos CTL tém probabilidade de funcionar como
Ag de rejeigao tumoral, capazes de induzir imunidade

protectora in vivo.

Os CTL reconhecem moléculas de classe I contendo
fragmentos peptidicos de proteinas intracelulares que foram
transportados para o reticulo endoplasmico antes da sua
transferéncia para a molécula de MHC (Germain, 1995, Ann.
NY Acad. Sci. 754: 114; Heemels & Ploegh, 1995, Annu. Rev.
Biochem. 64: 463), enquanto a grande parte dos péptidos
complexados de classe II apresentados as células T sao
produtos de degradacgao de proteinas exdgenas ou da
superficie celular que entram no caminho biossintético das
moléculas de classe II por endocitose e uma fusao
subsequente com lisossomas (Cresswell, 1994, Annu. Rev.
Immunol. 12: 259). Os CTL sao induzidos gquando uma proteina

entra no caminho de processamento de antigénios do complexo



principal de histocompatibilidade de classe I ("MHC I" ou
"classe I"). Para entrar neste caminho, a proteina tem que
estar presente no citossol de uma célula que apresenta um
antigénio (APC). Ela ¢é ai degradada a péptidos que sao
entdo transportados para o reticulo endopléasmico, aonde se
associam com moléculas de HLA da classe I. Estes péptidos
sao entdao apresentados em conjunto com as moléculas da
classe I sobre a superficie celular e podem servir como um

indutor e alvo dos CTL especificos restritos a antigénios

de classe I (Rothbard et al., 1987, Nature 326: 881).

A iniciagao de uma resposta imunoldgica expande e
activa linfdécitos "néscios", isto €, agqueles gue nao tenham
anteriormente visto um determinado imunogénio, de tal modo
que eles se tornam em células "efectivadoras" que respondem
activamente. Cada célula néscia tem potencial para ver um e
s6 um epitopo antigénico, uma situacao analoga a de uma
chave que entra numa fechadura. S6 aquelas células que
reconhecem o seu epitopo cognato se tornam em células

efectivadoras.

As células T podem ser do tipo "ajudantes" ou do
tipo "citotdxicas". As células T ajudantes segregam
factores de crescimento para células linfdides, que
estimulam a activacao e a funcadao de células B e T. As
células T citotdxicas reconhecem e matam, quer directa,
quer indirectamente, as células que expressam um
determinado antigénio. Tal como as células B, cada célula T

tem receptores especificos para um, e apenas um, epitopo



antigénico. Os receptores das células T reconhecem
fragmentos de proteinas que estdo apresentados sobre a
superficie celular pelos complexos principais de
histocompatibilidade (MHC). A indugao in vivo dos CTL tem
tipicamente sido levada a cabo por imunizacdo com virus ou
células vivos (Tanaka, et al., J. Immunol., (1991), 147,
3646-52, Wang, et al., J. Immunol., (1995), 4685-4692). Uma
caracteristica das DC, subconjunto potente das APC, é a sua
capacidade para despoletar respostas in vivo dos linfécitos
T néscios citotéxicos CD8' (CTL), a seguir a serem pulsadas

com antigénio (Ridge et al. 1998 Nature 393: 474).

Além da sua forma imatura (e repouso ou
precursora), as DC existem em doilis estados maduros:
activadas e superactivadas. As DC activadas conseguem
estimular as célula T ajudantes CD4', mas ndo as células T
citotédxicas CD8' (CTL), enquanto as DC superactivadas

possuem a capacidade de estimular as CTL CD8'.

Embora as células tumorais possam expressar
antigénios proteicos que sao reconhecidos como estranhos
pelo sujeito, e a vigiladncia imunoldégica possa limitar o
crescimento e a dispersao de alguns tipos de tumores, o
sistema imunoldégico nem sempre protege um sujeito contra
cancros letais humanos. Esses tumores podem ultrapassar o
sistema imunoldégico devido a um crescimento e a uma
dispersao rapidos e/ou as células de tumor podem escapar da
destruig¢ao imunoldégica. Incluem-se nos mecanismos propostos

para esse tipo de evasao, sem que eles se limitem a estes,



(1) uma regulacao em baixa dos antigénio de Classe I do MHC
a superficie das células tumorais resultando em pouca ou
nenhuma complexacao de antigénios peptidicos tumorais
processados com as MHC de Classe I MHC, tal como ¢é
necessario para que sejam reconhecidas pelos linfécitos T
citotdéxicos (CTL), (2) uma falta de activagao das CTL
devida a pouca ou nenhuma expressao das moléculas de MHC de
Classe II pelas células de tumor, de tal modo que elas nao
conseguem activar directamente as células T ajudantes CD4+
especificas contra o) tumor (que produzem sinais
provavelmente necessarios para a actividade das CTL), (3)
uma falta de co-estimulagdo de marcadores da superficie
celular gque  proporcionam sinais secundarios para a
activacao das células T ajudantes CD4+, e (4) factores
produzidos pelas células de tumor, gque suprimem respostas
contra o tumor, tais como o ligando faz (Abbas, A.K. et
al., Editores, CELLULAR AND MOLECULAR IMMUNOLOGY, 3a

edigao, W.B. Saunders Co., 394-405, 1997).

E portanto desejavel proporcionar um meio para
originar respostas das CTL contra proteinas especificas dos
tumores. Podem induzir-se as CTL quer in vivo, com vacinas,
ou podem gerar-se 1in vitro, e depois re-infundir-se no

organismo portador do tumor.

O WO 97/24438 descreve um complexo polipeptidico
imuncestimulador constituido por um antigénio peptidico tal
como HER-2 e por uma proteina de 1ligacdo de células

dendriticas tal como a GM-CSF, e a sua utilizacao na



terapia do cancro.

A invencao diz respeito a uma proteina de fusao

imunoestimuladora HER-2, incluindo:

uma componente, sequéncia polipeptidica ou
proteica de um antigénio, e uma sequéncia
componente seleccionada de entre o conjunto
constituido por  HERS500 (SEQ ID NO: 1),
HER500.hGM-CSF (SEQ ID NO: 2), HERS500* (SEQ ID
NO: 3) e HER500*.rGM-CSF (SEQ ID NO: 4), em que
a referida proteina de fusao imunoestimuladora
seja eficaz para originar uma resposta
imunoldégica celular a sequéncia componente,
polipeptidica ou ©proteica, da proteina de

fusao.

Num aspecto, a componente de sequéncia do dominio
intracelular de HER-2 da proteina de fusao
imunoestimuladora apresenta a sequéncia apresentada como

SEQ. ID. NO: 25.

Noutro aspecto, a componente polipeptidica ou

proteica esta associada com células de tumores.

Em geral, a proteina de fusado imunocestimuladora é
produzida por translagao de uma sequéncia codificadora
continua de &acidos nucleicos. No entanto, a proteina de

fusdao também pode ser produzida por acoplamento quimico.



Numa concretizacgao preferida, a componente
polipeptidica ou proteica da proteina de fusdo ¢é a
sequéncia do dominio extracelular distal de membrana madura

HER-2 apresentada como SEQ. ID. NO: 23.

A invencao proporciona uma composicao de uma
proteina de fusdo imunoestimuladora gue consegue uma
resposta imunoldégica mediada por células T, induzida em

células dendriticas.

Num aspecto, a composicdao de proteina de fusao
imunoestimuladora inclui a proteina de fusao
imunoestimuladora tal como se descreveu acima, bem como
células dendriticas superactivadas por exposicao in vitro a

uma proteina de fusdo imunoestimuladora da invencgao.

A invencao também proporciona um método in vitro
para a produgao de DC superactivadas, expondo as DC a uma
proteina de fusdao imunocestimuladora, de um modo gue seja
eficaz para resultar numa resposta imunoldgica celular a
componente de sequéncia polipeptidica ou proteica da

proteina de fusao.

A invencdo também proporciona uma proteina de
fusao 1imunoestimuladora da invengao, para utilizagao na
imunoterapia de cancros primarios ou de metastases due
estejam associados a um antigénio especifico. Obtém-se as

DC de um doador humano, exposto a uma proteina de fusao



imunoestimuladora da invengcao de um modo e durante u
periodo que sejam eficazes resultando em DC superactivadas
carregadas com antigénios. Estas Ultimas sao entao
destinadas a serem administradas a um sujeito gque tenha um
cancro associado a expressao da componente polipeptidica ou
proteica da proteina de fusao imuncestimuladora, resultando
num crescimento imunoterapéutico de respostas inibidoras do
crescimento contra o tumor, gquer um cancro primario, gquer
as metadstases. Nestes casos, a administracao destas DC
superactivadas pode ser levada a cabo em combinagao com a
administracdao de uma proteina de fusao imunoestimuladora ao

paciente.

Noutra técnica relacionada, a invencgao
proporciona a utilizacgao da proteina de fusao
imunoestimuladora da invengao ou de DC superactivadas tal
como se descreveram acima, para tratar um cancro gquando o
cancro esteja associado a expressao de um antigénio
especifico. Deste modo, deve administrar-se a proteina de
fusao imunocestimuladora da invencao a um paciente ao qual
se diagnosticou um cancro, de um modo eficaz para resultar
numa resposta 1munoldgica a componente com sequéncia

polipeptidica ou proteica da proteina de fusao.

Numa concretizagao exemplificativa destes
aspectos da invencdo, o cancro é o carcinoma da mama, O
cancro do ovario ou o cancro do c¢dlon, e a componente
antigénica polipeptidica ou proteica da proteina de fusao

imunoestimuladora é a sequéncia com dominio extracelular da



membrana distal HER-2 madura apresentada como SEQ. ID. NO:

23.

Breve Descricdao dos Desenhos

A Figura 1 mostra a resposta do hibridoma
celular de células T CD8' dependente do MHC de
classe I de murganhos que segregam
interleuquina-2 (IL-2), B37Z [especifico para o
péptido imunodominante SIINFEKL (Jameson et
al., 1993, J. Exp. Med. 177: 1541) derivado da
“OVA" da ovalbumina de frango], a diversos
antigénios (Ag) apresentados por células
dendriticas (DC) superactivadas singénicas. CPM
refere-se a contagens por minuto; cpm refere-se
a uma diferencga entre o valor absoluto de cpm
para um determinado grupo em teste e o valor de
cpm de fundo, obtido na auséncia do Ag soluvel
(na experiéncia que se descreve adiante, este
ultimo era de 9.581). A composicgao dos diversos
antigénios ¢é 1indicada na figura e descrita

adiante.

A Figura 2A mostra os resultados de uma

experiéncia dirigida ao efeito de uma
imunizagao prévia com DC superactivadas
pulsadas com Ag, sobre a sobrevivéncia de

murganhos, até 42 dias depois de serem

provocados com células de tumor, wutilizando



"Nenhum" (quadrados abertos), "HER300*e rGM-CSE"
(triédngulos a cheio) e HER500* ¢ orGM-CSF

(circulos abertos), antigénio imunizante.

A Figure 2B  mostra resultados de outra

experiéncia dirigida ao efeito de uma
imunizacgao prévia com DC superactivadas
pulsadas com Ag, sobre a sobrevivéncia de

murganhos, até 77 dias depois de serem

provocados com células de tumor, utilizando
"Nenhum" (circulos a aberto, 7 murganhos),
"HER500*" (quadrados a aberto, 7 murganhos),
HER500* e« rGM-CSF (tridngulos a cheio, 8
murganhos), "HER500" (circulos a cheio, 7

murganhos), e HER500-hGM-CSF (losangos a cheio,

7 murganhos), antigénios imunizantes.

A  Figura 3 mostra os resultados de uma
experiéncia dirigida ao efeito de uma
imunizacgao apos a infeccgao, com DC
superactivadas pulsadas com Ag sobre a
sobrevivéncia de murganhos (10/grupo) até 63
dias apds injecgao de células de tumor,
utilizando "Nenhum" (quadrados a cheio),
"HER500*+ rGM-CSF" (tridngulos a cheio), HERS500
(losangos a cheio), e "HER500e¢ hGM-CSE"

(circulos abertos) antigénios imunizantes.

Descricdo Pormenorizada da Invencgéado




I. Definig6es

A ndo ser aonde se indicar algo em contrario, os

termos adiante tém os significados seguintes:

Tal como se utiliza neste documento,
"apresentacao de antigénios proteicos soluveis no contexto
das moléculas de <classe I do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC " significa o antigénio
proteico soluvel ou os seus fragmentos, sao apresentados em
conjunto com moléculas de classe I do complexo principal de
histocompatibilidade a superficie da célula e podem servir
como indutor e como alvo de CTL de classe I restringidos a

antigénios.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"pulsar" significa expor APC a antigénio durante um periodo
de tempo suficiente ©para promover a apresentagao do

antigénio referido a superficie da APC.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"células que apresentam antigénios modificados " (APC
modificadas) ou "células dendriticas modificadas" (DC
modificadas) refere-se a uma populacao de APC ou de DC,
respectivamente, que foli tratada (pulsada) ex vivo de um
modo eficaz para resultar numa maior <capacidade de

apresentar antigénio no contexto da Classe I do MHC em



relagdo a APC ou a DC gque nao tenham sido modificadas

daquele modo.

O termo "mais eficientemente", qgquando utilizado
neste documento em relacdo as apresentacgdes de antigénios
proteicos soluveis, significa pelo menos um aumento para o
dobro do valor da resposta detectavel das células T, apds
apresentacao de um antigénio proteico soluvel pelas APC.
Por exemplo, isto significa que se detecta um aumento de
pelo menos para o dobro da intensidade da resposta da
resposta das células T apds apresentacao a um determinado
antigénio de um numero determinado de APC, em relagdo a
intensidade da resposta das células T obtida quando ¢é
apresentado um antigénio ou diferente pelo mesmo nuUmero de
APC nas mesmas condig¢bdes de cultura e a uma concentracgao

equimolar de Ag.

Tal como se utiliza neste documento, "células que
apresentam antigénios™ (APC) sao quaisquer células que,
depois de serem pulsadas com Ag, conseguem activar

linfdécitos T.

Tal como se utiliza neste documento, "células
dendriticas", ou "DC", sao o subconjunto mais potente de
APC, que sao tipicamente células grandes envoltas por um
véu que quando sao cultivadas in vitro apresentam

prolongamentos.



Tal como se utiliza neste documento, "DC
activadas" sao DC maduras que conseguem estimular células T

ajudantes CD4', mas ndo células T citotdéxicas CD8' (CTL).

Tal como se utiliza neste documento, "DC
superactivadas"™ sao DC maduras que conseguem estimular

células T citotdxicas CD8' (CTL).

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"aloestimulador" significa capaz de estimular células T
alogénicas devido a diferencas entre as moléculas do MHC

expressas a superficie celular.

Um "antigénio" ou "Ag" refere-se a uma substéncia
que reage por si sé ou no contexto de moléculas do MHC, com
os produtos de uma resposta imunoldgica (por exemplo,
anticorpos, células T receptoras) que foram estimulados por
um imunogénio especifico. Incluem-se portanto nos
antigénios os imunogénios especificos que originam a
resposta (por exemplo, péptidos antigénicos, proteinas ou
polissacaridos), bem como as entidades contendo ou
expressando os imunogénios especificos (por exemplo, virus,

bactérias, etc.).

Tal como se utiliza neste documento, "imunogénio"
refere-se a uma substancia que é capaz de estimular ou de
induzir um anticorpo humoral e/ou uma resposta imunoldgica

mediada por células.



"DC carregadas com Ag", incluem DC e diversos
tipos de PBMC, incluindo APC profissionais e
mondécitos/macrdéfagos, que tenham siso expostas a um
antigénio ou tenham sido activadas pelo Ag. As DC podem
tornar-se carregadas com Ag in vitro, por exemplo, por
cultura ex vivo na presenga de um Ag tumoral, ou in vivo,

por exposigao a um antigénio de um tumor.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"célula dendritica superactivada" refere-se a DC ou a
precursores de DC precursores que tenham sido tratadas ex
vivo de uma tal forma que apresentem uma maior capacidade
de apresentar antigénios no contexto da classe I de MHC, em

relagdo as DC ndo tratadas.

Tal como se utilizam neste documento, os termos
"composicdo de proteina de fusao imunoestimuladora" e
"composicdo de proteina de fusdo antigénica", podem ser
utilizados de um modo intercambiavel e referem-se a uma
proteina de fusao da invengdo que inclua uma seguéncia
componente antigénica e uma componente do dominio
intracelular de HER-2 por si sé e/ou DC que tenham sido
expostas a uma tal proteina de fusao, tal como se descreve

melhor adiante.

Tal como se utiliza neste documento, TOVAT"
refere-se a ovalbumina nativa; "*" refere-se ao péptido
imunodominante derivado de OVA, SIINFEKL; "HER500" refere-

se a proteina de fusdao recombinante HER-2 constituida por



uma metade da sua porgado extracelular fundida a 1/4 da sua
parte intracelular; "HER500*" a proteina de fusao
recombinante humana feita a partir de HER500 e do péptido
imunodominante derivado de OVA, SIINFEKL inserido entre as
suas componentes extracelular e intracelular; "HER500*e¢ rGM-
CSF" refere-se a proteina de fusado recombinante constituida
por HER500* e factor estimulante de colénias de
granuldécitos/macréfagos de rato (GM-CSF); "HER500+¢ hGM-CSE"
refere-se a proteina de fusadao recombinante constituida por
HER500 e GM-CSF humano; e "HER300*e rGM-CSF" refere-se a
proteina de fusao recombinante humana HER-2 constituida por
metade da sua porgao extracelular fundida ao péptido
imunodominante derivado de OVA, SIINFEKL, e a GM-CSF de

rato, tal como se resume adiante.

Por "resposta mediata por células T protectoras”
pretende significar-se a actividade de células T que leva
a um abrandamento ou a uma diminuicao do crescimento das
células cancerosas ou de um tumor sélido, ou a uma
diminui¢ao do numero total de células cancerosas ou do peso

total de tumor.

Por célula "de cancro ou tumor" significa-se uma
célula que exibe uma perda do controlo do crescimento e
forma clones inusitadamente grandes de células. As células
cancerosas ou tumorais em geral perderam a inibigcao de
contacto e podem ser invasivas e/ou tém a capacidade de se

metastatizar.



"Antigénios tumorais" refere-se a Ag associados a
um tipo especifico de cancro ou de tumor, incluindo Ag
associado ao tumor e Ag especifico para o tumor. Na Seccgéao
IIA adiante proporcionam-se exemplos de antigénios

tumorais.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"resultado terapéutico melhorado" em relagao a um paciente
canceroso, refere-se a um abrandamento ou a uma diminuicgao
do crescimento das células cancerosas ou de um tumor
s6lido, ou a uma diminuicdo do numero total de células

cancerosas ou do peso total do tumor.

Tal como se utiliza neste documento, o termo
"melhorar o resultado terapéutico™, em relacgao a um sujeito
ao qual foi diagnosticado ser portador de uma doencga
infecciosa, refere-se a um abrandamento ou a uma diminuicgao
do crescimento do agente infeccioso dque a provoca no
sujeito e/ou a uma diminuicdo de, ou uma eliminacgao de,
sintomas detectaveis tipicamente associados a doenca

infecciosa especifica.

II. Resposta Imunoldégica a Antigénios Peptidicos

Soluveis

Em sistemas experimentais, oS linfécitos T
citotdxicos especificos para os antigénios tumorais (CTL)
sao o mecanismo imunoldégico mais potente para a eliminacao

de tumores. Podem 1induzir-se os CTL quer in Vvivo com



vacinas, quer gera-los in vitro e depois voltar a infundi-
los no organismo portador do tumor. A indug¢dao de CTL 1in
vivo é tipicamente levada a cabo por imunizacgao com virus
ou células, vivos (Tanaka, et al., J. Immunol., (1991),
147, 3646-52, Wang, et al., J. Immunol., (1995), 4685-

4692) .

Com a excepcao de algumas poucas proteinas virais
talis como o antigénio T grande de SV-40 e o antigénio da
superficie da Hepatite B, a injeccadao de proteinas isoladas
ou solUveis nao origina a inducao das CTL (Schirmbeck, et
al., Eur. J. Immunol., (1993), 23, 1528-34). Induzem-se as
CTL quando uma proteina entra no caminho da classe I do
complexo principal de histocompatibilidade ("MHC I" ou
"classe I") de processamento de antigénios. Para entrar
neste caminho a proteina tem que estar presente no citossol
de uma célula apresentadora de antigénios (APC). Al ela é
degradada a péptidos que sao entao transportados para o
reticulo endoplasmico, aonde se associam a moléculas HLA de
classe I. Estes péptidos sao entao apresentados em conjunto
com as moléculas da classe I a superficie da célula e podem
servir como indutores e alvos de CTL restritos, especificos
e alvejantes da classe I. Do ponto de vista fisioldgico, sd
as proteinas que sao sintetizadas endogenamente pela APC

entram neste caminho.

A iniciacdo de uma resposta imunoldgica expande-
se e activa linfdécitos "néscios", isto é, agqueles que néao

haviam anteriormente visto um imunogénio, a tornar-se



células "efectivadoras"™ qgue respondem activamente. Cada
célula néscia tem o potencial para ver um e sé um epitopo
de antigénio, uma situacgdo andloga a uma chave qgque entra
numa fechadura. S& aquelas células gque reconhecem o seu

epitopo designado € que se tornam células efectivadoras.

As células T podem ser do tipo "ajudante™ ou do
tipo "citotdxico"™ (citotdxicas). As células T ajudantes
segregam factores de crescimento para células linfdides,
que estimulam a activacado e a funcao de das células B e das
T. As células T citotdxicas reconhecem e matam, guer
directa quer indirectamente, as células que expressem um
determinado antigénio. Tal como as células B, cada célula T
tem receptores especificos para um tnico epitopo
antigénico. Os receptores das células T reconhecem
fragmentos de proteinas que sao apresentados sobre a
superficie celular pelos complexos principais de

histocompatibilidade (MHC).

Ha dois tipos diferentes de proteinas MHC, as da
Classe I e as da Classe II, ambas as quals apresentam as
células T fragmentos de degradacgao proteolitica de
proteinas. As moléculas da Classe I que estdo expressas na
maior parte das células do corpo, apresentam fragmentos de
proteinas endogenamente sintetizadas as células
citotdxicas. As moléculas da Classe II que estao expressas
em células especializadas que apresentam antigénios (APC)
tais como os macroéfagos, oS mondcitos, as células

dendriticas e as células B apresentam fragmentos proteicos



as células T ajudantes. (Chen, CH e Wu, TC, J. Biomed.
Sci., 5(4): 231-52 1998).

Na maior parte dos casos, as moléculas da Classe
I apresentam proteinas com origem exterior sintetizadas
numa célula. Para apresentacao pela Classe II, a proteina
estranha pode ser sintetizada na célula ou adquirida pela
célula a partir do exterior (isto ¢é, apresentada sob a
forma de uma proteina livre ou de um péptido). Quando um
antigénio ¢é sintetizado numa célula e apresentado tanto
pelas moléculas de Classe I como pelas de Classe II, sao
produzidas células B produtoras de anticorpos e células T
citotdéxicas. No entanto, se um antigénio com origem
exterior a célula for expresso apenas pela Classe II, entéo
a resposta imunoldgica ¢é largamente limitada apenas a
células T ajudantes, e a produgcdao de anticorpos. [THE
SCIENTIFIC FUTURE OF DNA FOR IMMUNIZATION, American Academy

of Microbiology, Robinson, et al., Editores, 1-29, 1997].

A resposta tipica contra antigénios proteicos
soluveis é portanto uma resposta mediada pela Classe II. A
invengao presente representa composicbdes e métodos que
permitem a antigénios proteicos soluveis entrar no caminho

de apresentacgao da Classe 1I.

Além disto, algumas das descendentes das células
T estimuladas com antigénios nado se desenvolvem a células
efectivadoras, mas tornam-se células de memdéria gque sao

capazes de sobreviver durante longos periodos de tempo na



auséncia de novas provocagdes com antigénios. Estas células
de memdria sao quiescentes e nao produzem moléculas
efectivadoras a nao ser que sejam estimuladas por
antigénio. (Veja-se , por exemplo, Abbas, AK et al.,

Editores, CELLULAR AND MOLECULAR IMMUNOLOGY, W.B. Saunders

Co., paginas 116-123; 130-134, 1997).

As células T néscias (ou células T gue nao foram
anteriormente expostas a um determinado antigénio)
necessitam apenas da molécula correcta de restricdo ao MHC
I para sobreviverem, no entanto para se expandirem, elas
também tém que ser expostas a antigénio. Em contraste, as
células T de memdéria tém um limiar de activagao funcional
mais baixo, que facilita respostas secunddrias gue sao mais

rapidas e mais fortes do que as das células T néscias.

A. Antigénios Polipeptidicos

A 1invengao presente baseia-se na verificagao de
que as composigdes imunoestimuladoras gue contenham uma
componente polipetidica antigénica e uma sequéncia
componente derivada do dominio intracelular da proteina
HER-2 sao eficazes para gerar uma resposta protectora
induzida por DC, mediada por células T, contra o antigénio

polipeptidico.

Os antigénios polipeptidicos com interesse
especifico sao aqueles que estdao associados a células de

cancro, de tumores e/ou de agentes infecciosos.



Por exemplo, "antigénios especificos para
tumores" e "antigénios associados a tumores" gue sao
caracteristicos de um determinado tipo de tecido, incluindo
tecidos tumorais particulares, encontram utilidade nas
proteinas de fusao imunoestimuladoras da invencao. Incluem-
se como exemplos de antigénios tumorais, sem que eles se
limitem a estes, HER-2/neu; fosfato de &acido prostatico
(PAP); MART-1 (associado ao melanoma; Coulie, et al., J.
Exp. Med. 180: 35, 1994; Hawakami, et al., PNAS 91: 3515,
1994; Bakker, et al., J. Exp. Med. 179: 1005, 1994); os
precursores de antigénios de rejeicao de tumores, MAGE,
BAGE e GAGE; NY-ESO (clonado de um cancro do eséfago);
SART-3 (um antigénio de carcinoma de células escamosas),
antigénios de imunoglobulina especificos de determinados
linfomas de células B, antigénios associados a tumores tais
como o antigénio <carcinoembridénico (CEA), p53, c-myc,
molécula de adesdao de células neurais (N-CAM) e mucina
epitelial polimdérfica (PEM), para além de qualquer uma de

entre diversas proteinas expressas nas células tumorais.

