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uma sequéncia de polipeptideo e uma sequéncia que expressa pelo menos uma parte de um fator de crescimento ao longo da
dita sequéncia de polipeptideo, e a uma proteina recombinante compreendendo uma sequéncia de polipeptideo e uma primeira
sequéncia que expressa pelo menos uma porgdo de um antigeno de tumor ao longo da dita sequéncia de polipeptideo. A
presente invencdo também se refere ao uso de uma proteina recombinante para a preparagdo de uma vacina para o tratamento
de doencas cronicas. Sao revelados, ainda, um processo para a preparagdo de um a molécula multivalente e um processo para a
preparagéo de uma formulagéo de vacina.



1/61

Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"PROTEINAS RECOMBINANTES".
CAMPO
[001] A presente invencdo refere-se ao campo de proteinas
recombinantes para o0 uso no tratamento de doencas.
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[002] O presente pedido de patente reivindica a prioridade do
Pedido de Patente U.S. n° de série 61/563.128 depositado em 23 de
novembro de 2011 intitulado "PROTEINAS RECOMBINANTES
SINTETICAS IMUNOGENICAS" e do Pedido de Patente U.S. n°. de
série 61/654.401 depositado em 01 de junho de 2012 intitulado
"PROTEINAS RECOMBINANTES SINTETICAS IMUNOGENICAS",
ambos aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.
ANTECEDENTES

[003] A imunologia do cancer é o estudo das interacfes entre um

sistema imunologico e células de céancer tais como tumores ou
malignidades. A iniciacdo de uma resposta imunologica, tal como o
reconhecimento de antigenos especificos do cancer, que sao
expressos por tumores humanos e ndo em tecidos normais, é de
interesse particular. De modo geral, os métodos para controlar a
divisdo e a proliferacdo das células malignas consistem em isolar
esses antigenos e apresentar os mesmos de modo que 0S mesmos
sejam reconhecidos pelo sistema imunoldégico como néo
autoantigenos e induzam uma resposta imunologica especifica.

[004] Ha um numero significativo de fatores de crescimento
identificados atualmente, e foi mostrado que a sua maior parte, se nao
todos, consiste em mediadores importantes da proliferacdo de células
em varios canceres além de ser implicados em outras condicGes de
doencas. De modo geral, os fatores de crescimento sdo as proteinas

solluveis de soro que reconhecem, e sdo ligadas por um grupo de
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receptores de fator de crescimento posicionados nas superficies das
células. Os fatores de crescimento particulares podem ser especificos
para um unico receptor, ou podem se ligar a mais de um receptor
proximamente relacionado com afinidades variadas. Similarmente,
alguns receptores ligam somente um unico ligando de fator de
crescimento, ao passo que outros podem se ligar a maltiplos fatores
de crescimento relacionados, outra vez normalmente com afinidades
diferentes. Com a ligacdo ao seu receptor natural, o dominio
citoplasmico do receptor € fosforilado, e isto inicia uma cascata de
sinalizacéo intracelular que resulta na modulagcdo de uma transcrigéo
de um ou mais genes e finalmente a progressédo através do ciclo de
células e da proliferacao de células.

[005] Os fatores de crescimento e seus receptores sao
componentes essenciais dos processos normais do crescimento, do
desenvolvimento e do reparo, e seus perfis de distribuicdo do tecido e
niveis de expressao regulam proximamente o crescimento das células.
Numerosos estudos mostraram que os fatores de crescimento podem
estimular a proliferacdo de uma variedade de tipos de células in vitro e
in vivo (Cohen S., Carpenter G., PNAS USA 72, 1317, 1975, Witsch E
et al: Physiology: 25(2):85-101, (2010)). Além disso, foi mostrado que
determinados fatores de crescimento estimulam a proliferacdo em
algumas linhagens de células do céncer, por exemplo, o fator de
crescimento epidérmico (EGF) pode estimular algumas células de
carcinoma do pulméo de células ndo pequenas (Osborne C. K. et al.
Can Res. 40.2.361 (1980)). Outros fatores de crescimento tais como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), e o fator de crescimento derivado de
plagquetas (PDGF) sao importantes em diversas doencas da oncologia,
tais como o cancer do pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC)
(Ballas MS, Chachoua A., Onco Targets and Therapy: 4. 43-58
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(2011)), Prostate Cancer, (Cox ME et al; Prostate Cancer 69 (1):33-40
(2009)), e cancer da mama (Law J et al., Cancer Res; 68.24: 10238-
10346 (2008)).

[006] Os niveis elevados de vérios receptores do fator de
crescimento foram relatados em tecidos malignos. Por exemplo, o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) foi detectado em
niveis raramente elevados em tumores malignos de origem epitelial,
tais como canceres do pulméo, da mama, da bexiga, do ovéario, da
vulva, do célon, do pulméo, do cérebro e do esbéfago. O papel
desempenhado pelos fatores de crescimento e por seus receptores na
regulacdo do crescimento de tumor é desconhecido, mas ha
sugestdes que a expressado do receptor do fator de crescimento em
células de tumor prové um mecanismo para a estimulacdo do
crescimento autocrino que conduz a proliferacdo descontrolada
(Schlessinger J., Schreiber A. B., Levi A., Liberman T., Varden Y. Crit.
Rev. Biochem. 1983, 14 (2) 93-111). Além disso, Liao Y et al.; Hum
Pathol 36(11): 1186-1196 (2005) e Cox ME et al; Prostate: 69(1) 33-40
(2009) descrevem o papel aumentado do receptor insular e fator de
crescimento no cancer metastéatico da prostata.

[007] Uma estratégia do tratamento para visar a sinalizacdo do
fator de crescimento na terapia do cancer consiste no uso de uma
imunoterapia passiva, tal como o uso de anticorpos monoclonais
contra receptor/receptores particulares envolvidos. Tais estudos
demonstraram que o reconhecimento especifico por um anticorpo do
receptor que pode inibir a ligacdo do ligando pode ter um efeito inibidor
na estimulacdo mitogénica das células malignas (SATO J. D., et al.
Methods in Enzymology, vol. 146, paginas 63-81, 1987). No entanto,
0s anticorpos que sdo de origem murina irdo produzir normalmente
uma resposta de anticorpo anticamundongo humano (HAMA), desse

modo limitando os mesmos a uma Unica administracao.
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[008] Outras estratégias do tratamento consistem no uso de uma
imunoterapia ativa com vacinas que contém o fator de crescimento de
interesse para induzir uma resposta imunoldgica contra a molécula
para inibir o efeito da proliferagédo do fator de crescimento em tumores.
A Patente U.S. n° 5.984.018, concedida a Davila et al., intitulada
Composicdo de Vacina que Compreende Fator de crescimento
Epidérmico Aut6logo ou um Fragmento ou um Derivado do Mesmo
que tem Atividade Antitumor e Seu Uso na Terapia de Doencas
Malignas, apresenta, por exemplo, o uso de uma vacina que contém
uma mistura de um fator de crescimento e uma proteina carreadora
imunogénica (isto €, ndo humana) quimicamente conjugados entre Si
ao usar glutaraldeido. No entanto, sem ficar limitado a nenhuma teoria
particular, acredita-se que a conjugacdo quimica impede respostas
imunoldgicas contra a vacina.

[009] Esta € uma abordagem tecnicamente desafiadora, uma vez
que requer que o hospedeiro gere uma resposta imunolégica a um
‘autoantigeno’, e sistemas imunologicos de vertebrados evoluiram para
impedir a ocorréncia de tais respostas. Onde uma resposta
imunoldgica forte € gerada contra um autoantigeno, por exemplo, um
que inclui a ativagdo de células T auxiliares, normalmente um estado
de doenca autoimune. Por muitos anos foi teorizado que alguns
distarbios autoimunes, por exemplo, o lUpus, a esclerose mdultiplo
(MS), o diabetes, etc., podem ser causados pela exposi¢cao precoce a
um agente ambiental que inclui epitopos imunogénicos (epitopos de
células T) que imitam proximamente os autoepitopos hospedeiros.
Isso pode conduzir a estimulacdo de células T auxiliares que séo
transversalmente reativas com epitopos hospedeiros. A exposicao
subsequente ao agente ambiental pode entdo resultar em uma
resposta anti-autoimunolégica (Albert, L. J., e Inman, R.D BNew
England Journal Of Medicine, 30 de dezembro, paginas 2068-2074,

Peticéo 870200108877, de 28/08/2020, pag. 14/80



5/61

1999). Tem sido demonstrado desde entdo que um antigeno viral pode
de fato gerar uma resposta anti-autoimunolégica contra uma proteina
de célula de nervo (Levin, M.C. et al.,, Nature Medicine vol 8 (5)
paginas 509-513, 2002).

