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(57) Resumo: PEPTIDEO DE TRANSFORMAGAO DE CELULA EPITELIAL 2 (ECT2) E POLINUCLEOTIDEO, SEUS USOS,
COMPOSICOES PARA INDUZIR UM LINFOCITO T CITOTOXICO E PARA O TRATAMENTO DE CANCER, METODOS IN
VITRO PARA INDUZIR UMA CELULA APRESENTADORA DE ANTIGENO E UM LINFOCITO T CITOTOXICO, BEM COMO
ANTICORPO, VETOR E KIT DE DIAGNOSTICO A presente invencéo refere-se a peptideos isolados derivados de SEQ ID NO:
42 e seus fragmentos, que se ligam a um antigeno HLA e induzem linf6citos T citotéxicos (CTL) e, assim, sdo adequadas ao uso
no contexto de imunoterapia do cancer, mais particularmente, vacinas contra o cancer. Os peptideos da inven¢éo abragem as
sequéncias de aminoacidos supracitadas assim como versées modificadas das mesmas, nas quais um, dois, ou Vvarios
aminoéacidos sdo substituidos, deletados, inseridos ou adicinados, contanto que estas versées modificadas guardem a ligacéo ao
HLA e/ou capacidade de indu¢édo de CTL indispensavel das sequéncias originais. S&o ainda fornecidos acidos nucleicos que
codificam qualquer um dos peptideos supracitados, assim como agentes, substancias e/ou composi¢des farmacéuticas que
incluem ou incorporam qualquer um dos peptideos ou acidos nucleicos supracitrados. Os peptideos, acidos nucleicos, agentes,
substancias e composi¢des farmacéuticas desta invencao encontram utilidade particular no tratamento de canceres e tumores,
incluindo, por exemplo, cancer (...).



10

15

20

25

30

1/86

Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "PEPTIDEO DE
TRANSFORMAGCAO DE CELULA EPITELIAL 2 (ECT2), SEU USO, COM-
POSICOES PARA INDUZIR UM LINFOCITO T CITOTOXICO E PARA O
TRATAMENTO DE CANCER, E METODOS IN VITRO PARA INDUZIR UMA
CELULA APRESENTADORA DE ANTIGENO E UM LINFOCITO T CITOTO-
XICO".

Campo Técnico

A presente invencdo refere-se ao campo de ciéncia bioldgica,
mais especificamente ao campo de terapia do cancer. Especificamente, a pre-
sente invencdao refere-se a novos peptideos que sdo extremamente eficazes
como vacinas para o cancer, assim como farmacos para o tratamento e pre-
vencao de tumores.

Prioridade

O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisorio
U.S. n° 61/320.577, depositado 2 de abril de 2010, cujo conteudo completo
esta aqui incorporado a titulo de referéncia.

Antecedentes da Invencao

Foi demonstrado que CTLs CD8 positivos reconhecem peptideos
epitopos derivados de antigenos associados a tumores (TAAs) encontrados
na molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe |, e
entdo matam as células tumorais. Desde a descoberta da familia do antigeno
do melanoma (MAGE) como o primeiro exemplo de TAAs, muitos outros TAAS
foram descobertos através de abordagens imunoldgicas (NPL 1, Boon T, Int J
Cancer 1993 Maio 8, 54(2): 177-80; NPL 2, Boon T & van der Bruggen P, J
Exp Med 1996 Mar 1, 183(3): 725-9). Alguns destes TAAs estdo atualmente
sendo submetidos a desenvolvimento clinico como alvos imunoterapéuticos.

Os TAAs favoraveis sdo indispensaveis para a proliferagéo e so-
brevida das células de cancer. O uso de tais TAAs como alvos para imunote-
rapia pode reduzir o bem descrito risco de escape imune das células de can-
cer que pode ser atribuido a delecdo, mutacéo ou regulacdo negativa de TAAs
como uma consequéncia da selecéo imune terapeuticamente dirigida. Conse-

guentemente, a identificacdo de novos TAAs capazes de induzir respostas

Segue-se folha 1a/86
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imunes antitumorais potentes e especificas garante desenvolvimento adicio-
nal e a investigacdo clinica de estratégias de vacinagdo com peptideo para

diversos tipos de cancer, esta em andamento (NPL 3, Harris CC, J Natl

Segue-se folha 2/86

Peticao 870210118996, de 21/12/2021, pég. 8/16



10

15

20

25

30

2/86

Cancer Inst 1996 Out 16, 88(20): 1442-55; NPL 4, Butterfield LH et al., Can-
cer Res 1999 Jul 1, 59(13): 3134-42; NPL 5, Vissers JL et al., Cancer Res
1999 Nov 1, 59(21): 5554-9; NPL 6, van der Burg SH et al., J Immunol 1996
Maio 1, 156(9). 3308-14; NPL 7, Tanaka F et al., Cancer Res 1997 Out 15,
57(20): 4465-8; NPL 8, Fujie T et al., Int J Cancer 1999 Jan 18, 80(2): 169-
72; NPL 9, Kikuchi M et al., Int J Cancer 1999 Maio 5, 81(3): 459-66; NPL 10,
Oiso M et al., Int J Cancer 1999 Maio 5, 81(3): 387-94). Até o momento, va-
rios testes clinicos usando estes peptideos derivados de antigenos associa-
dos a tumores foram relatados. Infelizmente, muitos dos testes de vacinas
atuais mostraram apenas uma baixa taxa de resposta objetiva(NPL 11, Belii
F et al., J Clin Oncol 2002 Out 15, 20(20): 4169-80; NPL 12, Coulie PG et al.,
Immunol Rev 2002 Out, 188:; 33-42; NPL 13, Rosenberg SA et al., Nat Med
2004 Set, 10(9): 909-15). Consequentemente, permanece uma necessidade
por novos TAAs como alvos imunoterapéuticos.

O oncogene da sequéncia de transformacéo de célula epitelial 2
(ECT2) (GenBank, n° de acesso AY376439; por exemplo, SEQ ID No: 41) foi
descoberto a partir dos transcritos identificados como sobre-regulados no
cancer. O gene ECT2 esta especificamente sobre-regulado em células tumo-
rais de varios canceres, incluindo, mas nao se limitando a cancer de bexiga,
cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, leucemia mie-
I6ide cronica (LMC), cancer colorretal, cancer de eséfago, cancer de pulmao
de células nao-pequenas (NSCLC), linfoma, cancer pancreético, cancer de
prostata, carcinoma renal e cancer de pulmao de pequenas células (SCLC)
e, assim, é de importancia particular para a presente invengcéo (PTL 1,
W02007/013671; PTL 2, W0O2008/102557; PTL 3, W0O2010/007791). Em
particular, os peptideos imunogénicos derivados de ECT2 podem ser Uteis
em matar seletivamente células tumorais que expressam tais antigenos.
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Sumario da Invencéao

A presente invengdo tem por base, pelo menos em parte, a des-
coberta de alvos adequados de imunoterapia. Pelo fato de as TAAs serem
geralmente percebidas pelo sistema imune como "autologas" e, portanto,
frequentemente nao terem imunogenicidade, a descoberta de alvos adequa-
dos é de extrema importancia. Reconhecendo que ECT2 (SEQ ID NO: 42,
codificada pelo gene de n° de acesso do GenBank AY376439 (por exemplo,
SEQ ID NO: 44)) foi identificada como estando super regulada em canceres,
cujos exemplos incluem, mas néo se limitam a, cancer de bexiga, cancer de
mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal,
cancer de esdfago, NSCLC, linfoma, cancer pancredtico, cancer de prostata,
carcinoma renal e SCLC, a presente invengdo tem como objetivo ECT2 co-
mo um candidato para o alvo de imunoterapia de cancer/tumor, mais particu-
larmente, novos peptideos epitopos de ECT2 que podem servir como alvos

imunoterapéuticos adequados.
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Para isto, a presente invencéo esta direcionada, pelo menos em
parte, a identificagdo de peptideos epitopos especificos entre os produtos
génicos de ECT2 que possuem a capacidade de induzir CTLs especificos
para ECT2. Conforme discutido em detalhes abaixo, células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) obtidas a partir de um doador saudavel foram
estimuladas com o uso de peptideos candidatos a ligagdo a HLA-A*0201
derivados de ECT2. As linhagens de CTL com citotoxicidade especifica con-
tra células-alvo positivas para HLA-A2 pulsadas com cada um dos peptideos
candidatos foram entdo estabelecidas. Os resultados da presente invengao
demonstram que estes peptideos sdo peptideos epitopos restritos por HLA-
A2 que podem induzir respostas imunes potentes e especificas contra célu-
las que expressam ECT2. Estes resultados demonstram ainda que ECT2 é
fortemente imunogénica e que seus epitopos séo alvos eficazes para a imu-
noterapia do cancer/tumor.

Consequentemente, € um objeto da presente invengéo fornecer
peptideos isolados que se ligam a antigenos HLA, incluindo ECT2 (SEQ ID
NO: 42), e os seus fragmentos imunologicamente ativos. Espera-se que tais
peptideos tenham capacidade de indugdo de CTL e, desta forma, possam
ser usados para induzir CTL ex vivo ou serem administrados a um individuo
para induzir respostas imunes contra canceres, cujos exemplos incluem,
mas nao se limitam a, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical,
carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de esbéfago, NS-
CLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de préstata, carcinoma renal e
SCLC. Os peptideos preferenciais sdo nonapeptideos e decapeptideos, com
mais preferéncia, nonapeptideos e decapeptideos que tém a sequéncia de
aminoacidos selecionada dentre as SEQ ID NOs: 1 a 40. Os peptideos que
possuem uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre as SEQ ID
NOs: 1, 3 e 21 mostrou forte capacidade de indugédo de CTL e, assim, sado
particularmente preferenciais.

A presente invengdo também contempla peptideos modificados,
que possuem uma sequéncia de aminoéacido das SEQ ID NOs: 1 a 40, sen-

do que um, dois ou mais aminoacido(s) é/sao substituido(s), inserido(s), de-
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letado(s) ou adicionado(s), contanto que os peptideos modificados guardem
a capacidade de indugdo de CTL indispensavel do peptideo original.

A presente invencdo ainda abrange polinucleotideos isolados
que codificam qualquer um dos peptideos da presente invengdo. Estes poli-
nucleotideos podem ser usados para preparar APCs com capacidade de
indugdo de CTL ou, como os peptideos da presente invengéo descritos aci-
ma, podem ser administrados a um individuo para induzir respostas imunes
contra canceres.

Quando administrados a um individuo, os presentes peptideos
s&o apresentados sobre a superficie de APCs de modo a induzir CTLs que
alvejam os respectivos peptideos. Portanio, um objeto da presente invengéo
é fornecer agentes, composigdes e/ou substancias que incluem ou incorpo-
ram quaisquer peptideos ou polinucleotideos da presente invencéo para in-
duzir CTLs. Tais agentes, composi¢gdes e substancias podem ser usadas
para o tratamento e/ou profilaxia e/ou recorréncia p6s-operatéria de cance-
res, especialmente, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, car-
cinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de eséfago, NSCLC,
linfoma, cancer pancreatico, cancer de prostata, carcinoma renal e SCLC.
Desta forma, é ainda outro objeto da presente invencgdo fornecer agentes,
composi¢des e/ou substancias farmacéuticas para o tratamento e/ou profila-
xia efou para a prevengéo da recorréncia pés-operatéria de cancer, que in-
cluem ou incorporam qualquer um dos peptideos ou polinucleotideos da pre-
sente invencdo. Ao invés de, ou em adigdo aos presentes peptideos ou poli-
nucleotideos, os agentes, composicdes e substancias farmacéuticas da pre-
sente invengao podem incluir como ingredientes ativos, APCs ou exossomos
que apresentam qualquer um dos presentes peptideos.

Os peptideos ou polinucleotideos da presente invengdo podem
ser usados para induzir APCs que apresentam sobre sua superficie um
complexo de um antigeno HLA e o presente peptideo, por exemplo, por co-
locar APCs derivadas de um individuo em contato com o presente peptideo
ou introduzir um polinucleotideo que codifica o peptideo da presente inven-

¢do em APCs. Tais APCs possuem alta capacidade de indugéo de CTL con-
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tra os peptideos alvo e sao Uteis para imunoterapia do cancer. Consequen-
temente, a presente invencédo abrange os métodos para induzir APCs com
capacidade de indugao de CTL assim como as APCs obtidas por tais méto-
dos.

E um objeto adicional da presente invengao fornecer um método
para induzir CTL, tais métodos incluindo a etapa de co-cultivar células CD8-
positivas com APCs ou exossomos que apresentam o peptideo da presente
invengao sobre sua superficie ou a etapa de introduzir um gene que inclui
um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de subunidade de receptor
de célula T (TCR) que se liga ao presente peptideo. Os CTLs obtidos por
estes métodos podem ser usados no tratamento e/ou prevencéo de cance-
res, cujos exemplos incluem, mas nao se limitam a, cancer de bexiga, can-
cer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer color-
retal, cancer de esé6fago, NSCLC, linfoma, cancer pancredtico, cancer de
préstata, carcinoma renal e SCLC. Portanto, € ainda outro objeto da presen-
te invencao fornecer CTLs que podem ser obtidos pelos presentes métodos.

Um outro objeto da presente invencédo é fornecer métodos para
induzir uma resposta imune contra o cancer em um individuo que necessite,
cujos métodos incluem a etapa de administrar composi¢des ou substancias
incluindo os polipeptideos ECT2 ou seus fragmentos imunologicamente ati-
vos, polinucleotideos que codificam os polipeptideos ECT2, exossomos ou
APCs que apresentam os polipeptideos ECT2.

A aplicabilidade da presente invengdo se estende a qualquer
uma dentre inimeras doengas relacionadas com ou que surgem a partir da
superexpressao de ECT2 céancer, cujos exemplos incluem, mas nao se limi-
tam a, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma co-
langiocelular, LMC, céncer colorretal, cancer de es6fago, NSCLC, linfoma,
cancer pancreatico, cancer de proéstata, carcinoma renal e SCLC.

Especificamente, a presente inven¢ao fornece o seguinte:

[1] Peptideo isolado que consiste na sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO: 42 ou um fragmento imunologicamente ativo do mesmo,

sendo que o dito peptideo se liga a um antigeno HLA e induz linfécitos T ci-



10

15

20

25

30

7/86

totéxicos (CTLs),

[2] Peptideo isolado, de acordo com [1], em que o antigeno HLA
é HLA-A2,

[3] Peptideo isolado, de acordo com [1] ou [2], em que o dito
peptideo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 1 a 40,

[4] Peptideo isolado selecionado do grupo que consiste em:

(a) um peptideo isolado que se liga a um antigeno HLA e induz
linfécitos T citotoxicos (CTL) e consiste na sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 42 ou um fragmento imunologicamente ativo do mesmo,

(b) o peptideo isolado de (a), em que o antigeno HLA & HLA-A2,

(c) o peptideo isolado de (a) ou (b), que compreende uma se-
quéncia de aminodacido selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOs:
1a40,e

(d) peptideo isolado de (a) ou (b) que consiste em uma sequén-
cia de aminoacido selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 1 a
40, em que 1, 2, ou varios aminoacidos sdo substituidos, deletados, inseri-
dos ou adicionados, desde gue o dito peptideo modificado guarde a capaci-
dade de inducéo de CTL do peptideo original,

[5] Peptideo isolado de [4], que consiste em uma sequéncia de
aminoacido selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 1 a 40, em
que o peptideo tem uma das seguintes caracteristicas, ou ambas:

(a) o segundo aminoacido da terminagdo N é selecionado do
grupo que consiste em leucina ou metionina; e

(b) o aminoacido C-terminal é selecionado a partir do grupo que
consiste em valina ou leucina,

[6] Peptideo isolado, de acordo com [1] a [5], em que o dito pep-
tideo € um nonapeptideo ou um decapeptideo.

[7] Polinucleotideo isolado que codifica o peptideo como definido
em qualquer um de [1] a [6],

[8] Composicdo para induzir CTL, sendo que a composi¢cdo

compreende um ou mais peptideos como definidos em qualquer um de [1] a
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[6], ou um ou mais polinucleotideo(s) de [7].

[9] Composicdo farmacéutica para o tratamento efou profilaxia
efou para a prevengdo da recorréncia pos-operatoria de cancer, em que a
composicdo compreende um ou mais peptideos como definidos em qualquer
um de [1] a [6], ou um ou mais polinucleotideos como definidos em [7],

[10] Composicao farmacéutica de acordo com [9], em que a dita
composicao é formulada para a administragdo a um individuo cujo antigeno
HLA & HLA-A2,

[11] Composigao farmacéutica de acordo com [9] ou [10], em
que a dita composigao é formulada para tratar céncer,

[12] Método para induzir uma célula apresentadora de antigeno
(APC) com capacidade de indugao de CTL, que compreende uma etapa se-
lecionada do grupo que consiste em:

(a) colocar uma APC em contato com um peptideo como defini-
do em qualquer um de [1] a [6] in vitro, ex vivo ou in vivo, e

(b) introduzir um polinucleotideo que codifica o peptideo como
definido em qualquer um de [1] a [6] em uma APC,

[13] Método para induzir CTL através de um método que com-
preende uma etapa selecionada do grupo que consiste em:

(a) co-cultivar células T CD8-positivas com APCs que apresen-
tam um complexo de um antigeno HLA e um peptideo como definido em
qualquer um de [1] a [6] na sua superficie; »

(b) cocultivar células T CD8-positivas com exossomos, que a-
presentam um complexo de um antigeno HLA e um peptideo como definido
em qualquer um de [1] a [6] na sua superficie; e

' (c) introduzir um gene que compreende um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de uma subunidade de receptor de célula T (TCR)
ligado a um peptideo como definido em qualquer um de [1] a [6] em uma
célulaT,

[14] APC isolada que apresenta um complexo de um antigeno
HLA e um peptideo como definido em qualquer um de [1] a [6] na sua super-

ficie,
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[15] APC de acordo com [14], que é induzida pelo método como
definido em [12],

[16] CTL isolado que atinge qualquer um dos peptideos como
definidos em [1] a [6],

[17] CTL, de acordo com [16], que é induzido pelo método como
definido em [13]

[18] Método de induzir uma resposta imune contra o cancer em
um individuo que necessite, o dito método compreendendo a etapa de admi-
nistrar ao individuo uma composicdo que compreende um peptideo como
definido em [1] a [6], um fragmento imunologicamente ativo do mesmo, ou
um polinucleotideo que codifica o peptideo ou o fragmento,

[19] Anticorpo ou fragmento imunologicamente ativo do mesmo
contra qualquer um dos peptideos como definidos em [1] a [6],

[20] Vetor que compreende uma sequéncia de nucleotideos que
codifica qualquer um dos peptideos como definidos em [1] a [6],

[21] Kit de diagndstico que compreende qualquer um dos pepti-
deos como definidos em [1] a [6], o nucleotideo como definido em [7] ou o
anticorpo como definido em [19].

Deve ser compreendido que tanto o sumario da presente inven-
cdo anteriormente mencionado quanto a seguinte descricdo detalhada se
referem a modalidades exemplificadoras, e ndo séo restritivos da invengao
ou de outras modalidades alternativas da invencéo.

Em adicdo ao acima, outros objetos e caracteristicas da inven-
¢ao se tornardo mais completamente aparentes quando a seguinte descricao
detalhada for lida em conjunto com as figuras e exemplos em anexo. Entre-
tanto, deve ser compreendido que tanto o sumario da invengdo anteriormen-
te mencionado quanto a seguinte descricdo detalhada se referem a modali-
dades exemplificadas, e ndo séo restritivos da invengéo ou de outras moda-
lidades alternativas da invengédo. Em particular, embora a inveng¢ao seja aqui
descrita com relagdo a initmeras modalidades especificas, sera entendido
que a descrigao é ilustrativa da invengao e ndo é considerada como limitado-

ra da invengao. Varias modificagdes e aplicagdes podem ocorrer aos versa-
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dos na técnica, sem que se desvie do espirito e escopo da invengdo, con-
forme descrita pelas reivindicagbes em anexo. De modo semelhante, outros
objetos, caracteristicas, beneficios e vantagens da presente invencéo serao
evidentes a partir deste sumario e determinadas modalidades descritas a
seguir, e serao facilmente evidentes aos versados na técnica. Tais objetos,
caracteristicas, beneficios e vantagens serdo evidentes a partir da descrigéo
acima em conjunto com os exemplos, dados, figuras em anexo e todas as
deductes razoaveis a serem extraidas disto, sozinhas ou considerando as
referéncias aqui incorporadas.

Breve Descricdo dos Desenhos

Varios aspectos e aplicacdes da presente invengéo se tornaréo
evidentes ao versado na técnica por referéncia a breve descricao das figuras
e a descrigio detalhada da presente invencgéo e suas modalidades preferen-
ciais, que seguem.

Figura 1

A figura 1 compreende uma série de fotografias, (a) a (c), repre-
sentando os resultados de testes de ELISPOT para IFN-gama em CTLs que
foram induzidos com peptideos derivados de ECT2. Os CTLs no pogo niime-
ro 6 estimulados com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a), no pogo niimero 5
estimulados com ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) (b) e no pogo nimero 1
estimulados com ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO: 21) (c) mostraram potente
produgdo de IFN-gama em comparagdo ao controle. O quadrado no pogo
destes imagens indica que as células do pogo correspondente foram expan-
didas para estabelecer linhagens de CTL. Nas figuras, "+" indica a produgao
de IFN-gama contra células-alvo pulsadas com o peptideo adequado e "-"
indica a producdo de IFN-gama contra células-alvo ndo pulsadas com ne-
nhum dos peptideos.

Figura 2

A figura 2 compreende uma série de graficos de linha, (a) a (c),
representando os resultados de um ensaio ELISA para IFN-gama demons-
trando a producio de IFN-gama de linhagens de CTL estimuladas com (a)
ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1), (b) ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) e (c)
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ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO: 21). Os resultados demonstram que as linha-
gens de CTL estabelecidas por estimulagdo com cada peptideo mostram
potente producdo de IFN-gama em comparagéo ao controle. Nas figuras, "+"
indica a producgédo de IFN-gama contra células-alvo pulsadas com o peptideo
adequado, e "-" indica a produgao de IFN-gama contra células-alvo nao pul-
sadas com os peptideos.

Figura 3

A figura 3 representa um par de graficos de linha (a) e (b) mos-
trando a produgéo de IFN-gama dos clones de CTL estabelecidos por dilui-
¢ao limitante a partir das linhagens de CTL estimuladas com (a) ECT2-A02-
9-34 (SEQ ID NO: 1) e (b) ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3). Os resultados
demonstram que os clones de CTL estabelecidos por estimulagdo com cada
peptideo mostraram potente producdo de IFN-gama em comparagéo ao con-
trole. Na figura, "+" indica a producdo de IFN-gama contra células-alvo pul-
sadas com o peptideo adequado e "-" indica a producéo de IFN-gama contra
células-alvo n&o pulsadas com nenhum dos peptideos.

Figura 4

A figura 4 representa um par de gréaficos de linha, (a) e (b), mos-
trando a atividade especifica de CTL contra as células-alvo que expressam
exogenamente ECT2 e HLA-A*0201. Células COS7 transfectadas com HLA-
A*0201 ou com o gene de extensao completa de ECT2 foram preparadas
como controles. O clone de CTL estabelecido com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID
NO: 1) (a) e a linha de CTL estabelecida com ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO:
21) (b) mostraram atividade especifica de CTL contra células COS7 transfec-
tadas com ambos ECT2 e HLA-A*0201 (circulo preto). Por outro lado, ndo se
detectou atividade especifica de CTL significativa contra células-alvo ex-
pressando HLA-A*0201 (triangulo) ou ECT2 (circulo branco).