Também tém interesse antigénios especificos de
determinados agentes infecciosos, por exemplo, agentes
virais incluindo, mas nao se limitando a, o virus da
imunodeficiéncia humana (HTV), o virus da hepatite B (HBV),
a gripe, o virus do papiloma humano (HPV), a febre (os
coxsackievirus),o virus da raiva, o virus herpes simplex
(HSV), e os agentes que provocam gastroenterite, incluindo

os rotavirus, os adenovirus, os calicivirus, os astrovirus



e o virus de Norwalk; agentes bacterianos incluindo, mas
nado se limitando a, E. coli, Salmonella thyphimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Neisseria
gonorrhoeae, Helicobacter pylori, Hemophilus influenzae,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis e Streptococcus pneumoniae, agentes flungicos e

parasitas tais como a Giardia.

HER-2, um Antigénio Exemplar para Utilizacdo em

Proteinas de Fus3o Imunoestimuladoras

Os tumores malignos expressam diversas proteinas,
incluindo moléculas que pertencem ao conjunto das moléculas
ligadas a transformacgao, tais como o oncogene HER-

2/Neu/ErbB-2.

De igual modo, foram identificados antigénios
peptidicos produzidos pelo oncogene gue sao comuns s tipos
especificos de tumor. Estes polipéptidos podem ser
utilizados como reagentes que em geral estimulam respostas
por parte de células T, eficazes para reagirem contra
tumores que sejam portadores desses antigénios. O antigénio
produzido pelo oncogene, HER-2/neu (Beckmann et al., Eur.
J. Cancer 28:322, 1992) estd associado aos cancros da mama

e ginecoldgicos humanos.

A associacao de uma sobre-expressaco de HER-2 em
células cancerosas com fendétipos malignos com a qguimio-

resisténcia é consistente com maus resultados clinicos para



pacientes com tumores que sobre-expressem HER-2. Quanto se
segue ¢é um breve resumo da sobre-expressao de HER-2

associada a diversos cancros:

A amplificacdao e a sobre-expressao do gene HER-2
esta presente em cerca de 25-30 % dos cancros primarios da
mama e esta associada a consequéncias clinicas
desfavoraveis. 0Os estudos in vitro da sobre-expressao de
HER-2 promoviam uma regulagcao em baixa do receptor de
estrogénio (ER) em células de tumor da mama dependentes de
estrogénio (Pietras et al., 1995, Oncogene 10: 2435),
consistente com dados clinicos que mostravam gue a sobre-
expressao de HER-2 esta associada ao fendtipo ER-negativo
(Zeillinger et al., 1989, Oncogene 4: 109; Adnane et al.,
1989, Oncogene 4: 1389), e o falhanco da terapia com

tamoxifen em pacientes com sobre-expressao de HER-2 (Wright

et al., 1992, Br. J. Cancer 65:118).

Um estudo em pacientes com cancro colo-rectal
demonstrou que o) nivel de expressao de HER-2 se
correlacionava com a progressao do cancro colo-rectal, com
o periodo isento de recaidas e com o periodo de tempo de
sobrevivéncia apds a cirurgia, e podia servir como factor
de progndéstico independente nos cancros colo-rectais
positivos em relacdao a HER-2 (Kapitanovic et al., 1997,

Gastroenterology 112: 1103).

A expressao da proteina HER-2 também tem sido

descrita como um indicador independente para o progndstico



em cancros do ovario (Slamon et al., 1989, Science 244:
707) e do endométrio (Saffari et al., 1995, Cancer Res. 55:

5693) .

A sobre-expressao de HER-2 em c¢élulas NIH/3T3
resultou numa transformacao celular e no crescimento de
tumores em murganhos atimicos (Di Fiore et al., 1987,
Science 237: 178; Hudziak et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84: 7159). Experiéncias em células e com animais
mostraram que o aumento da actividade da tirosina guinase
em HER-2 aumentava a expressao de fendtipos malignos
(Hudziak et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7159;
Muller et al., 1988, Cell 54: 105; Yu & Hung, 1991,
Oncogene 6: 1991; Yu et al., 1993, Cancer Res. 53: 891;
Zhau et al., 1996, Prostate 28: 73). Murganhos transgénicos
sobre-expressando o oncogene c-neu activado promovido por
um promotor de tumores da mama em murganhos, desenvolviam
de forma sincrona multiplos tumores da mama envolvendo por
a totalidade das glandulas (Muller et al., 1988, Cell 54:

105) .

A sobre-expressao de HER-2 também fol reportada
como induzindo resisténcia a farmacos gquimioterapéuticos em
NSCLC, adenocarcinoma gastrico e cancro da mama (Tsai et
al., 1993, J. Natl. Cancer Inst. 85: 897; Tsai et al.,
1995, J. Natl. Cancer Inst. 87: 682; Paik et al., 1991,
Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 32: 291; Wright et al., 1992,

Br. J. Cancer 65: 118).



Os antigénios peptidicos e polipeptidicos de HER-
2 podem ser isolados, sintetizados ou expressos de forma
recombinante, seguindo métodos conhecidos na técnica. A
sequéncia de ADN codificando para HER-2/Neu/ErbB-2 pode ser
obtida junto do GenBank sob o N° de Acessao M11730 (mARN

humano c-erb-B-2).

Tais antigénios isolados de HER-2 podem ser
complexados com uma de entre diversas moléculas qgue
aumentam a resposta imunoldgica, tal como se descreve
adiante, guer guimicamente, gquer como proteinas de fusao
produzidas de forma recombinante, seguindo métodos bem

conhecidos na técnica.

ITII. Proteina de Fusdo Imunoestimuladoras

A invencao presente baseia-se na deteccao de que
as proteinas de fusao imunoestimuladoras gque incluem uma
componente com a sequéncia polipeptidica de um antigénio e
uma sequéncia componente derivada do dominio intracelular
da proteina HER-2 sao eficazes para gerar uma resposta
imunoldgica protectora induzida por DC e mediada por
células T, contra a componente antigénica da proteina de

fusao.

Um dominio intracelular exemplificativo da
proteina HER-2 ¢é apresentado neste documento, no entanto
devera entender-se que fragmentos mais curtos da sequéncia

exemplificativa também podem apresentar actividade. O que é



da maxima importédncia ¢é que se demonstrou que uma
componente da sequéncia derivada do dominio intracelular da
proteina HER-2 contribuia para a actividade
imunoestimuladora das ©proteinas de fusao que contém

componentes com essa sequéncia.

Uma proteina de fusao imunocestimuladora
construida na invencao também pode incluir uma ou mais
sequéncias componentes seleccionadas de entre o conjunto
constituido por GM-CSF, uma sequéncia repdérter tal como o
octapéptido imunodominante derivado de  OQVA, SIINFEKL
(OVAz57-264) 4 uma ou mais sequéncias peptidicas de
sinalizagdo e um marcador sintético para purificagao, por
exemplo, uma sequéncia de aminodcidos adicionada @ ao

terminal C.

As proteinas de fusao imunoestimuladoras
exemplificativas construidas que se descrevem neste
documento tém uma sequéncia de sinalizagao com 32
aminodcidos de PAP!, uma sequéncia com 3 aminodcidos de PAP
maduras?®, uma sequéncia de sinalizacdo com 3 aminodcidos de
HER-2°, e quer uma sequéncia de aminodcidos de marcacéo
para purificagdo no terminal C contendo 9 aminoacidos,
incluindo trés alaninas consecutivas e seis histidinas
consecutivas, quer uma sequéncia de aminodcidos de marcacao
para purificagdo no terminal C contendo 15 residuos de
aminoacidos e incluindo glicina, alanina, 4 prolinas

consecutivas, trés alaninas consecutivas, e seis histidinas



consecutivas, com as caracteristicas resumidas na Tabela 1,

adiante.

! 32 aminodcidos correspondendo aos aminodcidos 1

a 32 do N° de Acessao do Genebank NM _001099.

? 3 aminodcidos correspondendo aos aminodcidos 33

a 35 do N° de Acessao do Genebank NM_001099.

* 3 aminodcidos correspondendo aos aminodacidos 19

a 21 do N° de Acessao do Genebank M11730

Tabela 1. Componentes das Proteinas de Fuséao

Exemplificativas de HER-2.

Construgéo Sequéncia {(SIINFEKL} Sequéncia GM-CSF
extracelulary (OVA,5;- §intracelular
de HER-2° 264) de HER-2°
HER500 + - + -
HER500 - hGM- + - + 127 aa
CSF (humana)
HER500* + + + -
HER500* e« rGM + + + 127 aa
CSF (do
rato)
HER300* e« rGMg + + - 127 aa
CSF (do
rato)
* 289 aminodcidos correspondendo aos aminodcidos 22 a
310 do N° de Acessao do Genebank MI11730
° 217 aminodcidos correspondendo aos aminodcidos 1038 a




Construgéo Sequéncia {SIINFEKL{ Sequéncia GM-CSF
extracelularf§ (OVA;s;- jintracelular
de HER-2* 264) de HER-2°

1254 do N° de Acessao do Genebank M11730

Entender-se-4 que uma proteina de fusaoc incluindo
uma sequéncia polipeptidica antigénica como componente e
uma segquéncia componente derivada do dominio intracelular
da proteina HER-2 ¢é por si sé eficaz para gerar uma
resposta imunoldgica induzida por DC e mediada por células

T, contra a componente antigénica da proteina de fusao.

Portanto, a sequéncia SIINFEKL (OVA3257 264) , a
sequéncia de sinalizacgdo de PAP, a sequéncia de aminodacidos
de PAP madura, a sequéncia de sinalizagao de HER-2, e a
sequéncia peptidica de marcagao do terminal C qgue se
exemplificaram acima ndo sao necessarias para que se Jgere

uma tal resposta.

As proteinas de fusdo imunocestimuladoras da
invengao podem ser modificadas ligando-as, de forma
covalente ou nao covalente, a uma molécula repdrter. Sao
conhecidas na técnica muitas moléculas repdérter e a
selecgcao de repérteres determina o formato do ensaio. Por
exemplo, tal como se pormenoriza no Exemplo 1, o)
octapéptido imunodominante SIINFEKL (OVAgs7-264) derivado de
OVA foi incorporado nas construgbes de fusao de HER-2
imunoestimuladoras exemplificativas e avaliou-se a

apresentacao antigénica destas construgdes. Em  suma,



estimulou-se com DC que haviam sido pulsadas previamente
com as construgbes de fusao de HER-2, o hibridoma B3Z de
células T de rato que segrega IL-2, o qual responde ao
SIINFEKL (OVAjy57.264), quando estd ligado a MHC e classe I de
rato, e avaliou-se a 1intensidade da resposta medindo a
incorporagao de [*H]timidina em células proliferantes
dependentes de IL-2, a titulo de indicadores da

apresentacao do antigénio.

Incluem-se nos exemplos adicionais de proteinas
de fusdo para utilizagdo na pratica da invengdo, sem que a
estas elas se limitem, as que incluem a sequéncia de um
antigénio de cancro directamente fundida aos 217
aminoacidos do dominio intracelular da membrana distal de
HER-2, sem componentes de ligacado adicionais nem péptidos
marcadores. Incluem-se nos exemplos de tais proteinas de
fusdo, sem que a estes eles se limitem: uma proteina de
fusdo constituida por 180 aminoacidos do antigénio
autoimunogénico de cancro dos testiculos humano, NY-ESO-1
(aminoacidos 1 a 180 do N° de Acessdo do GenBank U87459),
fundidos aos 217 aminodcidos do dominio intracelular da
membrana distal de HER-2 (aminoacidos 1038 a 1254 do N° de
Acessao do GenBank M11730), apresentados neste documento
como SEQ ID NO: 27, cuja sequéncia de codificacao é
apresentada como SEQ ID NO: 28); uma proteina de fusao
contendo os 962 aminodcidos do antigénio do carcinoma de
células escamosas, SART3-IC (aminodcidos 1 a 962 do N°¢ de
Acessdao do GenBank AB020880), fundidos aos 217 aminodcidos

do dominio intracelular da membrana distal de HER-2



(aminoacidos 1038 a 1254 do N° de Acessdao do GenBank
M11730), apresentada neste documento como SEQ ID NO: 29,

cuja sequéncia de codificacao é apresentada como SEQ ID NO:

30) .

Tal coo se sabe na técnica, também se pode
produzir um péptido recombinante por uma fusdo com um
polipéptido heterdlogo, tal como uma sequéncia de
sinalizagdo ou outro polipéptido gque tenha um local de
clivagem especifico no terminal N da proteina madura ou do
polipéptido. Em geral, a sequéncia de sinalizacgao é
especifica para o vector/sistema celular do hospedeiro que

se utilizar para expressar a proteina recombinante.

Os polipéptidos recombinantes ou proteinas de
fusao que incluam uma sequéncia de marcacgao, colocada por
exemplo no terminal de amino ou no de carbonilo do
polipéptido, também sao conhecidos na técnica. A sequéncia
de sinalizacdo permite uma deteccado féacil do polipéptido,
recorrendo a um anticorpo contra o marcador, e assim

facilita a purificacao do polipéptido por afinidade.

0 factor de estimulacao de coldénias de
granulécitos-macréfagos, (GM-CSF), tem sido incluido nas
construgdes de fusao exemplificativas da invengao. O GM-
CSF, uma glicoproteina com uma massa molecular aparente de
cerca de 23-33.000 por SDS-PAGE, é uma citoguina com fungao
pleiotrdépica tanto na hematopoiese como em imunologia.

Demonstrou-se que os GM-CSF humanos e de rato se ligam as



células das linhagens mondécito-macrdéfago, neutrdéfilo e
eosinéfilo. Quando se liga GM-CSF a receptores de elevada
afinidade, resulta uma rapida internalizacdao e degradacgao
da GM-CSF (Metcalf e Nicola em THE HEMOPOIETIC COLONY-
STIMIIT ATING FACTORS, Cambridge University Press, NY
(1995)). 0 efeito imunoestimulador de em complexo
polipeptidico essencialmente constituido por GM-CSF e um
antigénio polipeptidico é descrito também n USSN 08/579,823
(permitido), que se incorpora expressamente neste documento
por citagdao. Os GM-CSF humano e de rato sao sintetizados
com uma sequéncia de 17 aminoadcidos hidrofdébica de
lideranca que é clivada por protedlise durante a secrecgao.
Os polipéptidos maduros tém um comprimento de 127
aminoacidos, e podem inspeccionar-se as sequéncias
respectivamente nos N°°. de Acessdo do GenBank NM_000758 e

U00620.

Entender-se-4 que a sequéncia extracelular de
HER-2° gue se descreve neste documento é um exemplo de uma
sequéncia antigénica que se pode incorporar numa proteina
de fusdao imunoestimuladora da invengao. Em consequéncia
pode-se de uma forma semelhante incorporar um de entre
diversos antigénios associados a células tumorais ou a
agentes infecciosos, numa proteina de fusao
imunoestimuladora da invencao, que seja eficaz para dgerar
uma resposta imunoldgica protectora induzida por DC e
mediada por células T, contra a componente antigénica da
proteina de fusdo. Na Seccado IIA, acima, estao descritos

mais em pormenor exemplos de antigénios.



® 289 aminocdcidos correspondendo aos aminodcidos

22 a 310 do N° de Acessao do Genebank M11730

Exemplos de Composicdes Antigénicas de HER-2

Uma proteina de fusao imunoestimuladora da
invencao é fabricada por ligacao guimica entre a seguéncia
componente de antigénio e a sequéncia componente derivada
do dominio intracelular da proteina HER-2, ou por expressao
de uma sequéncia de codificacao recombinante e continua de
dcidos nucleicos que é expressa sob a forma de uma proteina
de fusao. Também se pode utilizar ligacdo guimica ou
expressao de proteina recombinante para se incorporarem
sequéncias peptidicas adicionais na proteina de fusao, por
exemplo, uma sequéncia repdrter, uma sequéncia de um

péptido de sinalizacdo e/ou um marcador para purificacgdo.

Sdo descritos adiante exemplos de sequéncias de
codificacao continuas de acidos nucleicos derivados de HER-

2 humana, gque estdo expressas como proteinas de fusao.

A construgao HER500 utilizada como exemplo (SEQ
ID NO: 6) fol produzida por expressao de uma sequéncia de
codificagdao incluindo, na direcgao de 5' para 3': a
sequéncia de codificagao para uma sequéncia de sinalizacgao
de 32 aminocacidos de PAP, a sequéncia de codificagao para
uma sequéncia de 3 amincdcidos da proteina PAP madura, um

agente de ligagao Ala Arg, a sequéncia de codificacao para



uma sequéncia de 3 aminodcidos, de sinalizacgdo de HER-2, a
sequéncia de codificagdo para os 289 aminoacidos do dominio
extracelular da membrana distal de HER-2 madura, a
sequéncia de codificagdo para os 217 aminoacidos do dominio
intracelular da membrana distal de HER-2 e a sequéncia de
codificagcao para trés alaninas consecutivas, e seis

histidinas consecutivas.

A construcao exemplificativa HER500e¢ hGM-CSF (SEQ
ID NO: 7) foi fabricada por expressao de uma sequéncia de
codificagdao incluindo na direcgao de 5' para 3': a
sequéncia de codificagao para uma sequéncia de 32
aminoacidos de sinalizagao da PAP, a sequéncia de
codificacdao para uma sequéncia de 3 aminoacidos da proteina
PAP madura, um agente de ligacao Ala Arg, a sedquéncia de
codificagdo para uma sequéncia de 3 aminoacidos, de
sinalizacao de HER-2, a sequéncia de codificagao para os
289 aminodcidos do dominio extracelular da membrana distal
de HER-2 madura, a sequéncia de codificagao para os 217
aminoacidos do dominio intracelular da membrana distal de
HER-2, um agente de ligagao Ala Ala, a sequéncia de
codificagao para GM-CSF madura humana (127 residuos), e a
sequéncia de codificagao para glicina, alanina, dquatro
prolinas consecutivas, trés adeninas consecutivas, e seis

histidinas consecutivas.

A construgao exemplificativa HER500* (SEQ ID NO:
8) foi fabricada por expressao de uma sequéncia de

codificacao incluindo na direcgao de 5' para 3': a



sequéncia de codificagao para uma sequéncia de 32
aminoacidos de sinalizagao da PAP, a sequéncia de
codificacgdo para uma sequéncia de 3 aminoadcidos da proteina
PAP madura, um agente de ligacao Ala Arg, a sequéncia de
codificagdo para uma sequéncia de 3 aminoacidos, de
sinalizacdao de HER-2, a sequéncia de codificagao para os
289 aminodacidos do dominio extracelular da membrana distal
de HER-2 madura, a sequéncia de codificagao para os 217
aminocacidos do dominio intracelular da membrana distal de
HER-2, um agente de ligacgao Ala, a sequéncia de codificacao
para o octapéptido imunodominante SIINFEKL (OVAy57-264)
derivado de OVA, a sequéncia de codificagao para os 217
aminoacidos do dominio intracelular da membrana distal de
HER-2, trés alaninas consecutivas, e sels histidinas

consecutivas.

A construgao exemplificativa HER500*e« rGM-CSF (SEQ
ID NO: 9) foil produzida por expressao de uma sequéncia de
codificagcao incluindo na direcgao de 5' para 3': a
sequéncia de codificagao para uma sequéncia de 32
aminoacidos de sinalizagao da PAP, a sequéncia de
codificagdo para uma sequéncia de 3 aminoacidos da proteina
PAP madura, um agente de ligacao Ala Arg, a sequéncia de
codificagcdo para uma sequéncia de 3 aminoacidos, de
sinalizacgdo de HER-2, a sequéncia de codificacao para os
289 aminoacidos do dominio extracelular da membrana distal
de HER-2 madura, um agente de ligagao Ala, a sequéncia de
codificagao para o octapéptido imunodominante derivado de

OVA, SIINFEKL (OVAjs57—-264), a sequéncia de codificagao para



os 217 aminodcidos do dominio intracelular da membrana
distal de HER-2, um agente de ligacao Ala Ala, a sequéncia
de codificacgao para GM-CSF madura de rato (127 residuos), e
a sequéncia de codificagao para glicina, alanina, gquatro
prolinas consecutivas, alanina, e seis histidinas

consecutivas.

A construcgao exemplificativa HER300*e rGM-CSFEF (SEQ
ID NO: 10) por expressao de uma sequéncia de codificacao
incluindo na direcgao de 5' para 3': a sequéncia de
codificagcdo para uma sequéncia de 32 aminoacidos de
sinalizacgdao da PAP, a sequéncia de codificagao para uma
sequéncia de 3 aminocdacidos da proteina PAP madura, um
agente de ligacao Ala Arg, a sequéncia de codificagao para
uma sequéncia de 3 aminodcidos, de sinalizagdo de HER-2, a
sequéncia de codificacdo para os 289 aminoacidos do dominio
extracelular distal da membrana de HER-2 madura, um agente
de ligagao Ala, a sequéncia de codificagao para o
octapéptido imunodominante derivado de OVA, STIINFEKL
(OVAj357—264), um agente de ligacao Ala Ala, a sequéncia de
codificagdo para GM-CSF madura de rato (127 residuos), e a
sequéncia de codificagao para glicina, alanina, dquatro
prolinas consecutivas, alanina, e seis histidinas

consecutivas.

Os métodos para a produgao de proteinas de fusao
imuncestimuladoras por ligacdo gquimica de uma sequéncia de
um antigénio com uma sequéncia derivada do dominio

intracelular da proteina HER-2 incluem as técnicas de



acoplamento convencionais Jja& conhecidas. Nas construgdes
gque também incluirem uma ou mais sequéncias peptidicas
adicionais, também se leva a cabo a ligacdo guimica
recorrendo a processos de acoplamento convencionais
conhecidos na técnica. Por exemplo, podem acoplar-se os
péptidos utilizando um agente desidratante tal como a
diciclohexil-carbodi-imida (DCCI), para se formar uma
ligagao peptidica entre ambos os péptidos. Em alternativa,
podem formar-se as ligagbes através de grupos sulfidrilo,
de grupos amino em epsilon, de grupos carboxilo ou de
outros grupos reactivos presentes nos polipéptidos,
recorrendo a reagentes comercialmente disponiveis. (Pierce

Co., Rockford, IL).

IV. Producdo de proteinas de fusdo recombinantes

A invengao inclui proteinas de fusao
imunoestimuladoras produzidas utilizando técnicas
recombinantes. Pode produzir-se uma proteina de fuséao

imuncestimulante destas por qualquer um de diversos métodos

empregues rotineiramente pelos especialistas da técnica.

A nao ser aonde se indicar algo em contrario,
todos os termos utilizados neste documento tém o mesmo
significado que teriam para um especialista da técnica
relevante. Recomenda-se em especial aos interessados na
pratica da invengdo Sambrook et al. (12989) MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL (Segunda Edicdo), Cold Spring

Harbor Press, Plainview, N.Y., e Ausubel FM et al. (1989)



CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons,
New York, N.Y., aonde encontrarao as definigdes e as
técnicas utilizadas rotineiramente pelos especialistas da

técnica.

Podem produzir-se as proteinas de fusao
cultivando c¢élulas hospedeiras procariotas ou eucariotas
incluindo sequéncias de acido nucleico que codifiquem para
as proteinas de fusao, seguindo-se a recuperagao da
proteina de fusao a partir da célula hospedeira ou do meio

de cultura.

A sequéncia de 4&cido nucleico que codifica para
uma proteina de fusdo imunoestimuladora da invengao ¢é
inserida num de entre uma multiplicidade de vectores de
expressao, para expressar um polipéptido, desde que seja
replicavel e viavel no hospedeiro. Em geral, a sequéncia de
acido nucleico de codificagdo € inserida num (ou em mais do
que um) local de endonuclease de restricao apropriado,
utilizando técnicas de rotina. Considera-se que estes
processos e 0S processos relacionados de sub-clonagem se
encontram ao alcance dos especialistas da técnica. O vector
pode incluir sequéncias de regulacgao, incluindo por
exemplo, sequéncias nao codificantes, tais como intrdes e
elementos de controlo, isto é, elementos promotores e de
terminagdo, ou regides 5' e/ou 3' nao traduzidas, eficazes
para a expressao da sequéncia de codificag¢ao num hospedeiro
adequado e/ou num ambiente do vector ou do hospedeiro na

qual a sequéncia de codificagao para a proteina de fusao



imunoestimuladora nao se encontra normalmente expressa,
operacionalmente ligado a sequéncia de codificacdo. Sao
conhecidos muitos vectores e promotores na técnica, que se
encontram comercialmente disponiveis, exemplos dos quais

sao descritos em Sambrook, et al., (supra).

A invencao presente também diz respeito a células
hospedeiras que tenham sido objecto de engenharia genética
para conterem um vector eficaz para expressar uma proteina
de fusdo imunoestimuladora da invencdo por técnicas
recombinantes. As células hospedeiras sao processadas por
engenharia genética (isto g, sao transduzidas,
transformadas ou transfectadas) com um vector apropriado
que pode ser, por exemplo, um vector de clonagem ou de
expressao. O vector pode assumir a forma de um plasmideo,
de uma particula viral, de um fago, etc. As condigbes de
cultura, tais como a temperatura, o) rH e outras
semelhantes, sao as utilizadas em rotina para a célula
hospedeira seleccionada para a expressao, e serao aparentes

aos especialistas da técnica.