[0010] A Publ. de Patente U.S. n° 2006/0251654, concedida a
Casimiro et al., intitulada Método Para o Tratamento de Doencas
Crbnicas Malignas e infecciosas (a publicacdo '654) apresenta um
meétodo de tratamento de um individuo que é portador de uma doenca
crbnica maligna ou infecciosa que compreende o0 método de
imunizacédo do individuo com uma vacina que contém um autoantigeno
associado com a doencga cronica maligna ou infecciosa que € acoplada
a uma proteina carreadora; o tratamento do individuo com um agente
imunomodulador; e a imunizacdo do individuo outra vez com a vacina
da etapa 1, e um adjuvante apropriado selecionado de hidroxido de
aluminio e Montanide ISA 51 (Seppic, Paris, France). Infelizmente,
acredita-se que a preparacdo da vacina pela conjugacdo quimica
impede a resposta imunologica.

[0011] A maioria das vacinas descritas acima exibe um namero de
limitagdes, surgindo principalmente do método de fabricagéo e a falta
potencial de uniformidade e homologia do produto de proteina. As
vacinas descritas acima compreendem de modo geral uma mistura de
uma proteina carreadora recombinante e polipeptideos de origem
humana que sdo quimicamente conjugados ao usar glutaraldeido.
Infelizmente, esse reagente reativo pode formar de maneira
indesejavel ligacbes de reticulagdo covalentes entre variedades de
grupos quimicos, e de modo geral conduz a um produto altamente
heterogéneo. Desse modo, as vacinas resultantes podem
compreender ndo somente moléculas de proteina carreadora com
nameros variados do polipeptideo humano alvo (por exempilo, 0, 1, 2,

3, etc.) unidas, mas cada um dos polipeptideos humanos pode ser
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unido ao carreador através de atomos diferentes e desse modo em
posicOes diferentes e em orientacfes diferentes. Além disso, ambas as
moléculas de polipeptideo e de proteina carreadora alvo podem ser
conjugadas uma nas outras, 0 que resulta em varios homo-multimeros
que ndo podem nao ter nenhuma eficacia clinica e ndo podem
contribuir para uma resposta imunoldgica do paciente anticancer.
SUMARIO

[0012] A presente invencéao refere-se a proteinas recombinantes e
seus respectivos meétodos de fabricacdo; a caracterizacdo das
proteinas recombinantes e dos métodos terapéutico de uso das
proteinas recombinantes para o tratamento de doencas crbnicas tais
como, por exemplo, cancer do pulmdo, da mama, da bexiga, da
préstata, do ovério, da vulva, do cdlon, colorretal, intestinal, pulmonar,
do cérebro, do esbfago, outros canceres, e outras doencgas.

[0013] Em uma modalidade ilustrativa, a proteina recombinante é
uma molécula de proteina imunogénica que expressa uma ou mais
sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica, expressando,
por exemplo, uma ou mais sequéncias de uma proteina da toxina B da
colera (CT - B) de Vibrio cholera ou um equivalente sintético, e
expressa uma ou mais sequéncias de um ou mais epitopos de fatores
de crescimento humanos. As expressodes dos fatores de crescimento
ou de partes dos mesmos podem estar presentes em multiplos sitios,
tais como um unico antigeno, em tandem, e/ou cadeias mais longas de
molécula(s) de antigeno por sitio.

[0014] Em uma outra modalidade ilustrativa, a proteina
recombinante € uma molécula de proteina imunogénica que expressa
uma ou mais sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica,
por exemplo, expressando uma ou mais sequéncias de uma proteina
de toxina B de coélera (CT-B) de Vibrio cholera ou um equivalente

sintético, e expressa uma ou mais sequéncias de um ou mais
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antigenos de tumor ou partes dos mesmos. A proteina recombinante
também pode incluir uma ou mais sequéncias de um ou mais fatores
de crescimento ou partes dos mesmos, e/ou uma ou mais sequéncias
de um ou mais receptores ou partes dos mesmos.

[0015] Em uma outra modalidade ilustrativa, a proteina
recombinante € uma molécula de proteina imunogénica que expressa
uma ou mais sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica
expressando, por exemplo, uma ou mais sequéncias de uma proteina
de toxina B de cdlera (CT - B) de Vibrio cholera ou um equivalente
sintético, e expressa uma ou mais sequéncias de um ou mais
receptores ou partes dos mesmos. A proteina recombinante também
pode incluir uma ou mais sequéncias de um ou mais fatores de
crescimento ou partes dos mesmos, e/ou uma ou mais sequéncias de
um ou mais antigenos de tumor ou partes dos mesmos.

[0016] Nessas modalidades ilustrativas, as expressdes do(s)
antigeno(s) de tumor ou partes do(s) mesmo(s), do(s) receptor(es) ou
partes do(s) mesmo(s), e/ou do(s) fator(es) do crescimento ou partes
do(s) mesmo(s) podem estar presentes em multiplos sitios, tais como
um unico antigeno ou receptor, em tandem, e/ou cadeias mais longas
de molécula(s) de antigeno ou receptor por sitio.

[0017] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do antigeno de
tumor pode incluir uma sequéncia de um Antigeno Especifico da
Préstata (PSA) ou parte do mesmo. Em uma modalidade ilustrativa, a
sequéncia de receptor pode incluir uma sequéncia de um Receptor de
Fator de Crescimento Epidérmico humano (Her2) ou parte do mesmo
e/ou um Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico humano (Her3)
ou parte do mesmao.

[0018] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do fator de
crescimento pode incluir uma sequéncia de um fator de crescimento

epidérmico (EGF) ou de uma parte substancial da(s) regido(6es) de
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codificacdo apropriada(s) do EGF incluindo um dominio de
neutralizacdo do EGF em uma ou mais posi¢cdes dentro da proteina
recombinante. Em outras modalidades ilustrativas, a sequéncia do
fator de crescimento pode incluir um comprimento total ou parte do
mesmo de um ou mais dos seguintes fatores de crescimento, e/ou
autoantigenos alternativos tais como, mas nado limitados a, outros
fatores de crescimento, incluindo, mas nao limitados a, EGF, IGF-1,
IGF-2, FGF, TGF-B, TGF-a, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
PDGF, NGF, EGF, HGF, BMPs e ILs 1-6. Dentro do ambito da
invencdo é contemplado que os fatores de crescimento podem ser
selecionados de origens humanas e ndo humanas. Dentro do ambito
da invencdo também é contemplado que a dita sequéncia de fatores
de crescimento pode ser substancialmente similar ou a fatores de
crescimento tanto humanos quanto ndo humanos ou a dita sequéncia
pode conter partes funcionais dos mesmos. Além disso, a proteina
recombinante pode incluir uma ou mais expressdes de outras
sequéncias que podem ser usadas para modelar funcionalmente uma
parte ou todos os fatores de crescimento dentro de uma sequéncia de
proteina imunogénica recombinante. Em uma modalidade, residuos de
flanqueio adicionais também podem ser expressos ou adicionados a
sequéncia minima para permitir que todo o dominio neutralizador da
molécula seja apresentado em uma conformacdo natural e seja
acessivel as ceélulas do sistema imunolégico.

[0019] No contexto da presente invencdo, o0 “"dominio
neutralizador" é definido como uma regido ou regides do um ou outro
ou de ambos os membros de um par de ligacdo especifico, por
exemplo, um fator de crescimento e seu receptor cognato, em que a
ligacdo de uma terceira molécula que ndo € um membro do par de
ligacdo especifico a(s) regiao(des) acima mencionada(s) ira impedir a

ligacdo subsequente dos dois membros do par de ligacédo especifico. A
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terceira molécula pode ser uma outra molécula de proteina que inclui,
mas sem ficar a ele limitada, um anticorpo, ou pode ser uma molécula
gque ndo de proteina pequena, e pode ser de origem natural ou
sintética. O dominio neutralizador ira incluir normalmente as regides
dos membros do par de ligacdo especifico que ficam em contato direto
durante a ligacdo, e também vai incluir regides fora-com as ditas
regibes em que, com ligacdo de uma terceira molécula, introduz um
impedimento estearico suficiente para impedir que os membros do par
de ligacdo especifico se liguem diretamente.