Descricdo das Modalidades

Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equivalen-
tes aos descritos aqui possam ser usados na pratica ou teste das modalida-
des da presente invengao, os materiais, métodos e dispositivos preferenciais

sd0 agora descritos. Entretanto, antes dos presentes materiais e métodos
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serem descritos, deve ser compreendido que estas descricdes sdo mera-
mente ilustrativas e ndo se destinam a limitar a invenc¢édo. Deve ser compre-
endido que a presente inven¢do nao se limita aos tamanhos, formatos, di-
mensGes, materiais, metodologias, protocolos, etc. particulares aqui descri-
tos, uma vez que estes podem variar de acordo com experimentacao e/ou
otimizagao de rotina. Além disso, a terminologia usada na descrigdo tem o
Unico proposito de descrever as versdes ou modalidades particulares, € néao
se destina a limitar 0 escopo da presente invencdo que sera limitada apenas
pelas reivindicagcdes em anexo.

A descricdo de cada publicacao, patente ou pedido de patente
mencionado neste relatério descritivo esta especificamente aqui incorporada
por referéncia em sua totalidade. Entretanto, nada aqui deve ser interpretado
como uma admissdo de que a invengdo nao tem direito de anteceder tal
descricao por virtude ou invengao anterior.

A menos que seja definido de outro modo, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado conforme compre-
endido pelo versado na técnica a qual a presente invengédo pertence. Em
caso de conflito, o presente relatério descritivo, incluindo as definigdes, irdo
controlar. Além disso, os materiais, métodos, e exemplos sdo apenas ilustra-
tivos e nao se destinam a limitar a invengao.

I. Definicdes

As palavras "a", "o", "um, "uma", para uso na presente invencao
significam "pelo menos um" exceto onde especificamente indicado em con-
trario.

Os termos "polipeptideo", "peptideo” e "proteina" sdo usados de
maneira intercambiavel na presente invengdo para referir-se a um polimero
de residuos de aminoacido. Os termos se aplicam a polimeros de aminoaci-
do nos quais um ou mais residuo(s) de aminoacidos pode(m) ser residuo(s)
modificado(s), ou residuo(s) que ndo tem ocorréncia natural, tal como um
mimético(s) quimico(s) artificial(is) de um aminoacido de ocorréncia natural
correspondente, assim como polimeros de aminoacido de ocorréncia natural.

O termo "oligopeptideo” usado algumas vezes no presente rela-
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tério descritivo é usado para se referir aos peptideos da presente invengao
que tém 20 residuos ou menos, tipicamente 15 residuos ou menos, de com-
primento e sdo compostos, tipicamente, por entre cerca de 8 e cerca de 11
residuos, frequentemente 9 ou 10 residuos.

O termo "aminodacido” para uso na presente invencao, refere-se
a aminoacidos de ocorréncia natural e sintéticos, assim como analogos de
aminoacido e miméticos de aminoacido que funcionam de modo similar aos
aminoacidos de ocorréncia natural. O aminoacido pode ser L-aminoacidos
ou D-aminoacidos. Aminoacidos de ocorréncia natural sdo aqueles codifica-
dos pelo codigo genético, assim como aqueles modificados ap6s tradugao
nas células (por exemplo, hidroxiprolina, gama-carbdxiglutamato, e O-
fosfoserina). A expressao "analogo de aminoacido" refere-se a compostos
que possuem a mesma estrutura quimica basica (um carbono alfa ligado a
um hidrogénio, um grupo carb6xi, um grupo amino, e um grupo R) que um
aminoacido de ocorréncia natural, mas possuem um ou mais grupo(s) R mo-
dificado(s) ou cadeias principais modificadas (por exemplo, homoserina, nor-
leucina, metionina, sulféxido, metil metionina sulfénio). A expressao "miméti-
co de aminoacido" refere-se a compostos quimicos que possuem estruturas
diferentes, mas funcdes similares aos aminoacidos em geral.

Os aminoacidos podem ser referidos na presente invencao por
seus simbolos de trés letras comumente conhecidos ou pelos simbolos de
uma letra recomendados pela Comissdo de Nomenclatura Biogquimica da
IUPAC-IUB.

Os termos "gene", "polinucleotideos”, "nucleotideos” e "acidos
nucleicos" sdo usados de maneira intercambiavel na presente invencao e,
exceto onde especificamente indicado em contrario, de maneira similar aos
aminoacidos, sao referidos por seus cédigos de uma letra comumente acei-
tos.

Os termos "agente", "substancia” e "composi¢do” sdo usados de
maneira intercambiavel na presente invencédo para fazer referéncia a um
produto que inclui os ingredientes especificados nas quantidades especifica-

das, bem como qualquer produto que resulte, direta ou indiretamente, da
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combinagdo dos ingredientes especificados nas quantidades especificadas.
Tais termos, quando usados em relagdo ao modificador farmacéutico (por
exemplo, "agente farmacéutico" e "composicao farmacéutica") se destinam a
abranger um produto que inclui o(s) ingrediente(s) ativo(s), e qual-
quer(quaisquer) ingrediente(s) inerte(s) que formam o veiculo, bem como
qualquer produto que resulte, direta ou indiretamente, da combinagéo, com-
plexagcédo ou agregacao de quaisquer dois ou mais dos ingredientes, ou da
dissociagdo de um ou mais dos ingredientes, ou de outros tipos de reacdes
ou interagbes de um ou mais dos ingredientes. Consequentemente, no con-
texto da presente invengao, os termos "agente farmacéutico" e "composicao
farmacéutica" referem-se a qualquer produto feito pela mistura de uma mo-
lécula ou composto da presente invencdo e um veiculo farmaceuticamente
ou fisiologicamente aceitavel.

A expressao "veiculo farmaceuticamente aceitavel" ou "veiculo
fisiologicamente aceitavel”, para uso na presente invengéo, significa um ma-
terial, composicdo, substancia ou carreador farmaceuticamente ou fisiologi-
camente aceitavel incluindo, mas nao se limitando a, uma carga, diluente,
excipiente, solvente ou material de encapsulagao liguido ou sélido envolvido
no carreamento ou transporte dos presentes polifarmacéforos estruturados
de um érgao, ou porgao do corpo, a outro 6rgdo, ou porgao do corpo.

Os agentes farmacéuticos ou composicdes farmacéuticas da
presente invencdo podem ser usados, particularmente, como vacinas. No
contexto da presente invengdo, a expressdo "vacina" (também chamada de
uma "composicao imunogénica") refere-se a uma substancia que tem a fun-
¢ao de induzir imunidade antitumoral mediante inoculacdo em animais.

O termo "ingrediente ativo" na presente invengao refere-se a
uma substancia em um agente ou composicédo que é biologicamente ou fisio-
logicamente ativa. Particularmente, no contexto de um agente ou composi-
¢ao farmacéutica, o termo "ingrediente ativo" se refere a uma substancia que
mostra um efeito farmacolégico objetivo. Por exemplo, no caso de agentes
ou composigdes farmacéuticas para uso no tratamento ou prevencéo de

cancer, os ingredientes ativos nos agentes ou composicdes podem levar a
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pelo menos uma agao biolégica ou fisioldégica em células e/ou tecidos de
cancer, diretamente ou indiretamente. De preferéncia, tal agdo pode incluir
reduzir ou inibir o crescimento da célula de cancer, danificar ou matar células
ef/ou tecidos de cancer e assim por diante. Tipicamente, o efeito indireto dos
ingredientes ativos € a indugdo de CTLs que reconhecem ou matam células
de cancer. Antes de ser formulado, o "ingrediente ativo" também pode ser
chamado de "bulk”, "substancia farmacéutica" ou "produto técnico".

Exceto onde definido de outro modo, o termo "cancer" refere-se
aos canceres que superexpressam o gene ECT2, cujos exemplos incluem,
mas nado se limitam a, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical,
carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de eséfago, NS-
CLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de préstata, carcinoma renal e
SCLC.

Exceto onde definido de outro modo, os termos "linfécito T cito-
toxico", "célula T citotéxica" e "CTL" sdo usados de maneira intercambiavel
na presente invencao e exceto onde especificamente indicado em contrario,
referem-se um subgrupo de linfocitos T que sdo capazes de reconhecer cé-
lulas ndo autblogas (por exemplo, células tumorais/cancer, células infecta-
das por virus) e induzir a morte destas células.

Exceto onde definido de outro modo, o termo "HLA-A2", Para
uso na presente invencgao, se refere representativamente aos subtipos, cujos
exemplos incluem, mas nao se limitam a HLA-A*0201, HLA-A*0202, HLA-
A*0203, HLA-A*0204, HLA-A*0205, HLA-A*0206, HLA-A*0207, HLA-A*0210,
HLA-A*0211, HLA-A*0213, HLA-A*0216, HLA-A*0218, HLA-A*0219, HLA-
A*0228 e HLA-A*0250.

Exceto onde definido de outro modo, o termo "kit" para uso na
presente invengédo, & usado com relagdo a uma combinagao de reagentes e
outros materiais. E aqui contemplado que o kit pode incluir um microarranjo,
chip, marcador, e assim por diante. O termo "kit" ndo se destina a estar limi-
tado a uma combinagdo particular de reagentes e/ou materiais.

Para uso na presente invengdo, no contexto de um individuo ou

paciente, a expressao "positivo para HLA-A2" refere-se a que o individuo ou
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paciente possui homozigoticamente ou heterozigoticamente o gene do anti-
geno de HLA-A2, e o antigeno HLA-A2 é expresso em células do individuo
ou paciente como um antigeno HLA.

Até o ponto em que os métodos e composi¢des da presente in-
vencgao encontram utilidade no contexto do "tratamento" de cancer, um tra-
tamento é considerado "eficaz" se ele levar a beneficio clinico como, redu-
¢do na expressao de gene ECT2 ou uma redugdo no tamanho, prevaléncia,
ou potencial metastatico do cancer no individuo. Quando o tratamento é a-
plicado profilaticamente, "eficaz" significa que ele retarda ou evita canceres
de formar ou prevenir ou aliviar um sintoma clinico de cancer. Eficaz é de-
terminado em associagao com qualquer método conhecido para diagnosticar
ou tratar o tipo de tumor especifico.

Na medida em que os métodos e composi¢cdes da presente in-
vencao encontram utilidade no contexto do "prevencédo" e "profilaxia” de
cancer, tais termos sao usados aqui de maneira intercambiavel para se refe-
rir a qualquer atividade que reduz a carga de mortalidade ou morbidade da
doencga. A prevencéo e a profilaxia podem ocorrer em "niveis de prevencao
primarios, secundarios e terciarios." Embora a prevencao e profilaxia prima-
rias evitem o desenvolvimento de uma doenga, os niveis secundarios e ter-
ciarios de prevencao e profilaxia abrangem atividades direcionadas para a
prevencio e profilaxia da progressdo de uma doencga e o surgimento de sin-
tomas, assim como reducgao do impacto negativo de uma doenca ja estabe-
lecida pela restauragdo da fungao e reducéo das complicacdes relacionadas
com a doenga. Alternativamente, prevencgao e profilaxia podem incluir uma
ampla gama de terapias profilaticas direcionadas para aliviar a severidade
do transtorno particular, por exemplo, reduzir a proliferacdo e metastase de
tumores.

No contexto da presente invencao, o tratamento e/ou a profilaxia
de céncer ou, e/ou a prevengdo da sua recorréncia pés-operatoéria inclui(em)
gualquer uma das seguintes etapas, tais como remogéo cirirgica de células
de cancer, inibicdo do crescimento das células de cancer, involugdo ou re-

gressdo de um tumor, indugdo de remissdo e supressdo de ocorréncia de
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cancer, regressao tumoral, e redugdo ou inibigdo de metastase. O tratamen- -
to e/ou a profilaxia eficaz do cancer reduz a mortalidade e melhora o prog-
néstico de individuos com cancer, reduz os niveis de marcadores tumorais
no sangue, e alivia sintomas detectaveis que acompanham o cancer. Por
exemplo, reducdo ou melhora dos sintomas constitui o tratamento e/ou a
profilaxia eficaz e inclui 10%, 20%, 30% ou mais de redugéo, ou doenga es-
tavel.

No contexto da presente invengéo, o termo "anticorpo” refere-se
a imunoglobulinas e fragmentos das mesmas que s&o reativos especifica-.
mente para uma proteina designada ou peptideo da mesma. Um anticorpo
pode incluir anticorpos humanos, anticorpos primatizados, anticorpos quimeé-
ricos, anticorpos biespecificos, anticorpos humanizados, anticorpos fundidos
a outras proteinas ou radiomarcadores, e fragmentos de anticorpo. Além
disso, um anticorpo na presente invengao é usado em seu sentido mais am-
plo e abrange especificamente anticorpos monoclonais intactos, anticorpos
policlonais, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecifi-
cos) formados a partir de pelo menos dois anticorpos intactos, e fragmentos
de anticorpo desde que eles tenham a atividade biolégica desejada. Um "an-
ticorpo" indica todas as classes (por exemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM).

A menos que seja definido de outro modo, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado conforme compre-
endido pelo versado na técnica a qual a presente invencgéo pertence.

Il. Peptideos

Para demonstrar que os peptideos derivados de ECT2 funcio-
nam como um antigeno reconhecido por CTLs, peptideos derivados de
ECT2 (SEQ ID NO: 42) foram analisados para determinar se eles eram epi-
topos antigénicos restritos por HLA-A2 que sdo alelos de HLA comumente
encontrados (Date Y et al., Tissue Antigens 47: 93-101, 1996; Kondo A et al,,
J Immunol 155: 4307-12, 1995; Kubo RT et al., J Immunol 152: 3913-24,
1994).

Candidatos de peptideos de ligagao ao HLA-A2 derivados

de ECT2 foram identificados com base nas suas afinidades de ligagdo ao
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HLA-A2. Os seguintes peptideos candidatos foram identificados:
ECT2-A2-9-34 (SEQ ID NO: 1),
ECT2-A2-9-619 (SEQ ID NO: 2),
ECT2-A2-9-664 (SEQ ID NO: 3),
ECT2-A2-9-662 (SEQ ID NO: 4),
ECT2-A2-9-634 (SEQ ID NO: 5),
ECT2-A2-9-145 (SEQ ID NO: 6),
ECT2-A2-9-561 (SEQ ID NO: 7),
ECT2-A2-9-98 (SEQ ID NO: 8),
ECT2-A2-9-575 (SEQ ID NO: 9),
ECT2-A2-9-240 (SEQ ID NO: 10),
ECT2-A2-9-292 (SEQ ID NO: 11),
ECT2-A2-9-823 (SEQ ID NO: 12),
ECT2-A2-9-220 (SEQ ID NO: 13),
ECT2-A2-9-755 (SEQ ID NO: 14),
ECT2-A2-9-357 (SEQ ID NO: 15),
ECT2-A2-9-438 (SEQ ID NO: 16),
ECT2-A2-9-874 (SEQ ID NO: 17),
ECT2-A2-9-568 (SEQ ID NO: 18),
ECT2-A2-9-166 (SEQ ID NO: 19),
ECT2-A2-9-443 (SEQ ID NO: 20),
ECT2-A2-10-33 (SEQ ID NO: 21),
ECT2-A2-10-633 (SEQ ID NO: 22),
ECT2-A2-10-144 (SEQ ID NO: 23),
ECT2-A2-10-701 (SEQ ID NO: 24),
ECT2-A2-10-754 (SEQ ID NO: 25),
ECT2-A2-10-557 (SEQ ID NO: 26),
ECT2-A2-10-191 (SEQ ID NO: 27),
ECT2-A2-10-774 (SEQ ID NO: 28),
ECT2-A2-10-428 (SEQ ID NO: 29),
ECT2-A2-10-618 (SEQ ID NO: 30),
ECT2-A2-10-97 (SEQ ID NO: 31),
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ECT2-A2-10-20 (SEQ ID NO: 32),

ECT2-A2-10-574 (SEQ ID NO: 33)

ECT2-A2-10-461 (SEQ ID NO: 34),

ECT2-A2-10-664 (SEQ ID NO: 35),

ECT2-A2-10-575 (SEQ ID NO: 36),

ECT2-A2-10-430 (SEQ ID NO: 37),

ECT2-A2-10-511 (SEQ ID NO: 38),

ECT2-A2-10-471 (SEQ ID NO: 39) e

ECT2-A2-10-87 (SEQ ID NO: 40).

Além disso, apés estimulacdo in vitro de células T por células
dendriticas (DCs) pulsadas (carregadas) com estes peptideos, os CTLs fo-
ram estabelecidos corretamente pela estimulagdo das DCs com cada um
dos seguintes peptideos:

ECT2-A2-9-34 (SEQ ID NO: 1),

ECT2-A2-9-664 (SEQID NO: 3) e

ECT2-A2-10-33 (SEQ ID NO: 21).

Estes CTLs estabelecidos mostraram potente atividade especifi-
ca de CTL contra células-alvo pulsadas com os respectivos peptideos. Estes
resultados demonstram que ECT2 € um antigeno reconhecido por CTLs e
que os peptideos testados sédo peptideos epitopos de ECT2 restritos por
HLA-A2.

Uma vez que o gene ECT2 esta superexpresso em células de
cancer tais como cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carci-
noma colangiocelutar, LMC, cancer colorretal, cancer de es6fago, NSCLC,
linfoma, cancer pancreatico, cancer de prostata, carcinoma renal e SCLC e
nac esta expresso na maioria dos 6rgdos normais, ele € um bom alvo para
imunoterapia do céncer. Desta forma, a presente invencéo fornece nonapep-
tideos (peptideos que consistem em nove residuos de aminoacido) e deca-
peptideos (peptideos que consistem em dez residuos de aminoacido) de
epitopos de ECT2 reconhecidos por CTL. Alternativamente, a presente in-
vengdo apresenta peptideos isolados que se ligam a antigenos HLA e indu-

zem linfocitos T citotoxicos (CTLs), sendo que o peptideo tem a sequéncia
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de aminoacidos de SEQ ID NO: 42 ou é um fragmento imunologicamente
ativo da mesma. Mais especificamente, em algumas modalidades, a presen-
te invengao apresenta peptideos que possuem uma sequéncia de aminoaci-
dos selecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a 40.

Em geral, programas de computador atualmente disponiveis, por
exemplo, na Internet, como aqueles descritos em Parker KC et al., J Immu-
nol 1994 Jan 1, 152(1). 163-75 e Nielsen M et al., Protein Sci 2003; 12:
1007-17 podem ser usados para calcular as afinidades de ligagao entre va-
rios peptideos e antigenos HLA em ambiente virtual. A afinidade de ligacdo a
antigenos HLA pode ser medida conforme descrito, por exemplo, em Parker
KC et al., J Immunol 1994 Jan 1, 152(1): 163-75, Kuzushima K et al., Blood
2001, 98(6): 1872-81, Larsen MV et al. BMC Bioinformatics. 2007 Out 31; 8:
424, Buus S et al. Tissue Antigens., 62:378-84, 2003, Nielsen M et al., Prote-
in Sci 2003; 12: 1007-17, e Nielsen M et al. PLoS ONE 2007; 2: e796, que
estao resumidos, por exemplo, em Lafuente EM et al., Current Pharmaceuti-
cal Design, 2009, 15, 3209-3220. Os métodos para determinar a afinidade
de ligacédo sdo descritos, por exemplo, no documento Journal of Immunolo-
gical Methods (1995, 185: 181-190) e Protein Science (2000, 9: 1838-1846).
Portanto, pode-se usar programas de computador para selecionar os frag-
mentos derivados de ECT2 que tém alta afinidade de ligagdo a antigenos
HLA. Consequentemente, a presente invencdo abrange peptideos compos-
tos por quaisquer fragmentos derivados de ECT2 que seriam determinados
por tais programas conhecidos como sendo capazes de ligar a antigenos
HLA. Além disso, tais peptideos podem incluir o peptideo composto pela ex-
tensdo completa de ECT2.

Os peptideos da presente invengéo, particularmente, os nona-
peptideos e decapeptideos da presente invencédo, podem ser flanqueados
por residuos de aminoacido adicionais, contanto que os peptideos guardem
sua capacidade de indugdo de CTL. Os residuos de aminoacido adicionais
particulares podem ser compostos por qualquer tipo de aminoacido desde
que eles nao prejudiquem a capacidade de indugédo de CTL do peptideo ori-

ginal. Desta forma, a presente invengdo abrange peptideos que possuem
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afinidade de ligacdo a antigenos HLA, que incluem os peptideos derivados
de ECT2. Tais peptideos possuem, por exemplo, menos que cerca de 40
aminoacidos, frequentemente, menos que cerca de 20 aminoacidos, geral-
mente, menos que cerca de 15 aminoacidos.

Em geral, sabe-se que a modificacdo de um ou mais aminoaci-
dos em um peptideo nao influencia a fungéo do peptideo, e em élguns casos
até mesmo acentua a fungdo desejada da proteina original. De fato, se tem
conhecimento de peptideos modificados (isto &, peptideos que compreen-
dem uma sequéncia de aminoacidos modificada pela substituicao, delecéo,
insercao e/ou adicdo de um, dois ou varios residuos de aminoacido de uma
sequéncia de referéncia original)) que retém a atividade biolégica do pepti-
deo original (Mark et al., Proc Natl Acad Sci USA 1984, 81: 5662-6; Zoller e
Smith, Nucleic Acids Res 1982, 10: 6487-500; Dalbadie-McFarland et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 1982, 79: 6409-13). Desta forma, de acordo com
uma modalidade da presente invengao, o peptideo que tem capacidade de
inducdo de CTL da presente invengdo pode compreender um peptideo que
tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a
40, sendo que um, dois ou mesmo mais aminoacidos sdo adicionados, inse-
ridos, deletados e/ou substituidos.

Os versados na técnica compreenderdao que adigoes, delegdes,
insercdes efou substituicdes individuais a uma sequéncia de aminoacidos
gue alteram um Gnico aminoacido ou uma pequena porcentagem de amino-
acidos resulta na conservagéo das propriedades da cadeia lateral original do
aminoacido; ela é, portanto, chamada de "substituicdo conservativa" ou "mo-
dificagao conservativa”, sendo que a alteragdo de uma proteina resulta em
uma proteina com fungbes similares. Tabelas de substituicdo conservativa
que fornecem aminoécidos funcionalmente similares sdo bem conhecidas na
técnica. Exemplos de propriedades de cadeias laterais de aminoacidos séao
aminoacidos hidrofébicos (A, I, L, M, F, P, W, Y, V), aminoacidos hidrofilicos
(R,D,N, C, E, Q, G, H, K, S, T), e cadeias laterais que possuem os seguin-
tes grupos funcionais ou caracteristicas em comum: uma cadeia lateral alifa-

tica (G, A, V, L, |, P); uma cadeia lateral contendo um grupo hidroxila (S, T,
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Y); uma cadeia lateral contendo um atomo de enxofre (C, M); uma cadeia
lateral contendo acido carboxilico e amida (D, N, E, Q); uma cadeia lateral
contendo uma base (R, K, H); e uma cadeia lateral contendo um grupo aro-
matico (H, F, Y, W). Além disso, os oito grupos a seguir contém, cada, ami-
noacidos que sao substituicdes conservativas entre si:

1) alanina (A), glicina (G);

2) acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) asparagina (N), glutamina (Q);

4) arginina (R), lisina (K);

5) isoleucina (I}, leucina (L), metionina (M), valina (V);

6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptofano (W);

7) serina (8), treonina (T); e

8) cisteina (C), metionina (M) (consulte, por exemplo, Creighton,
Proteins 1984).

Tais peptideos modificados de modo conservativo também sao
considerados como peptideos da presente invengao. Entretanto, o peptideo
da presente invencdo nao é restrito a isto e pode incluir modificagbes nao-
conservativas, desde que o peptideo modificado resultante guarde a capaci-
dade de indugdo de CTL do peptideo original. Além disso, os peptideos mo-
dificados nao devem excluir peptideos que podem induzir CTL de variantes
polimoérficas, homélogos interespécie, e alelos de ECT2.