Também sao conhecidos dos especialistas da
técnica métodos para se introduzirem &acidos nucleicos em
células para a expressao de proteinas heterdlogas. Incluem-
se como exemplos a transfeccao com fosfato de céalcio, a
transfecgcao mediada por DEAE-Dextrana, a electroporacgao, a
microinjecgao nuclear, a fusao de protoplastos bacterianos
com células intactas, e a utilizacdo de policatides, por

exemplo, polibreno ou poliornitina. O aspectos gerais da



transformagao envolvendo células de mamifero foram
descritos na Patente U.S. N°. 4.399.216, e em Keown et al.,
Methods in Enzymology, 185: 527-537 (1990), sendo ambas
estas obras expressamente incorporadas neste documento, por

citacgao.

Incluem-se nas células hospedeiras adequadas para
clonar ou expressar uma proteina de fusdo imunoestimuladora
da invencéao, células procariotas, de levedura, de insecto e
células eucariotas de ordem mais elevada. Incluem-se nas
procariotas adequadas, sem que a estas elas se limitem, as
eubactérias, tails como organismos gram-negativos ou gram-

positivos, por exemplo, E. coli.

Sao derivadas de organismos multicelulares
células hospedeiras para a expressao de uma proteina de
fusao imunoestimuladora glicosilada. Incluem-se nos
exemplos de células de invertebrados, as células de
insectos tais como Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, bem como
células de plantas. Incluem-se nos exemplos de linhas de
células hospedeiras Uteis, as células de ovario de hamster
Chinés (CHO) e as células COS. Considera-se que a seleccgao
das células hospedeiras apropriadas estd ao alcance dos

especialistas da técnica.

Um processo para se produzir uma tal proteina de
fusao imunocestimuladora inclui cultivarem-se células
hospedeiras em condigcdes adequadas para a expressao da

proteina de fusdo e recuperar-se a proteina de fusao a



partir da cultura de células. Em geral, podem encontrar-se
os principios, os protocolos, e as técnicas prdaticas para
se maximizar a produtividade em culturas de células no
MAMMALIAN CELL BIOTECHNOLOGY: A PRACTICAL APPROACH, M.
Butler, editor (IRL Press, 1991) e em Sambrook et al.,
supra. Mais especificamente, estdo descritas as técnicas
para expressao no sistema de Baculovirus em Engelhard EK et
al., Proc. Nat. Acad. Sci. 91: 3224-3227, 1994, gque se

incorpora expressamente neste documento por citagéo.

Podem cultivar-se células hospedeiras
transformadas com sequéncias de nucledtidos codificando
para uma proteina de fusao imunoestimuladora da invengao em
condigdes adequadas para a expressao e a recuperagao da
proteina codificada a partir das culturas de células. A
proteina produzida por uma célula recombinante pode ser
segregada, estar ligada a membrana, ou contida
intracelularmente, consoante a sequéncia e/ou o vector dJue

especificamente forem utilizados.

Tal como os especialistas da técnica entenderao,
um vector de expressao contendo um polinucledétido que
codifique para uma proteina de fusdo imunocestimuladora da
invengao pode ser concebido com sequéncias de sinalizagao
que ditam a secrecadao da proteina de fusdo imunoestimuladora
modificada através de uma membrana de uma célula procariota

ou eucariota.



No Exemplo 1 pormenoriza-se a construgao da
proteina de fusao HER-2 imunoestimuladora exemplificativa,
apresentando-se a sequéncia de acidos nucleicos e a

sequéncia de aminodcidos proteica deduzida na Tabela 2.

Utilizaram-se vectores de expressao incluindo as
sequéncias de codificacgcao para diversas proteinas de fusao
de HER-2 para transfectar células 293-EBNA de mamifero, e
células SF21 de insecto. Uma vez construidas, expressas e
purificadas, testaram-se as proteinas de fusao de HER-2
contendo dquer GM-CSF de rato, dquer GM-CSF humano para
determinar as suas bioactividades GM-CSF, em ensaios
adequados que os especialistas da técnica utilizam de forma
rotineira. Tanto as proteinas de fusdo derivadas de células
de insecto como de mamifero exibiam actividade como GM-CSF,
tal como o comprovava a sua capacidade de suportar o
crescimento de linhas celulares dependentes de GM-CSF. De
uma forma semelhante, verificou-se a presenga de HER-2
utilizando anticorpos monoclonais especificos contra HER-2,
tanto em andlise por transferéncia Western como num teste

ELISA, seguindo métodos bem conhecidos na técnica.

Embora a descrigao que antecede diga respeito a
concretizagbes especificas da invengao presente, entender-
se-a gue as pessoas com conhecimentos da técnica podem
substituir a sequéncia de codificagcao para diversos
antigénios, e podem utilizar diferentes vectores e linhas
de células para a expressao, seguindo métodos conhecidos,

preparando destes modos composigdes da proteina de fusao



imuncestimuladora de acordo com os principios gue séao

estabelecidos neste documento.

Quer seja produzida por métodos de acoplamento
gquimicos, quer pela expressao de uma sequéncia de
codificagao continua, sob a forma de uma proteina de fusao
recombinante, as DC podem ser expostas a uma proteina de
fusao imunoestimuladora da invencgao, que pode ser
apresentada pelas DC referidas, no contexto do MHC I,

resultando numa resposta imunoldgica celular a proteina de

fusao.
V. Geracdo de Células Dendriticas Activadas (DC)
A. Isolamento e Caracterizagdo de Precursores de
DC e de DC

Podem obter-se precursores de células dendriticas
humanas (precursores de DC) a partir de uma de entre uma
série de origens, incluindo mas nao se limitando a sangue
periférico, sangue da espinha, medula o6ssea e Orgaos

linfdéides.

Os precursores de DC isolados e enriquecidos por
um de entre diversos métodos conhecidos na técnica podem
originar uma populagao de precursores de DC eficaz para se

levarem a cabo os métodos da invengao presente.



Numa via preferida, obtém-se precursores de DC do
sangue periférico. Nesta via, recolhem-se células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) a partir de
doadores saudaveils por leucaferese como habitual, e isolam-
se o0s precursores de DC, por exemplo, dquer por uma
centrifugacadao de densidade capaz de boiar num sé passo ou e
dois passos, utilizando uma solucgao de densidade capaz de
boiar BDS 77, ou BDS 77 e 65, respectivamente (Dendreon
Corp.), tal como descrito na USSN 60/168, 991 (0021), em

compropriedade.

Podem obter-se precursores de DC a partir de um
sujeito saudavel ou de um sujeito de que se sabe sofrer de
uma doenca associada a expressao de um antigénio
especifico. Estes precursores de DC podem ser alogénicos ou

autélogos.

Uma vez obtidos os precursores de DC, eles sao
cultivados em condigdes apropriadas e durante um periodo de
tempo suficiente para se expandir a populagado de células e
manter as DC' num estado em que a absorgao de antigénios

seja o6ptima, bem como o processamento e a apresentacao.

Numa via preferida de cultura dos precursores de
DC, geram-se as DC a partir desses precursores de DC por
cultura ex vivo em meio isento de soro ou de proteina,
durante 40 horas, na auséncia de citogquinas exdgenas
adicionadas, tal como se pormenoriza na USSN 60/158,618, em

compropriedade. Em suma, cultivam-se os precursores de DC



em sacos em teflon (American Fluoroseal) a uma densidade de
1x107 por mL em meio Aim V suplementado com glutamina 2 mM,
numa incubadora humidificada, a 37°C e sob 5 % de COy

durante 40 horas. Durante o periodo de cultura pulsam-se o©s

precursores de DC com Ag.

Incluem-se nos aspectos preferidos do isolamento
e da cultura de DC, a utilizacao de um meio de cultura
isento de citoquinas fornecidas exogenamente, e a cultura
em condicdes de isencao de soro de um modo eficaz para
resultar na produgao de DC superactivadas carregadas com

Ag.

A  pureza das DC nesta fracgao pode ser
quantificada wutilizando, por exemplo, uma andlise por
citometria de fluxo (isto é&, FACS) da caracterizacgao
fenotipica, tal como se descreveu mais em pormenor na USSN
60/158,618 em compropriedade, em conjunto com a sua
caracterizagao funcional. Leva-se a cabo a analise
fenotipica da superficie das células utilizando amostras
constituidas por cerca de 1-3x10’ células, que se incubam
em soro de murganho a 10 % normal em PBS, durante 10
minutos, se lavam com PBS e se voltam a suspender em 250-
750 pL de PBS. Distribui-se entdo a suspensao de células a
30 uL/pogo, em placas de 96 pogos com fundo redondo.
Adicionam-se Ab conjugados com FITC, PE, e PerCP, a 10
pL/pogo, e incubam-se as células durante 20 minutos, as
escuras e sobre gelo. Lavam-se entdo as células com 200

pL/pogco de PBS e volta a suspender-se em PBS a 400 pL/pogo,



depois analisa-se num FACScan (Becton Dickinson) utilizando
células marcadas com Ab de igual 1isotipo como controlo
negativo. Incluem-se nas caracteristicas funcionais
preferidas das DC maduras, a aquisicao de capacidades

aloestimuladoras e de apresentagao de Ag.

As DC superactivadas carregadas com Ag ja
processaram um Ag e tém a capacidade de apresentar o Ag as
células 1imunes, gerando rapidamente respostas imunoldgicas
especificas contra Ag, por exemplo repostas de células T

mediadas por CTL a antigénios tumorais.

De acordo com outro aspecto da invengao, as DC
podem ser conservadas por crioconservagao, tanto antes como
depois da sua exposicdo a proteina de fusdao de HER-2 da
invengao. Sao descritos mais em pormenor métodos
exemplificativos de crioconservagao na USSN 60/168,991, em
compropriedade. Para uma crioconservagao em pequena escala,
podem voltar a suspender-se as células a 20-200 x 10°/mL em
albumina de soro humano a 5 % previamente arrefecida (HAS)
(Cruz Vermelha Suicga). Adicionou-se-lhe entdo gota a gota
um volume igual de 20 % de sulfdxido de dimetilo (DMSO) na
mesma solugao de HAS descrita acima. Distribui-se a mistura
em aliquotas em pequenos tubos, a 1 mL/tubo, e congela-se a
-80°C de um dia para o outro numa cdmara crioscdpica
(Nalgene). Transferem-se os tubos para um tanque com azoto
ligquido na manh& seguinte. Para crioconservagao em gJgrande
escala, pode voltar a fazer-se uma suspensao das células a

30-600 x 10°/mL em AIM V. Adiciona-se entdo gradualmente o



o

mesmo volume de AIM V a 20 %. Congela-se a mistura em
contentores para congelagao (Cryocyte, Baxter) a 20
mL/saco, utilizando um sistema de congelacao com velocidade

controlada (Forma).

B. Avaliacdo da Antigenicidade das Proteinas de

Fusao

Apresentacdo de Antigénio In Vitro

Pode utilizar-se um ensaio de apresentagao de
antigénios para se avaliar a capacidade de apresentacao de
antigénios de diversas proteinas de fusao
imunoestimuladoras. Descreve-se um ensaio exemplificativo
no Exemplo 1, em que o hibridoma B3Z de células T de
murganho segregando IL-2, que responde ao péptido derivado
de OVA SIINFEKL (OVAjs7-264; Jameson et al., 1993, J. Exp.
Med. 177: 1541) ligado a MHC de classe I (H2-K°) de rato, é
estimulado com diversas DC gue haviam sido previamente
pulsadas com proteinas de fusadao HER-2 geneticamente
modificadas, e avalia-se a intensidade da resposta medindo
a incorporacdo de [’H]timidina em células proliferantes

dependentes de IL-2.

O formato de ensaio que se descreveu pode ser
utilizado para se avaliar a apresentagao de antigénios
utilizando uma titulagao do antigénio em conjunto com um

numero determinado de APC.



B. Ensaios in vivo em modelos em animais

Pode avaliar-se uma proteina de fusao
imunoestimuladora da invencao in vivo em modelos em
animais. Nesses casos, uma imunizacgao prévia dos animais
com a composigdo de proteina de fusdo imunocestimuladora, ou
com DC superactivadas tratadas ex vivo com a composicao é
eficaz para suprimir in vivo o crescimento de tumores ou de

um agente infeccioso.

Num exemplo desta via, uma imunizagdao prévia de
murganhos com DC activadas previamente pulsadas com a
composicao de proteina de fusado de HER-2, HER500*e rGM-CSF
(SEQ ID NO: 4), que tem uma componente antigénica
constituida pelos 289 aminodcidos derivados do dominio
extracelular de HER2 fundidos aos 217 aminoacidos derivados
do dominio intracelular de HER2, suprimia o crescimento 1in
vivo de tumores autdlogos expressando HER-2, em murganhos
(Exemplo 2). Noutra aproximagao, inoculam-se animais, por
exemplo murganhos, com um agente infeccioso especifico ou
com células que formam tumores, e depois tratam-se com uma
proteina de fusdo imunocestimuladora da invengdo e avalia-se
a capacidade da composicao antigénica para suprimir in vivo
o0 crescimento do agente infeccioso ou de um tumor

estabelecido.

O Exemplo 3 ilustra esta aproximagao, na medida
em que se a injecgdo em murganhos previamente infectados,

de DC activadas pulsadas ex vivo com as composicgdes de



proteina de fusao de HER-2, HER500*e« rGM-CSF (SEQ ID NO: 4),
HER500°¢ hGM-CSF (SEQ ID NO: 2), HER500* (SEQ ID NO: 3), e
HER500 (SEQ ID NO: 1), aumentava o periodo de sobrevivéncia
dos murganhos gue haviam sido previamente inoculados com

células tumorais autdélogas expressando HER-2.

Os resultados dos estudos em animais confirmam
gue para se gerar uma resposta anti-tumoral eficaz, uma
proteina de fusao imuncestimuladora da invencgao tem que
conter uma componente com uma sequéncia antigénica e uma
componente com uma sequéncia derivada do dominio

intracelular de HER-2.

VI. Composicdes e Métodos para Imunoterapis e

para Terapia do Cancro

A 1invencgao presente proporciona composigdes com
proteina de fusdao imunoestimuladora que sao capazes de
apresentar antigénios de uma forma eficaz para a indugdo de
respostas proliferativas, tanto com células T CD8' mediadas

por CTL, como com CD4".

Tal e gual, podem utilizar-se as composigdes de
proteina de fusao imunoestimuladora da invencao presente
que sao universalmente Uteis, nua série de aplicacgdes
imunoterapéuticas, imunoprofilaticas e de terapia do
cancro, envolvendo a criacdo de respostas 1imunoldgiccas

primarias e secundarias.



A invencéao também proporciona antigénios
polipeptidicos ou proteicos soluveis modificados

apresentados no contexto do MHC de Classe I.

Numa concretizacao preferida, uma imunizacgao com
um antigénio proteico modificado soltuvel da invengao
resulta numa resposta imunoldgica celular mediada pelo MHC
de Classe I contra um antigénio que nao originaria uma
resposta imunoldgica celular com a mesma intensidade, se

fosse proporcionado sob uma forma nao modificada.

A dimunizacdao com um tal antigénio proteico
soltvel modificado resulta numa resposta imunoldgica
celular mediada por MHC de Classe I, cuja intensidade é
maior e que portanto proporciona uma maior proteccao do que
uma resposta imunoldégica celular contra o mesmo antigénio,

caso fosse proporcionado sob uma forma nao modificada.

Numa concretizacgao preferida, a invencao
proporciona uma composigao imnoestimuladora incluindo DC
expostas ex vivo a uma proteina de fusdo imunoestimuladora
que 1inclua uma sequéncia polipeptidica antigénica e uma
sequéncia componente derivada do dominio intracelular da
proteina HER-2, tal como se descreveu acima, que é capaz de
induzir respostas por células T mais eficazes, do gue uma
composicao incluindo apenas o antigénio polipeptidico por

si s6.



Uma composigao imunoestimuladora incluindo DC
expostas ex vivo a uma proteina de fusdo imunoestimuladora
da invengao por si sé6, ou em combinagdao com a proteina de
fusao imunoestimuladora, encontra utilidade em imunoterapia

de um sujeito, e pode funcionar como uma vacina.

Num aspecto relacionado, a invengao inclui um
método de se imunizar um sujeito contra um antigénio
peptidico associado a um determinado tipo de cancro ou de
doenca infecciosa. O método inclui exporem-se as DC ou
pulsarem-se, com uma composicao de uma proteina de fusao
imunoestimuladora, tal como se descreve adiante em mais

pormenor.

Na pratica dos métodos da invencdo, o passo de
exposicao pode ser levado a cabo in vitro (ex vivo), 1in
vivo ou tanto in vitro como 1in vivo. Por exemplo, pode
injectar-se uma proteina de fusdo imunoestimuladora da
invencao directamente num sujeito ou podem expor-se DC a
proteina de fusadao imunoestimuladora in vitro, de um modo
eficaz para induzir a apresentagdo a superficie celular da

componente antigénica da proteina de fusdo, devolvendo-se

as DC pulsadas ao sujeito.

Pode utilizar-se uma composicao antigénica
contendo uma proteina de fusao imunocestimuladora por si so,
ou em combinagao com DC estimuladas por uma exposigao in
vitro a proteina de fusao imuncestimuladora, por exemplo,

numa administragdo directa in vivo, em terapia somatica ex



vivo, em dispositivos implantaveis in vivo ou em

dispositivos extra-corporails ex vivo.

Entender-se-a que se pode utilizar um qualgquer de
entre muitos métodos para se pulsarem as DC com uma
proteina de fusdo imunoestimuladora da invencao, para as
tornar eficazes na apresentacgao de antigénios no contexto
do MHC 1I. As experiéncias dque se pormenorizam neste
documento demonstram que a activagao das DC por exposicao a
uma proteina de fusao imunoestimuladora facilita o
processamento da componente antigénica da proteina de fusao
através do caminho "enddégeno" da classe I, de tal modo que
0s antigénios sejam apresentados em associacao com
moléculas de classe I de MHC, e sejam portanto também

capazes de activar as CTL CD8".

De quanto antecede, entender-se-a gque a invencgao
proporciona composigdes e métodos gque tém a caracteristica
unica de que o processamento de antigénios proteicos
soltvels ocorre através do caminha da Classe I do MHC I, e

nao pelo da Classe II.

VII. Aplicacdes Terapéuticas

A. Exposicdo de DC ex vivo a Composigdes de

Proteina de Fus3o Imunoestimuladora

A invencdo baseia-se no facto de se ter

verificado que as DC podem ser expostas a uma composicao de



proteina de fusao imunocestimuladora, quer in vitro (ex
vivo), quer in vivo, num sujeito, resultando numa resposta
protectora mediada por células T contra a componente

antigénica da proteina de fuséao.

Tratam-se as DC in vitro (ex vivo) com uma
composigao de proteina de fusao imunoestimuladora,
seguindo-se a sua administracao ao sujeito. O sujeito pode
ser o mesmo individuo do qual se obtiveram as DC
(transplantacao autdloga) ou um individuo diferente
(transplantacao alogénica). Na transplantacdo alogénica, o
doador e o receptor sao emparelhados com base na semelhancga
dos seus antigénios HLA para se minimizar a resposta
imunoldgica tanto das células do doador como de receptor,

umas contra as outras.

Pode tratar-se um sujeito com uma composicao de
proteina de fusdao imunoestimuladora da invencdo apenas, ou
em combinagdo com um regime terapéutico tipicamente
utilizado para o estado que se estda a tratar, por exemplo
terapia de radiacgdo e/ou guimioterapia para o tratamento do

cancro.

Em geral, os precursores sao obtidos, cultivados
em condigbdes de isencao de soro, num meio gue nao contém
citoquinas fornecidas exogenamente, tal como se descreveu
acima, seguindo-se uma exposicao in vitro (ex vivo) das DC

a uma composicao de proteina de fusadao imunoestimuladora da



invengao, seguindo-se uma re-infusao das DC activadas no

sujeito.

A infusdao da composicdo ex vivo de proteina de
fusao imunoestimuladora com DC tratadas, proporciona um
meio para uma geracao rapida de uma resposta imunoldgica a

componente antigénica da proteina de fusao.

B. Administracdo in vivo de uma Composicdo de

Proteina de Fus3o Imunoestimuladora

Noutro aspecto, a invencao inclui métodos para se
tratar um sujeito administrando-lhe in vivo uma composicao

de proteina de fusao imunoestimuladora da invencao.

Numa concretizacao, o sujeito tem um tipo de
cancro que expressa um antigénio especifico para o tumor.
De acordo com a 1invengao presente, pode fazer-se uma
proteina de fusao imunoestimuladora que inclui uma
sequéncia componente de antigénio especifico para o tumor e
uma sequéncia componente derivada do dominio intracelular
de HER-2. Nesses casos, administram-se DC pulsadas ex vivo
com esta proteina de fusado imunoestimuladora a um sujeito,
por si sdés ou em combinacdo com a proteina de fusao,
melhorando o resultado terapéutico para o sujeito, tal como
se podera ver, por exemplo, por um mais lento crescimento
ou uma diminuicdo do crescimento das células cancerosas ou

de um tumor sdélido que expresse o antigénio especifico para



o tumor, ou uma diminuig¢dao do numero total de células

cancerosas ou da carga tumoral total.

Numa concretizacao relacionada, foi diagnosticada
ao sujeito uma infeccéao viral, bacteriana, fungica ou outro
tipo de infeccao, que esta associada com a expressao de um
determinado antigénio, por exemplo, um antigénio viral. De
acordo com a invengao presente, pode fazer-se uma proteina
de fusao 1munoestimuladora que inclua uma sequéncia
componente constituida pelo antigénio, por exemplo, um
antigénio especifico de HBV, em conjunto com uma sequéncia
componente derivada do dominio intracelular de HER-2. Em
tals casos, administram-se ao sujeito DC pulsadas ex vivo
com a proteina de fusao imunocestimuladora, por si sds ou em
combinacdo com a proteina de fusdo, melhorando o resultado
terapéutico para o sujeito, tal como se podera ver por uma
diminuicao do crescimento do agente infeccioso responsavel
no sujeito e/ou por uma diminuig¢do de, ou uma eliminacéo
de, sintomas detectaveis tipicamente associados

especificamente com aquela doenga infecciosa.

Em qualquer situagao, a administragao in vivo de
uma proteina de fusado imunoestimuladora da invengao a um
sujeito proporciona um meio de gerar uma resposta
imunoldgica protectora induzida por DC, mediada por células
T, contra o antigénio no sujeito, dependendo de (1) a
composicdo antigénica administrada, (2) a duracao, a dose e
a frequéncia da administracao, e (2) o estado geral do

sujeito.



Num exemplo, o sujeito tem um cancro que expressa
HER e a administracdo de uma composigcao de uma proteina de
fusao imunoestimuladora da invengao dgue inclua HER2 a
titulo de componente antigénica da proteina de fusao
proporciona um meio de se melhorar o resultado terapéutico
para o sujeito. Nesta concretizagao, administra-se a
composigao imunoestimuladora de HER-2 ao sujeito de um modo
eficaz para resultar numa resposta imunoldgica celular
contra as c¢élulas cancerosas que expressam HER-2, no

sujeito.

C. Tratamento dos Pacientes

Uma veiculacgao eficiente da composicao da
proteina de fusdo imunocestimuladora é um aspecto importante
da 1inveng¢ao. De acordo com a invengao, tais vias de
veiculagao incluem, embora se nao limitem a, diversas vias
sistémicas, incluindo vias parenterais, por exemplo,
injeccgao por via endovenosa (IV), subcutéanea (sc),

intraperitoneal (IP), e intramuscular (IM).

Entender-se-a que também sao encarados métodos
eficazes para veicular uma proteina de fusao
imunocestimuladora a células dendriiticas ou para introduzir
uma proteina de fusdo imunocestimuladora ou uma composicao
de DC num local muito préximo das células gue expressem o

antigénio.



Numa concretizacgao preferida, a composigao
imuncestimuladora ¢é uma proteina de fusdo, contida num
veiculo aceitavel do ponto de vista farmacéutico, e
veiculado por via endovenosa. Num aspecto adicional desta
concretizacao, a composicao de proteina de fusao
imunoestimuladora ¢é administrada a intervalos regulares
durante um ©periodo de tempo curto, por exemplo, a
intervalos de duas semanas ao longo de dols meses ou menos.
No entanto, em alguns casos administra-se a composicao de
proteina de fusao intermitentemente ao longo de um periodo

de tempo mais longo.

Tipicamente, administra-se uma ou mais doses da
proteina de fusado imunoestimuladora, em geral de duas em
duas semanas e durante um periodo de cerca de dois meses.
As doses preferidas para uma administragao pelas vias 1V,
SC ou IM sao de entre 5 ug/kg por paciente e cerca de 5

mg/kg por paciente.

Noutra concretizagao preferida, A composigao
imunocestimuladora inclui DC expostas ex vivo a uma proteina
de fusdo i1munoestimuladora, contida num veiculo aceitavel
do ponto de vista farmacéutico, e veiculada por uma via IV,

SC ou IM.

Num aspecto desta concretizacgao, a composicao de
proteina de fusdo imunoestimuladora inclui entre 10’ e 10
DC, que foram expostas a entre 100 ng/mL e 1 mg/mL de uma

determinada proteina de fusao imunoestimuladora, de um modo



eficaz para gerar DC carregadas com Ag, tal como se
descreve nos Exemplos 2 e 3. Administram-se entao doses de
entre cerca de 10’ e 10" DC ao sujeito por injeccgao
endovenosa ou SC ou 1IM, seguindo procedimentos bem
estabelecidos durante um periodo de tempo curto, por
exemplo a intervalos de duas em duas semanas ao longo de 2
meses ou menos. No entanto, em alguns casos, administra-se
a composicdo de proteina de fusdo imunoestimuladora
intermitentemente ao longo de um periodo de tempo mais

longo.

Administra-se tipicamente uma ou mais doses da
composicao de proteina de fusao imunoestimuladora, em geral
a intervalos regulares durante um periodo de cerca de 2
meses. Em geral, o método inclui administrar-se a um
sujeito, num veiculo farmacéutico adequado, uma quantidade
de uma composicao de proteina de fusdo imunoestimuladora ou
de DC, eficaz para melhorar o resultado terapéutico para o

paciente que esta a ser tratado.