[0020] E bem estabelecido no campo que o reconhecimento
especifico de um ligando por seu receptor cognato € definido por uma
interacdo entre o sitio de ligacdo do receptor e uma assinatura
molecular particular (epitopo) do ligando. Desse modo, um anticorpo
gue se liga ou entdo bloqueia o sitio de ligac&do do receptor, ou se liga
a ou entdo bloqueia o epitopo de reconhecimento do ligando, ira
impedir as interagdes entre o ligando e o receptor. Tais anticorpos séao
descritos como “neutralizadores”. No contexto da presente invencéao, é
desejavel que os anticorpos neutralizadores sejam gerados pelo
hospedeiro com a administracdo da proteina recombinante, e desse
modo a sequéncia de proteina pode expressar ou incluir um ou mais
de todos, ou uma sequéncia apropriada derivada de um fator de
crescimento ou antigeno de tumor de maneira tal que os epitopos
requeridos para a ligacdo do receptor sdo apresentados em uma
conformacéo (nativa) funcional.

[0021] Além de expressar cédpias multiplas de um Unico antigeno
de tumor, receptor e/ou fator de crescimento, apresentados como um
anico antigeno de tumor, receptor, e/ou fator de crescimento ou parte
dos mesmos por sitio fisico, e/ou como cadeias de sequéncias de
antigeno de tumor, receptor, e/ou fator de crescimento repetitivas (por

exemplo, n = 1 ou mais); a proteina de acordo com a invencao
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também pode incluir expressées de um ou mais epitopos ou sitios de
ligacdo de dois ou mais antigenos de tumor, receptores, e/ou fatores
de crescimento diferentes presentes individualmente ou como cadeias
em posicdes diferentes dentro da sequéncia da proteina recombinante.
[0022] A proteina resultante pode ser um unico polipeptideo que
expressa um antigeno de tumor, um receptor, e/ou um fator de
crescimento ou um ou um mais epitopos ou sitios de ligacdo dos
mesmos dentro da sequéncia da proteina recombinante. Em uma
modalidade ilustrativa, a sequéncia da proteina recombinante
expressa um ou mais partes de uma sequéncia de CT-B e apresenta
a(s) expressao(des) do antigeno de tumor, receptor e/ou fator de
crescimento ou uma ou mais expressdes de epitopos ou sitios de
ligacdo dos mesmos em uma superficie da proteina recombinante em
uma conformacdao natural.

[0023] Em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentado um
processo de preparacdo de uma formulacdo de proteina. Nessa
modalidade ilustrativa, o processo inclui a montagem de um ou mais
mondmeros monovalentes ou multivalentes individuais de uns nos
outros e a preparacdo de uma vacina multivalente que inclui uma
proteina recombinante que inclui um ou mais antigenos de tumor,
receptor e/ou fator de crescimento ou partes dos mesmos.

[0024] Ainda em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentado
um processo para o tratamento de um paciente. Nessa modalidade
llustrativa, o processo inclui a administracéo separada ao paciente de
um ou mais antigeno de tumor, receptor e/ou fator de crescimento,
monovalentes ou multivalentes, proteinas sintéticas em um mesmo dia
ou em dias ou horarios alternados durante um periodo de vacinagéo.
[0025] Em uma outra modalidade ilustrativa, é apresentado um
processo para o tratamento de um paciente. Nessa modalidade

ilustrativa, o processo inclui a administragdao separada ao paciente de
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uma ou mais vacinas, um antigeno de tumor, receptor e/ou fator de
crescimento monovalentes ou multivalentes, proteinas sintéticas em
um veiculo farmaceuticamente aceitavel que inclui um adjuvante para
promover uma resposta imunologica.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0026] As modalidades descritas na presente invencdo séo

llustradas nas figuras dos desenhos anexos, 0s quais se prestam
como exemplificadores e néo limitadores, nos quais as mesmas
referéncias se prestam a indicar as partes idénticas ou
correspondentes, e nos quais:

[0027] a Figura 1 ilustra uma tabela de sequéncias e estruturas de
moléculas de EGF de uma gama de organismos;

[0028] a Figura 2 ilustra uma modalidade de uma estrutura de uma
molécula humana de EGF, incluindo um dominio neutralizador de
EGF;

[0029] a Figura 3 ilustra uma modalidade de uma estrutura de
linha simplificada de pares de cisteina da molécula de EGF, incluindo
o dominio neutralizador de EGF;

[0030] a Figura 4 ilustra uma modalidade de uma sequéncia
minima da molécula de EGF que apresenta o dominio neutralizador de
EGF em uma conformacao correta,

[0031] a Figura 5 ilustra uma modalidade de uma estrutura de uma
molécula sintética modificada, expressando o dominio neutralizador de
EGF;

[0032] a Figura 6 ilustra um grafico de barras da ligacdo de mAb
10825 e mAb 10827 a rHUEGF com a densidade otica (OD) medida a
450 nm;

[0033] a Figura 7 ilustra um grafico de barras da ligacdo de mAb
10825 e mAb 10827 a rHUEGF em competicdo com um peptideo

soluvel livre derivado do dominio neutralizador;
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[0034] a Figura 8 ilustra um gréfico de linha da ligacdo do dominio
neutralizador anti-EGF mAb 10827 a 6 proteinas sintéticas EGF-CT-B
adsorvidas diretamente em placas de ELISA,

[0035] a Figura 9 ilustra um gréfico de linha da ligacdo do dominio
neutralizador anti-EGF mAb 10827 a 6 proteinas sintéticas EGF-CT-B
capturadas por um anticorpo anti-CT-B de coelho;

[0036] a Figura 10 ilustra um Western Blot das 6 proteinas EGF-
CT-B monovalentes aplicada em gel de SDS sob condi¢cGes nativas
(ndo fervidas), e detectadas com um anticorpo anti-CTB-B;

[0037] a Figura 11 ilustra um grafico de linha da ligacdo do
dominio neutralizador anti-EGF mAb 10827 as proteinas EGF-CT-B
sintéticas incluindo 2 sequéncias de EGF de comprimento total (E2) ou
duas sequéncias de EGF parciais (B2);

[0038] a Figura 12 ilustra um Western Blot das proteinas EGF-CT-
B sintéticas bivalentes aplicadas em géis de SDS-PAGE néo
desnaturantes;

[0039] a Figura 13 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que
inclui duas sequéncias de EGF de comprimento total (sublinhadas) e
uma sequéncia de CT-B (em itélico);

[0040] a Figura 14 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que
inclui duas sequéncias de dominio neutralizador de EGF (sublinhadas)
e a sequéncia de CT-B (em italico);

[0041] a Figura 15 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que
inclui duas sequéncias parciais da molécula de EGF que inclui o
dominio neutralizador de EGF, Cys6 a Cys31l, (sublinhado) e a
sequéncia de CT-B (em italico);

[0042] a Figura 16 ilustra um Western Blot que mostra o efeito da
mudanca do pH na multimerizacdo da proteina de CT-B nativa. As
amostras no lado direito do gel foram incubadas por 5 minutos ao pH

indicado abaixo antes da analise do gel. As amostras no lado
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esquerdo foram incubadas ao pH indicado abaixo por 5 min., e entdo
neutralizadas de volta ao pH 7,0 por 1 hora antes da analise do gel;
[0043] a Figura 17 ilustra uma tabela de construgcdes T1-T6, E2 e
B2 incluindo as sequéncias que expressam EGF e CT-B,;

[0044] a Figura 18 ilustra um Western Blot das construces de E2
e B2;

[0045] a Figura 19 ilustra as construcdes E2, E2N e E2C incluindo
as sequéncias que expressam EGF e CT-B;

[0046] a Figura 20 ilustra as constru¢des incluindo as sequéncias
que expressam EGF e CT-B e que contém ligantes de aminoacidos
estendidos;

[0047] a Figura 21 ilustra um Western Blot das construcdes de E2,
E2N e E2C;

[0048] a Figura 22 ilustra um Western Blot de um numero de
construgcdes de N-terminal incluindo os ligante de aminoacidos
estendidos; e

[0049] a Figura 23 ilustra um Western Blot de um numero de
construgbes de C-terminal incluindo os ligantes de aminoacidos
estendidos.