Residuos de aminoacido podem ser inseridos, substituidos ou
adicionados aos peptideos da presente invencdo ou, alternativamente, os
residuos de aminoacido podem ser deletados do mesmo para se alcangar
uma afinidade de ligagdo mais elevada. Para guardar a capacidade de indu-
¢ao de CTL, modifica-se (por insercdo, delegdo, adicdo efou substituicao),
de preferéncia, apenas um pequeno nuimero (por exemplo, 1, 2 ou varios) ou
uma pequena porcentagem de aminoacidos. Na presente invencéo, o termo
"varios" significa 5 ou menos aminoacidos, por exemplo, 4 ou 3 ou menos. A
porcentagem de aminoacidos a ser modificada pode ser, por exemplo, 20%
ou menos, de preferéncia 15% ou menos, com mais preferéncia 10% ou

menos ou com mais preferéncia ainda 1 a 5%.
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Quando usados no contexto de imunoterapia de cancer, os pre-
sentes peptideos podem ser apresentados sobre a superficie de uma céluia
ou exossomo como um complexo com um antigeno HLA. Portanto, é preferi-
vel selecionar peptideos que nao induzem apenas CTLs, mas que também
possuem alta afinidade de ligagdo ao antigeno HLA. Para isto, os peptideos
podem ser modificados por delecéo, substituicao, inser¢do e/ou adicao dos
residuos de aminoacido para produzir um peptideo modificado com afinidade
de ligagdo aprimorada. Além de peptideos que sdo apresentados natural-
mente, uma vez que a regularidade das sequéncias de peptideos apresen-
tados pela ligagao a antigenos HLA ja é conhecida (J Immunol 1994, 152:
3913; Immunogenetics 1995, 41: 178; J Immunol 1994, 155: 4307), modifi-
cagdes com base em tal regularidade podem ser introduzidas nos peptideos
imunogénicos da presente invencao.

Por exemplo, peptideos que tem alta afinidade de ligagdo a HLA-
A2 tendem a ter o segundo aminoacido da terminagéo N substituido por leu-
cina ou metionina. De modo semelhante, peptideos nos quais o aminoacido
C-terminal é substituido por valina ou leucina também podem ser favoravel-
mente usados. Desta forma, peptideos que possuem uma sequéncia de a-
minoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a 40, nas quais o segundo
aminoacido da terminacéo N da sequéncia de aminoécidos da dita SEQ ID
NO é substituido por leucina ou metionina, e peptideos e/ou nas quais a
terminagao C da sequéncia de aminoacidos da dita SEQ ID NO € substituida
por valina ou leucina sdo contemplados pela presente invencéo.

Substituicoes podem ser introduzidas ndo apenas nos aminoaci-
dos terminais, mas também na posigdo de potencial reconhecimento pelos
receptores de célula T (TCR) dos peptideos. Varios estudos demonstraram
que um peptideo com substituicbes de aminoacido podem ter fungéo igual
ou melhor que o original, por exemplo, CAP1, p53 (264-272), Her-2/neu zse-377)
ou gp100 (209217) (Zaremba et al. Cancer Res. 57, 4570-4577, 1997, T. K.
Hoffmann et al. J Immunol. (2002) Fev 1;168(3):1338-47., S. O. Dionne et al.
Cancer Immunol immunother. (2003) 52: 199-206 e S. O. Dionne et al. Can-
cer Immunology, Immunotherapy (2004) 53, 307-314).
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A presente invengdo também contempla a adigéo de um, dois ou
varios aminoacidos a terminagdo N e/ou C dos presentes peptideos. Tais
peptideos modificados com alta afinidade de ligacdo ao antigeno HLA e que
guardar capacidade de indug&o de CTL também est&o incluidos na presente
invengdo. Por exemplo, a presente invengado fornece um peptideo isolado
com comprimento menor que 14, 13, 12, 11, ou 10 aminoacidos, que com-
preende a sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
em:

(i) uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo que con-
siste em SEQ ID NOs: 1 a 20, sendo que 1, 2, ou varios aminoacidos séo
substituidos, sendo que o peptideo se liga a um antigeno HLA e induz linfé-
citos T citotéxicos, e

(i) a sequéncia de aminoacidos de (i), em que a sequéncia de
aminodcidos tem uma das seguintes caracteristicas, ou ambas:

(a) o segundo aminoacido da terminacéo N da dita SEQ ID NO &
selecionado do grupo que consiste em leucina ou metionina; e

(b) o aminoacido C-terminal da dita SEQ ID NO é selecionado a
partir do grupo que consiste em valina ou leucina.

Além disso, a presente invengdo também fornece um peptideo
isolado com comprimento menor que 15, 14, 13, 12, ou 11 aminoacidos, que
compreende a sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
em:

(i) uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo que con-
siste em SEQ ID NOs: 21 a 40, sendo que 1, 2, ou varios aminoacidos s&o
substituidos, sendo que o peptideo se liga a um antigeno HLA e induz linfo-
citos T citotdxicos, e

(i) a sequéncia de aminoéacidos de (i), em que a sequéncia de
aminoacidos tem uma das seguintes caracteristicas, ou ambas:

(a) o segundo aminoacido da terminagédo N da dita SEQ ID NO é
selecionado do grupo que consiste em leucina ou metionina; e

(b) o aminoacido C-terminal da dita SEQ ID NO é selecionado a

partir do grupo que consiste em valina ou leucina.
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Estes peptideos sdo processados na APC para apresentar um
peptideo de (i), (i), (i), e (ii'") sobre ela, quando estes peptideos sdo coloca-
dos em contato com, ou introduzidos na APC.

Entretanto, quando a sequéncia de peptideo é idéntica a uma
porgdo da sequéncia de aminoacido de uma proteina endégena ou exdgena
que tem uma funcéo diferente, efeitos colaterais como transtornos autoimu-
nes ou sintomas alérgicos contra substancias especificas podem ser induzi-
dos. Portanto, pode-se realizar buscas de homologia com o uso de bases de
dados disponiveis para evitar situagées nas quais a sequéncia do peptideo
se assemelha a sequéncia de aminoacido de outra proteina. Quando se tor-
nar claro a partir das buscas de homologia que nio existe um peptideo com
1 ou 2 diferengas de aminoéacido com relagéo ao peptideo pretendido, o pep-
tideo pretendido pode ser modificado de modo a aumentar sua afinidade de
ligagdo com antigenos HLA, e/ou aumentar sua capacidade de indugéo de
CTL sem qualquer perigo de efeitos colaterais.

Embora seja esperado que peptideos que possuem alta afinida-
de de ligacéo aos antigenos HLA, conforme descrito acima, sejam altamente
eficazes, os peptideos candidatos, que séo selecionados de acordo com a
presenca de alta afinidade de ligagdo como um indicador, sdo examinados
adicionalmente quanto a presencga de capacidade de indugdo de CTL. Na
presente invencgdo, a expressao "capacidade de inducédo de CTL" indica a
capacidade do peptideo induzir CTLs quando apresentado sobre células a-
presentadoras de antigeno (APCs). Adicionalmente, "capacidade de indugao
de CTL" inclui a capacidade do peptideo induzir ativagdo de CTL, prolifera-
c¢ao de CTL, promover a lise de células-alvo pelos CTLs, e aumentar a pro-
ducao de IFN-gama pelos CTLs.

A confirmacgado da capacidade de indugéo de CTL é feita pela in-
ducao de APCs transportando antigenos de MHC humanos (por exemplo,
linfécitos B, macréfagos, e células dendriticas (DCs)) ou, mais especifica-
mente, DCs derivadas de leucocitos mononucleares de sangue periférico
humanos, e apés estimulagdo com os peptideos, misturar com células CD8-

positivas, e entao medir o IFN-gama produzido e liberado pelo CTL contra as
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células-alvo. Como o sistema de reagéo, podem ser usados animais trans-
génicos que foram produzidos para expressar um antigeno HLA humano
(por exemplo, os descritos em BenMohamed L, Krishnan R, Longmate J,
Auge C, Low L, Primus J, BDiamond DJ, Hum Immunol 2000 Ago, 61(8): 764-
79, Artigos relacionados, Livros, Ligacao externa, Induction of CTL response
by a minimal epitope vaccine in HLA A*0201/DR1 transgenic mice: depen-
dent on MHC (HLA) class Il restricted T(H) response). Por exemplo, as célu-
las-alvo podem ser radiomarcadas com 51Cr e semelhantes, e a atividade
citotoxica pode ser calculada a partir da radioatividade liberada pelas célu-
las-alvo. Alternativamente, isto pode ser examinado mediante a medigéo do
IFN-gama produzido e liberado pelos CTLs na presenca de APCs que trans-
portam peptideos imobilizados e visualizagdo da zona de inibicdo no meio
com o uso de anticorpos monoclonais anti-IFN-gama.

Como um resultado do exame da capacidade de indug¢édo de CTL
dos peptideos, conforme descrito acima, descobriu-se que nonapeptideos e
decapeptideos selecionados a partir de peptideos que possuem uma se-
guéncia de aminoacidos selecionados dentre SEQ ID NOs: 1 a 40 mostra-
ram capacidade de indugdo de CTL particularmente alta assim como alta
afinidade de ligacdo a um antigeno HLA. Desta forma, estes peptideos séao
exemplificados como modalidades preferenciais da presente invengao.

Além disso, os resultados das analises de homologia demonstra-
ram que estes peptideos ndo compartiiham homologia significativa a pepti-
deos derivados de nenhum outro produto génico humano conhecido. Isto
reduz a possibilidade de respostas imunes desconhecidas ou indesejadas
quando os peptideos sdo usados para imunoterapia. Portanto, também por
este aspecto, estes peptideos sdo Gteis para gerar imunidade contra ECT2
em pacientes com cancer. Desta forma, os peptideos da presente invengao,
de preferéncia, peptideos que possuem uma sequéncia de aminoacidos se-
lecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a 40, estdo contemplados pela presente
invengao.

Além da modificagdo dos presentes peptideos discutida acima,

os peptideos da presente invengao podem ser ainda ligados a outros pepti-
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deos, desde que o peptideo ligado resultante guarde a capacidade de indu-
c¢do de CTL indispensavel do peptideo original e, com mais preferéncia,
também guarde a indispensavel ligacdo ao HLA. Exemplos de "outros" pep-
tideos incluem: os peptideos da presente invencéo ou os peptideos que po-
dem ser induzidos por CTL derivados de outros TAAs. Os ligantes entre os
peptideos sdo bem conhecidos na técnica, por exemplo, AAY (P. M. Daftari-
an et al., J Trans Med 2007, 5:26), AAA, NKRK (R. P. M. Sutmuller et al., J
Immunol. 2000, 165: 7308-7315) ou K (S. Ota et al,, Can Res. 62, 1471-
1476, K. S. Kawamura et al., J Immunol. 2002, 168: 5709-5715).

Por exemplo, peptideos antigénicos associados a tumor nao-
ECT2 podem, também, ser usados de maneira substancialmente simultanea
para aumentar a resposta imunoldgica através de HLA classe | e/ou classe
II. E fato conhecido que células de cancer podem expressar mais de um ge-
ne associado a tumor. Consequentemente, esta dentro do escopo da expe-
rimentagao de rotina para um versado na técnica determinar se um individuo
particular expressa genes associados a tumor adicionais e, entdo, incluir
peptideos de ligagao ao HLA classe | e/ou HLA classe Il derivados dos pro-
dutos de expressao de tais genes nas composi¢bes ou vacinas de ECT2 da
presente invencao.

Exemplos de peptideos de ligagao ao HLA classe | e HLA classe
Il sdo conhecidos dos versados na técnica (por exemplo, consulte Coulie,
Stem Cells 13:393-403, 1995), e podem ser usados com relagdo a presente
invencao de uma maneira similar aos aqui apresentados. O versado na téc-
nica pode preparar polipeptideos incluindo um ou mais peptideos ECT2 e
um ou mais dos peptideos nao-ECT2, ou acidos nucleicos que codificam tais
polipeptideos, com o uso de procedimentos padrao de biologia molecular.

Os peptideos ligados acima sédo aqui chamados de "politopos”,
i.e., so grupos de dois ou mais peptideos potencialmente imunogénicos ou
estimulantes da resposta imunolégica que podem ser unidos em varias dis-
posicdes (por exemplo, concatenados, sobrepostos). O politopo (ou acido
nucléico que codifica o politopo) pode ser administrado de acordo com pro-

tocolos-padrao de imunizagao, por exemplo, a animais, para testar a eficacia
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do politopo na estimulagdo, intensificacdo e/ou estimula¢ao de uma resposta
imunologica.

Os peptideos podem ser unidos diretamente ou através do uso
de sequéncias flanqueadoras para formar politopos, e o uso de politopos
como vacinas é bem conhecido na técnica (ver, por exemplo, Thomson et
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92(13):5845-5849, 1995, Gilbert et al., Nature
Biotechnol. 15(12):1280-1284, 1997; Thomson et al., J Immunol. 157(2):822-
826, 1996; Tarn et al., J Exp. Med. 171(1):299-306, 1990). Politopos conten-
do varios nimeros e combinagdes de epitopos podem ser preparados e tes-
tados quanto ao reconhecimento por CTLs e quanto a eficacia em aumentar
uma resposta imune.

Os peptideos da presente invencdo podem ser ligados, adicio-
nalmente, a outras substancias, contanto que eles guardem a capacidade de
inducéo de CTL indispensavel. Exemplos ilustrativos de tais "outras" subs-
tancias adequadas incluem, mas nao se limitam a: peptideos, lipidios, agu-
car e cadeias de acucar, grupos acetila, polimeros naturais e sintéticos, etc.
Os peptideos podem conter modificagbes como glicosilagdo, oxidagdo da
cadeia lateral ou fosforilagao, etc., desde que as modificagbes ndo destruam
a atividade biologica dos peptideos, conforme descrito aqui. Estes tipos de
modificagées podem ser feitas para conferir fungdes adicionais (por exem-
plo, fungdo de direcionamento, e funcao de liberagédo) ou para estabilizar o
polipeptideo.

Por exemplo, para aumentar a estabilidade in vivo de um poli-
peptideo, é conhecido na técnica como introduzir D-aminoacidos, miméticos
de aminoacido ou aminodacidos ndo-naturais; este conceito também pode ser
adotado para os presentes polipeptideos. A estabilidade de um polipeptideo
pode ser testada de varias formas. Por exemplo, peptidases e varios meios
biolégicos, como plasma humano e soro, podem ser usadas para testar es-
tabilidade (consulte, por exemplo, Verhoef et al., Eur J Drug Metab Pharma-
cokin 1986, 11: 291-302).

Além disso, conforme observado acima, dentre os peptideos

modificados que sao substituidos, inseridos, deletados ou adicionados com
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um, dois ou varios residuos de aminoacido, os que possuem atividade igual
ou superior em comparagio aos peptideos originais podem ser triados ou
selecionados. A presente invengdo, portanto, também fornece o método de
triagem ou selecao de peptideos modificados que possuem atividade igual
ou superior em comparagéo aos originais. Por exemplo, o método pode in-
cluir as etapas de:

a: substituir, inserir, deletar ou adicionar pelo menos um residuo
de aminoacido de um peptideo da presente invencao,

b: determinar a atividade do peptideo, e

c: selecionar o peptideo que tem atividade igual ou superior em
comparagao ao original.

Na presente invencdo, a atividade pode incluir atividade de liga-
cao a MHC, APC ou capacidade de indugédo de CTL e atividade citotoxica.

Neste documento, os peptideos da presente invencao também
podem ser descritos como "peptideo(s) ECT2 " ou "polipeptideo(s) ECT2".
Ill. Preparagéo de peptideos ECT2

Os peptideos da presente invencao podem ser preparados com
o uso de técnicas bem conhecidas. Por exemplo, os peptideos podem ser
preparados sinteticamente, por tecnologia de DNA recombinante ou sintese
quimica. Os peptideos da presente invengdo podem ser sintetizados indivi-
dualmente ou como polipeptideos mais longos incluindo dois ou mais pepti-
deos. Os peptideos podem ser isolados, isto é, purificados ou isolados de
modo substancialmente isento de outras proteinas de ocorréncia natural da
célula hospedeira e fragmentos das mesmas, ou quaisquer outras substan-
cias quimicas.

Os peptideos da presente invencédo podem conter modificacbes
como glicosilacdo, oxidacédo da cadeia lateral ou fosforilacéo, desde que tais
modificagcbes nao destruam a atividade biolégica dos peptideos originais.
QOutras modificacgtes ilustrativas incluem incorporagdo de D-aminoacidos ou
outros miméticos de aminoacido que podem ser usados, por exemplo, para
aumentar a meia-vida sérica dos peptideos.

Um peptideo da presente invencéo pode ser obtido através de
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sintese quimica com base na sequéncia de aminoacido selecionada. Por
exemplo, de métodos de sintese de peptideo convencionais que podem ser
adotados para a sintese incluem:

(i) Peptide Synthesis, Interscience, Nova lorque, E.U.A., 1966;

(i) The Proteins, Vol. 2, Academic Press, Nova lorque, 1976;

(iii) Peptide Synthesis (em japonés), Maruzen Co., 1975;

(iv) Basics and Experiment of Peptide Synthesis (em japonés),
Maruzen Co., 1985;

) Developnﬁent of Pharmaceuticals (segundo volume) (em ja-
ponés), Vol. 14 (sintese de peptideo), Hirokawa, 1991;

(vi) W099/67288; e

(vii) Barany G. & Merrifield R.B., Peptides Vol. 2, "Solid Phase
Peptide Synthesis", Academic Press, Nova lorque, 1980, 100-118.

Alternativamente, os presentes peptideos podem ser obtidos pe-
la adogdo de quaisquer métodos de engenharia genética conhecidos para
produzir peptideos (por exemplo, Morrison J, J Bacteriology 1977, 132: 349-
51; Clark-Curtiss & Curtiss, Methods in Enzymology (eds. Wu et al.) 1983,
101: 347-62). Por exemplo, primeiro, um vetor adequado contendo um poli-
nucleotideo que codifica o peptideo pretendido em uma forma que pode ser
expressa (por exemplo, a jusante de uma sequéncia regulatoria que corres-
ponde a uma sequéncia promotora) é preparado e transformado em uma
célula hospedeira adequada. Tais vetores e células hospedeiras também
sao fornecidos pela presente invengéo. A célula hospedeira é entao cultiva-
da para produzir o peptideo de interesse. O peptideo também pode ser pro-
duzido in vitro adotando um sistema de tradug&o in vitro.

IV. Polinucleotideos

A presente invencédo fornece polinucleotideos que codificam
qualquer um dos peptideos da presente invengao supracitados. Estes inclu-
em os polinucleotideos derivados do gene ECT2 de ocorréncia natural (n° de
acesso no Genbank AY376439 (por exemplo, SEQ ID NO: 41)) assim como
0s que possuem uma sequéncia de nucleotideos modificada de modo con-

servativo dos mesmos. Na presente invengéo, a expressdo "sequéncia de
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nucleotideo modificada de modo conservativo" refere-se a sequéncias que
codificam sequéncias de aminoacido idénticas ou essenciaimente idénticas.
Devido a degeneragido do codigo genético, um grande namero de acidos
nucleicos funcionalmente idénticos codificam qualquer proteina dada. Por
exemplo, todos os cédons GCA, GCC, GCG, e GCU codificam o aminoacido
alanina. Desta forma, em cada posi¢ao na qual uma alanina é especificada
por um codon, o cédon pode ser alterado para qualquer um dos cédons cor-
respondentes descritos sem alterar o polipeptideo codificado. Tais variagbes
de acido nucleico, chamadas na técnica de "variagbes silenciosas”, repre-
sentam uma espécie de variante modificada de modo conservativo. Toda
sequéncia de acido nucleico descrita na presente invengdo como sendo co-
dificante de um peptideo também descreve todas as variagdes silenciosas
possiveis do acido nucleico. Um versado na técnica facilmente reconhecera
que cada codon em um acido nucleico (com a excecdo de AUG, que é co-
mumente o Unico cddon para metionina, e TGG, que é comumente o Unico
codon para o triptofano) pode ser modificado para produzir uma molécula
funcionalmente idéntica. Consequentemente, cada sequéncia de nucleoti-
deos apresentada que codifica um peptideo representa uma descrigao impli-
cita de variacdes silenciosas associadas com ela.

O polinucleotideo da presente invengdo pode ser composto de
DNA, RNA e.seus derivados. Conforme € bem conhecido na técnica, uma
molécula de DNA é adequadamente composta por bases como as bases de
ocorréncia natural A, T, C, e G, e T é substituida por U em um RNA. O ver-
sado na técnica reconhece que bases que ndo tem ocorréncia natural tam-
bém podem ser incluidas nos polinucleotideos.

O polinucleotideo da presente invengdo pode codificar varios
peptideos da presente invengdo com ou sem sequéncias de aminoacido in-
tervenientes. Por exemplo, a sequéncia de aminoacido interveniente pode
fornecer um sitio de clivagem (por exemplo, sequéncia de reconhecimento
de enzima) do polinucleotideo ou dos peptideos traduzidos. Além disso, o
polinucleotideo pode incluir qualquer sequéncia adicional a sequéncia codifi-

cante que codifica o peptideo da presente invengéo. Por exemplo, o polinu-
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cleotideo pode ser um polinucleotideo recombinante que inclui sequéncias
regulatérias necessarias para a expressao do peptideo ou pode ser um vetor
de expressao (plasmidio) com genes marcadores e semelhantes. Em geral,
tais polinucleotideos recombinantes podem ser preparados pela manipula-
céo de polinucleotideos através de técnicas recombinantes convencionais
com o uso, por exemplo, de polimerases e endonucleases.

Técnicas recombinantes e de sintese quimica podem ser usadas
para produzir os polinucleotideos da presente invengdo. Por exemplo, um
polinucleotideo pode ser produzido pela insercdo em um vetor adequado,
que pode ser expresso quando transfectado em uma célula competente. Al-
ternativamente, um polinucleotideo pode ser amplificado com o uso de técni-
cas de PCR ou expressdo em hospedeiros adequados (consulte, por exem-
plo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nova lorque, 1989). Alternativamente, um polinucleotideo
pode ser sintetizado com o uso de técnicas em fase sélida, conforme descri-
to em Beaucage SL & lyer RP, Tetrahedron 1992, 48: 2223-311; Matthes et
al., EMBO J 1984, 3: 801-5.

V. Exossomos

A presente invengao fornece adicionalmente vesiculas intracelu-
lares chamadas exossomos, que apresentam complexos formados entre os
peptideos da presente invengéo e antigenos HLA na sua superficie. Os e-
xossomos podem ser preparados, por exemplo, pelo uso dos métodos deta-
Ihados no Pedido de Patente Japonés para Kohyo Publications N° Hei 11-
510507 e WQ099/03499, e podem ser preparados com o uso de APCs obti-
das a partir de pacientes que sdo submetidos a tratamento e/ou prevencéo.
Os exossomos da presente invengdo podem ser inoculados como vacinas,
de uma forma similar aos peptideos da presente invengéao.

O tipo de antigeno HLA incluido nos complexos deve se igualar
ao do individuo que exige tratamento e/ou prevengdo. Por exemplo, para
japoneses, HLA-A2, particularmente HLA-A*0201, HLA-A*0202, HLA-
A*0203, HLA-A*0204, HLA-A*0205, HLA-A*0206, HLA-A*0207, HLA-A*0210,
HLA-A*0211, HLA-A*0213, HLA-A*0216, HLA-A*0218, HLA-A*0219, HLA-
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A*0228 e HLA-A*0250 sao frequentemente adequados. O uso do tipo A24
ou do tipo A2 que é altamente expresso entre os japoneses e caucasianos é
favoravel para obter resultados eficazes, e subtipos como HLA-A*0201, HLA-
A*0202, HLA-A*0203, HLA-A*0204, HLA-A*0205, HLA-A*0206, HLA-A*0207,
HLA-A*0210, HLA-A*0211, HLA-A*0213, HLA-A*0216, HLA-A*0218, HLA-
A*0219, HLA-A*0228 e HLA-A*0250 também sao usados. Tipicamente, na
clinica, o tipo de antigeno HLA do paciente que exige tratamento é investi-
gado com antecedéncia, o que permite a selegcdo adequada de peptideos
que possuem altos niveis de afinidade de ligagdo a este antigeno, ou que
possuem capacidade de inducdo de CTL por apresentacdo de antigeno. A-
lém disso, de modo a obter peptideos que possuem alta afinidade de ligacao
e capacidade de indugao de CTL, pode-se fazer substituicao, inser¢ao, dele-
cao ou adicao de 1, 2, ou varios aminoacidos com base na sequéncia de
aminoacidos do peptideo ECT2 parcial de ocorréncia natural.