Pode consequentemente administrar-se a composigao
de proteina de fusao imunoestimuladora ou de DC num
qualguer veiculo conveniente, que seja fisiologicamente
aceitavel. Uma tal composigcdo de proteina de fuséo
imunoestimuladora ou de DC pode incluir gqualquer um de
entre uma série de veiculos ©padrao fisiologicamente
aceitaveis empregues pelos individuos com conhecimentos
médios da técnica. Incluem-se nos exemplos desses veiculos

farmacéuticos, sem que estes se limitem a eles, soro



salino, soro salino tamponizado com fosfato (PBS), agua e
solucao de Ringer. Entender-se-4 que a escolha de um
veiculo fisiologicamente aceitavel variara dependendo do

modo de administracao gque se houver seleccionado.

No Aambito deste pedido também se consideram
composigdes com libertacao prolongada. Estas podem incluir
matrizes poliméricas semipermedveis sob a forma de artigos

com formas definidas, tais como peliculas ou microcapsulas.

Nas aplicacdes preferidas do método, o sujeito é
um sujeito humano. O sujeito pode também ser um paciente
com cancro, em especial um paciente a quem foi
diagnosticado um cancro gue expresse um antigénios
especifico ou associado ao cancro, e o paciente estar ou
nao a ser tratado com terapia de radiagao e/ou

quimioterapia.

Entender-se-a4 que a dose eficaz in vivo da
composicao de proteina de fusdo imunoestimuladora ou de DC
da invencdo variara consoante a frequéncia e a via de
administracao, bem como o estado do sujeito em tratamento.
Portanto uma terapia destas in vivo necessitara em geral de
uma monitorizagao usando-se testes apropriados para o
estado que se examina, levando a um ajustamento da dose
correspondente ou do regime de tratamento, para se

conseguir um resultado terapéutico dptimo.

D. Monitorizacdo do Tratamento




A eficédcia de um determinado regime terapéutico
envolvendo os métodos descritos neste documento, pode ser
monitorizada, por exemplo, monitorizando a inducao de uma
resposta por CTL, uma resposta por células T ajudantes,
e/ou uma resposta com anticorpos a componente antigénica da
proteina de fusdao no sangue periférico, utilizando métodos
bem conhecidos na técnica além de se monitorizar o estado
do cancro e o estado bioldégico do sujeito, em diversas

alturas apds essa administracao.

Nos casos em que foi diagnosticado ao sujeito um
tipo especifico de cancro, o estado do cancro também é
monitorizado utilizando técnicas de diagndstico apropriadas
para o tipo de cancro em tratamento. De uma forma
semelhante, nos casos em que foili diagnosticada ao sujeito
uma forma especifica de infeccgao, também se pode
monitorizar o estado da infeccdo utilizando técnicas de
diagnéstico apropriadas para o tipo de infeccgao em

tratamento.

O regime de tratamento com a composigao de
proteina de fusao imunoestimuladora ou com DC pode ser
ajustado (dose, frequéncia, via, etc.), tal como indicado,
com base no estado do sujeito em tratamento e nos

resultados dos ensaios descritos acima.

VIII. Utilidade



A 1invengao presente proporciona composicgdes de
proteina de fusdao imunoestimuladora que sao capazes de
apresentar eficazmente antigénios para a inducao de
respostas proliferativas, tanto mediadas por células T CTL

CD8' como por células T CD4'.

Tal como sao, as composicdes de proteina de fusao
imuncestimuladora da invencao sao universalmente Uteis e
podem ser empregues numa larga gama de aplicacgdes
imunoterapéuticas, imunoprofilaticas e de terapia do
cancro, envolvendo gerarem-se respostas imunoldgicas

primarias e secundarias.

As composigdes de proteina de fusao
imunoestimuladora da 1invencdo encontram utilidade na
imunoterapia de cancros que estdo associados a expressao de
um antigénio especifico. Por exemplo, as composicgdes da
proteina de fusdo HER-2 gue se descreveram acima podem ser
uteis na imunoterapia de tumores que expressem HER-2, tais
como © carcinoma da mama, o cancro do ovario e o cancro do

cdlon.

As vantagens da 1invengao presente incluem a
indugao de uma imunidade celular melhorada a antigénios
proteicos ou polipeptidicos isolados ou solUveis, através
da apresentacao de uma proteina de fusdo imunoestimuladora
da invengao a uma célula dendritica (DC), resultando na
activacgado das DC. Tal como se descreveu acima, essa indugao

nao se observa em geral utilizando como materiais de



indugao antigénios soltUveis, proteicos ou polipeptidicos.
Pode conseguir-se a activacadao das DC in vitro (ex vivo)
utilizando DC autdélogas ou alogénicas, ou pode ocorrer 1in
vivo, apds administragcdao de uma proteina de fusao

imunoestimuladora da invengao a um sujeito.

Os exemplos que se seguem ilustram a invengao mas

nao se pretende que a limitem seja de que forma for.

ExemElo 1

Producao de Proteinas de Fusido HER-2

Exemplificativas

Num exemplo, clonou-se HER-2 humana a partir de
uma linha de células SK-BR3 seguindo os métodos conhecidos
na técnica. Retirou-se o cdédon de paragem no terminal 3' da
sequéncia por mutacao, e inseriu-se um local Not I em vez
dele e naquele lugar, para se fundir o cADN de HER-2 ao
péptido de marcacao do terminal C, ao GM-CSF de rato, ou ao
ADN de GM-CSF humano. Clonou-se o ADN de GM-CSF a partir de
uma biblioteca PBMC seguindo os métodos conhecidos.
Inseriu-se um local Not I no terminal 5' do ADN, e inseriu-
se um local de clonagem Xba I no terminal 3', em conjunto
com um coédon de paragem no quadro. Digeriram-se os cADN
gerados por PCRcom o©0s enzimas de restricao apropriados e
clonaram-se em vectores de restrigcao para transfecgao a

linhas de células especificas, de mamiferos ou de insectos.



Utilizaram-se vectores de expressao incluindo as
sequéncias de codificacado para diversas proteinas de fuséo
de HER2, para transfectar células 293-EBNA de mamifero
(Invitrogen) (expressao transiente) e células SF21 de
insecto (Clontech, Palo Alto, CA). Recuperaram-se produtos
de proteina de fusadao a partir dos sobrenadantes da cultura
de tecidos, e purificaram-se por afinidade por passagem
através de uma coluna de afinidade metdlica, (resina NTA,
Qiagen). Para o HER500-hGM-CSF, uma analise por SDS-PAGE
revelou bandas proteicas migrando a 120 kDa e a 110 kDa,
respectivamente como produtos de células de mamifero e de
insecto. A dimensado prevista para o) esqueleto do

polipéptido 690 & de 74.877 Da.

Produziram-se proteinas derivadas de HER-2 humano
como proteinas recombinantes, utilizando-se as sequéncias

de codificagao seguintes.

Produziu-se a construgao HER500*e rGM-CSEF (SEQ ID
NO: 4) por expressao de uma sequéncia de codificacgao que
incluia, na direcgdo de 5' para 3': um péptido de
sinalizagdo com 32 aminoacidos de PAP, uma sequéncia de 3
aminoacidos da proteina PAP madura, um agente de ligacao
Ala Arg, uma sequéncia de sinalizagao de HER-2 com 3
aminoacidos, 289 aminodcidos da membrana distal do dominio
extracelular de HER-2 madura, um agente de ligagao Ala, o
octapéptido imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAjs57-
264) 4 217 aminoacidos da membrana distal do dominio

intracelular de HER-2, um agente de ligacao Ala Ala, uma



sequéncia de 127 aminoadcidos GM-CSF de rato maduro, e Gly

Ala Pro Pro Pro Pro Ala His His His His His His.

Produziu-se a construgao HER300*e rGM-CSE (SEQ ID
NO: 5) por expressao de uma sequéncia de codificacao que
incluia, na direcgdo de 5' para 3': um péptido de
sinalizagdao com 32 aminodcidos de PAP, uma sequéncia de 3
aminoacidos da proteina PAP madura, um agente de ligacgéo
Ala Arg, uma sequéncia de sinalizacao de HER-2 com 3
aminodcidos, 289 aminoacidos da membrana distal do dominio
extracelular de HER-2 madura, um agente de ligagao Ala, o
octapéptido imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAjs7-
264) , um agente de ligacgao Ala, uma sequéncia de 127
aminoacidos GM-CSF de rato maduro, e Gly Ala Pro Pro Pro

Pro Ala His His His His His His.

Utilizaram-se vectores de expressao BPS de
baculovirus (Clontech) incluindo a sequéncia de codificacao
para as proteinas de fusdo HER500*e rGM-CSF (SEQ ID NO: 9)
ou HER300*e rGM-CSF (SEQ ID NO: 10), para transfectar
células SF21. Recuperaram-se os produtos de proteina de
fusao a partir dos sobrenadantes da cultura de tecidos, e
purificou-se por cromatografia de afinidade para metal. Uma
analise por SDS-PAGE revelou bandas proteicas migrando a
105 kDa para HER500*e rGM-CSF e a 60 kDa para HER300*e rGM-

CSF.

Uma vez construidas, expressas e purificadas, as

moléculas de fusao de HER-2 contendo GM-CSEF de rato ou GM-



CSF humano foram testadas quanto a bicactividade de GM-CSF
em ensaios apropriados, e verificou-se a presenca de HER-2
utilizando anticorpos monoclonais especificos para HER-2,
tanto em analise por transferéncia Western como num teste

ELISA, seguindo métodos bem conhecidos na técnica.

Avaliacdo da apresentacdo in vitro de proteinas

de fusido de HER-2

Utilizou-se o hibridoma B3Z de células T de
murganho gque segrega IL-2, o qual responde ao octapéptido
imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAj,57 64; Jameson
et al., 1993, J. Exp. Med. 177: 1541), de classe I de MHC
de murganho (H2-K"), para avaliar a capacidade de
apresentacao de antigénios das proteinas de fusdo de HER-2
contendo o octapéptido imunodominante derivado de OVA

SIINFEKL.

Mantiveram-se as culturas de tecido em meio IMDM
suplementado com 10 % de FCS, 2 mM em L-glutamina, com 0,1
mg/mL de sulfato de canamicina, 3 x 107° M em 2-ME (Gibco,
Grand Island, NY) a 37°C, numa atmosfera humidificada

Q.

contendo 5 % de CO,; (incubador para cultura de tecidos).

Obtiveram-se  preparacdes enriquecidas em DC
activadas incubando células autdlogas C57BL/6 de bago em
frascos de cultura de tecidos durante 2 h a 37°C, removendo
as células nao aderentes, e cultivando as células aderentes

restantes durante 2 dias com ionomicina 1 uM.



Levou-se a cabo um ensaio de secrecao de IL-2 tal
como se encontrava anteriormente descrito [Kruisbeek, 1998,
em Coligan et al. (editores), Current Protocols in
Immunology, Wiley, New York, NY, 1:3.147. Mais
especificamente, cultivaram-se 10° células de hibridoma em
micropocos de 0,2 mL na presenca de 3 x 10° DC activadas e
diversas concentracgdes de antigénios de HER-2. No dia
seguinte, recolheram-se o0s sobrenadantes das culturas e
testaram-se a uma concentracdo de 50 % gquanto & sua
capacidade para suportarem a proliferacdo de 10° células
HT-2 (uma linha de células dependente de IL-2) durante 24
h, tal como se mediu por incorporacdo de [’H]timidina

durante as Ultimas 6 h do periodo de cultura.

A resposta das células B37Z as proteinas de fusao
HER300*e+ rGM-CSF e HER500*e¢ rGM-CSF em relacao a OVA (de Grau
VII, ovalbumina 99 % pura de frango, adquirida Jjunto da
Sigma, St. Louis, MO), foi avaliada in vitro. A resposta de
proliferacgao celular indicada como CPM baseados na absorgao
de °H-timidina (Fig. 1), mostrava que as proteinas de fusao
HER300*e« rGM-CSEF e HERL00*e rGM-CSEF sao mais eficientes na
estimulagédo de B3Z do gue a OVA nativa ela proépria
(respectivamente, cerca de 10 vezes e mais do que 100
vezes). A superioridade de 10 vezes da HER500*e« rGM-CSF em
reacgdo a HER300*e rGM-CSF indica que uma mais forte

apresentacao de Ag se correlaciona com a inclusao adicional

dos 217 aminodcidos do dominio intracelular de HER-2 na



proteina de fusao (que estao presentes na HER500*e« rGM-CSF

mas ausentes na HER300*e rGM-CSF).

Exemplo 2

Prevencdo do crescimento tumoral in vivo por

imunizacdo prévia com DC pulsadas com Ag

O efeito de uma imunizacao prévia com DC
activadas pulsadas com HER-2 relativamente a supressao do
crescimento in vivo de tumores autdlogos expressando HER-2

foi avaliado num modelo em murganhos.

Gerou-se a linha de células tumorais de murganho
E.HER-2 transfectando células EL-4 (de timoma derivado da
estirpe de murganhos C57BL/6; ATCC, Rockville, MD) com o
cADN de HER-2 humano de comprimento total, seguindo os

métodos padrao.

Produziram-se proteinas derivadas de HER-2 humana
sob a forma de proteinas recombinantes, tal como se
descreveu anteriormente no Exemplo 1, utilizando as

sequéncias de codificagao que se seguem.

A construgadao HERLH00 (SEQ ID NO: 1) foi produzida
por expressao de uma sequéncia de codificacgao que incluia,
na direcgao de 5' para 3': uma sequéncia de sinalizacgao de
PAP com 32 aminoacidos, uma sequéncia de 3 aminoacidos da

proteina PAP madura, um agente de ligagao Ala Arg, 3



aminoacidos da sequéncia de sinalizagdo de HER-2, 289
aminoacidos do dominio extracelular distal de membrana de
HER-2, 217 aminodcidos do dominio intracelular distal de
membrana de HER-2, e um marcador do terminal C constituido

por Ala Ala Ala His His His His His His.

A construgao HER500¢ hGM-CSF (SEQ ID NO: 2) foi
produzida por expressao de uma sequéncia de codificacgao que
incluia, na direcgao de 5' para 3': uma sequéncia de
sinalizagdao de PAP com 32 aminodcidos, uma sequéncia de 3
aminoacidos da proteina PAP madura, um agente de ligacgéo
Ala Arg, 3 aminoacidos da sequéncia de sinalizag¢do de HER-
2, 289 aminodcidos do dominio extracelular distal de
membrana de HER-2, 217 aminoacidos do dominio intracelular
distal de membrana de HER-2, um agente de ligacgao Ala Ala,
uma sequéncia de 127 aminocadcidos de GM-CSF madura humana e
um marcador do terminal C constituido por Gly Ala Pro Pro

Pro Pro Ala Ala Ala His His His His His His.

A construgao HER500* (SEQ ID NO: 3) foil produzida
por expressao de uma sequéncia de codificacado gque incluia,
na direccgao de 5' para 3': uma sequéncia de sinalizacgao de
PAP com 32 aminodcidos, uma sequéncia de 3 aminoacidos da
proteina PAP madura, um agente de ligagao Ala Arg, 3
aminoacidos da sequéncia de sinalizag¢do de HER-2, 289
aminoacidos do dominio extracelular distal de membrana de
HER-2, um agente de ligagao Ala, o) octapéptido
imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAjzs7.9064), 217

aminodacidos do dominio intracelular distal de membrana de



HER-2, e um marcador do terminal C constituido por Ala Ala

Ala His His His His His His.

A construgao HERS500*rGM-CSF (SEQ ID NO: 4) foi
produzida por expressao de uma sequéncia de codificacao que
incluia, na direcgao de 5' para 3': uma sequéncia de
sinalizagdao de PAP com 32 aminodcidos, uma sequéncia de 3
aminoacidos da proteina PAP madura, um agente de ligacgéo
Ala Arg, 3 aminoacidos da sequéncia de sinalizacao de HER-
2, 289 aminodcidos do dominio extracelular distal de
membrana de HER-2, um agente de ligacao Ala, o octapéptido
imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAjys57.9064), 217
aminoacidos do dominio intracelular distal de membrana de
HER-2, um agente de ligacao Ala Ala, uma sequéncia de 127
aminodcidos GM-CSF de rato maduro e um marcador do terminal
C constituido por Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala His

His His His His His.

A construgao HER300*rGM-CSF (SEQ ID NO: 5) foi
produzida por expressao de uma sequéncia de codificacgao que
incluia, na direcgadao de 5' para 3': uma seqguéncia de
sinalizagcdo de PAP com 32 aminoacidos, uma sequéncia de 3
aminoacidos da proteina PAP madura, um agente de ligacao
Ala Arg, 3 aminoacidos da sequéncia de sinalizacgdo de HER-
2, 289 aminoacidos do dominio extracelular distal de
membrana de HER-2, um agente de ligacao Ala, o octapéptido
imunodominante derivado de OVA SIINFEKL (OVAjzs57-264), Um
agente de ligacdo Ala, uma sequéncia de 127 aminodcidos de

GM-CSF madura humana e um marcador do terminal C



constituido por Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala His His

His His His His.

Administraram-se a murganhos fémea com oito
semanas de idade C57BL/6 aleatoriamente distribuidos, 3
injecgées IP de 2,5 x 10° DC activadas pulsadas com Agem
0,1 mL de PBS, a intervalos de 2 semanas. Obtiveram-se
preparagdes enriquecidas em DC activadas incubando células
C57BL/6 de baco de murganhos fémea em baldes de cultura
durante 2 h a 37°C, removendo as células nao aderentes, e
subsequentemente cultivando as células aderentes restantes
durante 2 dias na presenga de ionomicina 1 pM (Sigma, St.
Louis, MO; Czerniecki et al., 1997, J. Immunol. 159: 3823;
Ridge et al., 1998, Nature 393: 474). Pulsaram-se as DC
obtidas deste modo co-cultivando-as durante 16 h com cada
uma das proteinas de fusdo de HER-2 1 uM, lavou-se duas
vezes e 1injectou-se em murganhos. Duas semanas depols da
ultima imunizag¢do in vivo, provocaram-se oS murganhos com
uma injeccdo IP de 5 x 10° células E.HER-2 em 0,1 mL de
PBS. Monitorizaram-se diariamente os murganhos registando-
se a sua sobrevivéncia. Os resultados de duas experiéncias
independentes estao ilustrados respectivamente nas Figs. 2A

e 2B.

Enquanto a imunizagao com DC pulsadas com
HER500* ¢ rGM-CSF impedia o) crescimento do tumor, o)
tratamento com HER300*e rGM-CSF nao apresentava efeitos
(Fig. 2A). Estes resultados sao consistentes com os

resultados obtidos in vitro na medida em que confirmam a



importéncia do dominio intracelular de HER-2 para se
atingir um teor forte de apresentacao de Ag de modo a se
gerar uma resposta anti-tumoral eficaz. Os resultados
experimentais que se ilustram na Fig. 2B demonstram que
também se pode gerar o teor significativo de protecgao in
vivo contra um tumor expressando HER-2 (a) quando se fundem
imunogénios contendo HER500 com a GM-CSF humana
(HER500 ¢ hGM-CSF), (b) na auséncia de qualquer GM-CSF,
quando estao presentes tanto a porgao intracelular como a
porgao extracelular do antigénio HER-2 na construgao
(HER500 e HER500*), e (c) na auséncia do octapéptido

derivado de OVA SIINFEKL (HER500 e HER500¢ hGM-CSF).

Exemplo 3

Supressdo in wvivo de um tumor estabelecido por

imunizacdo com DC activadas pulsadas com Ag

Avaliou-se também em pormenor a eficdacia da
imunoterapia com diversas proteinas de fusao HER-2, através
da administracédo das proteinas de fusao HER-2 a murganhos
laboratoriais portadores de tumores (isto é, animais aos
quais se haviam previamente injectado células tumorais
expressando HER-2). Injectaram-se murganhos com doze
semanas de idade, por via IP, 5 x 10°E.HER-2 células em 0,1
mL de PBS no dia 0, seguindo-se 2 injecgbes IP de 2,5 x 10°
DC activadas pulsadas com Ag em 0,1 mL de PBS (preparadas
tal como se descreveu no Exemplo 2), respectivamente um e

doze dias mais tarde. Monitorizaram-se diariamente os



murganhos e a sua sobrevivéncia foil registada. Tal como se
ilustra na Fig. 3, um tratamento com DC pulsadas com s
construgdes antigénicas contendo HER500 (HER500*%e¢ rGM-CSF,
HER500, e HER500¢ hGM-CSF), exibiam um notavel efeito
terapéutico, prolongando consideravelmente a sobrevivéncia

dos murganhos portadores de tumores.

Descricgédo SEQ
ID
NO
Sequéncia de aminoacidos de HERS500: 1

MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSVLAKELARGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQG
CQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGY VLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLN
NTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPM
CKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPA
LVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSGAGGMVHHRHRSSSTRSGGGDLTLGLEPSEEE
APRSPLAPSEGAGSDVFDGDLGMGAAKGLQSLPTHDPSPLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSPQPEYVNQ
PDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERAKTLSPGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQPHPPPAFSP
AFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEYLGLDVPAAAHHHHHH

T T T T
AR

Sequéncia de aminoacidos de HER500¢ hGM-CSF: 2

MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSVLAKELARGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQG
CQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLN
NTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPM
CKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPA
LVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSGAGGM VHHRHRSSSTRSGGGDLTLGLEPSEEE
APRSPLAPSEGAGSDVFDGDLGMGAAKGLQSLPTHDPSPLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSPQPEYVNQ
PDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERAKTLSPGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQPHPPPAFRSP
AFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEYLGLDVPAAAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDT
AAEMNETVEVISEMFDLQEPTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASH YKQHCPPTPETSCATQUTFESE
KENLKDFLLVIPFDCWEPVQEGAPPPPAAAHHHHHH

Sequéncia de aminodcidos de HER500*: 3

MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSVLAKELARGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQG

CQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLN
NTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPM
CKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPA
LVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSASINFEKLGAGGMVHHRHRSSSTRSGGGDLTL
GLEPSEEEAPRSPLAPSEGAGSDYVFDGDLGMGAAKGLQSLPTHDPSPLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSP
QPEYVNQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERAKTLSPGKNGYVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQP

 HPPPAFSPAFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEYLGLDVPAAAHHHHHH

Sequéncia de aminodcidos de HER500*+ rGM-CSF: 4




Descricgdo

SEQ
ID

NO

MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSVLAKELARGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQG
CQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLN
NTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPM
CKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLEFNHSGICELHCPA
LVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSASIINFEKLGAGGMVHHRHRSSSTRSGGGDLTL
GLEPSEEEAPRSPLAPSEGAGSDVFDGDLGMGAAKGLQSLPTHDPSPLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSP
QPEYVNQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERAKTLSPGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQP
HPPPAFSPAFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEYLGLDVPAAAPTRSPNPVTRPWKHVDAIKEALS
LLNDMRALENEKNEDVDIISNEFSIQRPTCVQTRLKL YKQGLRGNLTKLNGALTMIASHYQTNCPPTPETDCEI
EVTTFEDFIKNLKGFLFDIPFDCWKPVQKGAPPPPAHHEHHH

Sequéncia de aminoacidos de HER300*e« rGM-CSF:

MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSVLAKELARGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQG
CQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLN
NTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPM
CKGSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPA
LYTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSASIINFEKLAAPTRSPNPVTRPWKHVDAIKEALS
LLNDMRALENEKNEDVDISNEFSIQRPTCVQTRLKL YKQGLRGNLTKLNGALTMIASHY QTNCPPTPETDCEI
EVTTFEDFIKNLK GFLFDIPFDCWKPVQKGAPPPPAHHHHHH

Sequéncia de nucledtidos codificando para HERS500

.o

ATGAGAGCTGCACCCCTCCTCCTGGCCAGGGCAGCAAGCCTTAGCCTTGGCTTCTTGTITCTGCTTTTTTT
CTGGCTAGACCGAAGTGTACTAGCCAAGGAGTTGGCGCGCGGGGCCGCGTCGACCCAAGTGTGCACCGG
CACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACCTCTACCA
GGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCTGTCCTTCCTG
CAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAGGTCCCACTGCAG
AGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCGTGCTAGACAATGGA
GACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCGGGAGCTGCAGCTTCGA
AGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAGCTCTGCTACCAGGACACG
ATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACACTGATAGACACCAACCGCTCTC
GGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGGGGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCA
GAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCAAGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGL
CATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCACGGGCCCCAAGCACTCTGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACC
ACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTGCCCAGCCCTGGTCACCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCC
CAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGCGCCAGCTGTGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACG
GACGTGGGATCGGGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGCACCGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGT
GGGGACCTGACACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCCCCCAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAA
GGGGCTGGCTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGGCAGCCAAGGGGCTGCAAAGCCTCCCC
ACACATGACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCACAGTACCCCTGCCCTCTGAGACTGAT
GGCTACGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGTGAACCAGCCAGATGTTCGGCCCCAGC
CCCCTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCTGGTGCCACTCTGGAAAGGGCCAAGAC
TCTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCCTTTGGGGGTGCCGTGGAGAACCCCGAG
TACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCCCCACCCTCCTCCTGCCTTCAGCCCAGCCTTCGACA
ACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTCCACCCAGCACCTTCAAAGGGACACCTA
CGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCAGCGGCCGCACATCACCATCACCATCAC

R R R R R R R R R R R R R R R R R AR

Sequéncia de nucledtidos codificando para

HER500 ¢ hGM-CSF:




Descricgdo

SEQ
ID

NO

RIS

ATGAGAGCTGCACCCCTCCTCCTGGCCAGGGCAGCAAGCCTTAGCCTTGGCTTCTTGTTICTGCTITTTTT
CTGGCTAGACCGAAGTGTACTAGCCAAGGAGTTGGCGCGCGGGGCCGCGTCGACCCAAGTGTGCACCGG
CACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACCTCTACCA
GGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCTGTCCTTCCTG
CAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAGGTCCCACTGCAG
AGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCGTGCTAGACAATGGA
GACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCGGGAGCTGCAGCTTCGA
AGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAGCTCTGCTACCAGGACACG
ATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACACTGATAGACACCAACCGCTCTC
GGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGGGGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCA
GAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCAAGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGC
CATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCACGGGCCCCAAGCACTCTGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACC
ACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTGCCCAGCCCTGGTCACCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCC
CAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGCGCCAGCTGTGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACG
GACGTGGGATCGGGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGCACCGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGT
GGGGACCTGACACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCCCCCAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAA
GGGGCTGGCTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGGCAGCCAAGGGGCTGCAAAGCCTCCCC
ACACATGACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCACAGTACCCCTGCCCTCTGAGACTGAT
GGCTACGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGTGAACCAGCCAGATGTTCGGCCCCAGC
CCCCTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCTGGTGCCACTCTGGAAAGGGCCAAGAC
TCTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCCTTTGGGGGTGCCGTGGAGAACCCCGAG
TACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCCCCACCCTCCTCCTGCCTTCAGCCCAGCCTTCGACA
ACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTCCACCCAGCACCTTCAAAGGGACACCTA
CGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCAGCGGCCGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCA
GCACACAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGGCGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACA
CTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAAGTCATCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGGAGCCGACCTGCCT
ACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGGGGCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGAC
CATGATGGCCAGCCACTACAAACAGCACTGCCCTCCAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGATTATC
ACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAG
TCCAGGAGGGCGCGCCACCCCCGCCGGCGGCCGCACATCACCATCACCATCAC

Sequéncia de nucledétidos codificando para

HER500%*:

ATGAGAGCTGCACCCCTCCTCCTGGCCAGGGCAGCAAGCCTTAGCCTTGGCTTCTTGTITCTGCTTTTTTT
CTGGCTAGACCGAAGTGTACTAGCCAAGGAGTTGGCGCGCGGGGCCGCGTCGACCCAAGTGTGCACCGG *
CACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACCTCTACCA
GGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCTGTCCTTCCTG
CAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAGGTCCCACTGCAG
AGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCGTGCTAGACAATGGA
GACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCGGGAGCTGCAGCTTCGA
AGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAGCTCTGCTACCAGGACACG
ATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACACTGATAGACACCAACCGCTCTC
GGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGGGGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCA
GAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCAAGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGC
CATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCACGGGCCCCAAGCACTCTGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACC
ACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTGCCCAGCCCTGGTCACCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCC
CAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGCGCCAGCTGTGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACG
GACGTGGGATCCGCTAGCATCATTAATTTCGAGAAGTTGGGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGCAC
CGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGTGGGGACCTGACACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCC
CCCAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAAGGGGCTGGCTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGG
CAGCCAAGGGGCTGCAAAGCCTCCCCACACATGACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCA
CAGTACCCCTGCCCTCTGAGACTGATGGCTACGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGT
GAACCAGCCAGATGTTCGGCCCCAGCCCCCTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCT
GGTGCCACTCTGGAAAGGGCCAAGACTCTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCC
TTTGGGGGTGCCGTGGAGAACCCCGAGTACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCCCCACCCT
CCTCCTGCCTTCAGCCCAGCCTTCGACAACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTC
CACCCAGCACCTTCAAAGGGACACCTACGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCAGCGG
CCGCACATCACCATCACCATCAC

Sequéncia de nucledtidos codificando para




Descricgdo

SEQ
ID

NO

HBR500*e rGM-CSP:

ATGAGAGCTGCACCCCTCCTCCTGGCCAGGGCAGCAAGCCTTAGCCTTGGCTTCTIGTTTCTGCTTTT
TTTCTGGCTAGACCGAAGTGTACTAGCCAAGGAGTTGGCGCGCGGGGCCGCGTCGACCCAAGTGTGC
ACCGGCACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACC
TCTACCAGGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCT
GTCCTTCCTGCAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAG
GTCCCACTGCAGAGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCG
TGCTAGACAATGGAGACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCG
GGAGCTGCAGCTTCGAAGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAG
CTCTGCTACCAGGACACGATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACAC
TGATAGACACCAACCGCTCTCGGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGG
GGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCAGAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCA
AGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGCCATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCACGGGCCCCAAGCACTC
TGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACCACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTGCCCAGCCCTGGTCA
CCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCCCAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGCGCCAGCTG
TGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACGGACGTGGGATCCGCTAGCATCATTAATTTCGAGA
AGTTGGGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGCACCGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGTGGGGA
CCTGACACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCCCCCAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAAGGG
GCTGGCTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGGCAGCCAAGGGGCTGCAAAGCCTCCCCA
CACATGACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCACAGTACCCCTGCCCTCTGAGACTGA
TGGCTACGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGTGAACCAGCCAGATGTTCGGCCC
CAGCCCCCTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCTGGTGCCACTCTGGAAAGGG
CCAAGACTCTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCCTTTGGGGGTGCCGTGGA
GAACCCCGAGTACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCCCCACCCTCCTCCTGCCTTCAGC
CCAGCCTTCGACAACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTCCACCCAGCACCT
TCAAAGGGACACCTACGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCAGCGGCCGCCCCCA
CCCGCTCACCCAACCCTGTCACCCGGCCCTGGAAGCATGTAGATGCCATCAAAGAAGCTCTGAGCCT
CCTAAATGACATGCGTGCTCTGGAGAACGAAAAGAACGAAGACGTAGACATCATCTCTAATGAGTTC
TCCATCCAGAGGCCGACATGTGTGCAGACCCGCCTGAAGCTATACAAGCAGGGTCTACGGGGCAACC
TCACCAAACTCAATGGCGCCTTGACCATGATAGCCAGCCACTACCAGACGAACTGCCCTCCAACCCC
GGAAACTGACTGTGAAATAGAAGTCACCACCTTTGAGGATTTCATAAAGAACCTTAAAGGCTTTCTG
TTTGATATCCCTTTTGACTGCTGGAAGCCGGTCCAGAAAGGCGCGCCACCCCCGCCGGCGCATCACC
ATCACCATCAC

Sequéncia de nucledétidos codificando para

HER300*e+ rGM-CSEF':

10

ATGAGAGCTGCACCCCTCCTCCTGGCCAGGGCAGCAAGCCTTAGCCTTGGCTTCTTGTTTCTGCTTTT
TTTCTGGCTAGACCGAAGTGTACTAGCCAAGGAGTTGGCGCGCGGGGCCGCGTCGACCCAAGTGTGC
ACCGGCACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACC
TCTACCAGGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCT
GTCCTTCCTGCAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAG
GTCCCACTGCAGAGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCG
TGCTAGACAATGGAGACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCG
GGAGCTGCAGCTTCGAAGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAG
CTCTGCTACCAGGACACGATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACAC
TGATAGACACCAACCGCTCTCGGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGG
GGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCAGAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCA
AGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGCCATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCACGGGCCCCAAGCACTC
TGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACCACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTGCCCAGCCCTGGTCA
CCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCCCAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGCGCCAGCTG
TGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACGGACGTGGGATCCGCTAGCATCATTAATTTCGAGA
AGTTGGCCGCCCCCACCCGCTCACCCAACCCTGTCACCCGGCCCTGGAAGCATGTAGATGCCATCAA
AGAAGCTCTGAGCCTCCTAAATGACATGCGTGCTCTGGAGAACGAAAAGAACGAAGACGTAGACAT
CATCTCTAATGAGTTCTCCATCCAGAGGCCGACATGTGTGCAGACCCGCCTGAAGCTATACAAGCAG
GGTCTACGGGGCAACCTCACCAAACTCAATGGCGCCTTGACCATGATAGCCAGCCACTACCAGACGA
ACTGCCCTCCAACCCCGGAAACTGACTGTGAAATAGAAGTCACCACCTTTGAGGATTTCATAAAGAA
CCTTAAAGGCTTTCTGTTTGATATCCCTTTTGACTGCTGGAAGCCGGTCCAGAAAGGCGCGCCACCCC
CGCCGGCGCATCACCATCACCATCAC




Descricgdo

SEQ
ID

NO

Sequéncia de sinal PAP com 32 aminodcidos:

(correspondendo aos aminodcidos 1 a 32 do numerojll
de Acessao no GenBank NM_001099)
MRAAPLLLARAASLSLGFLFLLFFWLDRSLA

Sequéncia de 3 aminodcidos de PAP maduro:
(correspondendo aos aminoacidos 33 a 35 do numerojl?2
de Acessao no GenBank NM_001099)

KEL

Sequéncia de 3 aminodcidos de sinal de HER-2: 13
(correspondendo aos aminodacidos 19 a 21 do N° de
Acessao do GenBank M11730)

GAA

Sequéncia de 2 aminocacidos de ligagao entre PAP{l4
maduro e a sequéncia do sinal de HER-2:

Ala Arg

Sequéncia de 9 aminocdcidos do terminal C nasylb
construgdes de HER500 e de HERLS00*:

Ala Ala Ala His His His His His His

Sequéncia de 15 aminocdacidos do terminal C dejl6

HER500-hGM-CSF':
Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala His His His

His His His




Descricgdo

SEQ
ID

NO

Sequéncia de 13 aminoacidos do terminal C de
construgdes HER500* e HER300* GM-CSF de rato:
Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala His His His His His

His

17

Sequéncia de aminoacidos de GM-CSF maduro humano:
(correspondente aos aminoacidos 18 a 144 do

Numero de Acessao do GenBank NM_000758)

APARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQEPTCLQTRLELYKQGLRGSLT
KLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQUTFESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQE

18

Sequéncia de nucledétidos do GM-CSF maduro humano:
(correspondente aos nucledétidos 60 a 440 do

nimero de Acessao do GenBank NM_000758)

GCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACGCAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCC
GGCGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACACTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAAGTCATCTCAGA
AATGTTTGACCTCCAGGAGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGG
GGCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAGCAGCACTGCCCTC
CAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGACTATCACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGA
CTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAGTCCAGGAG

19

Sequéncia de aminoacidos do GM-CSF maduro do
rato:
(correspondente aos aminoacidos 1 a 127 do Numero

de Acessao do GenBank U00620)

APTRSPNPVTRPWKHVDAIKEALSLLNDMRALENEKNEDVDIISNEFSIQRPTCVQTRLKLYKQGLRGNLT
KLNGALTMIASHYQTNCPPTPETDCEIEVTTFEDFIKNLKGFLFDIPFDCWKPVQK

20

Sequéncia de nucledétidos do GM-CSF maduro do
rato:

(correspondente aos nucledétidos 1 a 381 do Numero

de Acessidao do GenBank U00620)

GCACCCACCCGCTCACCCAACCCTGTCACCCGGCCCTGGAAGCATGTAGATGCCATCAAAGAAGCTC
TGAGCCTCCTAAATGACATGCGTGCTCTGGAGAACGAAAAGAACGAAGACGTAGACATCATCTCTAA
TGAGTTCTCCATCCAGAGGCCGACATGTGTGCAGACCCGCCTGAAGCTATACAAGCAGGGTCTACGG
GGCAACCTCACCAAACTCAATGGCGCCTTGACCATGATAGCCAGCCACTACCAGACGAACTGCCCTC
CAACCCCGGAAACTGACTGTGAAATAGAAGTCACCACCTTTGAGGATTTCATAAAGAACCTTAAAGG
CTTTCTGTTTGATATCCCTTTTGACTGCTGGAAGCCGGTCCAGAAA

21




Descricgdo

SEQ
ID

NO

Péptido repdédrter nas construgdes de HERS500* e
HER500* GM-CSF de rato:
(octapéptido imunodominante derivado de OVA

STIINFEKL (OV Azs57-264y)

22

289 aminodcidos do dominio extracelular distal da
membrana de HER-2 maduro:
(aminodcidos 22 a 310 do Numero de Acessao do

GenBank M11730)
STQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQ
VRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQL
CYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPMCK GSRCWGESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPL
PTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPALVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPY
NYLSTDVGS

23

sequéncia de codificacao para 289 aminodcidos do
dominio extracelular distal da membrana de HER-2
maduro:

(nucledétidos 214 a 1080 do Numero de Acessao do

GenBank M11730)
AGCACCCAAGTGTGCACCGGCACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGG
ACATGCTCCGCCACCTCTACCAGGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCC
CACCAATGCCAGCCTGTCCTTCCTGCAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCAC
AACCAAGTGAGGCAGGTCCCACTGCAGAGGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACA
ACTATGCCCTGGCCGTGCTAGACAATGGAGACCCGCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTC
CCCAGGAGGCCTGCGGGAGCTGCAGCTTCGAAGCCTCACAGAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATC
CAGCGGAACCCCCAGCTCTGCTACCAGGACACGATTTTGTGGAAGGACATCTTCCACAAGAACAACC
AGCTGGCTCTCACACTGATAGACACCAACCGCTCTCGGGCCTGCCACCCCTGTTCTCCGATGTGTAAG
GGCTCCCGCTGCTGGGGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCAGAGCCTGACGCGCACTGTCTGTGCCGGTG
GCTGTGCCCGCTGCAAGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGCCATGAGCAGTGTGCTGCCGGCTGCAC
GGGCCCCAAGCACTCTGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACCACAGTGGCATCTGTGAGCTGCAC
TGCCCAGCCCTGGTCACCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCCCAATCCCGAGGGCCGGTATA
CATTCGGCGCCAGCTGTGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACGGACGTGGGATCC

24

217 aminocdcidos do dominio distal intracelular da
membrana de HER-2:

(aminodcidos 1038 a 1254 do Numero de Acessao do
GenBank M11730)

UAUUM Y HHKELKSSY L KSGUUUL I LULEPS EEEAPKSYLAYSEUAUSL Y FUGDLUMUAARULUSLY LHDPY
PLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSPQPEYVNQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERAKTLSPGKN
GVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQPHPPPAFSPAFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEY
LGLDVP

25




Descricgdo

SEQ
ID

NO

sequéncia de codificacdo para 217 aminoacidos do
dominio distal intracelular da membrana de HER-2:
(nucledtidos 3262 a 3912 do Numero de Acessao do

GenBank M11730)
GGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGCACCGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGTGGGGACCTGA
CACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCCCCCAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAAGGGGCTGG
CTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGGCAGCCAAGGGGCTGCAAAGCCTCCCCACACAT
GACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCACAGTACCCCTGCCCTCTGAGACTGATGGCTA
CGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGTGAACCAGCCAGATGTTCGGCCCCAGCCCE
CTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCTGGTGCCACTCTGGAAAGGGCCAAGACT
CTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCCTTTGGGGGTGCCGTGGAGAACCCCGA
GTACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCOCCACCCTCCTCCTGCCTTCAGCCCAGCCTTCG
ACAACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTCCACCCAGCACCTTCAAAGGGAC
ACCTACGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCA

26

Sequéncia de Aminoacidos NY-ESO-IC: aminoacidos 1
a 180 do N°. de Acessao do GenBank U87459,
fundidos aos 217 aminocdacidos do dominio distal
intracelular da membrana de HER-2 (aminoacidos
1038 a 1254 do N°. de Acessao do GenBank M11730)

277

Sequéncia do ADN NY-ESO-IC: nucledtidos 54 a 593
do N°. de acessdao do GenBank U87459 fundidos a
sequéncia de codificacao para os 217 aminoacidos
do dominio distal intracelular da membrana de
HER-2 (nucledtidos 3262 a 3912 do N°. de Acessao
do GenBank M11730):

28

Sequéncia de Aminoacidos SART3-IC: aminodcidos 1
a 962 do N° de Acessao do GenBank AB020880
fundidos aos 217 aminodcidos do dominio distal
intracelular da membrana de HER-2 (aminoacidos
1038 a 1254 do N°. de Acessao do GenBank M11730)

29

Sequéncia do ADN SART3-IC: nucledtidos 20 a 2905
do N° de Acesséao do GenBank AB020880 fundidos a
sequéncia de codificacdo para os 217 aminoacidos
do dominio distal intracelular da membrana de
HER-2 (nucledtidos 3262 a 3912 do N°. de Acessao

30

do GenBank M11730):




LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Dendreon Corporation

<120> Composicgbes e Métodos para Imunoterapia

Baseada em Células Dendriticas

<130> 7636-0022.41

<140> Ainda Nao Atribuido

<141> Incluido Neste Documento

<150> US 60/193.504

<151> 2000-03-30

<160> 30

<170> FastSEQ para Windows, Versao 4.0
<210> 1

<211> 555

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> construcao de HER500

<400> 1



Met
Gly
Lys
Asp
Leu
65

Leu
Gln
val
Asp
Thr
145
Leu
Asn
His
Arg
Gly

225
Gly

Arg
Phe
Glu
Met
50

Arg
Thr
Glu
Pro
Asn
130
Thr
Arg
Pro
Lys
Ala
210
Glu

Gly

Ala
Leu
Leu
35

Lys
His
Tyr
Val
Leu
115
Tyr
Pro
Ser
Gln
Asn
195
Cys

Ser

Cys

Ala
Phe
20

Ala
Leu
Leu
Leu
Gln
100
Gln
Ala
Val
Leu
Leu
180
Asn
His
Ser

Ala

Pro
Leu
Arg
Arg
Tyxr
Pro
85

Gly
Arg
Leu
Thr
Thr
165
Cys
Gln
Pro

Glu

Arg
245

Leu
Leu
Gly
Leu
Gln
70

Thr
Tyr
Leu
Ala
Gly
150
Glu
Tyr
Leu
Cys
Asp

230
Cys

Leu
Phe
Ala
Pro
55

Gly
Asn
val
Arg
val
135
Ala
Ile
Gln
Ala
Sex
215
Cys

Lys

Leu
Phe
Ala
Ala
Cys
Ala
Leu
Ile
120
Leu
Ser
Leu
Asp
Leu
200
Pro

Gln

Gly

Ala
Trp
25

Ser
Ser
Gln
Ser
Ile
105
Val
Asp
Pro
Lys
Thr
185
Thr
Met

Ser

Pro

80

Arg
Leu
Thr
Pro
Val
Leu
90

Ala
Arg
Asn
Gly
Gly
170
Ile
Leu
Cys
Leu

Leu
250

Ala
Asp
Gln
Glu
Val
75

Ser
His
Gly
Gly
Gly
155
Gly
Leu
Ile
Lys
Thr

235
Pro

Ala
Arg
Val
Thr
60

Gln
Phe
Asn
Thr
Asp
140
Leu
val
Trp
Asp
Gly
220
Arg

Thr

Ser
Ser
Cys
45

His
Gly
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Arg
Leu
Lys
Thr
205
Ser

Thr

Asp

Leu
Val
30

Thr
Leu
Asn
Gln
Val
110
Leu
Leu
Glu
Ile
Asp
190
Asn
Arg

Val

Cys

Ser
Leu
Gly
Asp
Leu
Asp
95

Arg
Phe
Asn
Leu
Gln
175
Ile
Arg
Cys
Cys

Cys
255

Leu
Ala
Thr
Met
Glu
80

Ile
Gln
Glu
Asn
Gln
160
Arg
Phe
Ser
Trp
Ala

240
His



Glu
Ala
Ala
Glu
305
Asn
His
Leu
Pro
Gly
385
Leu
Asp
Asn
Leu
Leu
465
Gly
Pro
Tyr
Phe

Val
545

Gln
Cys
Leu
290
Gly
Tyr
Arg
Gly
Ser
370
Ala
Gln
Gly
Gln
Pro
450
Ser
Ala
Gln
Tyr
Lys

530
Pro

Cys
Leu
275
vVal
Arg
Leu
His
Leu
355
Glu
Ala
Arg
Tyr
Pro
435
Ala
Pro
Val
Pro
Trp
515
Gly

Ala

Ala Ala
260
His Phe
Thr Tyr
Tyr Thr
Ser Thr
325
Arg Ser
340
Glu Pro
Gly Ala
Lys Gly
Tyr Ser
405
Val Ala
420
Asp Val
Ala Arg
Gly Lys
Glu Asn
485
His Pro
500
Asp Gln
Thr Pro

Ala Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gly
Asn
Asn
Phe
310
Asp
Ser
Ser
Gly
Leu
390
Glu
Pro
Arg
Pro
Asn
470
Pro
Pro
Asp
Thr

His
550

2

690

PRT

Cys
His
Thr
295
Gly
val
Ser
Glu
Ser
375
Gln
Asp
Leu
Pro
Ala
455
Gly
Glu
Pro
Pro
Ala

535
His

Thr
Ser
280
Asp
Ala
Gly
Thr
Glu
360
Asp
Ser
Pro
Thr
Gln
440
Gly
Val
Tyr
Ala
Pro
520
Glu

His

Gly
265
Gly
Thr
Ser
Ser
Arg
345
Glu
Val
Leu
Thr
Cys
425
Pro
Ala
Val
Leu
Phe
505
Glu

Asn

His

81

Pro
Ile
Phe
Cys
Gly
330
Ser
Ala
Phe
Pro
Val
410
Ser
Pro
Thr
Lys
Thr
490
Ser
Arg

Pro

His

Lys His
Cys Glu

Glu Ser
300

Val Thr

315

Ala Gly

Gly Gly
Pro Arg

Asp Gly
380

Thr His

395

Pro Leu

Pro Gln
Ser Pro

Leu Glu
460

Asp Val

475

Pro Gln

Pro Ala
Gly Ala
Glu Tyr

540

His
555

Sequéncia Artificial

Ser
Leu
285
Met
Ala
Gly
Gly
Ser
365
Asp
Asp
Pro
Pro
Arg
445
Arg
Phe
Gly
Phe
Pro

525
Leu

Asp
270
His
Pro
Cys
Met
Asp
350

Pro

Leu

Pro

Ser
Glu
430
Glu
Ala
Ala
Gly
Asp
510

Pro

Gly

Cys
Cys
Asn
Pro
val
335
Leu
Leu
Gly
Ser
Glu
415
Tyr
Gly
Lys
Phe
Ala
495
Asn

Ser

Leu

construgao de HER500-hGM-CSF

Leu
Pro
Pro
Tyr
320
His
Thr
Ala
Met
Pro
400
Thr
Val
Pro
Thr
Gly
480
Ala
Leu

Thr

Asp



Met
Gly
Lys
Asp
Leu
65

Leu

Gln

Arg
Phe
Glu
Met
Arg
Thr

Glu

Ala
Leu
Leu
35

Lys
His
Tyr

Val

Ala
Phe
20

Ala
Leu
Leu

Leun

Gln
100

Pro
Leu
Arg
Arg
Tyr
Pro

85
Gly

Leu
Leu
Gly
Leu
Gln
70

Thr

Tyr

Leu
Phe
Ala
Pro
Gly
Asn

Val

Leu
Phe
Ala
40

Ala
Cys
Ala

Leu

Ala
Trp
25

Ser
Ser
Gln

Ser

Ile
105

82

Arg
Leu
Thr
Pro
val
Leu

90
Ala

Ala
Asp
Gln
Glu
Val
75

Ser

His

Ala
Arg
Val
Thr
60

Gln

Phe

Asn

Ser
Ser
Cys
45

His
Gly

Leu

Gln

Leu
Val
30

Thx
Leu
Asn

Gln

Val
110

Ser
Leu
Gly
Asp
Leu
Asp

95
Arg

Leu
Ala
Thr
Met
Glu
80

Ile

Gln



val
Asp
Thr
145
Leu
Asn
His
Arg
Gly
225
Gly
Glu
Ala
Ala
Glu
305
Asn
His
Leu
Pro
Gly
385
Leu
Asp
Asn
Leu
Leu
465
Gly
Pro
Tyr
Phe
Val
545
Trp
Ser

Glu

Pro
Asn
130
Thr
Arg
Pro
Lys
Ala
210
Glu
Gly
Gln
Cys
Leu
290
Gly
Tyr
Arg
Gly
Ser
370
Ala
Gln
Gly
Gln
Pro
450
Ser
Ala
Gln
Tyr
Lys
530
Pro
Glu

Arg

Met

Leu
115
Tyr
Pro
Ser
Gln
Asn
195
Cys
Ser
Cys
Cys
Leu
275
Val
Arg
Leu
His
Leu
355
Glu
Ala
Arg
Tyr
Pro
435
Ala
Pro
val
Pro
Trp

515
Gly

Ala

His
Asp

Phe
595

Gln
Ala
val
Leu
Leu
180
Asn
His
Ser
Ala
Ala
260
His
Thr
Tyr
Ser
Arg
340
Glu
Gly
Lys
Tyxr
val
420
Asp
Ala
Gly
Glu
His
500
Asp
Thr
Ala
val
Thr

580
Asp

Leu
Thr
Thr
165
Cys
Gln
Pro
Glu
Arg
245
Ala
Phe
Tyr
Thr
Thr
325
Ser
Pro
Ala
Gly
Ser
405
Ala
Val
Arg
Lys
Asn
485
Pro
Gln
Pro
Ala
Asn
565
ala

Leu

Leu
Ala
Gly
150
Glu
Tyr
Leu
Cys
Asp
230
Cys
Gly
Asn
Asn
Phe
310
Asp
Serx
Ser
Gly
Leu
390
Glu
Pro
Arg
Pra
Asn
470
Pro
Pro
Asp
Thr
Pro
550
Ala
Ala

Gln

Arg
val
135
Ala
Ile
Gln
Ala
Ser
215
Cys
Lys
Cys
His
Thr
295
Gly
Val
Ser
Glu
Ser
375
Gln
Asp
Leu
Pro
Ala
455
Gly
Glu
Pro
Pro
Ala
535
Ala
Ile
Glu

Glu

Ile
120
Leu

Ser

Leu

Leu
200
Pro
Gin
Gly
Thr
Ser
280
Asp
Ala
Gly
Thr
Glu
360
Asp
Ser
Pro
Thr
Gln
440
Gly
val
Tyr
Ala
Pro
520
Glu
Arg
Gln
Met