[0050] A Figura 24 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que
inclui IGF1 (sublinhado), EGF (sublinhado e em italico) e as
sequéncias de CT-B (em italico);

[0051] a Figura 25 ilustra um grafico de barras de um ELISA de
captura que demonstra a presenca simultanea de sequéncias de IGF,
EGF e CTB em uma Unica proteina recombinante. As barras A e B
foram capturadas pelo anticorpo anti-EGF, e a barra C pelo anticorpo
anti-IGF. As proteinas foram detectadas tal como segue: A anti-CTB, B
anti-IGF e C anti-CTB;

[0052] a Figura 26 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que

inclui a sequéncia de Hu-IGF1 (sublinhada) e a sequéncia de CT-B
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(em italico);

[0053] a Figura 27 ilustra um grafico de barras de um ELISA de
captura em que os hetero-oligdbmeros de TGF-CTB e EGF-CTB sé&o
detectados. Todas as amostras incluem IGF do C-terminal de IGF a
CTB. As amostras A e B incluem o C-terminal de EGF a CTB, e as
amostras B e D incluem o N-terminal de EGF a CTB. As amostras A e
B foram capturadas com um anticorpo anti-EGF, e IGF foi detectado,
ao passo gue as amostras C e D foram capturadas com um anticorpo
anti-IGF e EGF foi detectado;

[0054] a Figura 28 (a-e) ilustra sequéncias de proteinas sintéticas
incluindo a sequéncia de CT-B (em italico) e as sequéncias do fator de
crescimento (sublinhadas) de a) TGF-Betal, b) FGF2, ¢) HGF (NK1),
d) IGF112 e e) VEGF-A/C (sequéncia de VEGF-C sublinhada e em
italico);

[0055] a Figura 29 ilustra um grafico de barras de um ELISA de
captura de uma faixa diversa de proteinas recombinantes quiméricas
incluindo as sequéncias derivadas de um ou mais fatores de
crescimento junto com sequéncias de CTB. Em cada caso, a proteina
recombinante foi capturada por um anticorpo especifico para uma das
sequéncias e detectada entdo com um anticorpo especifico para uma
sequéncia diferente tal como segue:

[0056] HGF e TGF B1 foram capturados com os anticorpos a-HGF
e B—TGF B1, e CTB foi detectado;

[0057] FGF2 foi capturado com anticorpo de a-CTB e FGF2 foi
detectado;

[0058] VEGF A/C foi capturado com (i) o anticorpo de a-VEGF-A e
(if) o anticorpo de a-VEGF-C, e CTB foi detectado em ambos 0s casos;
[0059] IGF1/2 foi capturado pelo anticorpo de a-IGF1 em ambos
0S casos, e detectado com (i) o anticorpo de a-CTB e (ii) o anticorpo

de a-IGF2;
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[0060] a Figura 30 ilustra um Western Blot de um gel de SDS-
PAGE da proteina recombinante nativa de TGF B1-CTB de acordo
com a figura 28a, demonstrando a presenca da proteina recombinante
principalmente pentameérica;

[0061] a Figura 31 ilustra uma sequéncia de proteina sintética que
inclui @) uma sequéncia de proteina sintética que inclui a sequéncia de
TGF-B1 (sublinhada) e a sequéncia de CT-B (em italico) e b) a
sequéncia de ligacdo do dominio do ligando do receptor de TGF-Beta2
(sublinhada) e a sequéncia de CT-B (em italico);

[0062] a Figura 32 ilustra um gréfico de barras de um ELISA da
captura da proteina recombinante que contém as sequéncias de TGF-
Beta-R2 e CTB. O grafico demonstra que ambas as sequéncias
podem ser ligadas simultaneamente em ambas as orientagfes sem
polarizacao;

[0063] a Figura 33 ilustra que a proteina recombinante que contém
as sequéncias derivadas de TGF-beta e CTB pode se ligar a proteina
recombinante que contém as sequéncias derivadas do dominio de
ligacéo do ligando do receptor de TGF beta 2 e CTB;

[0064] a Figura 34 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 1 a uma diluicdo de 1/100 para r-
IGF depois da imunizacéo;

[0065] a Figura 35 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 2 a uma diluicdo de 1/100 para r-
EGF depois da imunizagao;

[0066] a Figura 36 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 3 a (a) uma diluicdo de 1/100 e (b)
uma diluicdo de 1/8 para r-EGF depois da imunizacgao;

[0067] a Figura 37 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 3 a uma diluicdo de (a) 1/100 e de

(b) 1/8 para r-IGF depois da imunizacgao;
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[0068] a Figura 38 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 4 a uma diluicdo de (a) 1/100 e de
(b) 1/8 para r-EGF depois da imunizacgao;

[0069] a Figura 39 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 4 a uma diluicdo de (a) 1/100 e de
(b) 1/8 para r-IGF depois da imunizacéo;

[0070] a Figura 40 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 5 a uma diluicdo de 1/8 (exceto a
amostra 178 a 1/100) para r-IGF depois da imunizacgao;

[0071] a Figura 41 ilustra as respostas do anticorpo de IgG de
soros dos camundongos do Grupo 6 a uma diluicdo de 1/100 a) para r-
IGF e b) rHu-EGF depois da imunizacéo;

[0072] a Figura 42 ilustra a estrutura de monogangliosideo GM 1,
a parelha de ligacao natural da subunidade B de toxina de colera;
[0073] a Figura 43 ilustra a estrutura de D-galactose
comercialmente disponivel conjugada a um suporte solido (Pierce); e
[0074] a Figura 44 ilustra um gel de SDS-PAGE da purificacdo de
rCTB do sobrenadante da cultura (meio) de trés cepas de células de E.
coli transformadas com um vetor de expressdao de CTB tal como
segue: A raia 1 mostra o padréo de peso molecular. As raias 2, 5 e 8
mostram o sobrenadante bruto da cultura. As raias 3, 6 € 9 mostram
fracOes peripldsmicas brutas. As raias 4, 7 e 10 mostram CTB
purificado eluido. A raia 11 mostra CTB marcada com His purificado
por IMAC.

DESCRICAO DETALHADA

[0075] As modalidades detalhadas das presentes proteinas

recombinantes ou vacinas sdo aqui apresentadas, no entanto, deve
ser compreendido que as modalidades apresentadas sdo meramente
exemplificadoras, as quais podem ser incorporadas de varias formas.

Portanto, os detalhes funcionais especificos aqui apresentados néo
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devem ser interpretados como limitados, mas meramente como uma
base para as reivindicacbes e como uma base representativa para
ensinar um versado na técnica a empregar variavelmente a proteina
recombinante aqui apresentada.

[0076] A presente invencao apresenta uma proteina recombinante
homogénea para melhorar a apresentacdo do numero maximo de
epitopos do fator de crescimento, de epitopos do antigeno de tumor,
e/ou de sitios de ligacédo do receptor como elementos de uma proteina
recombinante imunogénica. Em uma modalidade ilustrativa, é descrita
uma proteina recombinante que expressa toda ou partes da toxina B
de célera (CT-B), e um fator de crescimento epidérmico humano
(EGF), um antigeno de tumor e/ou um receptor. Em modalidades
ilustrativas alternativas, a proteina pode expressar outras proteinas
recombinantes imunogénicas que sao modeladas com base em
proteinas imunogénicas conhecidas. E contemplado dentro do ambito
da invencdo que tais proteinas recombinantes serdo expressoes dos
polipeptideos que sdo altamente imunogénicos ao sistema
imunolégico humano. De preferéncia, as proteinas recombinantes
conferem propriedades adicionais a proteina quimérica, por exemplo,
alto rendimento de expresséao e facilidade de fabricacéo, estabilidade
oral e capacidade de cruzar do intestino a corrente sanguinea, e/ou
uso seguro precedente em seres humanos.

[0077] Em uma modalidade ilustrativa, as proteinas recombinantes
aqui apresentadas podem incluir ou expressar uma proporcao elevada
de uma sequéncia de proteina derivada de autoantigenos alvo, como
uma funcéo do peso molecular total. Isto pode ser obtido, por exemplo,
ao usar um modelo de proteina grande contendo multiplos epitopos
multiplos de um fator de crescimento. Esses epitopos do fator de
crescimento podem ser multiplas cépias de todo ou parte de um Unico

fator de crescimento, ou cépias de todo ou parte de mais de um fator
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de crescimento diferentes.