No caso do uso do antigeno HLA tipo A2 para o exossomo da
presente invengao, os peptideos que possuem a sequéncia de qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1 a 40 possuem particular utilidade.

V1. Células apresentadoras de antigeno (APCs)

A presente invengdo fornece, adicionalmente, APCs isoladas
gue apresentam complexos formados com antigenos HLA e os peptideos da
presente invengao na sua superficie. As APCs podem ser originadas de pa-
cientes que sdo submetidos a tratamento e/ou prevencao, e podem ser ad-
ministradas como vacinas ou em combinagao com outros farmacos incluindo
os peptideos da presente invengao, exossomos, ou CTLs.

As APCs nio sao restritas a um tipo particular de célula e inclu-
em células dendriticas (DCs), células de Langerhans, macréfagos, células B,
e células T ativadas, que sdo conhecidas por apresentar antigenos proteicos
na sua superficie celular de modo a serem reconhecidas por linfécitos. Uma
vez que uma DC é uma APC representativa que tem a atividade de inducéo
de CTL mais forte dentre as APCs, as DCs podem ser usadas como as
APCs da presente invencao.

Por exemplo, as APCs da presente invengcédo podem ser obtidas
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por induzir DCs de monécitos do sangue periférico e, entdo, coloca-las em
contato (estimula-las) com os peptideos da presente invengéo in vitro, ex
vivo ou in vivo. Quando os peptideos da presente invencdo sdo administra-
dos aos individuos, as APCs que apresentem os peptideos da presente in-
vengdo sdo induzidas no corpo do individuo. Portanto, as APCs da presente
invengéo podem ser obtidas por coletar as APCs do individuo apés adminis-
trar os peptideos da presente invengao ao individuo. Alternativamente, as
APCs da presente invencdo podem ser obtidas por colocar APCs coletadas
de um individuo em contato com o peptideo da presente invencéo.

As APCs da presente invencdo podem ser administradas a um
individuo para induzir uma resposta imune contra o cancer no individuo, so-
zinhas ou em combinagdo com outros farmacos inclusive os peptideos, e-
xossomos ou CTLs da presente invengéo. Por exemplo, a administragéo ex-
vivo pode incluir as etapas de:

a: coletar APCs de um primeiro individuo,

b: colocar as APCs da etapa a em contato com o peptideo e

c¢: administrar as APCs da etapa b a um segundo individuo.

O primeiro individuo e o segundo individuo podem ser o mesmo
individuo, ou podem ser individuos diferentes. As APCs obtidas pela etapa b
podem ser administradas como uma vacina para tratar e/ou prevenir cancer,
cujos exemplos incluem, mas nao se limitam a cancer de bexiga, cancer de
mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal,
cancer de esOfago, NSCLC, linfoma, cancer pancreético, cancer de prostata,
carcinoma renal e SCLC.

A presente invengédo fornece, adicionalmente, um método ou
processo para a fabricagdo de uma composigdo farmacéutica para induzir
APCs, sendo que o método inclui a etapa de misturar ou formular o peptideo
da invengdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

De acordo com um aspecto da presente invencéo, as APCs pos-
suem um alto nivel de capacidade de indug¢do de CTL. No termo de "alto
nivel de capacidade de indugdo de CTL", o alto nivel é em relagdo ao nivel

da APC sem entrar em contato com o peptideo ou peptideos que podem nao
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induzir o CTL. Tais APCs que possuem alto nivel de capacidade de inducao
de CTL podem ser preparadas por um método que inclui a etapa de transfe-
rir um polinucleotideo que codifica o peptideo da presente invengéao a APCs
in vitro, assim como o método acima mencionado. Os genes introduzidos
podem estar sob a forma de DNAs ou RNAs. Exemplos de métodos para
introdugdo incluem, sem limitagdes particulares, varios métodos convencio-
nalmente executados neste campo, como lipofeccao, eletroporacdo, € méto-
do com fosfato de célcio. Mais especificamente, ele pode ser executado con-
forme descrito em Cancer Res 1996, 56: 5672-7; J Immunol 1998, 161:
5607-13; J Exp Med 1996, 184: 465-72; tradugao japonesa publicada da pu-
blicagao internacional n® 2000-509281. Pela transferéncia do gene para den-
tro de APCs, o gene sofre transcrigéo, traducgéo, e semelhantes na célula, e,
entdo, a proteina obtida é processada pelo MHC classe | ou classe I, e pro-
cede através de uma via de apresentagdo para apresentar os peptideos par-
ciais.

VII. Linfécitos T citotoxicos (CTLs)

Um CTL induzido contra qualquer um dos peptideos da presente

invencgao fortalece a resposta imune atingindo células de cancer in vivo e,
assim, pode ser usado como uma vacina da mesma forma que os peptideos
em si. Desta forma, a presente invengao fornece CTLs isolados que sé&o in-
duzidos ou ativados especificamente por qualquer um dos presentes pepti-
deos.

Tais CTLs podem ser obtidos por (1) administrar o(s) peptideo(s)
da presente invengdo a um individuo ou (2) colocar (estimular) as APCs de-
rivadas do individuo e células CD8 positivas, ou leucécitos mononucleares
do sangue periférico em contato in vitro com o(s) peptideo(s) da presente
invencado ou (3) colocar células CD8 positivas ou leucécitos mononucleares
do sangue periférico em contato in vitro com as APCs ou exossomos que
apresentam um complexo de um antigeno HLA e o peptideo sobre sua su-
perficie ou (4) introduzir um gene que inclui um polinucleotideo que codifica
uma subunidade de receptor de célula T (TCR) que se liga ao peptideo da

presente invengao. Tais APCs ou exossomos podem ser preparados pelos
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métodos descritos acima e detalhes do método de (4) sdo descritos abaixo
na secéo "VIII. Receptor de célula T (TCR)".

Os CTLs da presente invengado podem ser derivados de pacien-
tes que sao submetidos a tratamento e/ou prevengao, e podem ser adminis-
trados sozinhos ou em combinagdo com outros farmacos, inclusive os pepti-
deos da presente invencio ou exossomos, com o propésito de efeitos de
regulagdo. Os CTLs obtidos agem especificamente contra células-alvo que
apresentam os peptideos da presente invengdo, por exemplo, os mesmos
peptideos usados para a indugdo. As células-alvo podem ser células que
expressam ECT2 de forma enddgena, tais como células de céncer, ou célu-
las que sao transfectadas com o gene ECT2; e células que apresentam um
peptideo da presente invengdo sobre a superficie celular devido a estimula-
¢éo pelo peptideo também podem servir como alvos de ataque do CTL ati-
vado.

VIIl. Receptor de célula T (TCR)

A presente invengao fornece, adicionalmente, uma composi¢éo

que inclui acidos nucleicos que codificam polipeptideos que sao capazes de
formar uma subunidade de um receptor de célula T (TCR), e métodos de uso
da mesma. As subunidades de TCR possuem a capacidade de formar TCRs
que conferem especificidade as células T contra células tumorais que apre-
sentam ECT2. Com o uso de métodos conhecidos na técnica, os acidos nu-
cleicos das cadeias alfa e beta como as subunidades de TCR do CTL indu-
zido por um ou mais peptideos da presente invengdo podem ser identifica-
dos (W02007/032255 e Morgan et al., J Immunol, 171, 3288 (2003)). Por
exemplo, o método de PCR é preferencial para analisar o TCR. Os iniciado-
res de PCR para a andlise podem ser, por exemplo, iniciadores 5-R (6'-
gtctaccaggcattcgcttcat-3') como iniciadores do lado 5' (SEQ ID NO: 43) e
iniciadores 3-TRa-C (5'-tcagctggaccacagccgcagegt-3) especificos para a
regido C da cadeia alfa de TCR (SEQ ID NO: 44), iniciadores 3-TRb-C1 (5'-
tcagaaatcctttctctigac-3')especificos para a regido C1 da cadeia beta de TCR
(SEQ ID NO: 45) ou iniciadores 3-TRbeta-C2 (5'- ctagccictggaatcctitctctt-3')
especificos para a regido C2 da cadeia beta de TCR (SEQ ID NO: 46) como
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iniciadores do lado 3', porém sem limitagdo a estes. Os TCRs derivados po-
dem se ligar as células-alvo que apresentam o peptideo ECT2 com alta avi-
dez e, opcionalmente, mediar a morte eficaz de células-alvo que apresentam
o peptideo ECT2 in vivo e in vitro.

Os acidos nucleicos que codificam as subunidades de TCR po-
dem ser incorporados em vetores adequados, por exemplo, vetores retrovi-
rais. Estes vetores sao bem conhecidos na técnica. Os acidos nucleicos ou
os vetores os incluindo podem ser transferidos para uma célula T, por exem-
plo, uma célula T de um paciente. Vantajosamente, a presente invengéo for-
nece uma composicao pronta para uso que permite a rapida modificacao das
células T do proprio paciente (ou as de outro mamifero) para produzir rapi-
damente e facilmente células T modificadas com excelentes propriedades de
matar células de céncer.

O TCR especifico € um receptor capaz de reconhecer especifi-
camente um complexo de um peptideo da presente invencdo e uma molécu-
la de HLA, fornecendo uma atividade especifica de célula T contra a célula
alvo quando o TCR & apresentado sobre a superficie da célula T. Um reco-
nhecimento especifico do complexo acima pode ser confirmado através de
quaisquer métodos conhecidos, e os métodos preferenciais incluem, por e-
xemplo, analise de marcagio por multimero de HLA com o uso de moléculas
de HLA e peptideos da presente invencdo e ensaio ELISPOT. Mediante a
realizagao do ensaio ELISPOT pode-se confirmar que uma célula T que ex-
pressa o TCR sobre a superficie celular reconhece uma célula pelo TCR, e
que o sinal é transmitido intracelularmente. A confirmagdo de que o comple-
X0 acima mencionado pode gerar uma atividade de célula T citotoxica quan-
do o complexo existe sobre a superficie da célula T pode, também, ser exe-
cutada por um método conhecido. Um método preferencial inclui, por exem-
plo, a determinagéo da atividade citotoxica contra célula alvo uma positiva
para HLA, como o teste de liberagao de cromo.

Além disso, a presente invengao fornece CTLs que séo prepara-
dos por transdugéo com os acidos nucleicos que codificam os polipeptideos

das subunidades de TCR que se ligam ao peptideo ECT2, por exemplo,
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SEQ ID NOs: 1 a 40, no contexto de HLA-A2.

Os CTLs transduzidos s&o capazes de se direcionar a células de
cancer in vivo, e podem ser expandidos por métodos de cultivo in vitro bem
conhecidos (por exemplo, Kawakami et al., J Immunol., 142, 3452-3461
(1989)). Os CTLs da presente invengdo podem ser usados para formar uma
composicdo imunogénica util no tratamento ou prevengao de cancer em um
paciente em necessidade de terapia ou protegao (W02006/031221).

IX. Substancias ou composicoes farmacéuticas

Uma vez que a expressado de ECT2 esta especificamente eleva-
da em canceres, como, por exemplo, cancer de bexiga, cancer de mama,
cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer
de esédfago, NSCLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de prostata, carci-
noma renal e SCLC em comparacéo ao tecido normal, os peptideos ou poli-
nucleotideos da presente invengdo podem ser usados para o tratamento
elou para a profilaxia de cancer e/ou para a preven¢do da recorréncia pos-
operatoria dos mesmos. Desta forma, a presente invencgéo fornece um agen-
te farmacéutico, substancia ou composigcao para o tratamento e/ou profilaxia
elou para a prevengéo da recorréncia pos-operatoria de céncer, tal agente,
substancia ou composic¢ao incluindo um ou mais dos peptideos ou polinucle-
otideos da presente invengdo como um ingrediente ativo. Alternativamente,
os presentes peptideos podem ser expressos sobre a superficie de qualquer
um dos exossomos ou células anteriormente mencionados, tais como APCs,
para uso como substéncias ou composigées farmacéuticas. Além disso, os
CTLs supracitados que atingem qualquer um dos peptideos da inveng&o po-
dem também ser usados como o ingrediente ativo das presentes substan-
cias ou composi¢oes farmacéuticas.

Os presentes agentes, substancias ou composi¢ées farmacéuti-
cas podem ser usados como uma vacina. No contexto da presente invengao,
a expressao "vacina" (também chamada de uma composi¢cdo imunogénica)
refere-se a uma substancia que tem a funcéo de induzir imunidade antitumo-
ral mediante inoculagdo em animais.

Os agentes, substancias ou composi¢des farmacéuticas da pre-
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sente invengdo podem ser usados para tratar e/ou prevenir canceres, efou
para a prevencao da recorréncia pés-operatéria dos mesmos em individuos
ou pacientes, incluindo humanos e qualquer outro mamifero, incluindo, mas
nao se limitando a camundongo, rato, porco da guiné, coelho, gato, cachor-
ro, ovelha, cabra, porco, gado, cavalo, macaco, babuino, e chimpanzé, parti-
cularmente, um animal comercialmente importante ou um animal domestica-
do.

Efn outra modalidade, a presente invengao também fornece o
uso de um ingrediente ativo para a fabricacdo de agentes, substancias ou
composicoes farmacéuticas formuladas para o tratamento e/ou prevengéao
de canceres ou tumores, o dito ingrediente ativo sendo selecionado dentre:

(a) um peptideo da presente invencgéo;

(b) um acido nucleico que codifica tal peptideo, conforme descri-
to aqui, em uma forma que pode ser expressa;

(c) uma APC ou um exossomo que apresenta um peptideo da
presente invengao na sua superficie; e

(d) uma célula T citotdxica da presente invengao.

Alternativamente, a presente invengdo fornece adicionalmente
um ingrediente ativo para uso no tratamento ou preveng¢ao de cancer ou tu-
mor, o dito ingrediente ativo sendo selecionado dentre:

(a) um peptideo da presente invencéo;

(b) um acido nucleico que codifica tal peptideo, conforme descri-
to aqui, em uma forma que pode ser expressa;

(c) uma APC ou um exossomo que apresenta um peptideo da
presente invengao na sua superficie; e

(d) uma célula T citotoxica da presente invencgéo.

Alternativamente, a presente invenc¢édo fornece, adicionalmente,
um método ou processo para a fabricagdo de um agente, composigdo ou
substancia farmacéutica para o tratamento ou prevencao de céncer ou tu-
mor, sendo que o método ou processo inclui a etapa de formular um veiculo
farmaceuticamente ou fisiologicamente aceitavel com um ingrediente ativo

selecionado dentre:
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(a) um peptideo da presente invencéao;

(b) um acido nucleico que codifica tal peptideo, conforme descri-
to aqui, em uma forma que pode ser expressa;

(c) uma APC ou um exossomo que apresenta um peptideo da
presente invengao na sua superficie; e

(d) uma célula T citotoxica da presente invengao.

Em outra modalidade, a presente invencao fornece, adicional-
mente, um método ou processo para a fabricagdo de um agente, composi-
cao ou substancia farmacéutica para o tratamento ou prevengao de cancer
ou tumor, em que o método ou processo inclui as etapas de misturar um in-
grediente ativo com um veiculo farmaceuticamente ou fisiologicamente acei-
tavel, em que o ingrediente ativo é selecionado dentre:

(a) um peptideo da presente invencéo;

(b) um acido nucleico que codifica tal peptideo, conforme descri-
to aqui, em uma forma que pode ser expressa;

(c) uma APC ou um exossomo que apresenta um peptideo da
presente invengao na sua superficie; e

(d) uma célula T citotdxica da presente invencgéo.

De acordo com a presente invencgao, observou-se que os pepti-
deos que possuem uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre as
SEQ ID NO: 1 a 40 sao peptideos epitopos restritos por HLA-A2 ou os can-
didatos que podem induzir resposta imune potente e especifica. Portanto, as
presentes substancias ou composigdes farmacéuticas que incluem qualquer
um destes peptideos com as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 1
a 40, s3o particularmente adequadas para administracdo aos individuos cujo
antigeno HLA é HLA-A2. O mesmo se aplica a substancias ou composicoes
farmacéuticas que incluem os polinucleotideos que codificam qualquer um
destes peptideos (isto €, os polinucleotideos da presente invengdo).

Os canceres a serem tratados pelas substancias ou composi-
¢oes farmacéuticas da presente invengéo néo se limitam e incluem qualquer
cancer no qual ECT2 esta envolvido (por exemplo, estad superexpresso), in-

cluindo, mas nao se limitando a cancer de bexiga, cancer de mama, cancer
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cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de esé-
fago, NSCLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de prostata, carcinoma
renal e SCLC.

As presentes substancias ou composi¢des farmacéuticas podem
conter, além dos ingredientes ativos supracitados, outros peptideos que tém
a capacidade de induzir CTLs contra células de cancer, outros polinucleoti-
deos que codificam os outros peptideos, outras células que apresentam os
outros peptideos, ou similares. Aqui, os outros peptideos que possuem a
capacidade de induzir CTLs contra células de cancer sdo exemplificados por
antigenos especificos de cancer (por exemplo, TAAs identificados), mas nao
se restringem a eles.

Se necessario, as substancias ou composi¢des farmacéuticas da
presente invencdo podem incluir, opcionalmente, outras substancias tera-
péuticas como um ingrediente ativo, desde que a substancia ndo iniba o efei-
to antitumoral do ingrediente ativo, por exemplo, qualquer um dos presentes
peptideos. Por exemplo, as formulagdes podem incluir substancias ou com-
posicdes anti-inflamatérias, analgésicos, quimioterapicos e similares. Além
de outras substancias terapéuticas no medicamento em si, os medicamentos
da presente invengdo podem também ser administrados sequencialmente ou
simultaneamente a uma ou mais outras substancias ou composi¢des farma-
colégicas. As quantidades de medicamento e de substancia ou composicao
farmacologica dependem, por exemplo, de que tipo de substancia(s) ou
composicédo(6es) farmacologica(s) é/sdo usada(s), da doencga sendo tratada,
e do cronograma e vias de administragéo.

Deve-se compreender que além dos ingredientes particularmen-
te mencionados aqui, as substancias ou composi¢des farmacéuticas da pre-
sente invengdo podem incluir outras substancias ou composicdes conven-
cionais na técnica relacionada ao tipo de formulagdo em questéo.

Em uma modalidade da presente invengdo, as substancias ou
composigoes farmacéuticas podem ser incluidas em artigos de manufatura e
kits contendo materiais Gteis para tratar as condi¢des patolégicas da doenca

a ser tratada, por exemplo, cancer. O artigo de manufatura pode incluir um
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recipiente de qualquer uma das substancias ou composi¢des farmacéuticas
com um rétulo. Os recipientes adequados incluem garrafas, frascos, e tubos
de teste. Os recipientes podem ser formados a partir de uma variedade de
materiais, como vidro ou plastico. O rétulo no recipiente deve indicar a subs-
tancia ou composicao que é usada para o tratamento ou prevengéo de uma
ou mais condi¢des da doenga. O rétulo pode também indicar instrugdes para
a administracao etc.

Além do recipiente descrito acima, um kit incluindo uma subs-
tancia ou composicdo farmacéutica da presente invengdo pode, opcional-
mente, incluir ainda um segundo recipiente contendo um diluente farmaceu-
ticamente aceitavel. Ele pode incluir, ainda, outros materiais desejaveis do
ponto de vista comercial e do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes,
filtros, agulhas, seringas e bulas com instrugdes para uso.

As composicdes farmacéuticas podem, se desejado, ser apre-
sentados em uma embalagem ou dispositivo aplicador que pode conter uma
ou mais formas de dose unitaria contendo o ingrediente ativo. A embalagem
pode, por exemplo, incluir folha metalica ou pléastica, tal como uma embala-
gem blister. A embalagem ou dispositivo aplicador pode ser acompanhado
de instrucdes para a administragao.

(1) Substancias ou composigdes farmacéuticas contendo os
peptideos como o ingrediente ativo

Os peptideos da presente invencdo podem ser administrados di-
retamente como uma substancia ou composigcdo farmacéutica, ou se neces-
sario, podem ser formulados por métodos de formulagédo convencionais. No
Gltimo caso, além dos peptideos da presente invencéo, veiculos, excipientes,
e similares que sdo comumente usados para farmacos podem ser incluidos
conforme for adequado sem limitagGes especificas. Exemplos de tais veicu-
los sao agua esterilizada, solugéo salina fisiolégica, tamp&o de fosfato, fluido
de cultura etc. Além disso, as substancias ou composigdes farmacéuticas
podem conter, conforme necessario, estabilizadores, suspensbes, conser-
vantes, tensoativos e similares. Os substancias ou composicées farmacéuti-

cas da presente invengao podem ser usadas com finalidades anti-cancer.
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Os peptideos da presente invengdo podem ser preparados em
combinacao, incluindo dois ou mais peptideos da presente invengéo, para
induzir CTL in vivo. Os peptideos podem estar em um coquetel ou eles po-
dem ser conjugados uns aos outros com o uso de técnicas padrao. Por e-
xemplo, os peptideos podem ser ligados quimicamente ou expressos como
uma Unica sequéncia de polipeptideo de fusdo que pode ter um ou varios
aminoacidos como um ligante (por exemplo, ligante de lisina: K. S. Kawamu-
ra et al. J. Immunol. 2002, 168: 5709-5715). Os peptideos na combinagao
podem ser iguais ou diferentes. Pela administragdo dos peptideos da pre-
sente invengdo, os peptideos sdo apresentados em alta densidade pelos
antigenos HLA e, entdo, os CTLs que reagem especificamente com o com-
plexo formado entre o peptideo apresentado e o antigeno HLA s&o induzi-
dos. Alternativamente, as APCs (por exemplo, DCs) s&o removidas dos indi-
viduos e, entdo, estimuladas pelos peptideos da presente invengéo para ob-
ter APCs que apresentam qualquer um dos peptideos da presente invengéao
sobre sua superficie celular. Estas APCs s&o readministradas aos individuos
para induzir CTLs nos individuos, e como um resultado, a agressividade ao
endotélio associado ao tumor pode ser aumentada.

O agente, as substancias ou composigdes farmacéuticas para o
tratamento e/ou prevencao de cancer, que incluem qualquer um dos pepti-
deos da presente invencédo como o ingrediente ativo, podem também incluir
um adjuvante para que a imunidade celular seja estabelecidé eficazmente.
Alternativamente, o agente, a substancia ou a composigéo farmacéutica po-
de ser administrada com outros ingredientes ativos ou pode ser administrada
pela formulagéo em granulos. Um adjuvante refere-se a qualquer composto,
substéncia ou composigdo que intensifica a resposta imune contra a proteina
quando administrado junto (ou sucessivamente) com a proteina que tem ati-
vidade imunolégica. Um adjuvante que pode ser aplicado inclui os descritos
na literatura (Clin Microbiol Rev 1994, 7: 277-89). Exemplos de adjuvantes
adequados incluem fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, alume, toxina
colérica, toxina de salmonela, adjuvante de Freund incompleto (IFA), adju-
vante de Freund completo (CFA), ISCOMatrix, GM-CSF, CpG, emulséo 6leo
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em agua, e similares, mas nao se limitam a isto.

Além disso, formulagdes de lipossomo, formulagdes granulares
nas quais o peptideo é ligado a microesferas de alguns micrometros de dia-
metro e formulagdées nas quais um lipidio é ligado ao peptideo podem ser
convenientemente usadas.

Em outra modalidade da presente invengdo, os peptideos da
presente invengédo podem, também, ser administrados sob a forma de um
sal farmaceuticamente aceitavel. Exemplos preferiveis de sais incluem sais
com um metal alcalino, sais com um metal, sais com uma base organica,
sais com um acido organico e sais com um acido inorganico.