Pro
600

Val
Asp
Pro
Lys
Thr
185
Thr
Met
Ser

Pro

Gly

Arg
Asn
Gly
Gly
170
Ile
Leu
Cys
Leu
Leu

250
Pro

265

Gly
Thr
Sexr
Ser
Arg
345
Glu
Val
Leu
Thr
Cys
425
Pro
Ala
Val
Leu
Phe
505
Glu
Asn
Ser
Glu
Asn

585
Thr

Tle
Phe
Cys
Gly
330
Ser
Ala
Phe
Pro
Val
410
Ser
Pro
Thr
Lys
Thr
490
Ser
Arg
Pro
Pro
Ala
570
Glu

Cys

83

Gly
Gly
Gly
155
Gly
Leu
Ile
Lys
Thr
235
Pro
Lys
Cys
Glu
Val
315
Ala
Gly
Pro
Asp
Thr
385
Pro
Pro
Ser
Leu
Asp
475
Pro
Pro
Gly
Glu
Ser
555
Arg
Thr

Leu

Thr
Asp
140
Leu
val
Trp
Asp
Gly
220
Arg
Thr
His
Glu
Ser
300
Thr
Gly
Gly
Axrg
Gly
380
His
Leu
Gln
Pro
Glu
460
Val
Gln
Ala
Ala
Tyr
540
Pro
Arg
Val

Gln

Gln
125
Pro
Arg
Leu
Lys
Thr
205
Ser
Thr
Asp
Ser
Leu
285
Met
Ala
Gly
Gly
Ser
365
Asp
Asp
Pro
Pro
Arg
445
Arg
Phe
Gly
Phe
Pro
525
Leu
Ser
Leu

Glu

Thr
605

Leu
Leu
Glu
Ile
Asp
190
Asn
Arg
Val
Cys
Asp
270
His
Pro
Cys
Met
Asp
350
Pro
Leu
Pro
Ser
Glu
430
Glu
Ala
Ala
Gly
Asp
510
Pro
Gly
Thr
Len
Val

590
Arg

Phe
Asn
Leu
Gln
175
Ile
Arg
Cys
Cys
Cys
255
Cys
Cys
Asn
Pro
val
335
Leu
Leu
Gly
Ser
Glu
415
Tyr
Gly
Lys
Phe
Ala
495
Asn
Ser
Leu
Gln
Asn
575
Ile

Leu

Glu
Asn
Gln
160
Arg
Phe
Ser
Trp
Ala
240
His
Leu
Pro
Pro
Tyr
320
His
Thr
Ala
Met
Pro
400
Thr
val
Pro
Thr
Gly
480
Ala
Leu
Thr
Asp
Pro
560
Leu

Ser

Glu



Leu
Leu
625
Glu
Asn

val

His

Tyr
610
Thr
Thr
Leu

Gln

His
690

Lys
Met
Ser
Lys

Glu
675

Gln
Met
Cys
Asp

660
Gly

Gly
Ala
Ala
645
Phe

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

3

Leu
Ser
630
Thr

Leu

Pro

564

PRT

Arg
615
His
Gln

Leu

Pro

Gly
Tyr
Ile
Val

Pro
680

Ser
Lys
Ile
Ile

665
Pro

84

Leu
Gln
Thr
650

Pro

Ala

Thr
His
635
Phe
Phe

Ala

Lys
620
Cys
Glu
Asp

Ala

Sequéncia Artificial

construgao de HER500%*

Leu
Pro
Ser
Cys

His
685

Lys
Pro
Phe
Trp

670
His

Gly
Thr
Lys
655
Glu

His

Pro
Pro
640
Glu

Pro

His



Met
Gly
Lys
Asp
Leu
65

Leu
Gln
val
Asp
Thr
145
Leu
Asn
His
Arg
Gly
225
Gly
Glu
Ala

Ala

Glu
305

Arg
Phe
Glu
Met
50

Arg
Thr
Glu
Pro
Asn
130
Thr
Arg
Pro
Lys
Ala
210
Glu
Gly
Gln
Cys
Leu

290
Gly

Ala
Leu
Leu
35

Lys
His
Tyr
vVal
Leu
115
Tyr
Pro
Ser
G1ln
Asn
195
Cys
Ser
Cys
Cys
Leu
275
Val

Arg

Ala
Phe
20

Ala
Leu
Leu
Leu
Gln
100
Gln
Ala
val
Leu
Leu
180
Asn
His
Ser
Ala
Ala
260
His
Thr

Tyr

Pro
Leu
Arg
Arg
Tyr
Pro
85

Gly
Arg
Leu
Thr
Thr
165
Cys
Gln
Pro
Glu
Arg
245
Ala
Phe
Tyr

Thr

Leu
Leu
Gly
Leu
Gln
70

Thr
Tyx
Leu
Ala
Gly
150
Glu
Tyr
Leu
Cys
Asp
230
Cys
Gly
Asn

Asn

Phe
310

Leu
Phe
Ala
Pro
55

Gly
Asn
Val
Arg
Val
135
Ala
Ile
Gln
Ala
Ser
215
Cys
Lys
Cys
His
Thr

295
Gly

Leu
Phe
Ala
40

Ala
Cys
Ala
Leu
Ile
120
Leu
Ser
Leu
Asp
Leu
200
Pro
Gln
Gly
Thr
Ser
280
Asp

Ala

Ala
Txp
25

Ser
Ser
Gln
Ser
Ile
105
Val
Asp
Pro
Lys
Thr
185
Thr
Met
Ser
Pro
Gly
265
Gly
Thr

Ser

85

Arg
10

Leu
Thr
Pro
val
Leu
90

Ala
Arg
Asn
Gly
Gly
170
Ile
Leu
Cys
Leu
Leu
250
Pro
Ile
Phe

Cys

Ala
Asp
Gln
Glu
val
75

Ser
His
Gly
Gly
Gly
155
Gly
Leu
Ile
Lys
Thr
235
Pro
Lys
Cys
Glu

Val
315

Ala
Arg
Val
Thr
60

Gln
Phe
Asn
Thr
Asp
140
Leu
val
Trp
Asp
Gly
220
Arg
Thr
His
Glu
Ser

300
Thr

Ser
Ser
Cys
45

His
Gly
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Arg
Leu
Lys
Thr
205
Ser
Thr
Asp
Ser
Leu
285
Met

Ala

Leu
Val
30

Thr
Leu
Asn
Gln
Val
110
Leu
Leu
Glu
Ile
Asp
190
Asn
Arg
val
Cys
Asp
270
His
Pro

Cys

Ser
15

Leu
Gly
Asp
Leu
Asp
95

Arg
Phe
Asn
Leu
Gln
175
Ile
Arg
Cys
Cys
Cys
255
Cys
Cys
Asn

Pro

Leu
Ala
Thr
Met
Glu
80

Ile
Gln
Glu
Asn
Gln
160
Arg
Phe
Ser
Trp
Ala
240
His
Leu
Pro

Pro

Tyr
320



Asn
Lys
Thr
Glu
Asp
385
Ser
Pro
Thr
Gln
Gly
465
Val
Tyr
Ala
Pro
Glu

545
His

Tyr
Leu
Arg
Glu
370
Val
Leu
Thr
Cys
Pro
45Q
Ala
Val
Leu
Phe
Glu
530

Asn

His

Leu
Gly
Ser
355
Ala
Fhe
Pro
val
Ser
435
Pro
Thr
Lys
Thr
Ser
515
Arg

Pro

His

Ser
Ala
340
Gly
Pro
Asp
Thxr
Pro
420
Pro
Ser
Leu
Asp
Pro
500
Pro
Gly
Glu

His

Thr
325
Gly
Gly
Arg
Gly
His
405
Leu
Gln
Pro
Glu
Val
485
Gin
Ala
Ala

Tyr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp
Gly

Gly

Ser

Asp
3580
Asp
Pro
Pro
Arg
Arg
470
Phe
Gly
Phe

Pro

Leu
550

4

697

PRT

Val
Met
Asp
Pro
375
Leu
Pro
Ser
Glu
Glu
455
Ala
Ala
Gly
Asp
Pro

535
Gly

Gly
Val
Leu
360
Leu
Gly
Ser
Glu
Tyr
440
Gly
Lys
Phe
Ala
Asn
520

Ser

Leu

Ser
His
345
Thr
Ala
Met
Pro
Thr
425
Val
Pro
Thr
Gly
Ala
505
Leu

Thr

Asp

86

Ala
330
His
Leu
Pro
Gly
Leu
410
Asp
Asn
Leu
Leu
Gly
490
Pro
Tyr
Phe

val

Ser
Arg
Gly
Ser
Ala
395
Gln
Gly
Gln
Pro
Ser
475
Ala
Gln
Tyr
Lys

Pro
555

Ile

Leu
Glu
380
Ala
Arg
Tyr
Pro
Ala
460
Pro
vVal
Pro
Trp
Gly

540
Ala

Sequéncia Artificial

Ile
Arg
Glu
365
Gly
Lys
Tyxr
val
Asp
445
Ala
Gly
Glu
His
Asp
525
Thr

Ala

Asn
Ser
350
Pro
Ala
Gly
Ser
Ala
430
Val
Arg
Lys
Asn
Pro
510
Gln

Pro

Ala

Phe
335
Ser
Ser
Gly
Leu
Glu
415
Pro
Arg
Pro
Asn
Pro
495
Pro
Asp
Thr

His

construgao de HER500*-rGM-CSF

Glu
Ser
Glu
Ser
Gln
400
Asp
Leu
Pro
Ala
Gly
480
Glu
Pro
Pro
Ala

s

His
560



Met
Gly
Lys
Asp
Leu
65

Leu
Gln
Val
Asp

Thr
145

Arg
Phe
Glu
Met
50

Arg
Thr
Glu
Pro
Asn

130
Thr

Ala
Leu
Leu
35

Lys
His
Tyr
Val
Leu
115
Tyr

Pro

Ala
Phe
20

Ala
Leu
Leu
Leu
Gln
100
Gln
Ala

Val

Pro
Leu
Arg
Arg
Tyr
Pro
85

Gly
Arg
Leu

Thr

Leu
Leu
Gly
Leu
Gln
70

Thr
Tyr
Leu

Ala

Gly
150

Leu
Phe
Ala
Pro
55

Gly
Asn
Val
Arg
Val

135
Ala

Leu
Phe
Ala
40

Ala
Cys
Ala
Leu
Ile
120

Leu

Ser

Ala
Trp
25

Ser
Ser
Gln
Ser
Ile
105
Val
Asp

Pro

87

Arg
10

Leu
Thr
Pro
Val
Leu
90

Ala
Arg

Asn

Gly

Ala
Asp
Gln
Glu
Val
75

Ser
His
Gly
Gly

Gly
155

Ala
Arg
Val
Thr
60

Gln
Phe
Asn
Thr
Asp

140
Leu

Ser
Ser
Cys
45

His
Gly
Leu
Gln
Gln
125

Pro

Arg

Leu
val
30

Thr
Leu
Asn
Gln
Val
110
Leu

Leu

Glu

Ser
15

Leu
Gly
Asp
Leu
Asp
95

Arg
Phe

Asn

Leu

Leu
Ala
Thr
Met
Glu
80

Ile
Gln
Glu

Asn

Gln
160



Leu Arg Ser Leu Thr Glu Ile Leu Lys Gly Gly Val Leu Ile Gln Arg
165 170 175
Asn Pro Gln Leu Cys Tyr Gln Asp Thr Ile Leu Trp Lys Asp Ile Phe
180 18S 190
His Lys Asn Asn Gln Leu Ala Leu Thr Leu Ile Asp Thr Asn Arg Ser
195 200 205
Arg Rla Cys His Pro Cys Ser Pro Met Cys Lys Gly Ser Arg Cys Trp
210 215 220
Gly Glu Ser Ser Glu Asp Cys Gln Ser Leu Thr Arg Thr Val Cys Ala
225 - - 230 235 240
Gly Gly Cys Ala Arg Cys Lys Gly Pro Leu Pro Thr Asp Cys Cys His
245 250 255
Glu Gln Cys Ala Ala Gly Cys Thr Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu
260 265 270
Ala Cys Leu His Phe Asn His Ser Gly Ile Cys Glu Leu His Cys Pro
275 280 285
Ala Leu Val Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn Pro
290 295 300
Glu Gly Arg Tyr Thr Phe Gly Ala Ser Cys Val Thr Ala Cys Pro Tyr
305 310 315 320
Asn Tyr Leu Ser Thr Asp Val Gly Ser Ala Ser Ile Ile Asn Phe Glu
325 330 335
Lys Leu Gly Ala Gly Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser
340 345 350
Thr Arg Ser Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu
355 360 365
Glu Glu Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser
370 375 380
Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu Gln
385 390 395 400
Ser Leu Prc Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser Glu Asp
405 410 415
Pro Thr Val Pro Leu Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala Pro Leu
420 425 430
Thr Cys Ser Pro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gln Pro Asp Val Arg Pro
435 440 445
Gln Pro Pro Ser Pro Arg Glu Gly Pro Leu Pro Ala Ala Arg Pro Ala
450 455 460
Gly Ala Thr Leu Glu Arg Ala Lys Thr Leu Ser Pro Gly Lys Asn Gly
465 470 475 480
Val Val Lys Asp Val Phe Ala Phe Gly Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu
485 490 495
Tyr Leu Thr Pro Gln Gly Gly Ala Ala Pro Gln Pro His Pro Pro Pro
500 505 510
Ala Phe Ser Pro Ala Phe Asp Asn Leu Tyr Tyr Txp Asp Gln Asp Pro
515 520 525
Pro Glu Arg Gly Ala Pro Pro Ser Thr Phe Lys Gly Thr Pro Thr Ala
530 535 540
Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Gly Leu Asp Val Pro Ala Ala Ala Pro Thr
545 550 555 560
Arg Ser Pro Asn Pro Val Thr Arg Pro Trp Lys His Val Asp Ala Ile
565 570 575
Lys Glu Ala Leu Ser Leu Leu Asn Asp Met Arg Ala Leu Glu Asn Glu
580 585 590
Lys Asn Glu Asp Val Asp Ile Ile Ser Asn Glu Phe Ser Ile Gln Arg
595 600 605
Pro Thr Cys Val Gln Thr Arg Leu Lys Leu Tyr Lys Gln Gly Leu Arg
610 615 620
Gly Asn Leu Thr Lys Leu Asn Gly Ala Leu Thr Met Ile Ala Ser His
625 630 635 640
Tyr Gln Thr Asn Cys Pro Pro Thr Pro Glu Thr Asp Cys Glu Ile Glu
645 650 655

Val Thr Thr Phe Glu Asp Phe Ile Lys Asn Leu Lys Gly Phe Leu Phe
660 665 670
Asp Ile Pro Phe Asp Cys Trp Lys Pro Val Gln Lys Gly Ala Pro Pro
675 680 685
Pro Pro Ala His His His His His His
690 695



<210> 5
<211> 479
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> construgao de HER300*-rGM-CSF

<400> 5



Met
Gly
Lys
Asp
Leu
65

Leu
Gln
Val
Asp
Thr
145
Leu
Asn
His
Arg
Gly
225
Gly
Glu
Ala
Ala
Glu
305
Asn

Lys

Lys

Arg
Glu
385
Tyr
Thr
Thr

Leu

Gln
465

Arg
Phe
Glu
Met
50
Arg
Thr
Glu
Pro
Asn
130
Thr
Arg
Pro
Lys
Ala
210
Glu
Gly
Gln
Cys
Leu
290
Gly
Tyr
Leu
His
Ala
370
Phe
Lys
Met
Asp
Lys

450
Lys

Ala
Leu
Leu
Lys
His
Tyxr
Val
Leu
115
Tyr
Pro
Ser
Gln
Asn
195
Cys
Ser
Cys
Cys
Leu
275
val
Arg
Leu

Ala

Val
355

Leu
Ser
Gln
Ile
Cys
435
Gly

Gly

Ala
Phe
20
Ala
Leu
Leu
Leu
Gln
100
Gln
Ala
Val
Leu
Leu
180
Asn
His
Ser
Ala
Ala
260
His
Thr
Tyr
Ser
Ala
340
Asp
Glu
Ile
Gly
Ala
420
Glu

Phe

Ala

Pro
Leu
Arg
Arg
Tyxr
Pro
85

Gly
Arg
Leu
Thr
Thr
165
Cys
Gln
Pro
Glu
Arg
245
Ala
Phe
Tyr
Thr
Thr
325

Pro

Ala

Asn
Gln
Leu
405
Ser
Ile

Leu

Pro

<210>

<211>

Leu
Leu
Gly
Leu
Gln
70

Thr
Tyx
Leu
Ala
Gly
150
Glu
Tyr
Leu
Cys
Asp
230
Cys
Gly
Asn
Asn
Phe
310
Asp

Thr

Ile

Glu
Arg
390
Arg
His
Glu

Phe

Pro
470

Leu
Phe
Ala
Pro
Gly
Asn
Val
Arg
val
135
Ala
Ile
Gln
Ala
Ser
215
Cys
Lys
Cys
His
Thr
295
Gly
Val
Arg
Lys
Lys
375
Pro
Gly
Tyr
Val
Asp

455
Pro

1665

Leu
Phe
Ala
40
Ala
Cys
Ala
Leu
Ile
120
Leu
Ser
Leu
Asp
Leu
200
Pro
Gln
Gly
Thr
Ser
280
‘Asp
Ala
Gly

Ser

Glu
360

Asn Glu
Thr Cys
Asn Leu
Gln Thr

425
Thr Thr

440

Ile Pro

Pro Ala

Ala
Trp
25

Ser
Ser
Gln
Ser
Ile
105
Val
Asp
Pro
Lys
Thr
185
Thr
Met
Ser
Pro
Gly
265
Gly
Thr
Ser
Ser
Pro

345
Ala

Val

Thr

90

Arg
Leu
Thr
Pro
Val
Leu
90

Ala
Arg
Asn
Gly
Gly
170
Ile
Leu
Cys
Leu
Leu
250
Pro
Ile
Phe
Cys
Ala
330

Asn

Leu

Asp Val

Gln

Ala
Asp
Gln
Glu
val
Ser
His
Gly
Gly
Gly
155
Gly
Leu
Ile
Lys
Thr
235
Pro
Lys
Cys
Glu
Val
315
Ser

Pro

Ser

Asp

Ala
Arg
vVal
Thr
60

Gln
Phe
Asn
Thx
Asp
140
Leu
Val
Trp
Asp
Gly
220
Brg
Thr
His
Glu
Ser
300
Thr
Ile

Val

Leu

380

395

410

Asn

Phe

Phe

His

Lys
Cys
Glu
Asp

His

Thr
Leu
Pro
Asp

Cys

Ser Leu Ser

15

Ser Val Leu
30
Cys Thr Gly

45

His Leu Asp

Gly Asn Leu

Leu Gln Asp

Gln Val Arg
110
Gln Leu Phe

125

Pro Leu Asn,

Arg Glu Leu

Leu Ile Gln

175

Lys Asp lle
190
Thr Asn Arg

205

Ser Arg Cys

Thr Val Cys

Asp Cys Cys

255

Ser Asp Cys
270
Leu His Cys

285

Met Pro Asn

Ala Cys Pro

Ile Asn Phe

335

Thr Arg Pro
350
Leu Asn Asp

365

Ile Ile
Arg Leu
Asn Gly

Pro Thr

430

Phe Ile

445

460

475

His

Trp Lys

His His

Leu
Ala
Thr
Met
Glu
80

Ile
Gln
Glu
Asn
Gln
160
Arg
Phe
Ser
Trp
Ala
240
His
Leu
Pro
Pro
Tyr
320
Glu

Trp

Met

Sexr Asn

Lys Leu
400
Ala Leu

415

Pro Glu

Lys Asn

Pro Val

His



atgagagctg
ctgetttttt
tcgaccecaag
cacctggaca
ctcacctacc
ggctacgtge
gtgcgaggea
ccgctgaaca
cttcgaagee
tgctaccagg
acactgatag
tcecgetget

ggtggctgtg

gceggcetgea.

ggcatectgtg
atgcccaatce
aactaccttt
agctcatcta
gaggccceca
gacctgggaa
ctacagcggt
gccececectga
ccececttege
agggccaaga
ggtgeegtygg
cctectectg
gagcegggggyg
ctgggtctygg

<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 6
caccectect
tctggcetaga
tgtgcaccgg
tgectceegeca
tgcccaccaa
tcatcgctca
cccagcetett
ataccacccc
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccyg
ggggagagag
cccgcetgcaa
cgggececaa
agctgcactg
ccgagggccyg
ctacggacgt
ccaggagtgg
ggtctccact
tgggggcage
acagtgagga
cctgcagece
cccgagaggg
ctctctcecce
agaaccccga
ccttecagece
ctccacccag
acgtgccecage

<210> 7
<211> 2
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 7

ADN

cctggccagg
ccgaagtgta
cacagacatg
cctctaccag
tgccagceetg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctctegggec
ttectgaggat
ggggccactg
gcactctgac
cccagceectg
gtatacattc
gggatcgggce
cggtggggac
ggcaccctce
caaggggctg
cceccacagta
ccagectgaa
ccctcectgecet
agggzagaat
gtacttgaca
agccttegac
caccttcaaa
ggccgecacat

070

ADN

gcagcaagcec
ctagccaagg
aagctgecgge
ggctgccagg
teettectge
aggcaggtcc
tatgcectgg
gcctceecag
ggggtcttga
atcttccaca
tgccaccect
tgtcagagcec
cccactgact
tgectggecet
gtcacctaca
ggcgccagcet
gctgggggea
ctgacactag
gaaggggctyg
caaagcctcc
ccectgeect
tatgtgaacc
gctgeccgac
ggggtegtca
cceccagggayg
aacctctatt
gggacaccta
caccatcacc

Sequéncia Artificial

construcao de HER500

ttagccttgg
agttggcgeg
tcectgececag
tggtgcaggg
aggatatcca
cactgcagag
ccgtgctaga
gaggcctgeg
tccagecggaa
agaacaacca
gttctcegat
tgacgcgcac
gctgeccatga
gcctccactt
acacagacac
gtgtgactgc
tggtccacca
ggctggagcc
gctecgatgt
ccacacatga
ctgagactga
agccagatgt
ctgctggtge
aagacgtttt
gagctgceece
actgggacca
cggcagagaa
atcac

Sequéncia Artificial

cttcttgttt

€ggggccegeg
tcececgagace
aaacctggaa
ggaggtgcag
gctgeggatt
caatggagac
ggagctgcag
cccecagete
gctggetcete
gtgtaagggce
tgtctgtgee
gcagtgtgct
caaccacagt
gtttgagtece
ctgtcectac
caggcaccge
ctctgaagag
atttgatggt
ccccagecct
tggctacgtt
teggeeccag
cactctggaa
tgeectttggg
tcagcececac
ggacccacca
cccagagtac

construgcao de HER500-hGM-CSF

60
120
18Q
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1665



atgagagctg
ctgetttttt
tcgacccaag
cacctggaca
ctcacctacc
ggctacgtge
gtgcgaggca
ccgectgaaca
cttcgaagece
tgctaccagg
acactgatag
teeegetget
ggtggetgtyg
gccggcetgca
ggcatctgtg
atgcccaatce
aactaccttt
agctcatcta
gaggccceca
gacctgggaa
ctacagcggt
gceccectga
cceceettege
agggccaaga
ggtgcegtgg
cctecteety
gagegggggyg
ctgggtctgg
tgggagcatg
gctgetgaga
acctgectac
ctcaagggec
qaaacttcct
tttectgettg
ccggeggeeyg

cacccctccet
tetggetaga
tgtgcaccgg
tgctcegececa
tgcceccaccaa
tcatcgctca
cccagcectcett
ataccaccce
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccg
ggggagagag
ccecgetgcaa
cgggccccaa
agctgcactg
ccgagggcecyg
ctacggacgt
ccaggagtgg
ggtctccact
tgggggcage
acagtgagga
cctgragccece
cccgagaggg
cteteteccece
agaaccccga
ccttcagcecee
cteccacecag
acgtgccage
tgaatgccat
tgaatgaaac
agacccgect
ccttgaccecat
gtgcaaccca
tcatcccctt
cacatcacca

<210> 8
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 8

cctggccagg
ccgaagtgta
cacagacatg
cctctaccag
tgccagcectg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctetegggee
ttctgaggat
ggggccactg
gcactctgac
cccagecectg
gtatacattc
gggatcggge
cggtggggac
ggcaccctcc
caaggggctg
ccccacagta
ccagcctgaa
ccctetgect
agggaagaat
gtacttgaca
agccttcgac
caccttcaaa
ggccgecaccce
ccaggaggcc
agtagaagtc
ggagctgtac
gatggccagce
gattatcacc
tgactgctgg
tecaccatcac

1692

ADN

gcagcaagcc
ctagccaagg
aagctgcgge
ggctgecagy
tcecttectge
aggcaggtce
tatgcecctgg
geccteeccag
ggggtcttga
atcttccaca
tgceaccect
tgtcagagce
cccactgact
tgcctggect
gtcacctaca
ggcgcecaget
gctgggggea
ctgacactaq
gaaggggctg
caaagcctcee
ceecectgecet
tatgtgaacc
gctgeceegac
ggggtcgtca
ccececagggag
aacctctatt
gggacaccta
gcccgetege
cggegtetce
atctcagaaa
aagcagggce
cactacaaac
tttgaaagtt
gagccagtcc

ttagecttgg
agttggcgeg
tcectgecag
tggtgcaggg
aggatatcca
cactgcagag
ccgtgetaga
gaggcctgeg
tccagcggaa
agaacaacca
gttetecgat
tgacgcgcac
gctgecatga
gectecactt
acacagacac
gtgtgactge
tggtccacca
ggctggagee
gctccgatgt
ccacacatga
ctgagactga
agccagatgt
ctgctggtgce
aagacgtttt
gagctgecce
actgggacca
cggcagagaa
ccagccccag
tgaacctgag
tgtttgacct
tgcggggcag
agcactgcce
tcaaagagaa
aggagggcgc