[0078] De acordo com a invencéo, as expressdes dos epitopos do
fator de crescimento devem ser desdobradas, permitindo que a sua
conformagé&o natural seja substancialmente retida e apresentada aos
componentes do sistema imunologico do hospedeiro de maneira tal a
acarretar uma resposta imunoldgica do hospedeiro robusta aos ditos
epitopos. Os exemplos de modelos da proteina natural apropriados
para modelar um dominio de suporte de epitopo de uma proteina
recombinante incluem, mas sem ficar a eles limitados, a subunidade
de toxina B de cdlera, as subunidades de enterotoxina B LT e LT-II
termicamente labeis de E. coli, veratoxina, toxina pertussis,
enterotoxina de C. jejuni, toxina Shiga, toxina de listeria, toxoide do
tétano, toxoide de difteria, proteina da membrana externa de N.
meningitidis, proteina de revestimento de bacteriéfago, adenovirus e
outras proteinas de revestimento viral. Alternativamente, um néao
autocomponente da proteina pode ser pequeno. Como um minimo,
a(s) nédo autosequéncia(s) deve(m) compreender cerca de 9, 10, 11 ou
mais aminoacidos no comprimento, e inclui tanto completamente ou
em parte pelo menos um epitopo de célula T humana.
Alternativamente, podem ser usados polipeptideos 'sintéticos’ néo
naturais que preenchem os requisitos de conferir uma capacidade
imunogénica a proteina integral e de permitir a apresentacao
apropriada do(s) fator(es) do crescimento, receptores, antigenos de
tumor ou epitopos dos mesmos ao sistema imunolégico do
hospedeiro.

[0079] Em uma modalidade ilustrativa, o dominio de suporte de
epitopo da proteina recombinante, se for derivado de uma sequéncia
natural ou sintética de polipeptideo, deve ter a capacidade de
automontagem em multimeros oligoméricos sob condicbes

guimicas/ambientais apropriadas, ou ser reduzido em mondémeros sob
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condigbes alternativas. Idealmente, os dominios de multimerizacdo
irdo ser montados em multimeros estaveis com um numero distinto de
subunidade, por exemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros,
etc., de maneira tal que um produto de tamanho homogéneo € gerado.
Os exemplos de polipeptideos naturais incluem, mas sem ficar a eles
limitados, ziperes de leucina, proteina repressora de lac,
estreptavidinlavidina, subunidade de toxina B de célera, subunidades
de outras toxinas de ABs, dominio de trimerizacdo de Pseudomonas, e
proteinas de capsideos virais.

[0080] De acordo com a invencdo, as proteinas recombinantes,
gue sejam fatores de crescimento ou partes dos mesmos, receptores
celulares ou partes dos mesmos, antigenos de tumor ou partes dos
mesmos, estdo relacionadas a ampla gama de vias celulares
envolvidas na doenca cronica ou nos canceres para fatores de
crescimento e receptores e a gama mais ampla possivel de tumores
sélidos para o uso de antigenos de tumor dentro das ditas proteinas
sintéticas. As proteinas estdo na forma de uma proteina recombinante
e podem ser Uteis no tratamento de doencas crbnicas, por exemplo, de
canceres da mama, do pulméo, da bexiga, do ovério, da vulva, do
coélon, pulmonar, do cérebro, colorretal, intestinal, da cabeca e da
garganta, e do esdfago. Uma vez que o0s antigenos de tumor
diferentes podem ser expressos e multiplos receptores celulares e
fatores de crescimento superexpressos nas ditas doencas, as
proteinas descritas a seguir podem conter um ou mais antigenos de
tumor diferentes, um ou mais receptores ou fatores de crescimento
diferentes de uma ou multiplas vias celulares associadas com a
doenca. Essas proteinas sdo chamadas de "multivalentes”.

[0081] Em uma modalidade ilustrativa, é apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que

expressa um ou mais dominios neutralizadores de fator de
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crescimento epidérmico (EGF). A proteina estd na forma de uma
proteina recombinante e pode ser util no tratamento de doencas
cronicas, por exemplo, nos canceres da mama, do pulméo, da bexiga,
do ovario, da vulva, do célon, pulmonar, do cérebro, colorretal, da
cabeca e da garganta, e do es6fago. Em uma modalidade ilustrativa, a
proteina € uma proteina recombinante que expressa ou inclui
sequéncias de EGF e sequéncias de CT-B.

[0082] Em uma outra modalidade ilustrativa, é apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa um fator de crescimento de fibroblasto (FGF). Em uma
modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina recombinante que
expressa ou inclui sequéncias de FGF e sequéncias de CT-B.

[0083] Em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa o fator de crescimento de transformagao Beta 1 (TGF-B1).
Em uma modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina
recombinante que expressa ou inclui sequéncias de TGF-B1 e
sequéncias de CT-B.

[0084] Ainda em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentada
uma proteina que compreende uma proteina recombinante
homogénea que expressa um fator de crescimento de transformacao
Beta 1 (TGF-B1). Em uma modalidade ilustrativa, a proteina € uma
proteina recombinante que expressa ou inclui sequéncias de TGF-f1 e
sequéncias de CT-B.

[0085] Em uma modalidade ilustrativa, é apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa um fator-1 do crescimento do tipo insulina (IGF-1). Em uma
modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina recombinante que
expressa ou inclui sequéncias de IGF-1 e sequéncias de CT-B.

[0086] Em uma outra modalidade ilustrativa, é apresentada uma

Peticéo 870200108877, de 28/08/2020, pag. 30/80



21/61

proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa um fator de crescimento de hepatocito (HGF). Em uma
modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina recombinante que
expressa ou inclui sequéncias de HGF e sequéncias de CT-B.

[0087] Em uma modalidade ilustrativa adicional, é apresentada
uma proteina que compreende uma proteina recombinante
homogénea que expressa um fator-1 do crescimento do tipo insulina
(IGF-I) e um fator-2 do crescimento do tipo insulina. Em uma
modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina recombinante que
expressa ou inclui sequéncias de IGF-1, sequéncias de IGF-2 e
sequéncias de CT-B.

[0088] Ainda em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentada
uma proteina que compreende uma proteina recombinante
homogénea que expressa um fator A do crescimento endotelial
vascular (VEGF-A) e um fator C do crescimento endotelial vascular
(VEGF-C). Em uma modalidade ilustrativa, a proteina é uma proteina
recombinante que expressa ou inclui sequéncias de dominios
neutralizadores de VEGF-A, sequéncias de VEGF-C e sequéncias de
CT-B.

[0089] Para determinar a(s) regido(6es) de codificacédo
apropriada(s) de HUEGF a ser expressas ou incluidas, as sequéncias
e as estruturas de moléculas de EGF de uma gama de organismos
sdo analisadas. Uma tabela ilustra as sequéncias e as estruturas de
moléculas de EGF de uma gama de organismos € descrita com
referéncia a Fig. 1. Tal como ilustrado na Fig. 1, uma caixa 100
encerra uma parte da sequéncia das moléculas de EGF da gama de
organismos, a qual representa o epitopo do dominio neutralizador das
moléculas de EGF. Embora haja uma quantidade significativa de
conservacdo entre 0s epitopos do dominio neutralizador das

moléculas de EGF de espécies diferentes, também ha um bocado de
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variacdo entre as espécies. Marcadamente para 0s estudos in vivo, um
dominio neutralizador (sequéncia na caixa 100) é totalmente
conservado entre os primatas, mas € diferente nos roedores e em
outras espécies. Similarmente, as sequéncias diferentes das
moléculas de EGF se igualam as diferencas na estrutura terciaria.
[0090] Uma estrutura da molécula de EGF humano, incluindo o
dominio neutralizador de EGF, de acordo com uma modalidade
ilustrativa € descrita com referéncia a Fig. 2. A molécula de EGF
contém seis residuos de cisteina incluindo Cys6, Cysl4, Cys20,
Cys31, Cys33 e Cys42. Os seis residuos de cisteina sdo importantes
na determinacdo do desdobramento da molécula de EGF. O dominio
neutralizador de EGF 200 (ilustrado como uma B-folha antiparalela) é
limitado por dois pares de cisteina ligados por bissulfeto separados,
Cys6-Cys20 e Cys14-Cys31. Os dois pares de cisteina ligados por
bissulfeto, Cys6-Cys20 e Cys14-Cys31, sdo importantes porque esses
dois pares definem a sequéncia minima ou peptideo minimo da
molécula de EGF que apresenta o dominio neutralizador de EGF 200
na conformacéo correta.

[0091] Uma estrutura de linha simplificada dos pares de cisteina
da molécula de EGF, incluindo EGF alca B 200, de acordo com uma
modalidade ilustrativa, é descrita com referéncia a Fig. 3. Tal como
ilustrado na Fig. 3, Cys6 € ligada a Cys20, Cys14 é ligada a Cys31, e
Cys33 € ligada a Cys42. A alca B 200 de EGF fica localizado entre
Cys20 e Cys31. Desse modo, a sequéncia minima ou peptideo minimo
400 da molécula de EGF que apresenta o dominio neutralizador de
EGF 200 na conformacé&o correta é a sequéncia de Cys6 a Cys31, tal
como ilustrado na Fig. 4.