Em algumas modalidades, as substancias ou composigbes far-
macéuticas da presente invengdo incluem um componente que pré-ativa o
CTL. Lipidios foram identificados como substancias ou composi¢des capa-
zes de pré-ativar CTLs in vivo contra antigenos virais. Por exemplo, residuos
de acido palmitico podem ser fixados aos grupos amino alfa e epsilon de um
residuo de lisina e, entdo, ligados a um peptideo da presente invencéo. O
peptideo lipidado pode, entdo, ser administrado diretamente em uma micela
ou particula, incorporado em um lipossomo, ou emulsionado em um adjuvan-
te. Como outro exemplo de lipidio que pré-ativa respostas de CTL, lipoprote-
inas de E. coli, como a tripalmitoil-S-glicerilcisteinilseril-serina (P3CSS), po-
dem ser usadas para pré-ativar CTL quando ligadas covalentemente a um
peptideo adequado (vide, por exemplo, Deres et al., Nature 1989, 342: 561-
4),

O método de administragdo pode ser oral, intradérmico, subcu-
taneo, injecao intravenosa, ou similares, e administracéo sistémica ou admi-
nistragao local as adjacéncias dos sitios alvo. A administragao pode ser feita
por administragcdo Unica ou reforgada por multiplas administragdes. A dose
dos peptideos da presente invengdo pode ser ajustada apropriadamente de
acordo com a doenca a ser tratada, idade do paciente, peso, método de ad-
ministragao, e similares, e é geralmente de 0,001 mg a 1000 mg, por exem-
plo, 0,01 mg a 100 mg, por exemplo, 0,1 mg a 10 mg, e pode ser administra-

da uma vez a cada em alguns dias até uma vez a cada alguns meses. O
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versado na técnica pode selecionar apropriadamente uma dose adequada.

(2) Substancias ou composigées farmacéuticas contendo os po-
linucleotideos como o ingrediente ativo

Os agentes, as substancias ou composigbes farmacéuticas da
presente invengdo também podem incluir acidos nucleicos que codificam
o(s) peptideo(s) aqui apresentado(s) em uma forma que pode ser expressa.
Na presente invengao, a expressao "em uma forma que pode ser expressa”
significa que o polinucleotideo, quando introduzido em uma célula, sera ex-
presso in vivo como um polipeptideo que induz imunidade antitumoral. Em
uma modalidade exemplificada, a sequéncia de acido nucleico do polinucleo-
tideo de interesse inclui elementos regulatérios necessarios para a expres-
sdo do polinucleotideo. O(s) polinucleotideo(s) pode(m) ser equipado(s) de
modo a obter insercdo estavel no genoma da célula alvo (consulte, por e-
xemplo, Thomas KR & Capecchi MR, Cell 1987, 51: 503-12 para uma des-
cricdo de vetores de cassete de recombinagao homéloga. Vide também, por
exemplo, Wolff et al., Science 1990, 247: 1465-8; patentes U.S. n%
5.580.859; 5.589.466; 5.804.566; 5.739.118; 5.736.524; 5.679.647;, e WO
98/04720). Exemplos de tecnologias de aplicacdo a base de DNA incluem
"DNA nude", aplicagao facilitada (bupivacaina, polimeros, mediada por pep-
tideos), complexos de lipidio catidnico, e aplicacdo mediada por particulas
("arma de genes") ou mediada por presséo (consulte, por exemplo, a patente
US No. 5.922.687).

Os peptideos da presente invencdo podem também ser expres-
sos por vetores virais ou bacterianos. Exemplos de vetores expressao inclu-
em hospedeiros virais atenuados, como vacinia e fowlpox. Esta abordagem
envolve o uso de virus vacinia, por exemplo, como um vetor para expressar
sequéncias de nucleotideo que codificam o peptideo. Mediante introdugao
em um hospedeiro, o virus vacinia recombinante expressa o peptideo imu-
nogénico, e assim gera uma resposta imune. Os vetores de vacinia e méto-
dos Uteis em protocolos de imunizagdo sdo descritos, por exemplo, na pa-
tente US No. 4.722.848. Outro vetor € BCG (Bacilo de Calmette Guerin). Os
vetores de BCG séao descritos em Stover et al., Nature 1991, 351: 456-60.
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Uma ampla variedade de outros vetores Gteis para administragao terapéutica
ou imunizagdo, por exemplo, vetores de adenovirus e de virus adeno-
associados, vetores retrovirais, vetores de Salmonella typhi, vetores da toxi-
na antraz detoxificada e similares, serdo evidentes. Consulte, por exemplo,
Shata et al., Mol Med Today 2000, 6: 66-71; Shedlock et al., J Leukoc Bioi
2000, 68: 793-806; Hipp et al., In Vivo 2000, 14: 571-85.

A liberagdo de um polinucleotideo a um paciente pode ser direta,
na qual o paciente é exposto diretamente a um vetor transportando o polinu-
cleotideo, ou indireta, na qual as células sao primeiro transformadas com o
polinucleotideo de interesse in vitro e, entdo, as células sao transplantadas
no paciente. Estas duas abordagens sdo conhecidas, respectivamente, co-
mo terapias génicas in vivo e ex vivo.

Para revisées gerais dos métodos de terapia génica, consulte
Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 1993, 12: 488-505; Wu e Wu, Biotherapy
1991, 3: 87-95; Tolstoshev, Ann Rev Pharmacol Toxicol 1993, 33: 573-96;
Mulligan, Science 1993, 260: 926-32; Morgan & Anderson, Ann Rev Biochem
1993, 62: 191-217; Trends in Biotechnology 1993, 11(5): 155-215). Os méto-
dos de tecnologia de DNA recombinante de conhecimento comum no estado
da técnica que sao aplicaveis a presente invengéo sao descritos por Ausubel
et al., em Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY,
1993; e por Krieger, em Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manu-
al, Stockton Press, NY, 1990.

O método de administragcdo pode ser oral, intradérmico, subcu-
taneo, injecdo intravenosa, ou similares, e administragéo sistémica ou admi-
nistracao local as adjacéncias dos sitios alvo também podem ser usadas. A
administracédo pode ser feita por administragdo unica ou reforgada por multi-
plas administragées. A dose do polinucleotideo no veiculo adequado ou ce-
lulas transformadas com o polinucleotideo que codifica os peptideos da pre-
sente invencéo pode ser ajustada apropriadamente de acordo com a doenga
a ser tratada, idade do paciente, peso, método de administracao, e similares,
e é geralmente de 0,001 mg a 1000 mg, por exemplo, 0,01 mg a 100 mg, por

exemplo, 0,1 mg a 10 mg, e pode ser administrada uma vez a cada alguns
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dias até uma vez a cada alguns meses. O versado na técnica pode selecio-
nar apropriadamente a dose adequada.

X. Métodos de uso dos peptideos, exossomos, APCs e CTLs

Os peptideos e polinucleotideos da presente invengéo podem
ser usados para preparar ou induzir APCs e CTLs. Os exossomos e APCs
da presente invencao podem também ser usados para induzir CTLs. Os pep-
tideos, polinucleotideos, exossomos e APCs podem ser usados em combi-
nacdo com qualquer outro composto, contanto que os compostos adicionais
nao inibam a capacidade de indugdo de CTL. Desta forma, quaisquer das
substancias ou composi¢des farmacéuticas supracitadas da presente inven-
cao podem ser usadas para induzir CTLs. Em adigdo a isto, aquelas que
incluem os peptideos e polinucleotideos também podem ser usadas para
induzir APCs, conforme explicado abaixo.

(1) Método para induzir células apresentadoras de antigeno
(APCs)

A presente invengdo apresenta métodos para induzir APCs com
alta capacidade de indugéo de CTL com o uso dos peptideos ou polinucleo-
tideos da presente invengéo.

Os métodos da presente invengdo incluem a etapa de colocar as
APCs em contato com os peptideos da presente invengao in vitro, ex vivo ou
in vivo. Por exemplo, o método de colocar as APCs em contato com os pep-
tideos ex vivo pode incluir as etapas de: |

a: coletar APCs de um individuo; e

b: colocar as APCs da etapa a em contato com o peptideo.

As APCs néo sao restritas a um tipo particular de célula e inclu-
em DCs, células de Langerhans, macréfagos, células B, e células T ativa-
das, que sio conhecidas por apresentar antigenos proteicos na sua superfi-
cie celular de modo a serem reconhecidas por linfécitos. De preferéncia, as
DCs podem ser usadas uma vez que elas tém a capacidade de indugéo de
CTL mais forte entre as APCs. Quaisquer peptideos da presente invengao
podem ser usados sozinhos ou com outros peptideos da presente invengéo.

Por outro lado, quando os peptideos da presente invencéo séo
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administrados a um individuo, as APCs s&o colocadas em contato com os
peptideos in vivo, e consequentemente, as APCs com alta capacidade de
inducao de CTL s&o induzidas no corpo do individuo. Desta forma, a presen-
te invengéo inclui a administragdo dos peptideos da presente invencéo a um
individuo. De modo similar, quando os polinucleotideos da presente inven-
¢&o sdo administrados a um individuo em uma forma que pode ser expressa,
os peptideos da presente invencao sdo expressos e colocados em contato
com APCs in vivo, consequentemente, as APCs com alta capacidade de in-
dugdo de CTL sao induzidas no corpo do individuo. Desta forma, a presente
invencao também pode incluir a administra¢do dos polinucleotideos da pre-
sente invencao a um individuo. A expressao "forma que pode ser expressa"”
é descrita acima na sec¢do "IX. Substancias e composigées farmacéuticas,
(2) Substancias ou composicdes farmacéuticas contendo os polinucleotideos
como o ingrediente ativo".

Além disso, a presente invengao pode incluir a introdugéo do po-
linucleotideo da presente invencdo em uma APC para induzir APCs com ca-
pacidade de indugdo de CTL. Por exemplo, 0 método pode incluir as etapas
de:

a: coletar APCs de um individuo; e

b: introduzir um polinucleotideo que codifica um peptideo da
presente invengao.

A etapa b pode ser feita conforme descrito acima na segao "VI.
Células apresentadoras de antigeno".

Alternativamente, a presente invencéo apresenta um método pa-
ra preparar uma célula apresentadora de antigeno (APC) que induz especifi-
camente atividade de CTL contra ECT2, sendo que o método pode incluir
uma das seguintes etapas:

(a) colocar uma APC em contato com um peptideo da presente
invengao in vitro, ex vivo ou in vivo; e

(b) introduzir um polinucleotideo que codifica um peptideo da
presente invengdo em uma APC.

(2) Método para induzir CTLs
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A presente invencao também fornece métodos para induzir CTLs
com o uso dos peptideos, polinucleotideos, exossomos ou APCs da presen-
te invencao.

A presente invengao fornece, adicionalmente, métodos para in-
duzir CTLs com o uso de um polinucleotideo que codifica um polipeptideo
que é capaz de formar uma subunidade de receptor de célula T (TCR) que
reconhece um complexo dos peptideos da presente invengdo e antigenos
HLA. De preferéncia, os métodos para induzir CTLs podem incluir pelo me-
nos uma etapa selecionada dentre:

a) colocar uma célula T CD8-positiva em contato com uma célula
apresentadora de antigeno e/ou um exossomo que apresenta na sua super-
ficie um complexo de um antigeno HLA e um peptideo da presente inven-
céo; e

b) introduzir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que
¢é capaz de formar uma subunidade de TCR que reconhece um complexo de
um peptideo da presente invengdo e um antigeno HLA em uma célula CD8-
positiva.

Quando os peptideos, os polinucleotideos, APCs, ou exossomos
da presente invencgdo sao administrados a um individuo, as CTLs sao indu-
zidas no corpo do individuo, e a forga da resposta imune que atinge as célu-
las de cancer é intensificada. Desta forma, os métodos da presente invengao
incluem a etapa de administrar os peptideos, os polinucleotideos, as APCs
ou exossomos da presente invencédo a um individuo.

Alternativamente, CTLs também podem ser induzidos pelo seu
uso ex vivo e apéds a inducédo do CTL, os CTLs ativados podem ser coloca-
dos de volta no individuo. Por exemplo, o0 método pode incluir as etapas de:

a: coletar APCs de um individuo;

b: colocar as APCs da etapa a em contato com o peptideo; e

¢: cocultivar as APCs da etapa b com células CD8-positivas.

As APCs a serem cocultivadas com as células CD8-positivas na
etapa ¢ acima podem também ser preparadas pela transferéncia de um gene

que inclui um polinucleotideo da presente invengdo em APCs, conforme
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descrito acima na segéo "VI. Células apresentadoras de antigeno", embora a
presente invencao nao se limite a isto e abranja qualquer APC que apresen-
ta eficazmente um complexo de um antigeno HLA e o peptideo desta inven-
¢ao na sua superficie.

Ao invés destas APCs, 0s exossomos que apresentam um com-
plexo de um antigeno HLA e o peptideo da presente invengéo na sua super-
ficie também podem ser usados. Especialmente, a presente inven¢éo pode
incluir a etapa de co-cultivar exossomos que. apresentam um complexo de
um antigeno HLA e o peptideo da presente invengéo sobre sua superficie.
Tais exossomos podem ser preparados pelos métodos descritos acima na
secao "V. Exossomos".

Além disso, o CTL pode ser induzido pela introdugdo de um ge-
ne que inclui um polinucleotideo que codifica a subunidade de TCR que se
liga ao peptideo da presente invengédo em células CD8-positivas. Tal trans-
dugdo pode ser feita conforme descrito acima na sec¢édo "VIIl. Receptor de
célula T (TCR)".

Além disso, a presente invengéo fornece um método ou proces-
so para a fabricagdo de uma substancia ou composicdo farmacéutica que
induz CTLs, sendo que o método inclui a etapa de misturar ou formular o
peptideo da presente invengdo com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel.

(3) Método para induzir resposta imune

Além disso, a presente invengdo apresenta métodos de induzir
uma resposta imunolégica contra doencas relacionadas a ECT2. As doengas
adequadas podem incluir cancer, cujos exemplos incluem, mas ndo se limi-
tam a cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colan-
giocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de eséfago, NSCLC, linfoma, can-
cer pancreatico, cancer de préstata, carcinoma renal e SCLC.

Os métodos da presente invengdo podem incluir a etapa de ad-
ministrar substancia(s) ou composicao(des) contendo qualquer um dos pep-
tideos da presente invengéo ou polinucleotideos que os codificam. O método

da presente invengdo pode também contemplar a administracéo de exosso-
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mos ou APCs que apresentam qualquer um dos peptideos da presente in-
vencao. Para detalhes, consulte o item "IX. Substancias ou composicoes
farmacéuticas", particularmente a parte que descreve o uso das substéncias
ou composi¢cdes farmacéuticas da presente invengdo como vacinas. Além
disso, os exossomos e APCs que podem ser empregados para os presentes
métodos para induzir resposta imune sao descritos em detalhes nos itens "V.
Exossomos”, "VI. Células apresentadoras de antigeno (APCs)", e (1) e (2) de
"X. Métodos de uso dos peptideos, exossomos, APCs e CTLs", acima.

A presente invencado também fornece um método ou processo
para a fabricagdo de uma substancia ou composicao farmacéutica que induz
resposta imune, sendo que o método pode incluir a etapa de misturar ou
formular o peptideo da presente invengao com um veiculo farmaceuticamen-
te aceitavel.

Alternativamente, o método da presente invengéo pode incluir a
etapa de administrar uma vacina ou uma composicao farmacéutica da pre-
sente invencao, que contém:

(a) um peptideo da presente invengéo;

(b) um acido nucleico que codifica tal peptideo, conforme descri-
to aqui, em uma forma que pode ser expressa;

(c) uma APC ou um exossomo que apresenta um peptideo da
presente invengao na sua superficie; ou

(d) uma célula T citotoxica da presente invengéo.

No contexto da presente invengédo, um cancer que superexpres-
sa ECT2 pode ser tratado com estes ingredientes ativos. Exemplos destes
canceres incluem, mas nao se limitam a cancer de bexiga, cadncer de mama,
cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer
de esoéfago, NSCLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de préstata, carci-
noma renal e SCLC. Consequentemente, antes da administragdo das vaci-
nas ou composi¢coes farmacéuticas que incluem os ingredientes ativos, &
preferivel confirmar se o nivel de expressdo de ECT2 nas células ou tecidos
de cancer a serem tratados estd aumentada em comparagéo a células nor-

mais do mesmo 6rgao. Desta forma, em uma modalidade, a presente inven-
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¢ao apresenta um método para tratar cancer que (super) expressa ECT2,
cujo método pode incluir as etapas de:

i) determinar o nivel de expressao de ECT2 nas células ou teci-
do(s) obtidos a partir de um individuo com o cancer a ser tratado;

ii) comparar o nivel de expressao de ECT2 com o controle nor-
mal; e

iiiy administrar pelo menos um componente selecionado do gru-
po que consiste em (a) a (d) descritos acima a um individuo com cancer que
superexpressa ECT2 em comparagao ao controle normal.

Alternativamente, a presente invencao também fornece uma va-
cina ou composi¢cdo farmacéutica que inclui pelo menos um componente
selecionado dentre (a) a (d) descritos acima, para uso na administragdo a
um individuo que tem cancer que superexpressa ECT2. Em outras palavras,
a presente invengao fornece, adicionalmente, um método para identificar um
individuo a ser tratado com o polipeptideo ECT2 da presente invengao, tal
método incluindo a etapa de determinar um nivel de expressédo de ECT2 em
células ou tecido(s) derivado(s) do individuo, em que um aumento do nivel
em comparacdo a um nivel de controle normal do gene indica que o indivi-
duo pode ter cancer que pode ser tratado com o polipeptideo ECT2 da pre-
sente invengao. Os métodos para o tratamento de cancer da presente inven-
¢a0 sao descritos em mais detalhes abaixo.

Qualquer célula ou tecido derivado do individuo pode ser usado
para a determinacgdo da expressao de ECT2, desde que ele inclua o produto
de transcrigdo ou tradugao objetivo de ECT2. Exemplos de amostras biologi-
cas incluem, mas nao se limitam a, tecidos e fluidos corporais, como sangue,
escarro e urina. De preferéncia, a célula ou tecido derivado do individuo con-
tém uma populagao de célula que inclui uma célula epitelial, com mais prefe-
réncia, uma célula epitelial cancerosa ou uma célula epitelial derivada de
tecido com suspeita de ser canceroso. Adicionalmente, se necessario, a cé-
lula pode ser purificada a partir dos tecidos e fluidos corporais obtidos e, en-
tao, usada como a amostra derivada do individuo.

Um individuo a ser tratado pelo presente método &, de preferén-
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cia, um mamifero. Exemplos de mamiferos incluem, mas néo se limitam, por
exemplo, a seres humanos, primatas ndo humanos, camundongos, ratos,
cachorros, gatos, cavalos, e vacas.

De acordo com a presente invencdo, o nivel de expressao de
ECT2 nas células ou tecidos obtidos de um individuo pode ser determinado.
O nivel de expressao pode ser determinado no nivel do produto de transcri-
¢ao (acido nucleico), com o uso de métodos conhecidos na técnica. Por e-
xemplo, o mMRNA de ECT2 pode ser quantificado com o uso de sondas por
métodos de hibridizacdo (por exemplo, hibridizagao Northern). A detecgéo
pode ser executada em um chip, um arranjo ou similares. O uso de um ar-
ranjo pode ser preferencial para detectar o nivel de expressdo de ECT2. Os
versados na técnica podem preparar estas sondas usando a informagbes de
sequéncia de ECT2. Por exemplo, o cDNA de ECT2 pode ser usado como a
sonda. Se necessario, as sondas podem ser marcadas com um marcador
adequado, como corantes, substancias fluorescentes e isé6topos, e o nivel de
expressao do gene pode ser detectado como a intensidade dos marcadores
hibridizados.

Além disso, o produto de transcricdo de ECT2 (por exemplo,
SEQ [D NO: 42) pode ser quantificado com o uso de iniciadores por métodos
deteccao por amplificagdo (por exemplo, RT-PCR). Tais iniciadores podem
ser preparados com base na informacgdo da sequéncia do gene disponivel.

Especificamente, uma sonda ou iniciador usado para o presente
método hibridiza sob condi¢cdes estringentes, moderadamente estringentes
ou pouco estringentes ao mMRNA de ECT2. Para uso na presente invengao
expressao "condigées (de hibridizag&o) estringentes" refere-se as condicdes
sob as quais uma sonda ou iniciador hibridizara a sua sequéncia alvo, mas
nio a outras sequéncias. Condigdes estringentes dependem da sequéncia e
serao diferentes sob circunstancias diferentes. A hibridizagao especifica de
sequéncias mais longas é observada em temperaturas mais elevadas do
gue sequéncias mais curtas. Em geral, a temperatura de uma condigéo es-
tringente é selecionada para ser cerca de 5 graus C inferior ao ponto de fu-

s30 térmico (Tm) para uma sequéncia especifica em uma forga idnica e um
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pH definidos. A Tm é a temperatura (sob uma forga ibnica, pH e concentra-
¢ao de acido nucleico definidos) na qual 50% das sondas complementares a
sua sequéncia alvo hibridizam a sequéncia alvo no equilibrio. Uma vez que
as sequéncias alvo estdo geralmente presentes em excesso, na Tm, 50%
das sondas estdo ocupadas no equilibrio. Tipicamente, as condi¢cbes estrin-
gentes serdo aquelas nas quais a concentragdo de sal € menor que cerca de
1,0 M de ion sédio, tipicamente cerca de 0,01 a 1,0 M de ion sédio (ou ou-
tros sais) em pH 7,0 a 8,3 e a temperatura € de pelo menos cerca de 30
graus C para sondas ou iniciadores curtos (por exemplo, 10 a 50 nucleoti-
deos) e pelo menos cerca de 60 graus C para sondas ou iniciadores mais
longos. Condigbes estringentes também podem ser alcangcadas com a adi-
cdo de substancias desestabilizadoras, como formamida.

Uma sonda ou iniciador da presente invencao &, tipicamente, um
oligonucleotideo substancialmente purificado. O oligonucleotideo inclui, tipi-
camente, uma regiao da sequéncia de nucleotideos que hibridiza sob condi-
¢Oes estringentes a uma sequéncia de pelo menos cerca de 2000, 1000,
500, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50, ou 25 nucleotideos consecutivos
da fita senso de um acido nucleico que inclui uma sequéncia de ECT2, ou
uma sequéncia de nucleotideos da fita antissenso de um acido nucleico que
compreende uma sequéncia de ECT2, ou de um mutante de ocorréncia na-
tural destas sequéncias. Em particular, por exemplo, em uma modalidade
preferencial, um oligonucleotideo que tem 5 a 50 bases de comprimento po-
de ser usado como um iniciador para amplificar os genes a serem detecta-
dos. Com mais preferéncia, mMRNA ou cDNA de um gene ECT2 pode ser
detectado com uma sonda ou iniciador de oligonucleotideo de um tamanho
especifico, geralmente, 15 a 30b de comprimento.

Em modalidades preferenciais, o comprimento da sonda ou ini-
ciador de oligonucleotideo pode ser selecionado a partir de 15 a 25. Proce-
dimentos de teste, dispositivos, ou reagentes para a deteccdo do gene pelo
uso de tal sonda ou iniciador de oligonucleotideo sdo bem conhecidos (por
exemplo, microarranjo de oligonucleotideos ou PCR). Nestes testes, as son-

das ou iniciadores podem também incluir sequéncias marcadoras ou ligan-
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tes. Adicionalmente, as sondas ou iniciadores podem ser modificados com
um marcador detectavel ou ligante de afinidade a ser capturado. Alternati-
vamente, em procedimentos de detecgdo a base de hibridizagédo, um polinu-
cleotideo que tem algumas centenas (por exemplo, cerca de 100 a 200) ba-
ses até alguns quilobases (por exemplo, cerca de 1000 a 2000) de compri-
mento pode também ser usado para uma sonda (por exemplo, teste de nor-
thern blotting ou analise de microarranjo de cDNA).