Sequéncia Artificial

construcao de HER500*

cttcttgttt
cggggeegeg
tcecgagace
aaacctggaa
ggaggtgcag
gctgeggatt
caatggagac
ggagctgcag
cceccecagete
gctggctcte
gtgtaagggc
tgtctgtgee
gcagtgtgct
caaccacagt
gtttgagtce
ctgtecctac
caggcaccgce
ctctgaagag
atttgatggt
ceccageect
tggctacgtt
tcggececcag
cactctggaa
tgectttggg
tcagececcac
ggacccacca
cccagagtac
cacacagccc
tagagacact
ccaggagceqg
cctcaccaag
tccaacccecg
cctgaaggac
gccaccecag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2070



atgagagctg
ctgetttttt
tcgacccaag
cacctggaca
ctcacctace
ggctacgtge
gtgcgaggca
ccgctgaaca
cttecgaagee
tgctaccagg
acactgatag
teccecgetget
ggtggetgtg
gccggctgea
ggcatctgtg
atgcccaatc
aactaccttt

gggggcatgg
acactagggc
ggggctgget
agcetcecca
ctgcectetg
gtgaaccagc
geeegacetg
gtcgtcaaag
cagggaggag
ctctattact
acacctacgg
catcaccatc

cacccctect
tctggctaga
tgtgcaccgg
tgctecgecea
tgcccaccaa
tcatcgctcea
cccagctcett
ataccacccce
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccyg
ggggagagag
ccecgetgcaa
cgggccccaa
agctgcactg
ccgagggccg
ctacggacgt

tcecaccacag
tggagccectce
ccgatgtatt
cacatgacce
agactgatgg
cagatgttcg
ctggtgccac
acgtttttge
ctgcecectcea
gggaccagga
cagagaacce
ac

<210> 9
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 9

cctggccagg
ccgaagtgta
cacagacatg
cctctacecag
tgccagectg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggyg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctctecgggee
ttctgaggat
ggggccactg
gcactctgac
cccagecetg
gtatacattc
gggatccget

gcaccgcagc
tgaagaggag
tgatggtgac
cagccctcta
ctacgttgec
gcccecagece
tctggaaagg
ctttgggggt
gecccacccet
cccaccagag
agagtacctg

2091

ADN

gcagcaagcc
ctagccaagg
aagctgcggce
ggctgccagg
teccttectge
aggcaggtcce
tatgcectgg
gceteeccag
ggggtcttga
atctteceaca
tgccacccect
tgtcagagce
cccactgact
tgcetggecet
gtcacctaca
ggcgceccaget
agcatcatta

tcatctacca
gcceccaggt
ctgggaatgg
cagcggtaca
ccectgacct
ccttcgeece
gccaagactc
gcegtggaga
cctcctgect
cggggggctce
ggtctggacyg

ttagccttgg
agttggcgeg
tccetgecag
tggtgeaggg
aggatatcca
cactgcagag
ccgtgcectaga
gaggcetgeg
tccagecggaa
agaacaacca
gttctcecgat
tgacgegcac
gctgccatga
gecctecactt
acacagacac
gtgtgactge
atttcgagaa

ggagtggcgg
ctccactgge
gggcagccaa
gtgaggacce
gcagcccccea
gagagggccce
tctoececagg
accccgagta
tcagcccage
cacccagcac
tgccagegge

Sequéncia Artificial

cttettgttt
cggggcegeyg
tceccgagacce
aaacctggaa
ggaggtgcag
gctgeggatt
caatggagac
ggagctgeag
ccceccagete
gctggctetce
gtgtaagggce
tgtctgtgee
gcagtgtgct
caaccacagt
gtttgagtcc
ctgteccctac
gttgggeget

tggggacctg
accctccgaa
ggggctgeaa
cacagtaccc
gcctgaatat
tctgcctget
gaagaatggg
cttgacaccc
cttcgacaac
cttcaaaggg
cgcacatcac

construcao de HER500*-rGM-CSF

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1682



atgagagctg
ctgetttttt
tcgacccaag
cacctggaca
ctcacctacc
ggctacgtge
gtgcgaggea
ccgctgaaca
cttcgaagee
tgctaccagyg
acactgatag
teccegetget
ggtggctgtg
gccggcetgea
ggcatctgtg
atgcccaatc
aactaccttt
gggggcatgg
acactagggc
ggggctgget
agcctceccea
ctgcectcetyg
gtgaaccagc
gcccgacctg
gtcgtcaaag
cagggaggag
ctctattact
acacctacgg
cgctcaccca
agcectcctaa
tctaatgagt
cagggtctac
taccagacga
gaggatttca
ccggtccaga

cacccctect
tctggctaga
tgtgcaccgg
tgectecgeea
tgcccaccaa
tcatcgetea
cccagetcett
ataccacccc
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccg
ggggagagag
cccgcetgcaa
cgggccecaa
agctgcactg
ccgagggccg
ctacggacgt
tccaccacag
tggagcectc
ccgatgtatt
cacatgaccec
agactgatgg
cagatgttcg
ctggtgecac
acgtttttgce
ctgccectcea
gggaccagga
cagagaacce
accctgtcac
atgacatgceg
tctccatcceca
ggggcaacct
actgcectece
taaagaacct
aaggcgcgece

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 10

cctggccagg
ccgaagtgta
cacagacatg
cctctaccag
tgccagecetg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctctegggee
ttctgaggat
ggggccactg
gcactctgac
cccagcecctg
gtatacattc
gggatcecget
gcaccgcagce
tgaagaggag
tgatggtgac
cagccctcecta
ctacgttgcc
gcceccagecc
tctggaaagg
ctttgggggt
gccccacccet
cccaccagag
agagtacctg
ccggeectgg
tgctctggag
gaggccgaca
caccaaactce
aaccccggaa
taaaggcttt
accceegecg

10
1437

ADN

gcagcaagcece
ctagccaagyg
aagctgegge
ggctgccagg
tecettectge
aggcaggtcc
tatgcecetgg
gcctecceag
ggggtcttga
atcttccaca
tgccaccect
tgtcagagce
cccactgact
tgcctggect
gtcacctaca
ggcgecaget
agcatcatta
tcatctacca
gceccccaggt
ctgggaatgy
cagcggtaca
ccectgaccet
ccttegecee
gccaagactce
gcegtggaga
cctectgect
cggggggcte
ggtctggacg
aagcatgtag
aacgaaaaga
tgtgtgecaga
aatggcgccet
actgactgtg
ctgtttgata
gcgecatcace

ttagccttgg
agttggcgeg
tcectgecag
tggtgcaggg
aggatatcca
cactgcagag
ccgtgetaga
gaggcctgeg
tccagcggaa
agaacaacca
gttctccgat
tgacgcgeac
gctgccatga
gcctecactt
acacagacac
gtgtgactgc
atttcgagaa
ggagtggcag
cteccactgge
gggcagccaa
gtgaggaccce
gcagecccceca
gagagggccc
tctceccagg
acccecgagta
tcagcecage
cacccagcac
tgccagegge
atgccatcaa
acgaagacgt
cccgectgaa
tgaccatgat
aaatagaagt
tcecttttga
atcaccatca

Sequéncia Artificial

cttcttgttt
cggggceccgeg
tecegagace
aaacctggaa
ggaggtgcag
gctgecggatt
caatggagac
ggagctgcag
cccccagcete
gctggctcte
gtgtaaggge
tgtectgtgee
gcagtgtget
caaccacagt
gtttgagtce
ctgtccctac
gttgggeget
tggggacctg
accctecegaa
ggggctgcaa
cacagtaccc
gecctgaatat
tctgcectget
gaagaatggg
cttgacaccc
cttcgacaac
cttcaaaggg
cgeeececace
agaagctctyg
agacatcatc
gctatacaag
agccagcecac
caccaccttt
ctgctggaag
c

construgcao de HER300*rGM-CSF

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
20091



atgagagctg
ctgetttttt
tcgacccaag
cacctggaca
ctcacctacc
ggctacgtge
gtgcgaggca
ccgctgaaca
cttcgaagcc
tgctaccagg
acactgatag
tececegetget
ggtggcetgtg
gccggetgea
ggcatctgtg
atgcccaatce
aactaccttt
cccacccgcet
gctctgagece
atcatctcta
- tacaagecagg
agccactacc
acctttgagg
tggaagcegg

Met Arg Ala Ala Pro Leu Leu Leu Ala Arg Ala Ala Ser Leu Ser Leu

1

Gly Phe Leu Phe Leu Leu Phe Phe Trp Leu Asp Arg Ser Val Leu Ala

cacccctect
tctggcetaga
tgtgcaccgg
tgcteccgeca
tgcccaccaa
tcatcgetea
cccagctctt
ataccacccce
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccg
ggggagagag
ccegetgeaa
cgggecccaa
agctgcactg
ccgagggecg
ctacggacgt
cacccaaccce
tcctaaatga
atgagttctc
gtctacgggg
agacgaactg
atttcataaa
tccagaaagg

<210>
<211>
<212>

<213>

cctggecagg
ccgaagtgta
cacagacatg
cctctaccag
tgccagcectg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctectecgggece
ttctgaggat
ggggccactg
gcactctgac
cccagcectg
gtatacattc
gggatccget
tgtcacccgg
catgegtget
catccagagg
caacctcacc
ccctcecaacc
gaaccttaaa
cgcgecacce

11
32

PRT

<400> 11

5

20

<210>

<211> 3

<212>

<213>

<400>

Lys Glu Leu

1

<210>

<211> 3

12

PRT

12

13

gcagcaagcee
ctagccaagg
aagetgegge
ggctgccagg
tccttectge
aggcaggtcce
tatgccectgy
gcctceccag
ggggtcttga
atcttccaca
tgccaccect
tgtcagagce
cccactgact
tgcectggect
gtcacctaca
ggcgcecaget
agcatcatta
ccctggaage
ctggagaacg
ccgacatgtyg
aaactcaatg
ccggaaactg
ggctttctgt
ccgecggege

Homo sapiens

10

25

Homo sapiens

ttagccttgg
agttggcgeg
tcectgecag
tggtgcaggg
aggatatcca
cactgcagag
ccgtgctaga
gaggccetgeg
tccagceggaa
agaacaacca
gttctcecgat
tgacgcgcac
gctgccatga
gcectcecactt
acacagacac
gtgtgactgce
atttcgagaa
atgtagatge
aaaagaacga
tgcagacccyg
gcgecttgac
actgtgaaat
ttgatatcce
atcaccatca

cttcttgttt
€ggggccgcg
tcecgagace
aaacctggaa
ggaggtgcag
gctgcggatt
caatggagac
ggagctgeag
ccecccagete
gctggcectctce
gtgtaagggc
tgtctgtgee
gcagtgtgct
caaccacagt
gtttgagtcc
ctgtccectac
gttggccgece
catcaaagaa
agacgtagac
cctgaagceta
catgatagcc
agaagtcacc
ttttgactge
ccatcac

15

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1437



<212>

<213>

<400>

PRT

Homo sapiens

13

96

Gly Ala Ala
1

<210> 14
<211> 2

<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223>

agente de ligacgao

<400> 14

Ala Arg

<210> 15
<211> 9

<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> sequéncia do terminal C das construgbes de

HER500 e de HER500*

<400> 15

Ala Ala 'Ala His His His His His His
1 5



<210> 16
<211> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sequéncia do terminal C da construgao de

HER500-hGM-CSF

<400> 16
Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala His His His His His His
1 5 10 15
<210> 17
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sequéncia do terminal C das construgdes de

HER500* e HER300* GM-CSF de rato

<400> 17
Gly Ala Pro Pro Pro Pro Ala His His His His His His
1 5 10

<210> 18

<211> 127

<212> PRT



Ala
1
Asn

Pro
Ala
Ala Ala
Gln

50
Leu

Leu
Gly

65

Ala Ser His Tyr Lys Gln His Cys Pro Pro
Ala Thr Gln Ile Ile Thr Phe Glu Ser Phe

Phe Leu Leu Val Ile Pro Phe Asp Cys Trp
115

gcaccegece
gaggcccgge
gaagtcatct
ctgtacaagc
gccagccact
atcacctttg
tgctgggage

<213> Homo sapiens

<400>

Ala Arg Se
5
Ile Gln G1
20
Glu Met As
35
Glu Pro Th

Arg Gly Se

18

r Pro Ser
u Ala

n Glu

Pro
Arg Arg Leu

Thr Val

Thr
10
Leu

Ser

25

Glu Val

40

Leu
55
Thr

r Cys

r Leu

70

85

100

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
gctcgeccag
gtctecetgaa
cagaaatgtt
agggcetgeyg
acaagcagca
aaagtttcaa
cagtccagga

<210>
<211>

<212>

Gln

Lys

Thr Arg

Leu Lys

75
Tht
90

Lys

105

120

19
381

ADN

Glu

Homo sapiens

19
ccccagceacy
cctgagtaga
tgaccteccag
gggcagecte
ctgcectcca
agagaacctg
g

20
127

PRT

cagccetggg
gacactgctg
gagccgacct
accaagctca
accccggaaa
aaggactttc

Gln Pro Trp

Asn Leu Ser

Glu
45
Leu

Ile Ser

Leu Glu
60

Gly Pro Leu

Pro Glu Thr

Glu Asn Leu
110
Pro Val Gln
125

agcatgtgaa
ctgagatgaa
gcctacagac
agggcccectt
cttcctgtge
tgcttgtcat

<213> Rattus norvegicus

<400>

20

His
15

Glu

Arg Asp Thr

30
Met Phe

Tyr Lys

Thr Met

80
Sexr Cys
95
Lys Asp

Glu

tgccatccag
tgaaacagta
ccgcectggag
gaccatgatg
aacccagact
ccectttgac

Val

Asp
Gln

Met

60
120
180
240
300
360
381



Ala Pro Thr Arg Ser Pro Asn Pro Val Thr Arg Pro Trp Lys His Val
1 5 10 15
Asp Ala Ile Lys Glu Ala Leu Ser Leu Leu Asn Asp Met Arg Ala Leu
20 25 30
Glu Asn Glu Lys Asn Glu Asp Val Asp Ile Ile Ser Asn Glu Phe Ser
35 40 45
Ile Gln Arg Pro Thr Cys Val Gln Thr Arg Leu Lys Leu Tyr Lys Gln
50 S5 60
Gly Leu Arg Gly Asn Leu Thr Lys Leu Asn Gly Ala Leu Thr Met Ile
65 70 75 80
Ala Ser His Tyr Gln Thr Asn Cys Pro Pro Thr Pro Glu Thr Asp Cys
85 90 95
Glu Ile Glu Val Thr Thr Phe Glu Asp Phe Ile Lys Asn Leu Lys Gly
100 105 110
Phe Leu Phe Asp Ile Pro Phe Asp Cys Trp Lys Pro Val Gln Lys
115 120 125
<210> 21
<211> 381
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus
<400> 21
gcacccaccc gctcacccaa ccctgtcace cggecctgga agcatgtaga tgccatcaaa 60
gaagctctga gcctcctaaa tgacatgegt getctggaga acgaaaagaa cgaagacgta 120
gacatcatct ctaatgagtt ctccatccag aggccgacat gtgtgcagac ccgectgaag 180
ctatacaagc agggtctacg gggcaacctc accaaactca atggcgectt gaccatgata 240
gccagccact accagacgaa ctgecctcca accccggaaa ctgactgtga aatagaagte 300
accacctttg aggatttcat aaagaacctt aaaggctttc tgtttgatat cecttttgac 360
tgctggaage cggtccagaa a 381
<210> 22
<211> 8
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> octapéptido imunodominante derivado de OVA
<400> 22
Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu

1

5



Ser
Ser
Gln
Ser
Ile
65

val
Asp
Pro
Lys
Thx
145
Thr
Met
Ser
Pro
Gly
225
Gly
Thr

Ser

Ser

Thx
Pro
Val
Leu
50

Ala
Arg
Asn
Gly
Gly
130
Ile
Leu
Cys
Leu
Leu
210
Pro
Ile
Phe

Cys

<210>

23

211> 289

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Gln Val Cys
5
Glu Thr His
20
Val Gln Gly
35
Ser Phe Leu

His Asn Gln

Gly Thr Gln
85
Gly Asp Pro
100
Gly Leu Arg
115
Gly Val Leu

Leu Trp Lys

Ile Asp Thr
165
Lys Gly Ser
180
Thr Arg Thr
195
Pro Thr Asp

Lys His Ser

Cys Glu Leu

245

Glu Ser Met
260

Val Thr Ala
275

<210>
<211>
<212>

<213>

23
Thr

Leu
Asn
Gln
Val
70

Leu
Leu
Glu
Ile
Asp
150
Asn
Arg
val
Cys
Asp
230
His
Pro

Cys

24
867

ADN

Homo sapiens

Gly
Asp
Leu
Asp
55

Arg

Phe

Leu
Gln
135
Ile
Arg
Cys
Cys
Cys
215
Cys
Cys

Asn

Pro

Thr
Met
Glu
40

Ile
Gln
Glu
Asn
Gln
120
Arg
Phe
Ser
Trp
Ala
200
His
Leu
Pro

Prxo

Tyr
280

Asp
Leu
25

Leu
Gln
Val
Asp
Thr
105
Leu
Asn
His
Arg
Gly
185
Gly
Glu
Ala
Ala
Glu

265
Asn

100

Met
10

Arg
Thr
Glu
Pro
Asn
30

Thr
Arg
Pro
Lys
Ala
170
Glu
Gly
Gln
Cys
Leu
250
Gly

Tyx

Lys
His
Tyxr
Val
Leu
75

Tyr
Pro
Ser
Gln
Asn
155
Cys
Ser
Cys
Cys
Leu
235
Val
Arg

Leu

Leu
Leu
Leu
Gln
Gln
Ala
Val
Leu
Leu
140
Asn
His
Ser
Ala
Ala
220
His
Thr
Tyr

Ser

Arg
Tyr
Pro
45

Gly
Arg
Leu
Thr
Thr
125
Cys
Gln
Pro
Glu
Arg
205
Ala
Phe
Tyr
Thr

Thr
285

Leu
Gln
30

Thr
Tyr
Leu
Ala
Gly
110
Glu
Tyr
Leu
Cys
Asp
190
Cys
Gly
Asn
Asn
Phe

270
Asp

Pro
15

Gly
Asn
Val
Arg
Val
95

Ala
Ile
Gln
Ala
Ser
175
Cys
Lys
Cys
His
Thr
255
Gly

Val

Ala
Cys
Ala
Leu
Ile
80

Leu
Sex
Leu
Asp
Leu
160
Pro
Gln
Gly
Thr
Ser
240
Asp
Ala

Gly



ctcacctacc
ggctacgtgce
gtgcgaggea
ccgctgaaca
cttcgaagece
tgctaccagg
acactgatag
tccegetget
ggtggctgtg
gceggetgea
ggcatctgtg
atgcecaate
aactaccttt

<400> 24

agcacccaag tgtgcaccgg cacagacatg aagctgeggce tccctgecag teeccgagace
cacctggaca tgctcecgeeca cctetaccag ggetgeccagyg tggtgcaggg aaacctggaa

tgcccaccaa
tcatcgetca
cccagcetcett
ataccaccce
tcacagagat
acacgatttt
acaccaaccg
ggggagagag
cecgetgeaa
cgggccccaa
agctgcactg
ccgagggcecg
ctacggacgt

<210>
<211>
<212>

<213>

tgccagectg
caaccaagtg
tgaggacaac
tgtcacaggg
cttgaaagga
gtggaaggac
ctctegggee
ttctgaggat
ggggccactg
gcactctgac
ccecagecctg
gtatacattc
gggatecc

25
217

PRT

<400> 25

Gly
1
Ser

Ala
Gly

Ala Pro

Phe Asp
50
Pro Thr
65
Val Pro

Ser Pro

Pro Ser

Thr Leu
130
Lys Asp
145
Thr Pro

Ser Pro

Arg Gly

Glu
210

Pro

Gly Gly

Gly Gly
20
Arg Ser
35
Gly Asp

His Asp

Leu Pro

Gln Pro
100
Pro Arg
115
Glu Arg

Val Phe

Gln Gly

Met
Asp
Pro
Leu
Pro
Ser
85

Glu
Glu
Ala

Ala

Gly

101

tccttectge
aggcaggtcc
tatgccctgg
gcctecceag
ggggtcttga
atcttccaca
tgccaccect
tgtcagagcece
cccactgact
tgcetggect
gtcacctaca
ggcgccagcet

Homo sapiens

Val His

Leu Thr

Leu Ala
Met
55

Pro

Gly

Ser
70
Glu Thr

Tyr Val

Gly Pro
Thr
135
Gly

Lys

Phe
150

Ala Ala

165

Ala Phe
180
Ala Pro
195

Tyr Leu

<210> 26

<211> 651

Asp
Pro

Gly

Asn Leu

Ser Thr

Leu Asp

215

aggatatcca
cactgcagag
ccgtgctaga
gaggcctgeyg
tccagcggaa
agaacaacca
gttctecgat
tgacgcgeac
gctgccatga
gectcecactt
acacagacac
gtgtgactge

His
10
Leu

His Arg

Leu Gly

25
Pro Ser Glu
40
Gly

Ala Ala

Leu Gln Arg

Gly Tyr
90

Pro

Asp

Gln
105
Pro

Asn
Leu Ala
120
Leu

Ser Pro

Gly Ala Val

Gln Pro
170

Trp

Pro

Tyr
185
Lys

Tyr

Phe
200
Val

Gly

Pro

ggaggtgcag
gctgecggatt
caatggagac
ggagctgcag
ccececeagete
gctggctctce
gtgtaagggce
tgtctgtgee
gcagtgtgct
caaccacagt
gtttgagtcc
ctgtecectac

Arg Ser Ser

Glu Pro Ser

Gly Ala Gly

45
Lys Gly Leu
60
Tyr Ser Glu
75
Val

Ala Pro

Asp Val Arg

Ala Pro
125

Asn

Arg
Gly Lys
140
Glu Asn
155
His

Pro

Pro Pro

Asp Gln Asp

Thr Thx

205

Pro

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
867

Thr
15
Glu

Ser

Glu
30
Ser Asp

Gln Ser

Asp Pro

Leu Thr

Pro Gln
110
Ala Gly

Gly Val

Glu Tyr
Ala
175
Pro

Pro

Pro
190

Ala Glu

Arg
Glu
val
Leu
Thr
80

Cys
Pro
Ala
Val
Leu
160
Phe
Glu

Asn



ggcgetgggg
gacctgacac
tccgaagggyg
ctgcaaagcc
gtacceetge
gaatatgtga
cctgectgeece

<212> ADN

- 102

<213> Homo sapiens

<400> 26

gcatggtcca
tagggctgga
ctggctccga
tcecccacaca
cctetgagac
accagccaga
gacctgctgg

ccacaggcac
gccctectgaa
tgtatttgat
tgaccccage
tgatggctac
tgttcggeee
tgccactctg

aatggggtcg tcaaagacgt ttttgecttt
acaccccagg gaggagctgc ccctcageec
gacaacctct attactggga ccaggaccca
aaagggacac ctacggcaga gaacccagag

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

277
397

PRT

27

cgcagctcat
gaggaggccc
ggtgacctgg
cctctacage
gttgcececcecce
cagccceett
gaaagggcca

gggggtgccyg
caccctcectce
ccagagcggg
tacctgggte

ctaccaggag
ccaggtctcce
gaatgggggc
ggtacagtga
tgacctgcag
cgcccecgaga
agactctctc

tggagaaccc
ctgccttcag
gggctccacc
tggacgtgcc

Sequéncia Artificial

tggcggtggg
actggcaccc
agccaagggg
ggaccccaca
cccecagect
gggcectctg
cccagggaag

cgagtacttg
cccagectte
cagcacctte
a

antigénio tumoral NY-ESO-IC

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
651



Met Gln
Gly Pro
Gly Pro
Gly Ala
His Gly
65
Arg Gly
Ala Thr
Ala Pro
Ser Gly
130
Leu Gln
145
Trp Ile
Gly Gln
Ser Ser
Ser Glu
210
Gly Ser
225
Leu Gln
Glu Asp
Pro Leu
Arg Pro
290
Pro Ala
305
Asn Gly
Pro Glu

Pro Pro

Asp Pro
370

Ala
Gly
Gly
35

Ala
Gly
Pro
Pro
Pro
115
Asn
Leu
Thr
Arg
Thr
195
Glu
Asp
Ser
Pro
Thr
275
Gln
Gly
val
Tyr
Ala

355
Pro

Glu
Gly
20

Glu
Arg
Ala
Glu
Met
100
Leu
Ile
Serx
Gln
Arg
180
Arg
Glu
Val
Leu
Thr
260
Cys
Pro
Ala
val
Leu
340
Phe

Glu

Gly
Pro
Ala
Ala
Ala
Ser
85

Glu
Pro
Leu
Ile
Cys
165
Gly
Ser
Ala
Phe
Pro
245
Val
Ser
Pro
Thr
Lys
325
Thr

Ser

Arg

Arg
Gly
Gly
Ser
Ser
70

Arg
Ala
Val
Thr
Ser
150
Phe
Ala
Gly
Pro
Asp
230
Thr
Pro
Pro
Ser
Leu
310
Asp
Pro

Pro

Gly

Gly
Ile
Ala
Gly
55

Gly
Leu
Glu
Pro
Ile
135
Ser
Leu
Gly
Gly
Arg
215
Gly
His
Leu
Gln
Pro
295
Glu
val
Gln
Ala

Ala
375

Thr
Pxro
Thr
40

Pro
Leu
Leu
Leu
Gly
120
Arg
Cys
Pro
Gly
Gly
200
Ser
Asp
Asp
Pro
Pro
280
Arg
Arg
Phe
Gly
Phe