[0092] Uma estrutura de uma molécula de proteina recombinante
modificada de acordo com a invencao que expressa pelo menos uma

parte da molécula de EGF, incluindo o dominio neutralizador de EGF
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de acordo com uma modalidade ilustrativa é descrita com referéncia a
Fig. 5. Uma Unica mutacdo ou mudanca é feita em Cys33 da molécula
de EGF para produzir a molécula sintética modificada que muda
Cys33 em Ala33 para remover Cys33 para impedir quaisquer
problemas de desdobramento incorreto possiveis.

[0093] A alanina é usada porque a alanina é razoavelmente
'neutra’ em termos de caracteristicas funcionais e tem a menor cadeia
lateral além da glicina. A alanina, portanto, € considerada como o
residuo menos provavel de conferir quaisquer caracteristicas nao
nativas a proteina recombinante modificada. Dentro do ambito da
invencdo € contemplado que potencialmente qualquer outro residuo
poderia ser usado, ou até mesmo nao ser feita nenhuma mudanca
absolutamente.

[0094] Em uma modalidade ilustrativa, qualquer parte da molécula
de EGF pode ser usada da regido definida pelos residuos Met21-Ala30
até toda a sequéncia de EGF. As sequéncias selecionadas para a
expressado nas proteinas recombinantes de EGF-CT-B nos exemplos
incluem toda a sequéncia de EGF, e separadamente uma regiao que
se acredita ser requerida para a apresentacdo correta do dominio
neutralizador definido como um dominio neutralizador no contexto
usado, e nao inclui nenhuma outra parte de EGF que ndo é
considerada como necessaria para obter isto.

[0095] Em uma outra modalidade ilustrativa, é apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa um dominio neutralizador do fator a do crescimento
endotelial vascular (VEGF-A). Em uma modalidade ilustrativa, a
proteina € uma proteina recombinante que expressa ou inclui
sequéncias de VEGF-A e sequéncias de CT-B. Em uma modalidade
ilustrativa, a sequéncia de VEGF-A ira incluir o dominio neutralizador

gue compreende a sequéncia de Cys57 a Cys104 da proteina madura.
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Em uma outra modalidade ilustrativa, a sequéncia de VEGF-A ira
incluir um ou mais residuos de flanqueio que se estendem até Vall4 e
Lys108.

[0096] Em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa o0 dominio de ligacédo do ligando do receptor de TGF-Beta Il.
Em uma modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina
recombinante que expressa ou inclui sequéncias de TGFB-RIl e
sequéncias de CT-B. A sequéncia de TGFB-RII ira incluir qualquer
sequéncia do dominio extracelular entre Thr23 e GIn166.

[0097] Em uma outra modalidade ilustrativa, é apresentada uma
proteina que compreende uma proteina recombinante homogénea que
expressa o dominio de ligacao do ligando do receptor de HGF (c-Met).
Em uma modalidade ilustrativa, a proteina € uma proteina
recombinante que expressa ou inclui sequéncias do receptor de HGF e
sequéncias de CT-B. De preferéncia, a sequéncia do receptor de HGF
ird incluir qualquer sequéncia do dominio de SEMA extracelular entre
Lys27 e Leu515.

Exemplo |I: Protocolos de ELISA

[0098] A fim de determinar se as proteinas recombinantes, tais
como as proteinas de EGF-CT-B sintéticas de acordo com a invencéo,
podem exibir a alca B de EGF na conformacéo correta, foram obtidos
dois anticorpos monoclonais comerciais (Anticorpos Santa Cruz, Cat
n°. 10825 e 10827) que sao conhecidos como bloqueadores da ligacao
de EGF ao receptor de EGF. Sem ficar limitado a nenhuma teoria
particular, € postulado a partir de um nimero de fontes que a ligagao
ao receptor de EGF é obtida em parte através da regido definida pelos
residuos Met21-Ala30.

[0099] Em uma modalidade ilustrativa, concentracdes de 1 ug/mL

e 2 ug/mL de mAb 10825 e mAb 10827 foram usadas para ligar uma
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proteina de EGF recombinante (rEGF) em ELISA, e a densidade Gtica
(OD) foi medida a 450 nm. Os resultados sé&o ilustrados em um gréfico
de barras com referéncia a Fig. 6. Tal como ilustrado na Fig. 6, a rEGF
retém a sua conformacao natural adsorvida em uma placa de ELISA e
1 ug/mL de mAb 10825 ou entdo de mAb 10827 é suficiente para obter
um bom sinal.

[00100] Para avaliar o reconhecimento dos residuos Met21-Ala30,
uma placa foi revestida com cerca de 100 ulL/cavidade de proteina
(rEGF) a cerca de 1 ug/mL e incubada a 37°C por 1 hora. A placa foi
lavada duas vezes com cerca de 200 ul/cavidade de PBS-0,5% de
Tween (PBST), e entdo duas vezes com cerca de 200 uL de PBS. A
placa foi bloqueada com cerca de 200 ulL/cavidade de PBS-2% de leite
em p6 (MPBS) e incubada por cerca de 1 hora a cerca de 37°C. A
placa foi lavada entdo duas vezes com PBST e duas vezes com PBS,
tal como acima. Cerca de 100 uL dos anticorpos de teste foram
adicionados a cerca de 1 ug/mL ou cerca de 2 ug/mL e incubados por
cerca de 1 hora mais ou menos a temperatura ambiente (RT). A placa
foi lavada outra vez tal como descrito acima. Em seguida, um anticorpo
(Fc-especifico anticamundongo marcado com HRP, cadigo de produto
Sigma A0168) foi adicionado a cerca de 1/1000 de diluicéo, a cerca de
100 ulL/cavidade, e incubado por cerca de 1 h mais ou menos a RT. A
placa foi lavada outra vez tal como acima, e revelada com cerca de
100 pL/cavidade de substrato de Sureblue TMB até a cor ser revelada
(normalmente cerca de 5-10 minutos). A reacéao foi interrompida com
cerca de 50 pl/cavidade de 1M H2SO4, e a placa foi lida a cerca de
450 nm.

[00101] Além disso, um ensaio ELISA de ligacdo competitiva foi
realizado. No segundo ensaio ELISA a ligacdo de cada um dos
anticorpos de mAb 10825 e mAb 10827 a rEGF foi avaliada na

presenca tanto de um peptideo soluvel livre que corresponde ao
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epitopo de interesse (sequéncia de peptideo MYIEALDKYA) quanto de
um peptideo irrelevante de controle (sequéncia de peptideo
SLAGSSGALSK). Os ensaios ELISA com cerca de 100 uL/cavidade a
cerca de 1 ug/mL de mAb 10825 mais cerca de 1 ug/mL do peptideo
soluvel livre que corresponde ao epitopo alvo, cerca de 1 ug/mL de
mAb 10827 mais cerca de 1 ug/mL do peptideo soluvel livre Met21-
Ala30, cerca de 1 pug/mL de mAb 10825 mais cerca de 1 ug/mL do
peptideo irrelevante de controle, e cerca de 1 ug/mL de mAb 10827
mais cerca de 1lug/mL do peptideo irrelevante de controle foram
realizados.

[00102] A densidade dtica (OD) foi medida a 450 nm. Os resultados
séo ilustrados em um gréfico de barras com referéncia a Fig. 7. Tal
como ilustrado na Fig. 7, dos dois anticorpos, mAb 10825 e mAb
10827, fica evidente de que o anticorpo de mAb 10827 se liga ao
epitopo neutralizador de Met21-Ala30 e o anticorpo de mAb 10825 néo
o faz. O anticorpo de mAb 10825 é provavelmente neutralizador em
virtude do impedimento estérico da ligacdo do receptor pelo blogueio
de uma regido de EGF conformacionalmente proximal a regiao
definida pelos residuos Met21-Ala30. Desse modo, o anticorpo de
mADb 10827 se liga ao epitopo neutralizador de eEGF Met21-Ala30 em
seu estado nativo, e foi usado na analise a seguir dos precursores de
vacina de EGF-CT-B sintéticos.

Exemplo Il: Apresentacdo do Epitopo Neutralizador de EGF

[00103] Para determinar se a vacina de EGF-CT-B de proteina
recombinante que expressa EGF em um terminal da sequéncia de CT-
B interfere ou nd&o ou entdo influencia qualquer uma das
caracteristicas inerentes desejadas do(s) dominio(s) de EGF,
especificamente a apresentacdo conformacional correta do epitopo de
EGF Met21- Ala30, e a capacidade dos mondémeros de CT-C de ser

montados como multimeros (anéis de pentameros) sob condicdes
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fisico-quimicas apropriadas, seis proteinas recombinantes foram
criadas expressando toda a regido de codificacdo de EGF na
sequéncia de CT-B tanto no N-terminal (Teste 1 - Teste 3) quanto no
C-terminal (Teste 4 — Teste 6).