Alternativamente, o produto de tradugéo pode ser detectado pa-
ra o diagndstico da presente invencéo. Por exemplo, a quantidade de protei-
na ECT2 (SEQ ID NO: 42) ou o fragmento imunologicamente ativo da mes-
ma, pode ser determinada. Métodos para determinar a quantidade da protei-
na como o produto de traducao incluem métodos de imunoensaio que usam
um anticorpo que reconhece especificamente a proteina. O anticorpo pode
ser monoclonal ou policlonal. Além disso, qualquer fragmento ou modifica-
¢ao (por exemplo, anticorpo quimérico, scFv, Fab, F(ab'),, Fv, etc.) do anti-
corpo pode ser usado para a detecgdo, contanto que o fragmento ou anti-
corpo madificado guarde a capacidade de ligagédo a proteina ECT2. Tais an-
ticorpos contra os peptideos da presente invencdo e os seus fragmentos
também s&o fornecidos pela presente invengdo. Métodos para preparar es-
tes tipos de anticorpos para a detecgdo de proteinas sdo bem conhecidos na
técnica, e qualquer método pode ser empregado na presente invencao para
preparar tais anticorpos e equivalentes dos mesmos.

Como outro método para detectar o nivel de expresséo do gene
ECT2 com base no seu produto de traducéo, a intensidade de coloracao po-
de ser medida através de analise imuno-histoquimica com o uso de um anti-
corpo contra a proteina ECT2. Especificamente, nesta medi¢édo, uma colora-
¢ao forte indica presenca/nivel aumentado da proteina e, simultaneamente,
alto nivel de expressao do gene ECT2.

O nivel de expressdao de um gene alvo, por exemplo, o gene
ECT2, em células de cancer pode ser determinado como estando aumenta-
do se o nivel aumentar em relagdo ao nivel de controle (por exemplo, o nivel

em células normais) do gene alvo, por exemplo, em 10%, 25%, ou 50%; ou
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aumentar para mais de 1,1 vezes, mais de 1,5 vezes, mais de 2,0 vezes,
mais de 5,0 vezes, mais de 10,0 vezes, ou mais.

O nivel do controle pode ser determinado ao mesmo tempo em
gue o das células de cancer com o uso de amostra(s) coletada(s) anterior-
mente e armazenada(s) de um individuo(s) cujo estado(s) de doenca (cance-
roso ou nao canceroso) é/sdo conhecido(s). Além disso, células normais ob-
tidas a partir de regides nao cancerosas de um érgéo que tem o cancer a ser
tratado podem ser usadas como controle normal. Alternativamente, o nivel
de controle pode ser determinado por um método estatistico com base nos
resultados obtidos pela analise do(s) nivel(is) de expressdo do gene ECT2
determinado(s) anteriormente em amostras de individuos com estados de
doenca conhecidos. Além disso, o nivel de controle pode ser obtido a partir
de uma base de dados de padrbes de expresséo de células testadas anteri-
ormente. Além disso, de acordo com um aspecto da presente invengéo, o
nivel de expressao do gene ECT2 em uma amostra biolégica pode ser com-
parado a varios niveis de controle, determinados a partir de varias amostras
de referéncia. E preferencial usar um nivel de controle determinado a partir
de uma amostra de referéncia derivada de um tipo de tecido similar ao da
amostra biolégica derivada de um individuo. Além disso, é preferencial usar
o valor padrao dos niveis de expressao do gene ECT2 em uma populagéo
com um estado de doenga conhecido. O valor padrao pode ser obtido atra-
vés de qualquer método conhecido na técnica. Por exemplo, uma faixa de
média +/- 2 S.D. ou média +/- 3 S.D. pode ser usada como o valor padrao.

No contexto da presente invencao, um nivel de controle determi-
nado a partir de uma amostra biolégica sabidamente nao cancerosa é cha-
mado de "nivel de controle normal". Por outro lado, se o nivel de controle for
determinado a partir de uma amostra biolégica de cancer, ele é chamado de
"nivel de controle canceroso". A diferenca entre o nivel de expressao de uma
amostra e o nivel de controle pode ser normalizada para o nivel de expres-
s&o de acidos nucleicos controle, por exemplo, genes de manutencgéao, cujos
niveis de expressdo conhecidamente ndo mudam dependendo do estado

canceroso ou ndo canceroso da célula. Genes de controle exemplificadores
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incluem, mas nao se limitam a, beta-actina, gliceraldeido 3 fosfato desidro-
genase, e proteina ribossomal P1.

Quando o nivel de expressao do gene ECT2 estd aumentado em
comparacgao ao nivel de controle normal, ou é similar/equivalente ao nivel de
controle canceroso, o individuo pode ser diagnosticado com o cancer a ser
tratado.

A presente invengao também apresenta um método de (i) diag-
nosticar se um individuo tem suspeita de ter o cancer a ser tratado e/ou (ii)
selecionar um individuo para o tratamento do cancer, cujo método pode in-
cluir as etapas de:

a) determinar o nivel de expressao de ECT2 nas células ou teci-
do(s) obtidos a partir de um individuo com suspeita de ter o cancer a ser tra-
tado;

b) comparar o nivel de expressdo de ECT2 com um controle
normal;

(c) diagnosticar o individuo como tendo o cancer a ser tratado
caso o nivel de expressdo de ECT2 esteja aumentado em comparagédo ao
nivel de controle normal; e

d) selecionar o individuo para o tratamento do cancer se o indi-
viduo for diagnosticado como tendo o cancer a ser tratado na etapa c).

Alternativamente, tal método pode incluir as etapas de:

a) determinar o nivel de expressao de ECT2 nas células ou teci-
do(s) obtidos a partir de um individuo com suspeita de ter o cancer a ser tra-
tado;

b) comparar o nivel de expressdo de ECT2 com um nivel de
controle canceroso;

¢) diagnosticar o individuo como tendo o céncer a ser tratado
caso o nivel de expressao de ECT2 seja similar ou equivalente ao nivel de
controle canceroso; e

d) selecionar o individuo para o tratamento do cancer se o indi-
viduo for diagnosticado como tendo o cancer a ser tratado na etapa c).

A presente invencao fornece, adicionalmente, um kit de diagnés-
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tico para diagnosticar ou determinar um individuo que tem, ou com suspeita
de ter, um cancer que pode ser tratado com o polipeptideo ECT2 da presen-
te invencao, que pode, também, ser Util para avaliar e/ou monitorar a eficacia
ou aplicabilidade de uma imunoterapia para o cancer. De preferéncia, o can-
cer inclui, mas nao se limita, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cer-
vical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de eséfago,
NSCLC, linfoma, cancer pancredtico, cancer de préstata, carcinoma renal e
SCLC. Mais particularmente, o kit pode incluir, de preferéncia, pelo menos
um reagente para detectar a expressdo do gene ECT2 em uma célula do
individuo, cujo reagente pode ser selecionado a partir do grupo de:

(a) um reagente para detectar o mRNA do gene ECT2;

(b) um reagente para detectar a proteina ECT2 ou o fragmento
imunologicamente ativo da mesma; e

(c) um reagente para detectar a atividade biol6gica da proteina
ECT2.

Exemplos de reagentes adequados para detectar o mRNA do
gene ECT2 podem incluir acidos nucleicos que se ligam especificamente ou
identificam o mRNA de ECT2, como, por exemplo, oligonucleotideos que
tém uma sequéncia complementar a uma porgdo do mRNA de ECT2. Estes
tipos de oligonucleotideos sdo exemplificados por iniciadores e sondas es-
pecificas para o mRNA de ECT2. Estes tipos de oligonucleotideos podem
ser preparados com base em métodos bem conhecidos na técnica. Se ne-
cessario, o reagente para detectar o mRNA de ECT2 pode ser imobilizado
sobre uma matriz sélida. Além disso, mais de um reagente para detectar o
MRNA de ECT2 pode estar incluido no kit.

Por outro lado, exemplos reagentes adequados para a deteccao
da proteina ECT2 ou o fragmento imunologicamente ativo da mesma podem
incluir anticorpos contra a proteina ECT2 ou o fragmento imunologicamente
ativo da mesma. O anticorpo pode ser monoclonal ou policlonal. Além disso,
qualquer fragmento ou modificagéo (por exemplo, anticorpo quimérico, scFv,
Fab, F(ab"),, Fv, etc.) do anticorpo pode ser usado como o reagente, contan-

to que o fragmento ou anticorpo modificado guarde a capacidade de ligagéo
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a proteina ECT2 ou ao fragmento imunologicamente ativo da mesma. Méto-
dos para preparar estes tipos de anticorpos para a deteccao de proteinas
s&o bem conhecidos na técnica, e qualquer método pode ser empregado na
presente invencao para preparar tais anticorpos e equivalentes dos mesmos.
Adicionalmente, o anticorpo pode ser marcado com moléculas para geragao
de sinal através de uma técnica de ligagao direta ou uma técnica de marca-
cao indireta. Marcadores e métodos para marcar anticorpos e detectar a li-
gagdo dos anticorpos aos seus alvos sdo bem conhecidos na técnica, e
quaisquer marcadores e métodos podem ser empregados para a presente
invencdo. Além disso, mais de um reagente para detectar a proteina ECT2
pode estar incluido no kit.

O kit pode conter mais de um dos reagentes supracitados. O kit
pode incluir ainda uma matriz s6lida e um reagente para ligagdo de uma
sonda contra o gene ECT2 ou anticorpo contra um peptideo ECT2, um meio
e um recipiente para cultivar células, reagentes de controle positivo e negati-
vo, e um anticorpo secundario para detectar um anticorpo contra um pepti-
deo ECT2. Por exemplo, amostras de tecido obtidas a partir de individuos
sem cancer ou acometidos com cancer, podem servir como reagentes de
controle Uteis. Um kit da presente invengao podem incluir, também, outros
materiais desejaveis do ponto de vista comercial e do usuario, incluindo ou-
tros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas e bulas (por exemplo, es-
critas, fitas, CD-ROM, etc) com instrugdes para uso. Estes reagentes e simi-
lares pode ser guardados em um recipiente com um rétulo. Os recipientes
adequados podem incluir garrafas, frascos, e tubos de teste. Os recipientes
podem ser formados a partir de uma variedade de materiais, como vidro ou
plastico.

Em uma modalidade da presente invengao, quando o reagente é
uma sonda contra o mRNA de ECT2, o reagente pode ser imobilizado sobre
uma matriz solida, tal como uma fita porosa, para formar pelo menos um si-
tio de detecgao. A medicéo ou regido de deteccéo da fita porosa pode incluir
uma pluralidade de sitios, cada um contendo um acido nucleico (sonda).

Uma tira de teste podem conter, também, sitios para controles negativos
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e/ou positivos. Alternativamente, sitios de controle podem estar situados em
uma fita separada da tira de teste. Opcionalmente, os diferente sitios de de-
tecgdo podem conter diferentes quantidades de acidos nucleicos imobiliza-
dos, isto €, uma maior quantidade no primeiro sitio de detec¢ao e quantida-
des menores em sitios subsequentes. Mediante a adicdo de uma amostra de
teste, o nimero de sitios apresentando um sinal detectavel fornece uma in-
dicacao quantitativa da quantidade de mRNA de ECT2 presente na amostra.
Os sitios de deteccdo podem ser configurados em qualquer formato ade-
quadamente detectavel e possuem, tipicamente, o formato de uma haste ou
ponto ocupando a largura da tira de teste.

O kit da presente inven¢do pode incluir, também, uma amostra
de controle positivo ou amostra padrao de ECT2. A amostra de controle po-
sitivo da presente invengao pode ser preparada por coletar amostras positi-
vas para ECT2 e, ent3o, testar seus niveis de ECT2. Alternativamente, uma
proteina ou um polinucleotideo ECT2 purificado pode ser adicionado as célu-
las que nao expressam ECT2 para formar a amostra positiva ou a amostra
padriao de ECT2. Na presente invencdo, a ECT2 purificada pode ser uma
proteina recombinante. O nivel de ECT2 da amostra de controle positivo é,
por exemplo, maior que o valor de corte.

Em uma modalidade, a presente invencao fornece adicionalmen-
te um kit de diagnostico que inclui uma proteina ou uma proteina parcial da
mesma capaz de reconhecer especificamente o anticorpo da presente in-
vengao ou seu fragmento.

Exemplos de peptideos parciais da presente invengdo incluem
polipeptideos que compreendem pelo menos 8, de preferéncia 15, e com
mais preferéncia 20 aminoacidos contiguos na sequéncia de aminoacidos de
uma proteina da presente invengdo. O cancer pode ser diagnosticado medi-
ante a deteccdo de um anticorpo em uma amostra (por exemplo, sangue,
tecido) com o uso de uma proteina ou um peptideo (polipeptideo) da presen-
te invengao. O método para preparar a proteina e os peptideos da presente
invencao é descrito acima.

Os métodos para diagnoéstico de cancer da presente invengéo
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podem ser feitos mediante a determinacao da diferenca entre a quantidade
de um anticorpo anti-ECT2 e aquele na amostra de controle correspondente,
conforme descrito acima. O individuo estd com suspeita de ter cancer caso
as células ou tecidos do individuo contenham anticorpos contra os produtos
de expressado (ECT2) do gene e a quantidade do anticorpo anti-ECT2 seja
determinada como sendo maior que o valor de corte em comparagéo ao con-
trole normal.

Em outra modalidade, um kit de diagnéstico da presente inven-
¢cao pode incluir o peptideo da presente invencdo e uma molécula HLA que
se ligé a ele. O método para detectar CTLs antigeno-especificos com o uso
de peptideos antigénicos e moléculas HLA ja foi estabelecido (por exemplo,
Altman JD et al., Science. 1996, 274(5284): 94-6). Desta forma, o complexo
do peptideo da presente invencdo e a molécula HLA pode ser aplicado ao
método de deteccdo para detectar CTLs especificos do antigeno tumoral
permitindo, assim, a detecg¢do precoce de recorréncia e/ou metastase de
cancer. Adicionalmente, ele pode ser empregado para a sele¢ao de indivi-
duos que podem ser administrados com os farmacos que incluem o peptideo
da presente invengdo como um ingrediente ativo, ou a avaliagdo do efeito do
tratamento dos farmacos.

Particularmente, de acordo com o método conhecido (vide, por
exemplo, Aitman JD et al., Science. 1996, 274(5284): 94-6), pode-se prepa-
rar o complexo oligomérico, como um tetramero, da molécula HLA radiomar-
cada e o peptideo da presente invengdo. Com o uso do complexo, o diag-
néstico pode ser feito, por exemplo, pela quantificagdo dos CTLs especificos
para o peptideo antigeno nos linfécitos do sangue periférico derivados do
individuo com suspeita de ter cancer.

A presente invengao fornece adicionalmente um método ou a-
gentes de diagndstico para avaliar a resposta imunolégica do individuo pelo
uso de epitopos peptideos aqui descritos. Em uma modalidade da presente
invengao, os peptideos restritos por HLA-A02, conforme aqui descritos, po-
dem ser usados como reagentes para avaliar ou prever uma resposta imune

de um individuo. A resposta imune a ser avaliada pode ser induzida por co-
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locar um imundgeno em contato com células imunocompetentes in vitro ou in
vivo. Em algumas modalidades, quaisquer substancias ou composi¢des que
podem resultar na produgdo de CTLs antigeno-especificos que reconhecem
e se ligam ao(s) epitopo(s) peptideo(s) podem ser empregadas como o rea-
gente. Os reagentes peptidicos ndo precisam ser usados como o imunége-
no. Sistemas de teste que sdo usados para tal analise incluem desenvolvi-
mentos técnicos relativamente recentes como tetrAmeros, coloragdo para
linfocinas intracelulares e testes de liberagao de interferon, ou testes ELIS-
POT. Em modalidades preferenciais, as células imunocompetentes para a
avaliagdo de uma resposta imunolégica, podem ser selecionadas dentre
sangue periférico, linfécito de sangue periférico (PBL), e células mononucle-
ares do sangue periférico (PBMC). Os métodos para coletar ou isolar tais
células imunocompetentes sao bem conhecidos na técnica. Em uma modali-
dade alternativa preferencial, as células imunocompetentes a serem coloca-
das em contato com o reagente de peptideo incluem células apresentadoras
de antigeno, como células dendriticas.

Por exemplo, os peptideos da presente invencdo podem ser u-
sados em testes de coloracdo de tetrameros para avaliar as células mono-
nucleares de sangue periférico quanto a presengca de CTLs antigeno-
especificos ap6s a exposicdo a um antigeno ou um imunégeno de célula
tumoral. O complexo tetramérico de HLA pode ser usado para visualizar di-
retamente os CTLs antigeno-especificos (vide, por exemplo, Ogg et al., Sci-
ence 279: 2103-2106, 1998; e Altman et al, Science 174: 94-96, 1996) e de-
terminar a frequéncia da populacdo do CTL antigeno-especifico em uma
amostra de células mononucleares de sangue periférico. Um reagente te-
tramérico que usa um peptideo da invencéo pode ser gerado conforme des-
crito abaixo.

Um peptideo que se liga a uma molécula HLA é reenovelado na
presenca da cadeia pesada de HLA correspondente e da beta 2-microglobu-
lina para gerar um complexo trimolecular. No complexo, a terminacao carbo-
xila da cadeia pesada é biotinilada em um local que foi manipulado anterior-

mente na proteina. Entdo, estreptavidina & adicionada ao complexo para
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formar um tetramero que consiste no complexo trimolecular e estreptavidina.
Através de estreptavidina marcada com fluorescéncia, o tetrdmero pode ser
usado para corar células antigeno-especificas. As células podem, entao, ser
identificadas, por exemplo, por citometria de fluxo. Tal analise pode ser usa-
da com fins de diagnéstico ou prognoéstico. As células identificadas pelo pro-
cedimento também podem ser usadas com fins terapéuticos.

A presente invencio fornece, adicionalmente reagentes para a-
valiar respostas imunes de meméria (consulte, por exemplo, Bertoni et al, J.
Clin. Invest. 100: 503-513, 1997 e Penna et al., J Exp. Med. 174: 1565-1570,
1991) incluindo os peptideos da presente invengdo. Por exemplo, amostras
de PBMC (célula mononuclear de sangue periférico) de pacientes com o
cancer a ser tratado podem ser analisadas com relacédo a presenga de CTLs
antigeno-especificos com o uso de peptideos especificos. Uma amostra de
sangue contendo células mononucleares pode ser avaliada pelo cultivo das
PBMCs e estimulagao das células com um peptideo da invencao. Ap6s um
periodo de cultivo adequado, a populagao celular expandida pode ser anali-
sada, por exemplo, para a atividade de CTL.

Os peptideos também podem ser usados como reagentes para
avaliar a eficacia de uma vacina. As PBMCs obtidas a partir de paciente va-
cinado com um imunégeno podem ser analisadas com o uso, por exemplo,
de qualquer um dos métodos descritos acima. O paciente tem o HLA tipado,
e os reagentes de epitopo peptideo que reconhecem as moléculas alelo-
especificas presentes no paciente sao selecionados para a analise. A imu-
nogenicidade da vacina pode ser indicada pela presenca de CTLs epitopo-
especificos na amostra de PBMC. Os peptideos da invengdo podem, tam-
bém, ser usados para fazer anticorpos, com o uso de técnicas bem conheci-
das na arte (consulte, por exemplo, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNO-
LOGY, Wiley/Greene, NY; e Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow e La-
ne, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), que podem ser Gteis como
reagentes para diagnosticar, detectar e monitorar o cancer. Tais anticorpos
podem incluir aqueles que reconhecem um peptideo no contexto de uma

molécula HLA, isto &, anticorpos que se ligam a um complexo de peptideo-
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MHC.

Os peptideos e composi¢des da presente invengao tém varios
usos, alguns dos quais sao descritos aqui. Por exemplo, a presente invengao
apresenta um método para diagnosticar ou detectar um transtorno caracteri-
zado pela expresséo de um polipeptideo imunogénico ECT2. Estes métodos
envolvem a determinacéo da expressao de um peptideo de ligagdo ao HLA
de ECT2, ou um complexo de um peptideo de ligagdo ao HLA de ECT2 e
uma molécula de HLA classe | em uma amostra biolégica. A expressdo de
um peptideo ou complexo de peptideo e molécula de HLA classe | pode ser
determinada ou detectada mediante o teste com um parceiro de ligagéo para
o peptideo ou complexo. Em uma modalidade preferencial, um parceiro de
ligacdo para o peptideo ou complexo pode ser um anticorpo que reconhece
e se liga especificamente ao peptideo. A expressdo de ECT2 em uma amos-
tra biol6gica, como uma biépsia tumoral, também pode ser testada por pro-
tocolos de amplificagdo por PCR padrdao com o uso de iniciadores para
ECT2. Um exemplo de expressao tumoral € apresentado aqui e descricao
adicional de condi¢des e iniciadores exemplificadores para a amplificacao de
ECT2 podem ser encontrados no documento W02003/27322, estando o seu
contetido aqui incorporado a titulo de referéncia.

De preferéncia, os métodos de diagnéstico envolvem colocar
uma amostra biolégica isolada de um individuo em contato com um agente
especifico para o peptideo de ligagdo ao HLA de ECT2 para detectar a pre-
senc¢a do peptideo de ligagdo ao HLA de ECT2 na amostra biolégica. Para
uso na presente invenc¢ao, "colocar em contato” significa colocar a amostra
biolégica em proximidade suficiente ao agente e sob as condigées adequa-
das, por exemplo, de concentragdo, temperatura, tempo, forga ibnica, para
permitir a interagcao especifica entre o agente e o peptideo ECT2 de ligacao
ao HLA que estado presentes na amostra biolégica. Em geral, as condigbes
para colocar o agente em contato com a amostra biolégica séo condigtes
conhecidas pelos elementos versados na técnica para facilitar uma interagéo
especifica entre uma molécula e seu cognato (por exemplo, uma proteina e

seu receptor cognato, um anticorpo e sua antigeno proteico cognato, um



10

15

20

25

30

65/86

acido nucleico e sua sequéncia complementar cognata) em uma amostra
biolégica. Condigées exemplificadoras para facilitar uma interagdo especifica
entre uma molécula e seu cognato sdo descritas na patente US n°
5.108.921, concedida a Low et al., cujo contetdo estd aqui incorporado a
titulo de referéncia.

O método de diagnéstico da presente invengdo pode ser feito
em in vivo ou in vitro, ou ambos. Consequentemente, a amostra biologica
pode estar situada in vivo ou in vitro na presente invengdo. Por exemplo, a
amostra bioldgica pode ser um tecido in vivo e o agente especifico para o
polipeptideo imunogénico ECT2 pode ser usado para detectar a presenga de
tais moléculas no tecido. Alternativamente, a amostra biologica pode ser co-
letada ou isolada in vitro (por exemplo, uma amostra de sangue, bi6psia tu-
moral, extrato de tecido). Em uma modalidade particularmente preferencial,
a amostra biolégica pode ser uma amostra contendo células, com mais pre-
feréncia, uma amostra contendo células tumorais coletadas de um individuo
a ser diagnosticado ou tratado.

Alternativamente, o diagnéstico pode ser feito por um método
que permite a quantificagdo direta de células T antigeno-especificas pela
coloracdo com complexos multiméricos de HLA marcados com fluoresceina
(por exemplo, Altman, J. D. et al., 1996, Science 274: 94; Altman, J. D. et al.,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10330). Coloragao para linfocinas intra-
celulares, e testes de liberagdo de interferon-gama ou testes ELISPOT tam-
bém foram fornecidos. A coloragdo de multimeros, coloragdo de linfocina
intracelular e os testes ELISPOT parecem ser pelo menos 10 vezes mais
sensiveis do que testes mais convencionais (Murali-Krishna, K. et al., 1998,
Immunity 8: 177; Lalvani, A. et al., 1997, J. Exp. Med. 186: 859; Dunbar, P.
R. et al., 1998, Curr. Biol. 8: 413). Pentdmeros (por exemplo, US 2004-
209295A), dextrameros (por exemplo, WO 02/072631), e estreptameros (por
exemplo, Nature medicine 6. 631-637 (2002)) pode, também, ser usados.