360
Pro

Gly
Asp
25

Gly
Gly
Asn
Glu
Ala
105
val
Leu
Leu
val
Met
185
Asp
Pro
Leu
Pro
Ser
265
Glu
Glu
Ala
Ala
Gly
345
Asp

Pro

103

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Phe
90

Arg
Leu
Thr
Gln
Phe
170
Val
Leu
Leu
Gly
Ser
250
Glu
Tyr
Gly
Lys
Phe
330
Ala

Asn

Ser

Ser
Pro
Arg
Gly
Cys
75

Tyx
Arg
Leu
Ala
Gln
155
Leu
His
Thr
Ala
Met
235
Pro
Thr
val
Pro
Thr
315
Gly
Ala

Leu

Thr

Thr
Gly
Gly
Ala
60

Cys
Leu
Ser
Lys
Ala
140
Leu
Ala
His
Leu
Pro
220
Gly
Leu
Asp
Asn
Leu
300
Leu
Gly
Pro
Tyr

Phe
380

Gly
Gly
Pro
45

Pro
Arg
Ala
Leu
Glu
125
Asp
Ser
Gln
Arg
Gly
205
Ser
Ala
Gln
Gly
Gln
285
Pro
Ser
Ala
Gln
Tyr

365
Lys

Asp
Asn
30

Arg
Arg
Cys
Met
Ala
110
Phe
His
Leu
Pro
His
190
Leu
Glu
Ala
Arg
Tyr
270
Pxo
Ala
Pro
Val
Pro
350
Trp

Gly

Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Gly Leu Asp Val Pro
395

385

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

390

28
119

ADN

1

Sequéncia Artificial

Ala
15

Ala
Gly
Gly
Gly
Pro
95

Gln
Thr
Arg
Leu
Pro
175
Arg
Glu
Gly
Lys
Tyr
255
Val
Asp
Ala
Gly
Glu
335
His
Asp

Thr

Asp
Gly
Ala
Pro
Ala
80

Phe
Asp
val
Gln
Met
160
Ser
Ser
Pro
Ala
Gly
240
Ser
Ala
Val
Arg
Lys
320
Asn
Pro

Gln

Pro



atgcaggceg
cctggecatte
ggcggcagag
cegeggggte
agggggcegy
gaagcagagc
gtgcttctga
gacecaccgcec
tggatcacge
ggcgetgggg
gacctgacac
tcegaagggg
ctgcaaagcce
gtacccetge
gaatatgtga
cctgetgecee
aatggggtcg
acaccccagyg
gacaacctct
aaagggacac

- 104 -

<223> antigénio tumoral NY-ESO-IC

<400> 28

aaggccgggyg
ctgatggecce
gtcceccgggyg
cgcatggegg
agagcecgect
tggcccgceag
aggagttcac
aactgcagct
agtgctttet
gcatggtcca
tagggctgga
ctggctcega
tceecacaca
cctetgagac
accagccaga
gacctgcectgg
tcaaagacgt
gaggagctgce
attactggga
ctacggcaga

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

cacagggggt
agggggcaat
cgcaggggca
cgcggcettea
gcttgagtte
gagcctggec
tgtgtecgge
ctccatcage
gceccgtgttt
ccacaggcac
gcectetgaa
tgtatttgat
tgaccccage
tgatggctac
tgttcggcece
tgccactctg
ttttgececttt
ccctcagece
ccaggaccca
gaacccagag

29
1179

PRT

SART-3-IC

29

tcgacgggeg
gctggcggee
gcaagggect
gggctgaatg
tacctcgcea
caggatgccc
aacatactga
tectgtetee
ttggectcage
cgcagctcat
gaggaggcecec
ggtgacctgg
cctetacage
gttgccccec
cagcececcett
gaaagggcca
gggggtgecy
caccctecte
ccagagcggg
tacctgggte

atgctgatgg
caggagaggc
€ggggccggg
gatgctgcag
tgcctttege
caccgcttecc
ctatcegact
agcagctttc
ctcecectecagg
ctaccaggag
ccaggtectec
gaatgggggc
ggtacagtga
tgacctgcag
cgcccecgaga
agactctctce
tggagaaccc
ctgccttcag
gggctccacc
tggacgtgcce

Sequéncia Artificial

cccaggaggce
gggtgccacy
aggaggcgcece
atgcggggec
gacacccatg
cgtgccaggg
gactgctgca
cctgttgatg
gcagaggcege
tggcggtggg
actggcaccce
agccaagggg
ggaccccaca
cccccageet
gggccectcetg
cccagggaag
cgagtacttg

cccagecttce

cagcaccttce
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1191



Met
Lys
Arg
Lys
Ser
65

Gly
Glu
Asn

Thr

Thr
145

Ala
Ala
Thr
Thr
50

Asp
Glu
Ile
Cys
Lys

130
Glu

Thr
Gly
Arg
35

Met
Gly
Tyr
Glu
His
115
val

Glu

Ala
Pro
20

Arg
Gly
Asp
Glu
Arg
100
val
Arg

Leu

Ala
Lys
Lys
Pro
Glu
Trp
85

Leu
Asp

Met

Trp

Glu
Ala
Val
Ala
Tyr
70

Glu
Glu
Leu

Ala

Leu
150

Thr
Asp
Leu
Trp
55

Ala
Tyr
Glu
Ile
Arg

135
Glu

Ser
Gly
Serx
40

Asp
Met
Asp
Gln
Arg
120
Gln

Trp

Ala
Glu
25

Arg
Gln
Ala
Glu
Leu
105
Leu

Lys

Leu

105

Ser
Glu
Ala
Gln
Ser
Glu
90

Ser
Leu

Met

His

Glu
Asp
val
Glu
Ser
75

Glu
Ile
Arg

Ser

Asp
155

Pro
Glu
Ala
Glu
60

Ala
Glu
Asn
Leu
Glu

140
Glu

Glu
val
Ala
45

Gly
Glu
Lys
Val
Glu
125
Ile

Ile

Ala
Lys
30

Ala
Val
Ser
Asn
Tyr
110
Gly
Phe

Ser

Glu
15

Ala
Thr
Ser
Ser
Gln
95

Asp
Glu

Pro

Met

Ser
Ala
Tyr
Glu
Pro
80

Leu
Tyr
Leu

Leu

Ala
160



Gln
val
Ser
val
Leu
225
Ala
Ile
Ser
Leu
Ala
305
Met
Leu
Tyxr
Asn
Tyr
385
Val
Tyxr
Asp
Phe
Asn
465
Ile
Asp
Glu
Lys
Val
545
Asp
Asn
Gln
Lys
Ala

625
Pro

Asp
Lys
Val
Phe
210
Ala
Ala
Pro
Glu
Gln
290
Glu
Lys
Val
Leu
Arg
370
Leu
Thr
Val
Phe
Thr
450
Glu
Glu
Ser
Tyr
Ala
530
Cys
Trp
Glu
Glu
Ala
610
Asp

Ser

Gly
Asp
Gly
195
Glu
Leu
Arg
Leu
Asp
275
Gln
Ala
Ile
Glu
Asp
355
Ala
Leu
Phe
Glu
Lys
435
Arg
Ser
Ala
Ile
Tyr
515
Leu
Glu
Asp
Gln
Glu
595
Leu

Glu

Lys

Leu
Tyr
180
Gly
Arg
Trp
Leu
Tyr
260
Pro
Leu
Pro
Gly
Asn
340
Arg
Ile
Ala
Glu
Ile
420
Gln
Ala
Gly
Arg
Met
500
Asn
His
Val
Ile
Arg
580
Glu
Lys
Asp

Arg

Asp
165
Ile
Ile
Ala
Glu
Glu
245
Asp
Ile
Glu
Arg
Asp
325
Cys
Gln
Arg
Met
Lys
405
Trp
Asp
Leu
Asp
Leu
485
Thr
Leu
Arg
Leu
Ala
565
Met
Lys
Lys
Asp

Arg
645

Arg
Cys
Gly
Leu
Ala
230
Lys
Met
Pro
Lys
Leu
310
Pro
Leu
Leu
Asn
Glu
330
Ala
Gln
Ser
Glu
Pro
470
Cys
Arg
Glu
Ala
Leu
550
Val
Lys
Ala
Lys
Glu

630
Arg

Glu
Pro
Gln
Ser
215
Tyx
Val
Glu
Glu
Tyr
285
Ala
Ala
Val
Lys
Cys
375
Arg
Leu
Ala
Ser
Tyr
455
Ser
Asn
Gly
Arg
Val
535
Thr
Gln
Ala
Glu
Lys
615
Lys

val

His
Asn
Lys
200
Ser
Arg
His
Ala
Ser
280
Lys
Glu
Arg
Pro
Val
360
Pro
His
Asn
Tyr
Lys
440
Leu
Cys
Asn
Asn
Ala
520
Gln
Mct
Lys
Ala
Gln
600
Lys
Glu

Glu

Val
Ile
185
Gly
Val
Glu
Ser
Thr
265
vVal
Pro
Tyx
Ile
Asp
345
Lys
Trp
Gly
Ala
Leu
425
Glu
Lys
Val
Met
Ala
505
His
Cys
Glu
Thr
Glu
585
Arg
Ile
Trp

Asn

Tyr
170
Txp
Gly
Gly
Phe
Leu
250
Phe
Ile
Tyr
Gln
Gln
330
Leun
Asp
Thr
vVal
Gly
410
Asp
Leu
Gln
Ile
Gln
4190
Lys
Gly
Thr
Arg
Glu
570
Lys
Lys
Arg
Gly

Ser
650

106

Asp
Leu
Leu
Leu
Glu
235
Phe
Ala
Gln
Glu
Ala
315
Leu
Trp
Leu
Val
Asp
395
Phe
Tyr
Glu
Glu
Met
475
Lys
Tyxr
Asp
Ser
Thr
555
Thr
Glu
Arg
Gly
Asp

635
Ile

Leu
Glu
Glu
His
220
Ser
Arg
Glu
Asn
Glu
300
Tyr
Ile
Ile
Val
Ala
380
His
Ile
Leu
Glu
Val
460
Gln
Ala
Ala
Thr
Asp
540
Glu
Arg
Ala
Ala
Pro
620
Asp

Pro

Phe
Tyr
Lys
205
Met
Ala
Arg
Tyr
Tyr
285
Ala
Ile
Phe
Arg
Leu
365
Leu
Gln
Gln
Arg
Leu
445
Glu
Asn
Arg
Asn
Gln
525
Tyr
Gly
Leu
Ala
Arg
605
Glu
Glu

Ala

Glu
Gly
190
val
Thx
Ile
Gin
Glu
270
Asn
Leu
Asp
Glu
Tyr
350
Ser
Trp
Val
Ala
Arg
430
Arg
Glu
Trp
Glu
Met
510
His
Pro
Ser
Ala
Leu
590
Ala
Lys
Glu

Ala

Lys
175
Gln
Arg
Lys
val
Leu
255
Glu
Lys
Leu
Phe
Arg
335
Ser
Val
Ser
Ile
Thx
415
Arg
Ala
Arg
Ala
Leu
495
Trp
Cys
Glu
Leu
Arg
575
Val
Glu
Arg
Glu

Gly
655

Ala
Tyr
Ser
Gly
Glu
240
Ala
Trp
Ala
Gln
Glu
320
Ala
Gln
His
Arg
Ser
400
Asp
Val
Ala
Phe
Arg
480
Trp
Leu
Arg
His
Glu
560
val
Gln
Lys
Gly
Gln

640
Glu
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Thr Gln Asn Val Glu Val Ala Ala Gly Pro Ala Gly Lys Cys Ala Ala
660 665 670
Val Asp Val Glu Pro Pro Ser Lys Gln Lys Glu Lys Ala Ala Ser Leu
675 680 685
Lys Arg Asp Met Pro Lys Val Leu His Asp Ser Ser Lys Asp Ser Ile
690 685 700 .
Thr Val Phe Val Ser Asn Leu Pro Tyr Ser Met Gln Glu Pro Asp Thr
705 710 715 720
Lys Leu Arg Pro Leu Phe Glu Ala Cys Gly Glu Val val Gln Ile Arg
725 730 735
Pro Ile Phe Ser Asn Arg Gly Asp Phe Arg Gly Tyr Cys Tyr Val Glu
740 745 750
Phe Lys Glu Glu Lys Ser Ala Leu Gln Ala Leu Glu Met Asp Arg Lys
755 760 765
Ser Val Glu Gly Arg Pro Met Phe Val Ser Pro Cys Val Asp Lys Ser
770 775 780 .
Lys Asn Pro Asp Phe Lys Val Phe Arg Tyr Ser Thr Ser Leu Glu Lys
785 790 795 800
His Lys Leu Phe Ile Ser Gly Leu Pro Phe Ser Cys Thr Lys Glu Glu
805 810 815
Leu Glu Glu Ile Cys Lys Ala His Gly Thr Val Lys Asp Leu Arg Leu
820 825 830
Val Thr Asn Arg Ala Gly Lys Pro Lys Gly Leu Ala Tyr Val Glu Tyr
835 840 845
Glu Asn Glu Ser Gln Ala Ser Gln Ala Val Met Lys Met Asp Gly Met
850 855 860
Thr Ile Lys Glu Asn Ile Ile Lys Val Ala Ile Ser Asn Pro Pro Gln
865 870 875 880
Arg Lys Val Pro Glu Lys Pro Glu Thr Arg Lys Ala Pro Gly Gly Pro
885 890 895
Met Leu Leu Pro Gln Thr Tyr Gly Ala Arg Gly Lys Gly Arg Thr Gln
900 805 910
Leu Ser Leu Leu Pro Arg Ala Leu Gln Arg Pro Ser Ala Ala Ala Pro
915 920 925
Gln Ala Glu Asn Gly Pro Ala Alz Ala Pro Ala Val Ala Ala Pro Ala
930 935 940
Ala Thr Glu Ala Pro Lys Met Ser Asn ‘Ala Asp Phe Rla Lys Leu Phe
945 950 955 960
Leu Arg Gly Ala Gly Gly Met Vval His His Arg His Arg Ser Ser Ser
965 970 975
Thr Arg Ser Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu
280 985 990
Glu Glu Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser
985 1000 1005
Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu Gln
1010 1015 1020
Ser Leu Pro Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser Glu Asp
1025 1030 1035 1040
Pro Thr Val Pro Leu Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val Ala Pro Leu
1045 1050 1055
Thr Cys Ser Pro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gln Pro Asp Val Arxg Pro
1060 1065 1070
Gln Pro Pro Ser Pro Arg Glu Gly Pro Leu Pro Ala Ala Arg Pro Ala
1075 1080 1085
Gly Ala Thr Leu Glu Arg Ala Lys Thr Leu Ser Pro Gly Lys Asn Gly
1090 1095 1100
Val Val Lys Asp Val Phe Ala Phe Gly Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu
1105 1110 1115 1120
Tyr Leu Thr Pro Gln Gly Gly ARla Ala Pro Gln Pro His Pro Pro Pro
' 1125 1130 1135
Ala Phe Ser Pro Ala Phe Asp Asn Leu Tyr Tyr Trp Asp Gln Asp Pro
1140 1145 1150

Pro Glu Arg Gly Ala Pfo Pro Ser Thr Phe Lys Gly Thii Pro Thr Ala
1155 1160 1169

Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Gly Leu Asp Val Pro
1170 1175

<210> 30
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<211> 3537
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> SART-3-IC

<400> 30



atggcgactg
aaggctgacg
cgggctgtgg
ggcgtgagceg
ggggagtacg
ctggaggagce
ctgctcagge
atctttcecct
caggatggece
atttgtccta
ggtggecttg
atgaccaaag
gctgctcgge
gatatggagg
gtaattcaga
gcactgttge
atgaaaattg
tgecttgtee
aaggatttag
ttatggagtc
gtaaccttcg
tggcaggcat
gagctggagg
gaagagegtt
attgaggctc
accagaggaa
catggtgaca
tacccagagce
gattgggata
atgaaggctg
cggaaaagag
gagaagcgcg
cctteccaaac
gaagtagcag
cagaaggaga
aaggacagca
aagctcagge
aaccgtgggg
caggcactgg
gtggataaga
cacaagctgt
tgtaaggctc
aagggectgyg
atggacggca
aggaaagtte
cagacatacg
cagcgcccaa
gcecgeoeecag

ctgagaggcg
ggtggggacc
gcacccteeg
aaggggctge
cccacagtac
cagcctgaat
cectetgectg
gggaagaatg
tacttgacac
gccttcgaca
accttcaaag

Lisboa, 9

cggccgaaac
gagaggagga
ccgetgegac
agagcgatgg
agtgggaata
agttgtctat
tggaagggga
tgactgaaga
tggacagaga
acatttggct
agaaagttcg
gactcgecect
ttgagaaagt
ccacatttge
actataacaa
aggcagaggc
gcgatcctge
cagacttatg
ttttatctgt
ggtacctctt
agaaagcttt
accttgatta
agttgagggc
tcaatgagag
gactgtgcaa
atgccaagta
cccageactg
acgtctgcga
tagctgttca
cagagaagga
ctecgggctga
gagcagatga
gcagaagggt
cagggcccege
aggcagcctc
tcaccgtctt
cactcttcga
atttccgagg
agatggaccg
gcaaaaaccc
tcatctcagg
atggcaccgt
cctacgtgga
tgactatcaa
cagagaagcc
gagcgagggyg
gtgctgcagce
cagccaccga

ctgggggcat
tgacactagg
aaggggctgg
aaagcctcce
cecctgeecte
atgtgaacca
ctgeccegace
gggtcgtcaa
ccecagggagg
acctctatta
ggacacctac

ctcggcttca
tgaggttaag
atacaagacc
ggatgagtac
tgacqaagag
caacgtctat
gcttaccaag
gctctggetg
gcacgtgtat
agagtatggc
ctecegtgttt
ctgggagget
ccacagtctt
agagtatgaa
agcactacag
accaaggctg
tcgecattcag
gatccgttac
acataaccge
ggccatggag
gaatgccgge
cctgaggaga
cgecctttact
tggtgatcca
taacatgcag
cgccaacatg
ccggaaggcet
agtgttactc
gaaaactgaa
agcagcccett
gaagaaagcg
ggacgatgag
cgagaacage
tgggaaatgt
cctgaagagy
tgtcagcaac
ggcctgtggg
ttactgctac
gaaaagtgta
cgattttaag
cetgecttte
gaaggacctc
gtatgaaaat
agagaacatc
agagaccagg
gaagggaagqyg
tecctecagget
ggcacccaag

ggtecaccac
gctggagecce
ctcegatgta
cacacatgac
tgagactgat
gccagatgtt
tgectggtgec
agacgttttt
agctgceeceet
ctgggaccaqg
ggcagagaac

109

gaacccgagg
gcggctagga
atggggccag
gccatggett
gaggagaaaa
gactacaact
gtgaggatgg
gagtggctgce
gacctctttg
cagtactcag
gaaagggctc
taccgagagt
ttccggecgac
gaatggtcag
cagctggaga
gcagaatatec
ttgatctttg
agtcagtacc
gctattagaa
agacalggayg
ttcatccagg
agggttgatt
cgtgccttgyg
agctgcgtga
aaagecteggg
tggctagagt
ctgcaccggg
accatggaga
acccgattag
gtgcagcaag
ttaaaaaaga
aaagagtggg
atcecctgeag
gctgcecgtag
gacatgccca
ctgcectaca
gaggtggtce
gtggagttta
gaagggaggc
gtgttcaggt
tcctgtacta
aggctggtcea
gaatcccagg
atcaaagtgg
aaggcaccag
acgcagctgt
gagaacggcc
atgtccaatg

aggecaccgca
tectgaagagg
tttgatggtg
ccecageccte
ggctacgttg
cggccccage
actctggaaa
gcctttgggg
cagcecccace
gacccaccag
ccagagtacc

de Junho de 2011.

ctgagtccaa
caaggagaaa
cgtgggatca
cctcecgegga
accagctgga
gccatgtgga
ccecgecagaa
atgacgagat
agaaagccgt
ttggtgggat
tctegtetgt
ttgaaagtgce
agttggcgat
aagacccaat
aatataaacc
aagcatatat
agcgcgcecct
tagatcgaca
actgecectg
ttgatcatca
ccactgatta
tcaaacaaga
agtatctgaa
ttatgcagaa
aactctggga
attacaacct
ccgteccagtg
ggacagaagg
ctcgtgtcaa
aagaagaaaa
agaaaaagat
gcgatgatga
ctggagaaac
atgtggagce
aggtgctgca
gcatgcagga
agatccgacc
aagaagagaa
caatgtttgt
acagcacttce
aagaggaact
ccaacecgggc
cgtcgecagge
caatcagcaa
gtggcececat
ctctactgee
ctgccgegge
ccgattttge

ggetgggece
ggtgttatcg
gcaggaggaa
gagctccecee
gattgagaga
cttgatcaga
gatgagtgaa
cagcatggcc
gaaggattac
tggtcagaaa
tggtttacat
gattgtggaa
cccactctat
accagagtca
ctatgaagaa
cgattttgag
ggtcgagaac
actgaaagta
gacagttgcc
agtaatttct
tgtggagatt
ctccagtaaa
gcaggaggtg
ctgggctagg
tagcatcatg
ggaaagagct
caccagtgac
ttetttagaa
tgagcagaga
ggctgaacaa
cagaggeccca
agaagagcag
acaaaatgta
ccecttegaag
cgacagcagce
gcecggacacg
catcttcage
atcagcectt
tteccecetgt
cctagagaaa
agaagaaatc
tggcaaacca
tgtgatgaag
ccetectecag
gcttttgeeg
tcgtgcectg
tcctgeagtt
caagctgttt

gctcatctac
aggcccccag
acctgggaat
tacagcggta
cceceectgac
ccecttegee
gggccaagac
gtgccgtgga
ctectectge
ageggggggc
tgggtetgga

caggagtggc
gtctccactg
gggggcagec
cagtgaggac
ctgcagccececo
ccgagagggc
tectcteccea
gaaccccgag
cttcageceea
tccacecagce
cgtgecea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3537



REIVINDICACOES

1. Uma proteina de fusdo imunoestimuladora HER-

2, incluindo:

uma componente, sequéncia polipeptidica ou
proteica de um antigénio, e uma sequéncia
componente seleccionada de entre o conjunto
constituido por HER500 (SEQ ID NO: 1),
HER500.hGM-CSF (SEQ ID NO: 2), HER500* (SEQ ID
NO: 3) e HER500*.rGM-CSF (SEQ ID NO: 4), em que
a referida proteina de fusdo imunoestimuladora
seja eficaz para originar uma resposta
imunoldégica celular a sequéncia componente,

polipeptidica ou proteica, da proteina de

fusao.
2. A proteina de fusado imunoestimuladora HER-2
da reivindicagao 1, em dgue a sequéncia componente do

dominio intracelular de HER-2 tenha a sequéncia apresentada

como SEQ ID NO: 25.

3. A proteina de fusao imunoestimuladora HER-2
da reivindicacdao 1, em gue a componente polipeptidica ou

proteica esteja associada a células tumorais.

4. A proteina de fusdo imunoestimuladora HER-2

da reivindicagdo 1, em gque a componente polipeptidica ou



proteica seja a sequéncia do dominio extracelular distal da

membrana de HER-2 madura, apresentada como SEQ. ID. NO: 23.

5. A proteina de fusdo imunoestimuladora HER-2
da reivindicagcdo 1, em dgque a proteina de fusao seja

HER500.hGM-CSF (SEQ ID NO: 2).

6. T A proteina de fusao imunoestimuladora HER-
2 da reivindicagao 1, em que a resposta imunoldgica celular
seja uma resposta imunoldgica induzida por células

dendriticas, mediada por células T.

7. Uma composicao de uma proteina de fusao

imunoestimuladora HER-2 da reivindicag¢ao 1, incluindo:

a proteina de fusdo imunocestimuladora da
reivindicagao 1, e células dendriticas
superactivadas por uma exposigdo 1in vitro a

proteina de fusao imunocestimuladora.

8. Um método in vitro de produzir DC
superactivadas, por exposicao a uma proteina de fusao

imunoestimuladora, incluindo:

expor-se uma célula dendritica (DC) ou um
precursor de célula dendritica (DCP) a proteina
de fusao imunoestimuladora de qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 7, de um modo eficaz para

resultar numa resposta imunoldgica celular a



sequéncia componente antigénica polipetidica ou

proteica da proteina de fuséao.

9. Utilizacao da proteina de fusao
imunoestimuladora de qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 7
para a preparacao de uma composigcao farmacéutica para
produzir DC superactivadas por exposicao de uma célula
dendritica (DC) ou de um precursor de células dendriticas
(DCP) de um modo eficaz para que resulte uma resposta
imunoldgica celular a sequéncia componente antigénica

polipeptidica ou proteica, da proteina de fuséo.

10. A utilizacao de uma proteina de fusao
imunoestimuladora HER2 de acordo com gualguer uma das
reivindicagbes 1 a 7, no fabrico de um medicamento para
tratar cancro, em gue o cancro esteja associado a um

determinado antigénio.

11. A utilizagao de DC superactivadas tal como
se definiram na reivindicacao 8 ou na 9, no fabrico de um
medicamento para tratar o cancro, em que o cancro esteja

associado a um determinado antigénio.

Lisboa, 9 de Junho de 2011.



RESUMO

“COMPOSICOES E METODOS PARA IMUNOTERAPIA BASEADA
EM CELULAS DENDRITICAS”

Sao descritas proteinas de fusao
imunoestimuladoras e métodos para gerar respostas
imunoldgicas protectoras induzidas por DC e mediadas por
células T 1in vitro e 1in vivo. As proteinas de fusao
imunoestimuladoras incluem uma componente de antigénio
polipeptidico e uma componente imunoestimuladora derivada
do dominio intracelular da proteina HER-2. Também se
descrevem composicdes imunoestimuladoras incluindo células
dendriticas pulsadas com uma dessas proteinas de fusao
imunoestimuladoras, e métodos para imunoterapia utilizando

as composicobes.
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