[00104] O Teste 1 e o Teste 4 incluem a vacina de EGF-CT-B da
proteina recombinante que expressa a sequéncia de EGF de
comprimento total diretamente no dominio de CT-B. O Teste 2 e 0
Teste 5 incluem a vacina de EGF-CT-B sintética que expressa a
sequéncia de EGF de comprimento total separada do dominio de CT-B
por uma sequéncia de peptideo de e aminoacidos curta. A vacina de
EGF-CT-B de proteina recombinante que expressa a sequéncia de
EGF no N-terminal inclui SerGlyGly como a sequéncia de peptideo de
3 aminoacidos, e inclui um sitio de restricdo de Kpnl. A vacina de EGF-
CT-B da proteina recombinante que expressa a sequéncia de EGF no
C-terminal inclui SerSerGly como a sequéncia de peptideo de 3
aminoécidos, e inclui um sitio de restricdo de Xhol.

[00105] O Teste 3 e o0 Teste 6 incluem a proteina recombinante
EGF-CT-B que expressa a sequéncia de EGF de comprimento total
separada do dominio de CT-B por uma sequéncia de peptideo de 5
aminoacidos curta. A proteina recombinante EGF-CT-B que expressa
a sequéncia de EGF no N-terminal inclui GlyGlySerGlyGly como a
sequéncia de peptideo de 5 aminoacidos, e inclui um sitio de restricdo
de Kpnl. A EGF-CT-B sintética que expressa a sequéncia de EGF no
C-terminal inclui SerSerGlyGlyGly como a sequéncia de peptideo de 5
aminoacidos, e inclui um sitio de restricdo de Xhol. As sequéncias de
peptideos de 3 e 5 aminoacidos curtas servem para distanciar o
dominio do fator de crescimento da sequéncia de CT-B, e também
para um grau de liberdade de movimento de um dominio em relagao
ao outro, reduzindo desse modo qualquer impedimento estérico

potencial.
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[00106] Cada uma das seis proteinas recombinantes EGF-CT-B foi
clonada em um vetor de expresséo bacteriano (pIMS 147), de maneira
tal que as proteinas EGF-CT-B recombinantes sintéticas podiam ser
expressas no periplasma de E. coli, e purificadas pela inclusao de uma
etiqueta 6xHis no C-terminal. Cada sequéncia de EGF-CT-B
recombinante foi expressa, purificada e quantificada por meio de gel
de proteina/ensaio de Bradford.

[00107] A apresentacdo do epitopo neutralizador de EGF Met21-
Ala30 em cada uma das seis proteinas de EGF-CT-B recombinantes
foi determinada por ELISA. As proteinas EGF-CT-B recombinantes,
incluindo um dominio de EGF terminal, foram imobilizadas em uma
placa de ELISA. Os epitopos de EGF Met21-Ala30 foram detectados
com o anticorpo de mAb 10827 (Santa Cruz).

[00108] A placa de ELISA foi revestida com diluicdes de 2 vezes em
série de proteinas purificadas com 6-His de EGF-CT-B sintéticas e
incubada a cerca de 37°C por cerca de 1 hora. A placa foi lavada e
bloqueada com cerca de 2% de MPBS, tal como descrito acima. A
lavagem envolveu a pipetagem de cerca de 200 ul de PBS ou PBST
em cada cavidade, a inversao da placa e uma sacudida para esvaziar
as cavidades, e foi repetida. O anticorpo de mAb 10827 foi entédo
adicionado a todas as cavidades a cerca de 1 ug/mL e incubado mais
ou menos a temperatura ambiente por cerca de 1 hora. A placa foi
lavada uma vez mais e uma peroxidase de raiz forte anticamundongo
(HRP) foi adicionada as cavidades e incubada por cerca de mais uma
hora. A placa foi lavada outra vez e revelada ao usar SureBlue TMB.
[00109] Com a adicdo do substrato de SureBlue TMB, a HRP
conjugada ao anticorpo secundario processa enzimaticamente o
substrato para formar um produto azul. A reacdo foi observada e
monitorada até que foi decidido que a intensidade da cor alcancou um

nivel suficiente. (Se a cor comecar a aparecer nas cavidades de
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controle, que ndo contém nenhum anticorpo primario, entdo a reacéo é
interrompida nesse momento). A reacao € interrompida pela adicdo de
cerca de 50 pL de H2SO4 que destréi a atividade de HRP. Ela também
muda a cor do produto da reacdo de azul para amarelo. Isto pode
entdo ser medido em um leitor de placas a uma absorbancia de cerca
de 450 nm.

[00110] Os resultados dos ensaios ELISA de ligacdo sao ilustrados
em um grafico de linha com referéncia a Fig. 8. Tal como ilustrado na
Fig. 8, o anticorpo de mAb 10827 podia se ligar a todas as seis
proteinas recombinantes de EGF-CT-B purificadas com 6-His,
demonstrando que em cada formulacdo o epitopo de EGF-Met21-
Ala30 é apresentado em sua conformacdo nativa e é acessivel aos
componentes do sistema imunoldgico.

[00111] A fim de confimar que a proteina de EGF-CT-B
recombinante sintética incluia expressées do dominio de EGF e a
sequéncia de CT-B, um segundo ensaio ELISA foi realizado, por meio
do qual, ao invés de adsorver a proteina recombinante diretamente
nas placas, a proteina recombinante foi por sua vez capturada ao usar
um anticorpo anti-CT-B de coelho (Antibodies On-Line), tal como
mostrado na Fig. 9. Uma vez que este anticorpo 'de captura' €
especifico para CT-B nativo, 0 ensaio demonstra que os dominios
neutralizadores de EGF detectados sdo componentes de uma proteina
recombinante maior que inclui um dominio de CT-B corretamente
desdobrado.

Exemplo Ill: Montagem de Multimero de Proteina de EGF-CT-B

[00112] A fim de examinar o efeito da expressdo de um dominio
estrutural que compreende um fator de crescimento nos terminais da
proteina recombinante derivada de CT-B na montagem de multimeros
a partir de subunidades monomeéricas, o Teste 1 - Teste 6 de proteinas

sintéticas foram realizados em um gel de SDS-PAGE sob condi¢des
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nativas (ndo reduzido, ndo fervido). As proteinas de EGF-CT-B
recombinantes sintéticas foram transferidos entdo para uma
membrana de nitrocelulose por meio de eletrotransferéncia, e foram
marcadas ao usar um anticorpo anti-CT-B de coelho (tal como descrito
acima no Exemplo Il). A ligacdo de um anticorpo secundario anticoelho
marcado com HRP foi detectada através da luz emitida ao usar um
substrato ECL na pelicula de autoradiografia. Tal como ilustrado na
Fig. 10, o Western Blot confirma a presenca de CT-B de peso
molecular elevado, indicando que as proteinas de mondémero de EGF-
CT-B sintéticas podem ser montadas como multimeros através do
dominio de CT-B.

[00113] Em uma experiéncia separada, amostras duplicadas da
proteina de CT-B nativa (ndo fervida ou reduzida) foram incubadas por
5 minutos em uma faixa de valores de pH diferentes do pH 1,0 ao 7,0.
Depois da incubacao, uma de cada amostra duplicada foi neutralizada
de volta ao pH 7,0 por uma hora. Todas as amostras foram passadas
entdo em um gel de SDS-PAGE, submetidas ao Western Blot, e a
proteina detectada com anticorpo anti-CTB (Fig. 16). Isto demonstra
que i) os pentameros de CTB podem ser reduzidos em mondmeros a
um pH 3,0 ou menos em 5 min, e que ii) o retorno ao pH neutro
restaura a formacdo dos pentameros. Foi demonstrado previamente
que uma proteina quimérica que compreende uma proteina de CT-B
fundida a um sitio de ligacdo de anticorpo de camelideo e etiquetas
através de um ligante apropriado (peso molecular de ~16 kDa) pode
ser feita para formar pentameros funcionalmente ativos (Li et al., 2009
Molecular Immunology 46; 1718-1726).