Conseguentemente, em algumas modalidades, a presente in-
vengao apresenta um método para diagnosticar ou avaliar uma resposta i-

munolégica de um individuo ao qual pelo menos um dos peptideos ECT2 da
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presente invencao foi administrado, o0 método incluindo as etapas de:

a: colocar um imunégeno em contato com células imunocompe-
tentes sob a condicdo adequada

de indugéo de CTL especifico para o imundgeno;

(b) detectar ou determinar o nivel de indugéo do CTL induzido na
etapa (a); e

(c) correlacionar a resposta imunolégica do individuo com o nivel
de indugdo de CTL.

No contexto da presente invencéo, o imunégeno € pelo menos
um de (a) um peptideo ECT2 selecionado dentre as sequéncias de aminoa-
cido de SEQ ID NOs: 1 a 40, e (b) peptideos que possuem tais sequéncias
de aminoacido, nos quais tais sequéncias de aminoacido foram modificadas
com 1, 2 ou mais substituicdo(ées) de aminoacido. Entretanto, as condi¢cbes
adequadas para indugao do CTL especifico para o imundégeno sdo bem co-
nhecidas na técnica. Por exemplo, células imunocompetentes podem ser
cultivadas in vitro na presenga de imunoégeno(s) para induzir CTL imunége-
no-especifico. De modo a induzir CTLs imunégeno-especificos, quaisquer
fatores estimulantes podem ser adicionados a cultura de células. Por exem-
plo, IL-2 é um fator estimulante preferencial para a indugéo de CTL.

Em algumas modalidades, a etapa de monitorar ou avaliar a
resposta imunolégica de um individuo a ser tratado com a terapia para can-
cer com peptideo pode ser realizada antes, durante e/ou apés o tratamento.
Em geral, durante um protocolo de terapia do cancer, os peptideos imuno-
génicos sao administrados repetidamente a um individuo a ser tratado. Por
exemplo, os peptideos imunogénicos podem ser administrados toda semana
durante 3 a 10 semanas. Consequentemente, a resposta imunoldgica do
individuo pode ser avaliada ou monitorada durante o protocolo de terapia
para o cancer. Alternativamente, a etapa de avaliagdo ou monitoramento da
resposta imunolégica a terapia do cancer pode ocorrer ao final do protocolo
de tratamento.

De acordo com a presente invengéo, a indugao intensificada de

CTL especifico para um imunégeno, em comparagdo a um controle indica
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que o individuo a ser avaliado ou diagnosticado respondeu imunologicamen-
te ao(s) imunogeno(s) que foifforam administrados. Os controles adequados
para avaliar a resposta imunolégica podem incluir, por exemplo, um nivel de
indugdo de CTL quando células imunocompetentes ndo sao colocadas em
contato com peptideo, ou sdo colocadas em contato com peptideo(s) de
controle tendo sequéncias de aminoacido diferentes de quaisquer peptideos
ECT2 (por exemplo, sequéncia de aminoacido aleatéria). Em uma modalida-
de preferencial, a resposta imunoldgica do individuo é avaliada de uma for-
ma sequéncia-especifica, pela comparagdo com uma resposta imunolégica
entre cada imundégeno administrado ao individuo. Em particular, mesmo
guando uma mistura de alguns tipos de peptideos ECT2 é administrada ao
individuo, a resposta imunolégica pode variar dependendo dos peptideos.
Neste caso, pela comparagédo da resposta imunolégica entre cada peptideo,
os peptideos aos quais o individuo mostra resposta mais elevada podem ser
identificados.
Xl. Anticorpos

A presente invengdo apresenta adicionalmente, anticorpos que
se ligam aos peptideos da presente invengdo. Os anticorpos preferenciais se
ligam especificamente ao peptideo da presente invencdo e ndo se ligardo
(ou se ligardo fracamente) ao ndo peptideo da presente invencao. Alternati-
vamente, os anticorpos se ligam ao peptideo da invengédo bem como aos
seus homologos. Anticorpos contra o peptideo da invengao podem ser usa-
dos em testes de diagnostico e prognostico do cancer e em metodologias de
formacgao de imagens. De modo similar, estes anticorpos podem ser usados
no tratamento, diagnostico, e/ou prognostico de outros canceres, na medida
em que ECT2 também estd expresso ou superexpresso no paciente com
cancer. Além disso, anticorpos expressos de modo intracelular (por exemplo,
anticorpos de cadeia Unica) podem encontrar uso terapéutico no tratamento
de canceres nos quais a expressado de ECT2 esta envolvida, cujos exemplos
incluem, mas néo se limitam a cancer de bexiga, cAncer de mama, céncer
cervical, carcinoma colangiocelular, LMC, cancer colorretal, cancer de es6-

fago, NSCLC, linfoma, cancer pancreatico, cancer de prostata, carcinoma
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renal e SCLC.

A presente invencao fornece, adicionalmente, varios testes imu-
nolégicos para a deteccdo e/ou quantificacdo da proteina ECT2 (SEQ ID
NO: 42) ou seus fragmentos, incluindo polipeptideos que possuem uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a 40. Tais testes
podem incluir um ou mais anticorpos anti-ECT2 capazes de reconhecer e se
ligar a uma proteina ECT2 ou seus fragmentos, conforme for adequado. Na
presente invengdo, os anticorpos anti-ECT2 que se ligam ao polipeptideo
ECT2 reconhecem, de preferéncia, um polipeptideo que tem uma sequéncia
de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NO: 1 a 40. Uma especificidade

de ligagdo do anticorpo pode ser confirmada com um teste de inibicdo. Isto

_ é, quando a ligagdo entre um anticorpo a ser analisado e o polipeptideo

ECT2 de extensdo completa € inibida na presenga de quaisquer fragmentos
de polipeptideos que possuem a sequéncia de aminoacidos selecionada
dentre SEQ ID NO: 1 a 40, o anticorpo se liga especificamente ao fragmento.
No contexto da presente invencao, tais testes imunologicos sao feitos em
varios formatos de testes imunolégicos bem conhecidos na técnica, incluin-
do, mas nao se limitando a diversos tipos de radioimunoensaios, técnica i-
munocromatografica, ensaios imunossorvente ligados a enzima (ELISA),
ensaios imunofiuorescentes ligados a enzimas (ELIFA), e similares.

Testes imunoldgicos relacionados, mas que nao usam anticorpo,
da invengdo também podem incluir testes de imunogenicidade de célula T
(inibidor ou estimulante) bem como testes de ligacdo ao MHC. Além disso,
métodos imunolégicos de formacgao de imagens capazes de detectar cance-
res que expressam ECT2 também sao fornecidos pela inveng¢éao, incluindo,
mas nao se limitando a métodos de formacao de imagens radiocintigraficas
com o uso dos anticorpos marcados da presente invencado. Tais testes po-
dem ser usados clinicamente na detecg¢édo, monitoramento, e prognéstico de
cénceres que expressam ECT2 incluindo, mas nao se limitando a cancer de
bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, LMC,
cancer colorretal, cancer de eséfago, NSCLC, linfoma, cancer pancreatico,

cancer de prostata, carcinoma renal e SCLC.
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A presente invengao fornece, adicionalmente, um anticorpo que
se liga ao peptideo da invencdo. O anticorpo da invenc¢do pode ser usado
em qualquer forma, como, por exemplo, anticorpos monoclonais ou policlo-
nais, e inclui antissoro obtido pela imunizagdo de um animal, como um coe-
Iho, com o peptideo da invencao, todas as classes de anticorpos policlonais
e monoclonais, anticorpos humanos e anticorpos humanizados produzidos
por recombinagao genética.

Um peptideo da invencdo usado como um antigeno para obter
um anticorpo pode ser derivado de qualquer espécie animal, mas de prefe-
réncia, é derivado de um mamifero, como um ser humano, camundongo, ou
rato, com mais preferéncia, de um ser humano. Um peptideo derivado de ser
humano pode ser obtido a partir das sequéncias de nucleotideo ou aminoa-
cido aqui apresentadas.

De acordo com a presente invengédo, o peptideo a ser usado
como um antigeno de imunizacao pode ser uma proteina completa ou um
peptideo parcial da proteina. Um peptideo parcial pode incluir, por exemplo,
o fragmento amino (N)-terminal ou carbéxi (C)-terminal de um peptideo da
presente invengao.

Aqui, um anticorpo é definido como uma proteina que reage com
a extensao completa ou com um fragmento de um peptideo ECT2. Em uma
modalidade preferencial, um anticorpo da presente invencao pode reconhe-
cer fragmentos de peptideos ECT2 que possuem uma sequéncia de amino-
acidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 1 a 40. Os métodos para sintetizar
oligopeptideos sdo bem conhecidos na técnica. Apds a sintese, os peptideos
podem ser, opcionalmente, purificados antes do uso como um imunégeno.
Na presente invengao, o oligopeptideo (por exemplo, 9 ou 10 mer) pode ser
conjugado ou ligado a carreadores para acentuar a imunogenicidade. A he-
mocianina do molusco keyhole limpet (KLH) & bem conhecida como o carre-
ador. Métodos para conjugar KLH e peptideo também sao bem conhecidos
na técnica.

Alternativamente, um gene que codifica um peptideo da inven-

¢ao ou seu fragmento pode ser inserido em um vetor de expressao conheci-
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do, que é entdo usado para transformar uma célula hospedeira, conforme
descrito na presente invencédo. O peptideo desejado ou seu fragmento pode
ser recuperado de fora ou de dentro das células hospedeiras por qualquer
método padrao, e pode ser subsequentemente usado como um antigeno.
Alternativamente, células inteiras que expressam o peptideo ou seus lisados
ou um peptideo sintetizado quimicamente podem ser usadas como o antige-
no.

Qualquer animal mamifero pode ser imunizado com o antigeno,
mas, de preferéncia, a compatibilidade com as células parentais usadas para
a fusdo celular é levada em consideragdo. Em geral, animais das familias
Rodentia, Lagomorpha ou Primata podem ser usados. Os animais da familia
Rodentia incluem, por exemplo, camundongo, rato € hamster. Os animais da
familia Lagomorpha incluem, por exemplo, coelho. Os animais da familia
Primata incluem, por exemplo, um macaco de Cétarrhini (macaco do velho
mundo) como Macaca fascicularis, macaco Rhesus, babuino sagrado e
chimpanzeés.

Métodos para imunizagdo de animais com antigenos séo conhe-
cidos na técnica. Injegao intraperitoneal ou inje¢do subcutanea de antigenos
€ um método padrao para imunizacdo de mamiferos. Mais especificamente,
os antigenos podem ser diluidos e suspensos em uma quantidade adequada
de solugao salina tamponada com fosfato (PBS), solugdo salina fisiologica,
etc. Se desejado, a suspensdo de antigeno pode ser misturada com uma
quantidade adequada de um adjuvante padrao, como adjuvante de Freund
completo, transformado em emulsdo e, entdo, administrado aos animais
mamiferos. De preferéncia, isto &€ seguido de varias administragdes de anti-
geno misturado com uma quantidade apropriada de adjuvante de Freund
incompleto a cada 4 a 21 dias. Um carreador adequado pode, também, ser
usado para a imunizacdo. Apds a imunizacdo, conforme descrito acima, o
soro pode ser examinado por um método padrdo quanto a um aumento na
quantidade dos anticorpos desejados.

Anticorpos policlonais contra os peptideos da presente invencao

podem ser preparados pela coleta de sangue do mamifero imunizado exa-
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minado para o aumento dos anticorpos desejados no soro, e separagéo do
soro do sangue por qualquer método convencional. Os anticorpos policlonais
incluem soro contendo os anticorpos policlonais, e a fragdo contendo os an-
ticorpos policlonais pode ser isolada do soro. Imunoglobulina G ou M pode
ser preparada a partir de uma fragao que reconhece apenas o peptideo da
presente invengdo com o uso, por exemplo, de uma coluna de afinidade a-
coplada com o peptideo da presente invengao, e purificagdo adicional desta
fracdo com o uso de coluna de proteina A ou proteina G.

Para preparar anticorpos fnonoclonais, células imunes sao cole-
tadas do mamifero imunizado com o antigeno e verificadas quanto a um ni-
vel elevado dos anticorpos desejados no soro, conforme descrito acima, e
sédo submetidas a fusao celular. As células imunes usadas para a fuséo celu-
lar podem ser obtidas, de preferéncia, a partir do bago. Outras células paren-
tais preferenciais a serem fundidas com o imunécito acima incluem, por e-
xemplo, células de mieloma de mamiferos e, com mais preferéncia, células
de mieloma que adquiriram uma propriedade para a sele¢édo de células fun-
didas por farmacos.

O imunécito e as células de mieloma acima podem ser fundidos
de acordo com métodos conhecidos, por exemplo, o método de Milstein et
al. (Galfre e Milstein, Methods Enzymol 73: 3-46 (1981)).

Os hibridomas resultantes obtidos pela fusdo celular podem ser
selecionados pelo cultivo deles em um meio de selegdo padrao, como meio
HAT (meio contendo hipoxantina, aminopterina e timidina). A cultura celular
€ continuada tipicamente no meio HAT por varios dias até varias semanas, o
tempo sendo suficiente para permitir que todas as outras células, com a ex-
cecgao do hibridoma desejado (células nao fundidas), morram. A seguir, dilui-
¢ao limitante padrao pode ser feita para selecionar e clonar uma célula de
hibridoma que produz o anticorpo desejado.

Além do método acima, no qual um animal ndo humano é imuni-
zado com um antigeno para preparar um hibridoma, linfécitos humanos co-
mo os infectados pelo virus EB podem ser imunizados com um peptideo,

células que expressam peptideo ou seus lisados in vitro. A seguir, os linfoci-
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tos imunizados sao fundidos a células de mieloma derivadas de um ser hu-
mano que sao capazes de dividir indefinidamente, como U266, para produzir
um hibridoma produtor de um anticorpo humano desejado que é capaz de se
ligar ao peptideo (Pedido de Patente Japonés publicado e ndo examinado n°
Sho 63-17688).

Os hibridomas obtidos sao subsequentemente transplantados
para a cavidade abdominal de um camundongo e os liquidos de ascite sdo
extraidos. Os anticorpos monoclonais obtidos podem ser purificados, por
exemplo, por precipitagdo com sulfato de aménio, coluna de proteina A ou
proteina G, cromatografia de troca i6bnica DEAE ou uma coluna de afinidade
a qual o peptideo da presente invengdo é acoplado. O anticorpo da presente
invengio pode ser usado ndc apenas para purificagdo e detecgéo do pepti-
deo da presente invengdo, mas também como um candidato a um agonista e
antagonista do peptideo da presente invengéo.

Alternativamente, uma célula imune, como um linfocito imuniza-
do, que produz anticorpos pode ser imortalizada por um oncogene e usada
para preparar anticorpos monoclonais.

Os anticorpos monoclonais assim obtidos também podem ser
preparados de forma recombinante com o uso de técnicas de engenharia
genética (vide, por exemplo, Borrebaeck e Larrick, Therapeutic Monoclonal
Antibodies, publicado no Reino Unido por MacMillan Publishers LTD (1990)).
Por exemplo, um DNA que codifica um anticorpo pode ser clonado a partir
de uma célula imune, como um hibridoma ou um linfocito imunizado que
produz o anticorpo, inserido em um vetor adequado, e introduzido nas célu-
las hospedeiras para preparar um anticorpo recombinante. A presente in-
vengao fornece, adicionalmente, anticorpos recombinantes preparados con-
forme descrito acima.

Além disso, um anticorpo da presente invengdo pode ser um
fragmento de um anticorpo ou anticorpo modificado, contanto que ele se li-
gue a um ou mais dos peptideos da invengéo. Por exemplo, o fragmento de
anticorpo pode ser Fab, F(ab"),, Fv ou Fv de cadeia Gnica (scFv), no qual os

fragmentos Fv das cadeias H e L s&o ligados por um ligante adequado (Hus-
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ton et al., Proc Natl Acad Sci USA 85: 5879-83 (1988)). Mais especificamen-
te, um fragmento de anticorpo pode ser gerado pelo tratamento de um anti-
corpo com uma enzima, como papaina ou pepsina. Alternativamente, um
gene que codifica o fragmento de anticorpo pode ser construido, inserido em
um vetor de expressao e expresso em uma célula hospedeira adequada (vi-
de, por exemplo Co et al., J Immunol 152: 2968-76 (1994); Better e Horwitz,
Methods Enzymol 178: 476-96 (1989); Pluckthun e Skerra, Methods Enzymol
178: 497-515 (1989); Lamoyi, Methods Enzymol 121: 652-63 (1986); Rous-
seaux et al., Methods Enzymol 121: 663-9 (1986); Bird e Walker, Trends Bio-
technol 9: 132-7 (1991)).

Um anticorpo pode ser modificado pela conjugagdo com uma va-
riedade de moléculas, como polietileno glicol (PEG). A presente invengao
proporciona tais anticorpos modificados. O anticorpo modificado pode ser
obtido mediante a modificagdo quimica de um anticorpo. Estes métodos de
modificagdo sdo convencionais na técnica.

Alternativamente, um anticorpo da presente invengao pode ser
obtido como um anticorpo quimérico, entre uma regiao variavel derivada de
um anticorpo ndo humano e a regido constante derivada do anticorpo huma-
no, ou como um anticorpo humanizado que inclui a regido determinante de
complementaridade (CDR) derivada do anticorpo nao-humano, a regiao es-
trutural (FR) e a regido constante derivada do anticorpo humano. Tais anti-
corpos podem ser'preparados de acordo com tecnologia conhecida. A hu-
manizagdo pode ser feita mediante a substituicdo de CDRs ou sequéncias
de CDR de roedor pelas sequéncias correspondentes de um anticorpo hu-
mano (vide, por exemplo, Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988)).
Consequentemente, tais anticorpos humanizados sao anticorpos quiméricos,
sendo que um dominio variavel substancialmente menor dos dominios varia-
veis humanos intactos foi substituido pela sequéncia correspondente de uma
espécie nao humana.

Anticorpos completamente humanos que incluem regiées varia-
veis humanas além das regidées estruturais e constantes humanas também

podem ser usados. Tais anticorpos podem ser produzidos com 0 uso de va-
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rias técnicas conhecidas. Por exemplo, métodos in vitro envolvem o uso de
bibliotecas recombinantes de fragmentos de anticorpo humano apresentadas
em bacteriéfago (por exemplo, Hoogenboom & Winter, J. Mol. Biol. 227:381
(1991). De modo similar, anticorpos humanos podem ser produzidos pela
introdugao de loci de imunoglobulina humana em animais transgénicos, por
exemplo, camundongos nos quais os genes de imunoglobulina enddgenos
foram parcial ou completamente inativados. Esta abordagem é descrita, por
exemplo, nas patentes U.S. 6.150.584. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.661.016.

Anticorpos obtidos conforme descrito acima podem ser purifica-
dos até homogeneidade. Por exemplo, a separagdo e purificagdo do anticor-
po pode ser feita de acordo com métodos de separacao e purificagio usados
para proteinas em geral. Por exemplo, o anticorpo pode ser separado e iso-
lado pelo uso adequadamente selecionado e combinado de cromatografias
em coluna, como cromatografia de afinidade, filtro, ultrafiltracéo, salting-out,
dialise, eletroforese em gel de poliacrilamida SDS e focalizagao isoelétrica
(Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow e David Lane, Cold Spring
Harbor Laboratory (1988)), porém néo se limitam a isto. Uma coluna de pro-
teina A e uma coluna de proteina G podem ser usadas como a coluna de
afinidade. Exemplos de colunas de proteina A a serem usadas incluem, por
exemplo, Hyper D, POROS e Sepharose F.F. (Pharmacia).

Exemplos de cromatografia, com a excegéo de afinidade, inclu-
em, por exemplo, cromatografia de troca i6nica, cromatografia hidrofébica,
filtracdo em gel, cromatografia de fase reversa, cromatografia de adsorgéo e
similares (Strategies for Protein Purification and Characterization: A Labora-
tory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press (1996)). Os procedimentos cromatograficos podem ser execu-
tados por cromatografia em fase liquida, como HPLC e FPLC.

Por exemplo, medi¢cdo de absorbancia, ensaio imunossorvente
ligado a enzima (ELISA), imunoensaio enzimatico (EIA), radioimunoensaio
(RIA) e/ou imunofluorescéncia podem ser usados para medir a atividade de

ligagdo ao antigeno do anticorpo da invengédo. Em ELISA, o anticorpo da
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presente invengao é imobilizado sobre uma placa, um peptideo da invencéao
é aplicado a placa, e, entdo, uma amostra contendo um anticorpo desejado,
como o sobrenadante da cultura das células produtoras de anticorpo ou anti-
corpos purificados, & aplicado. A seguir, um anticorpo secundario que reco-
nhece o anticorpo primario e € marcado com uma enzima, como fosfatase
alcalina, é aplicado, e a placa é incubada. A seguir, ap6s a lavagem, um
substrato enzimatico, como fosfato de p-nitrofenila, é adicionado a placa, e a
absorbancia € medida para avaliar a atividade de ligacdo ao antigeno da
amostra. Um fragmento do peptideo, como um fragmento C-terminal ou N-
terminal, pode ser usado como o antigeno para avaliar a atividade de ligacao
do anticorpo. BlAcore (Pharmacia) pode ser usado para avaliar a atividade
do anticorpo de acordo com a presente invengao.

Os métodos acima permitem a detecgdo ou medigdo do pepti-
deo da inveng¢do pela exposicdo do anticorpo da invengdo a uma amostra
que supostamente contém o peptideo da invengdo, e deteccao ou medicao
do complexo imune formado pelo anticorpo e o peptideo.

Pelo fato do método de detecgcdo ou medicdo do peptideo de
acordo com a invengao poder detectar ou medir especificamente um pepti-
deo, o método pode encontrar uso em uma variedade experimentos nos
quais o peptideo é usado.

Xll. Vetores e células hospedeiras

A presente invencao fornece, adicionalmente, um vetor e uma
célula hospedeira na qual um nucleotideo que codifica o peptideo da presen-
te invencéo é introduzido. Um vetor da presente invencdo pode ser util para
manter um nucleotideo, especificamente um DNA, da presente invengédo na
célula hospedeira, para expressar o peptideo da presente invencao, ou para
administrar o nucleotideo da presente invencao para terapia génica.

Quando E. coli € uma célula hospedeira e o vetor & amplificado e
produzido em uma grande ‘quantidade em E. coli (por exemplo, JM109, DH5
alfa, HB101 ou XL1Blue), o vetor deve ter "ori" para ser amplificado em E.
coli e um gene marcador para selecionar as células de E. coli transformadas

(por exemplo, um gene de resisténcia a farmacos selecionado por um far-
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maco como ampicilina, tetraciclina, canamicina, cloranfenicol ou similares).
Por exemplo, vetores da série M13, vetores da série pUC, pBR322, pBlues-
cript, pCR-Script, etc. podem ser usados. Além disso, pGEM-T, pDIRECT e
pT7 também podem ser usados para subclonar e extrair cONA bem como os
vetores descritos acima. Quando um vetor é usado para produzir a proteina
da presente invencéo, um vetor de expressao pode ser usado. Por exemplo,
um vetor de expressao a ser expresso em E. coli deve ter as caracteristicas
acima para ser amplificado em E. coli. Quando células de E. coli, como
JM109, DH5 alfa, HB101 ou XL1 Blue, sdo usadas como uma célula hospe-
deira, o vetor deve ter um promotor, por exemplo, o promotor de lacZ (Ward
et al., Nature 341: 544-6 (1989); FASEB J 6: 2422-7 (1992)), o promotor de
araB (Better et al., Science 240: 1041-3 (1988)), o promotor de T7 ou simila-
res, que pode expressar eficientemente o gene desejado em E. coli. Neste
sentido, pGEX-5X-1 (Pharmacia), "QlAexpress system" (Qiagen), pEGFP e
pET (nesse caso, o hospedeiro &, de preferéncia, BL21 que expressa RNA
polimerase T7), por exemplo, podem ser usados ao invés dos vetores acima.
Adicionalmente, o vetor pode conter, também, uma sequéncia de sinal para
a secrecao de peptideo. Uma sequéncia de sinal exemplificadora que dire-
ciona o peptideo a ser secretado para o periplasma de E. coli & a sequéncia
de sinal pelB (Lei et al., J Bacteriol 169: 4379 (1987)). Meios para introdugéo
dos vetores nas células hospedeiras alvo incluem, por exemplo, 6 método de
cloreto de caicio, e o método de eletroporagéo.

Além de E. coli, por exemplo, vetores de expressao derivados de
mamiferos (por exemplo, pcDNA3 (Invitrogen) e pEGF-BOS (Nucleic Acids
Res 18(17): 5322 (1990)), pEF, pCDM8), vetores de expressao derivados de
células de inseto (por exemplo, "sistema de expressdo de baculovirus Bac-
to-BAC" (GIBCO BRL), pBacPAKS), vetores de expressdo derivados de
plantas (por exemplo, pMH1, pMH2), vetores de expressdo derivados de
virus animais (por exemplo, pHSV, pMV, pAdexLcw), vetores de expressao
derivados de retrovirus (por exemplo, pZlpneo), vetor de expressio derivado
de levedura (por exemplo, "Pichia Expression Kit" (Invitrogen), pNV11, SP-

Q01) e vetores de expresséo derivados de Bacillus subtilis (por exemplo,
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pPL608, pKTH50) podem ser usados para produzir o polipeptideo da pre-
sente invencao.

De modo a expressar o vetor em células animais, como células
CHO, COS ou NIH3T3, o vetor deve carregar um promotor necessario para
a expressao nestas células, por exemplo, o promotor de SV40 (Mulligan et
al., Nature 277: 108 (1979)), o promotor de MMLV-LTR, o promotor de EF1
alfa (Mizushima et al., Nucleic Acids Res 18: 5322 (1990)), o promotor de
CMV e similares e, de preferéncia, um gene marcador para selecionar os
transformantes (por exemplo, um gene de resisténcia a medicamentos sele-
cionado por um farmaco (por exemplo, neomicina, G418)). Exemplos de ve-
tores conhecidos com estas caracteristicas incluem, por exemplo, pMAM,
pDR2, pBK-RSV, pBK -CMV, pOPRSV e pOP13.

Os exemplos a seguir sdo apresentados para ilustrar a presente
invengao e para ajudar um versado na técnica a prepara-la e utiliza-la. Os
exemplos ndo se destinam a limitar de outro modo o escopo da inveng&o.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

Linhagens celulares

T2 (HLA- A2), uma linhagem celular linfoblastoide B humana, e
COS7, uma linhagem celular de rim de macaco verde africano, foram adqui-
ridas junto a ATCC.

Selecéo de peptideos candidatos derivados de ECT2

Peptideos de 9-mer e 10-mer derivados de ECT2 que se ligam
a molécula de HLA-A*0201 foram previstos com o uso do programa para
previséo de ligacdo "BIMAS" (www-bimas.citdcrt.nih.gov/cgi-
bin/molbio/hla_bindken_parker_comboform) (Parker et al. (J Immunol 1994,
152(1): 163-75), Kuzushima et al. (Blood 2001, 98(6): 1872-81)). Estes pep-
tideos foram sintetizados pela Biosynthesis (Lewisville, Texas) de acordo
com um método de sintese em fase sélida padrao e purificados por croma-
tografia liquida de aita eficiéncia em fase reversa (HPLC). A pureza (>90%)
e a identidade dos peptideos foram determinadas por HPLC analitico e ana-

lise de espectrometria de massa, respectivamente. Os peptideos foram dis-
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solvidos em sulféxido de dimetila a 20 mg/ml e armazenados a -80 graus C.

Inducdo de CTL in vitro

Células dendriticas derivadas de mondcitos (DCs) foram usadas
como células apresentadoras de antigeno para induzir respostas de linfécito
T citotdxico (CTL) contra peptideos apresentados sobre antigeno leucocitario
humano (HLA). As DCs foram geradas in vitro conforme descrito em outro
local (Nakahara S et al., Cancer Res 2003 Jul 15, 63(14): 4112-8). Especifi-
camente, células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) isoladas de
um voluntario normal (positivas para HLA- A*0201) por solugao Ficoll-Plaque
(Pharmacia) foram separadas por aderéncia a uma placa plastica para cultu-
ra de tecidos (Becton Dickinson) de modo a enriquecé-las como a fragao de
mondcitos. A populacéo enriquecida com monécitos foi cultivada na presen-
¢a de 1.000 U/ml de fator estimulador de col6nias de granulécitos-macré-
fagos (R&D System) e 1.000 U/ml de interleucina (IL)-4 (R&D System) em
meio AIM-V (Invitrogen) contendo 2% de soro autélogo desativado por calor
(AS). Apés 7 dias de cultura, as DCs induzidas por citocina foram pulsadas
com 20 microgramas/ml de cada um dos peptideos sintetizados na presenca
de 3 microgramas/ml de beta 2-microglobulina durante 3 horas a 37 graus C
em meio AIM-V. As células geradas pareceram expressar moléculas associ-
adas a DC, como CD80, CD83, CD86 e HLA classe Il, nas suas superficies
celulares (dados nao mostrados). Estas DCs pulsadas com peptideos foram
entao inativadas por irradiagdo com raios-X (20 Gy) e foram misturadas a
uma proporgao de 1:20 com células T CD8+ autblogas, obtidas por selegao
positiva com o kit CD8 positive Isolation Kit (Dynal). Estas culturas foram
colocadas em placas de 48 pocgos (Corning); cada pogo continha 1,5 x 10*
DCs pulsadas com peptideos, 3 x 10° células T CD8+ e 10 ng/mi de IL-7
(R&D System) em 0,5 ml de meio AIM-V/2% AS. Trés dias depois, estas cul-
turas foram suplementadas com IL-2 (CHIRON) a uma concentragéo final de
20 IU/ml. Nos dias 7 e 14, a células T foram estimuladas adicionalmente com
as DCs pulsadas com peptideos autélogas. As DCs foram preparadas todas
as vezes pela mesma forma descrita acima. Os CTLs foram testados contra

células T2 pulsadas com peptideo apds o 3° ciclo de estimulagao com pepti-
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deo no dia 21 (Tanaka H et al., Br J Cancer 2001 Jan 5, 84(1): 94-9; Umano
Y et al., Br J Cancer 2001 Abr 20, 84(8): 1052-7; Uchida N et al., Clin Cancer
Res 2004 Dez 15, 10(24): 8577-86; Suda T et al.,, Cancer Sci 2006 Mai,
97(5): 411-9; Watanabe T et al., Cancer Sci 2005 Ago, 96(8): 498-506).

Procedimento de expansio de CTL

Os CTLs foram expandidos em cultura com o uso do método si-
milar ao descrito por Riddell et al. (Walter EA et al., N Engl J Med 1995 Out
19, 333(16): 1038-44; Riddell SR et al., Nat Med 1996 Fev, 2(2): 216-23).
Um total de 5 x 10* CTLs foi suspenso em 25 ml de meio AIM-V/5% AS com
2 tipos de linhagens celulares linfoblastoides B humanas, inativadas por mi-
tomicina C, na presenga de 40 ng/ml de anticorpo monoclonal anti-CD3
(Pharmingen). Um dia ap6s o inicio das culturas, 120 {U/m! de IL-2 foram
adicionados as culturas. As culturas foram supridas com meio AIM-V/5% AS
fresco contendo 30 1U/ml de IL-2 nos dias 5, 8 e 11 (Tanaka H et al., Br J
Cancer 2001 Jan 5, 84(1): 94-9; Umano Y et al., Br J Cancer 2001 Abr 20,
84(8): 1052-7; Uchida N et al., Clin Cancer Res 2004 Dez 15, 10(24). 8577-
86; Suda T et al., Cancer Sci 2006 Mai, 97(5): 411-9; Watanabe T et al.,
Cancer Sci 2005 Ago, 96(8): 498-506).

Estabelecimento de clones de CTL

Foram feitas diluicbes para ter 0,3, 1, e 3 CTLs/pogo em placas
de microtitulagdo de 96 pogos de fundo redondo (Nalge Nunc International).
Os CTLs foram cultivados com 1 X 10* células/ pogo de 2 tipos de linhagens
celulares linfoblastoides B humanas, 30 ng/ml de anticorpo anti-CD3, e 125
U/ml de IL-2 em um total de 150 microlitros/pogo de meio AIM-V contendo
5% de AS. 50 microlitros/pogco de IL-2 foram adicionados ao meio 10 dias
mais tarde para alcangar uma concentragédo final de 125 U/ml de IL-2. A ati-
vidade de CTL foi testada no 14° dia, e os clones de CTL foram expandidos
usando o mesmo método descrito acima (Uchida N et al., Clin Cancer Res
2004 Dez 15, 10(24): 8577-86; Suda T et al., Cancer Sci 2006 Mai, 97(5):
411-9; Watanabe T et al., Cancer Sci 2005 Ago, 96(8): 498-506).

Atividade especifica de CTL

Para examinar a atividade especifica de CTL, teste immunospot
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ligado a enzima (ELISPOT) para interferon (IFN)-gama e ensaio imunossor-
vente ligado a enzima (ELISA) para IFN-gama foram executados. Especifi-
camente, células T2 (1 x 10*/pogo) pulsadas com peptideo foram preparadas
como células estimulantes. As células cultivadas em 48 pocos foram usadas
como células respondedoras. O ensaio ELISPOT para IFN-gama e o ensaio
ELISA para IFN-gama foram feitos de acordo com os procedimentos do fa-
bricante.
Estabelecimento das células que expressam de modo forcado o gene alvo
elou HLA-A02

O cDNA que codifica uma fase aberta de leitura dos genes alvo
ou HLA-A*0201 foi amplificado por PCR. O produto amplificado por PCR foi

clonado em um vetor. Os plasmidios foram transfectados em COS7, que é a

linhagem de células null para os genes alvo e HLA-A*0201, com o uso de
lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com os procedimentos recomen-
dados pelo fabricante. Apos 2 dias da transfecgdo, as células transfectadas
foram coletadas com versene (Invitrogen) e usadas como as células-alvo (5
x 10* células/ pogo) para teste atividade de CTL.

Resultados

Expressdo de ECT2 intensificada em cénceres

O dados do perfil de expresséo génica global obtidos a partir de
varios canceres com o uso de microarranjo de cDNA revelaram que a ex-
pressao de ECT2 (n° de Acesso no Genbank AY376439; SEQ ID No: 41)
estava elevada. A expressao ECT2 estava validamente elevada em 17 de 19
canceres de bexiga, 5 de 12 canceres de mama, 14 de 14 canceres cervi-
cais, 13 de 13 carcinomas colangiocelulares, 5 de 5 LMC, 7 de 8 canceres
colorretais, 12 de 16 canceres de esdfago, 6 de 16 NSCLC, 8 de 10 linfo-
mas, 1 de 1 canceres pancreaticos, 10 de 13 canceres de prostata, 3 de 6
carcinomas renais e 12 de 13 canceres SCLC em comparagéo ao tecido

normal correspondente (Tabela 1).
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Tabela 1
Proporgao de casos nos quais se observou regulagao positive de ECT2 em

tecido canceroso em comparagéo ao tecido normal correspondente.

Cancer de bexiga 17119
Cancer de mama 512
cervical 14/14
Carcinoma colangiocelular 1313
LMC 5/5
Cancer colorretal 718
Cancer de esdfago 12/16
NSCLC 6/16
Linfoma 8/10
Cancer pancreatico 171
Cancer de prostata 10/13
Carcinoma renal 3/6
SCLC 12/13

Predicdo de peptideos de ligacao a HLA-A04 derivados de ECT2

5 As tabelas 2a e 2b mostram os peptideos de ECT2 de 9 mer e

10 mer de ligagdo ao HLA-A02 em ordem de alta afinidade de ligacdo. Um
total de 40 peptideos com potencial capacidade de ligagdo ao HLA-A02 fo-

ram selecionados e examinados para determinar os peptideos epitopos.

Tabela 2a
10 Peptideos de 9mer de ligagdo a HLA-A02 derivados de ECT2
SEQIDNO | osieaode Sequéncia de Classificagao
inicio aminoacidos
1 34 LLIGSTSYV 650,311
2 619 QIFDVVYEV 333,677
3 664 FLFNDCLEI 177,566
4 662 TLFLFNDCL 147,174
5 634 LLSSHRSLV 118,238
6 145 MMNLVLCFT 115,74
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Tabela 2a - continuacgéao

SEQIDNO | ' osdode Sequeéncia de Classificaggio
inicio aminoacidos
7 561 LLIRPVQRL 83,527
8 98 VVTDFQDSV 78,082
9 575 LLNDLKKHT 51,94
10 240 FQDCILSFL 50,414
11 292 FEPSKKLYV 34,216
12 823 ALMTSHGSV 33,455
13 220 NEQDFYAAV 31,606
14 755 MLCRHVANT 29,137
15 357 AQLSRETDV 26,002
16 438 NILATIIQL 24,097
17 874 TLSRSTTHL 21,362
18 568 RLPSVALLL 21,362
19 166 TLVHHMGGV 20,796
20 443 llQLFQVPL 18,975

A posicado de inicio indica o nimero do residuo de amino4cido a
partir da terminagao N de ECT2
A classificagao de ligagao & gerada por "BIMAS"
Tabela 2b
Peptideos de 10mer de ligagcdo a HLA-A02 derivados de ECT2

SEQIDNO | Fosisdode Sequéncia de Classificagao
inicio aminoacidos
21 33 NLLIgSTSYV 1415,383
22 633 NLLSsHRSLV 257,342
23 144 SMMN1VLCFT 251,905
24 701 LMPLsQIKKV 196,407
25 754 KMLCrHVANT 160,303
26 557 SLVE1LIRPV 131,175
27 191 TQGEkKFRVAV 109,867
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Tabela 2b - continuagéo

SEQ ID NO P°isr':|{:c; de S;:;i':;';:: Classificagdo
28 774 YTADpESFEV 105,669
29 428 ELYQIESNYV 91,809
30 618 KQIFdVVYEV 56,767
31 97 FVWTdFQDSV 52,126
32 20 SIFDSKVTEI 50,051
33 574 LLLNALKKHT 46,873
34 461 ILAPGEIKTI 40,792
35 664 FLFNACLEIA 39,07
36 575 LLND1KKHTA 34,627
37 430 YQTESNYVNI 29,024
38 511 DLVKtYPPFV 28,69
39 471 FGSIpDIFDV 27,86
40 87 GLDSpEFENV 25,901

A posicédo de inicio indica o nimero do residuo de aminoacido a partir da
terminagdo N de ECT2.
A classificacao de ligagao & gerada por "BIMAS".

Inducdo de CTL com os peptideos previstos a partir de ECT2 restritos com
HLA- A*0201

Os CTLs para estes peptideos derivados de ECT2 foram gera-
dos de acordo com os protocolos descritos em "Materiais e métodos". A ati-
vidade de CTL especifica para o peptideo foi determinada por ensaio ELIS-
POT para IFN-gama (figura 1a-c). O pogo nimero n° 6 estimulado com
ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a), o pogo n° 5 estimulado com ECT2-A02-
9-664 (SEQ ID NO: 3) (b) e o pogo n° 1 estimulado com ECT2-A02-10-33
(SEQ ID NO: 21) (c) demonstrou potente produgéo de IFN-gama em compa-
ragcéo aos pogos de controle. Como um resultado, isto indicou que ECT2-
A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a), ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) (b) e ECT2-
A02-10-33 (SEQ ID NO: 21) (c) derivados de ECT2 foram selecionados co-
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mo os peptideos que podiam induzir potentes CTLs.
Estabelecimento de linhagens e clones de CTL contra peptideos derivados
de ECT2

As células que mostraram atividade especifica de CTL do pepti-
deo, detectadas por ensaio ELISPOT para IFN-gama no poc¢o n° 6 estimula-
das com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a), n° 5 estimuladas com ECT2-
A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) (b) e n® 1 estimuladas com ECT2-A02-10-33
(SEQ ID NO: 21) (c) foram expandidas e as linhagens de CTL foram estabe-
lecidas pelo processo de diluicdo limitante descrito acima na secao de "Ma-
teriais e métodos". A atividade de CTL destas linhagens de CTL foi determi-
nada por ensaio ELISA para IFN-gama (figuras 2a -c). As linhagens de CTL
demonstraram potente producdo de IFN-gama contra as células-alvo pulsa-
das com o peptideo correspondente em comparagédo as células-alvo sem
pulso com peptideo. Além disso, o clone de CTL foi estabelecido por diluicdo
limitante a partir de linhagens de CTL conforme descrito em "Materiais e mé-
todos", e a produgéo de IFN-gama a partir dos clones de CTL contra as célu-
las-alvo pulsadas com peptideo foi determinada por ensaio ELISA para IFN-
gama. Produgdes de IFN-gama potentes foram determinadas a partir de clo-
nes de CTL estimulados com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a) e ECT2-
A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) (b) na figura 3.

Atividade especifica de CTL contra células-alvo que expressam exogena-
mente ECT2 e HLA-A*0201

As linhagens e clones de CTL estabelecidos criados contra es-

tes peptideos foram examinados quanto a sua capacidade de reconhecer
células-alvo que expressam de forma endégena ECT2 e a molécula de
HLA-A*0201. A atividade especifica de CTL contra células COS7 que foram
transfectadas com a extensdo completa do gene ECT2 e da molécula HLA-
A*0201 (um modelo especifico para as células-alvo que expressam exoge-
namente os genes de ECT2 e HLA-A*0201) foi testada com o uso das li-
nhagens e clones de CTL criados pelo peptideo correspondente como as
células efetoras. Células COS7 transfectadas com a extensdao completa do

gene ECT2 ou HLA-A* 0201 foram preparadas como controles. Na figura 4,
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o clone CTL estimulado com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a) e a linha-
gem de CTL estimulada com ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO: 21) (b) mostra-
ram potente atividade de CTL contra células COS7 que expressam ECT2 e
HLA- A* 0201. Por outro lado, nenhuma atividade especifica de CTL signifi-
cativa foi detectada contra os controles. Desta forma, estes dados demons-
traram claramente que ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a), ECT2-A02-10-
33 (SEQ ID NO: 21) (b) foram expressos naturalmente sobre as células-
alvo com a molécula HLA-A*0201 e foram reconhecidos pelos CTLs. Estes
resultados indicam que ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1) (a) e ECT2-A02-
10-33 (SEQ ID NO: 21) (b) derivado de ECT2 pode ser adequado como
uma vacina para o cancer para o tratamento de pacientes com tumores que
expressam ECT2.
Anélise de homologia dos peptideos antigénicos

Os CTLs estimulados com ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1),
ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) e ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO: 21) mos-
traram atividade de CTL especifica e significativa. Este resultado pode ser
devido ao fato de as sequéncias de ECT2-A02-9-34 (SEQ ID NO: 1), ECT2-
A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) e ECT2-A02-10-33 (SEQ ID NO: 21) serem ho-

moélogas ao peptideo derivado de outras moléculas que sabidamente sensi-

bilizam o sistema imune humano. Para excluir esta possibilidade, analises de
homologia foram feitas para estas sequéncias de peptideo usando como
pesquisa o algoritmo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi) que nao
revelou nenhuma sequéncia com homologia significativa. Os resultados das
andlises de homologia indicam que as sequéncias de ECT2-A02-9-34 (SEQ
ID NO: 1), ECT2-A02-9-664 (SEQ ID NO: 3) e ECT2-A02-10-33 (SEQ D
NO: 21) s&o Unicas e, portanto, ha pouca possibilidade, de acordo com nos-
so conhecimento, de que estas moléculas gerem resposta imunolégica inde-
sejada a moléculas ndo relacionadas.

Em suma, novos peptideos epitopos de HLA-A2 derivados de
ECT2 foram identificados. Além disso, os resultados demonstram que pepti-
deos epitopos de ECT2 podem ser adequados para uso na imunoterapia do

cancer.
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Aplicacao Industrial

A presente invengao fornece novos TAAs, particularmente aque-
les derivados de ECT2 que podem induzir respostas imunes antitumorais
potentes e especificas e possuem aplicabilidade para uma ampla variedade
de tipos de cancer. Tais TAAs podem ser Uteis como vacinas peptidicas con-
tra doencgas associadas a ECT2, por exemplo, cancer, mais particularmente,
cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelu-
lar, LMC, cancer colorretal, cancer de es6fago, NSCLC, linfoma, cancer pan-
creatico, cancer de prostata, carcinoma renal e SCLC.

Embora a presente invengdo seja descrita aqui em detalhes e
com referéncia as suas modalidades especificas, deve ser compreendido
que a descricdo anteriormente mencionada é exemplificadora e tem nature-
za explicativa e se destina a ilustrar a presente invengao e suas modalidades
preferenciais. Através de experimentacdo de rotina, um versado na técnica
compreendera facilmente que varias alteragées e modificagbes podem ser
feitas, sem que se desvie do espirito e escopo da presente invengao, cujos

limites precisos sao definidos pelas reivindicagbes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Peptideo isolado, caracterizado pelo fato de que é selecionado
do grupo consistindo em:

um peptideo isolado, que consiste em uma sequéncia de amino-
acidos selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21, em que
1 ou 2 aminoacidos é(séo) substituido(s), com a condi¢cédo de que o dito pep-
tideo retenha a capacidade de induzir linfécitos T citotoxicos (CTL) do pepti-
deo original, em que a(s) substituicdo(des) é(sdo) selecionada(s) do grupo
consistindo de:

(a) o segundo aminoéacido do N-terminal da sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO: 1, 3 ou 21 é substituido por um aminoacido de metio-
nina; e

(b) o aminoacido C-terminal da sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1, 3 ou 21 é substituido por leucina.

2. Composicao para induzir um CTL, caracterizada pelo fato de
que compreende um veiculo farmaceuticamente aceitdvel em combinacao
com um adjuvante e um ingrediente selecionado a partir de um ou mais pep-
tideo(s), como definido(s) na reivindicacao 1, ou um ou mais peptideo(s) con-
sistindo de uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo consistindo
em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21.

3. Composicdo farmacéutica para o tratamento e/ou profilaxia
e/ou a prevencao de recorréncia pés-operatdria de cancer, caracterizada pelo
fato de que compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel em combi-
nacdo com um adjuvante e um ingrediente selecionado a partir de um ou mais
peptideo(s), como definido(s) na reivindicacdo 1, ou um ou mais peptideo(s)
consistindo de uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo consis-
tindo em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21.

4. Composicgéo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 3, ca-
racterizada pelo fato de que é formulada para a administragdo em um indivi-
duo cujo antigeno HLA é HLA-A2.

5. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 3 ou

4, caracterizada pelo fato de que € formulada para o tratamento de cancer.

Peticaio 870210118996, de 21/12/2021, pég. 9/16
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6. Método in vitro para induzir uma célula apresentadora de anti-
geno (APC) com capacidade de induzir CTL, caracterizado pelo fato de que
compreende uma etapa de:

colocar uma APC em contato com o peptideo, como definido na
reivindicacdo 1, ou o(s) peptideo(s) consistindo de uma sequéncia de amino-
acidos selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21.

7. Método in vitro para induzir um CTL, caracterizado pelo fato de
gue compreende uma etapa selecionada do grupo consistindo em:

(a) cocultivar células T CD8 positivas com APCs que apresentam,
em sua superficie, um complexo de um antigeno HLA e o peptideo, como
definido na reivindicacdo 1, ou o(s) peptideo(s) consistindo de uma sequéncia
de aminoé&cidos selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21;
e

(b) cocultivar células T CD8 positivas com exossomas que apre-
sentam, em sua superficie, um complexo de um antigeno HLA e o peptideo,
como definido na reivindicagdo 1, ou o(s) peptideo(s) consistindo de uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs:
1,3e2l.

8. Uso do peptideo, como definido na reivindicacdo 1, ou do pep-
tideo consistindo de uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 1, 3 e 21, caracterizado pelo fato de que é na
preparacao de uma composicao para induzir uma resposta imune contra can-
cer em um individuo em necessidade do mesmo, em que a composi¢cdo com-
preende um veiculo farmaceuticamente aceitavel em combinacdo com um ad-

juvante, e os referidos peptideos como um ingrediente.

Peticao 870210118996, de 21/12/2021, pég. 10/16
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[Fig. 4]
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