Exemplo IV: Proteinas de EGF-CT-B Sintéticas Bivalentes

[00114] Em uma modalidade ilustrativa, duas proteinas de EGF-CT-
B recombinantes sintéticas adicionais foram criadas, nas quais i) um

gene de EGF de comprimento total é expresso AM ambos 0s terminais
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N e C, separados do gene de CT-B pela sequéncia de trés
aminoacidos tal como descrito para o Teste 2 e 0 Teste 5 acima, e
designado como 'E2', ou ii) um EGF truncado que inclui o epitopo
neutralizador de Met21-Ala30 é expressa em ambos o0s terminais do
gene de CT-B tal como acima, e designado como 'B2'. Ambas as
proteinas recombinantes foram clonadas no vetor de expressao de E.
coli pIMS147 tal como descrito acima. Ambas as proteinas de EGF-
CT-B recombinantes foram expressas e purificadas tal como descrito
previamente, e analisadas quanto a presenca do dominio de CT-B
corretamente desdobrado e a apresentacdo do epitopo neutralizador
de EGF Met21-Ala30 na conformacédo correta. Os resultados séo
ilustrados em um gréfico de linhas com referéncia a Fig. 11. Tal como
ilustrado na Fig. 11, ambas as proteinas de EGF-CT-B recombinantes
E2 e B2 compreendem um dominio de CT-B e pelo menos um epitopo
de EGF Met21-Ala30 funcionalmente correto exibido de modo a ser
acessivel a um anticorpo.

[00115] Uma anadlise adicional envolveu a colocacdo de amostras
de proteinas de EGF-CT-B recombinantes E2 e B2 purificadas em géis
de SDS-PAGE né&o desnaturantes a um pH 7,0 sem ferver
primeiramente as amostras, e a transferéncia para membranas de
nitrocelulose através de eletrotransferéncia. As proteinas transferidas
foram detectadas ao usar o anticorpo policlonal de coelho anti-CT-B da
AbOL (Antibodies On-Line) e um anticorpo anticoelho marcado com
HRP. Tal como ilustrado na Fig. 12, o Western Blot indica que as
proteinas recombinantes contendo dominio de CT-B existem ambas
como mondmeros, e também foram formadas em uma série de
multimeros oligoméricos que compreendem dimeros, trimeros,
tetrameros e pentameros.

Exemplo V: Sequéncia de Proteina de EGF-CT-B

[00116] Um exemplo de uma sequéncia de uma proteina de EGF-
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CT-B recombinante sintética é ilustrada na Fig. 13. Tal como ilustrado
na Fig. 13, a sequéncia de amostra ilustra a sequéncia de proteina
sintética que inclui duas sequéncias de EGF de comprimento total, as
quais sdo sublinhadas, e uma sequéncia de CT-B, a qual estd em
italico.

Exemplo VI: Sequéncia de Proteina de EGF-CT-B

[00117] Um outro exemplo de uma sequéncia de uma proteina de
EGF-CT-B recombinante sintética € ilustrado na Fig. 14. Tal como
llustrado na Fig. 14, a sequéncia de amostra ilustra a sequéncia de
proteina que inclui duas sequéncias de dominios neutralizadores de
EGF, as quais séo sublinhadas, e uma sequéncia de CT-B, a qual esta
em é italico.

Exemplo VII: Sequéncia de Proteina de EGF-CT-B

[00118] Um outro exemplo ainda de uma sequéncia de proteina de
EGF-CT-B recombinante € ilustrado na Fig. 15. Tal como ilustrado na
Fig. 15, a sequéncia da amostra ilustra a sequéncia de proteina que
inclui as sequéncias parciais da molécula de EGF incluindo o dominio
neutralizador de EGF (Cys6 a Cys31), as quais sdo sublinhadas, e
uma sequéncia de CT-B, a qual esta em italico.

Exemplo VIII: Sequéncias de Proteinas de EGF-CT-B Incluindo
Ligantes

[00119] Em outras modalidades, proteinas de EGF-CT-B

recombinantes adicionais incluindo um ou mais ligantes ou

espacadores ilustrativos sao aqui apresentadas. Uma ou mais das
modalidades descritas acima incluem EGF fundido a CT-B em um ou
ambos os terminais de CT-B de maneira tal que um gene segue
diretamente para 0 seguinte. Essas proteinas recombinantes ou
quiméricas resultantes incluiam essencialmente EGF fundido
diretamente a CT-B. Em outras modalidades ilustrativas, os

componentes de EGF e de CT-B da proteina quimérica sdo separados
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eficazmente por 3 ou 5 aminoacidos, o que forma um espacador ou
um ligante flexivel entre os dois dominios. Os aminoacidos seguintes
gue podem ser usados como ligantes incluidos, mas néo limitados aos
seguintes: SSG, SSGGG, SGG, GGSGG e GGGGS.

[00120] A adicdo dos ligantes pode reduzir interferéncias, por
exemplo, do impedimento estérico, e ajuda na formacdo dos
pentdmeros pelo dominio de CT-B. Os ligantes também permitiram
que sitios de restricdo singulares fossem introduzidos dentro dos
ligantes para permitir a manipulacdo subsequente das construgdes
genéticos. Neste exemplo, oito construgcdes (Ti-T6, E2 e B2) séo
descritas, as quais tém as sequéncias listadas na tabela ilustrada na
Fig. 17. Em uma modalidade ilustrativa os sitios de restricdo incluem,
mas sem ficar a eles limitados, os seguintes: Xhol, Kpnl, BspEl e
Spel.

[00121] A analise de Western Blot das construcdes T1-T6, E2 e B2
foi feita e é descrita a seguir em conexdo com a Fig. 18. Tal como
ilustrado na Fig. 18, o Western Blot das construcdes E2 e B2 parece
ser alguma interferéncia, por exemplo, o impedimento estérico e/ou
uma outra interferéncia, que faz com que as proteinas produzidas
compreendessem uma variedade de oligbmeros, por exemplo,
mondémero, dimero, trimero, etc. Alternativamente, a concentracédo da
proteina presente nas amostras pode ter influéncias da
oligomerizacdo, uma vez que €& um fator dependente para a
pentamerizacao de CTB nativa.

[00122] As faixas mais inferiores correspondem aos monémeros, 0S
seguintes até os dimeros, etc. Uma vez que B2 inclui EGFs truncadas,
parece ser menor do que E2, o que € ilustrado por B2 mais inferior no
Western Blot.

[00123] Um resultado similar € encontrado para as construcdes T1-

T6, embora os numeros e as propor¢cdes dos oligbmeros variem de
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construcdo para construcdo. Inicialmente, pareceu que as proteinas
com EGF no N-terminal incluindo os ligantes de aminoacidos podiam
propiciar uma propor¢cao mais elevada de pentamero. No entanto,
subsequentemente foi verificado que a propor¢éo de pentamero variou
de batelada a batelada.

[00124] Uma vez que foi postulado inicialmente que a fusdo em um
ou outro terminal favorece a pentamerizacéo, duas fusdes em tandem
além da construcdo E2 foram construidas e séo ilustradas na Fig. 19.
A primeira fusdo em tandem, designada como E2N, inclui dois EGFs
consecutivos no N-terminal de CT-B, em que L-3 é SGG, e L-4 é
GSSG. A segunda fusdo, designada como E2C, inclui dois EGFs
consecutivos no C-terminal de CT-B, em que L-3 é SSG, e L-5 é
GGSGG.

[00125] Em uma modalidade ilustrativa, os comprimentos de
ligantes de aminoacidos no N-terminal e no C-terminal foram
estendidos para determinar se o0 comprimento do ligante de
aminoacido em cada extremidade resulta ou ndo s6 no pentamero, ou
talvez que uma extremidade, o N-terminal ou o C-terminal, resulta em
uma proporcdo mais elevada do pentamero. Com referéncia a Fig. 20,
os ligantes de aminoacidos do N-terminal e do C-terminal foram
estendidos ao usar as construgdes T2/3 e T4/5, respectivamente. A
ilustracdo (Fig. 20) refere-se a fusdo do C-terminal E2C. Nesse
exemplo ilustrativo, L3 € SSG, L5 é SSGGG, L8 € SSGGGSGG e L10
€ SSGGGGSGGG. Na versdo do N-terminal, os espacadores de
ligantes inseridos tinham cerca de 7 e 9 residuos no comprimento.
Nesse exemplo os 4 ligantes devem ser: L3 SGG, L5 GGSGG, L7 TSG
GGSG e L9 TSGGGGSGG. Cada um dos ligantes-espacadores pode
ser inserido em cada um dos ligantes L3 e L5 mais curtos. Como
resultado, a insercdo de L7 em L5 ou de L9 em L3 resultam ambas em

ligantes de 12 residuos, no entanto eles devem ter sequéncias
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diferentes, denominadas 'a' e 'b' a seguir. Os ligantes do N-terminal
também foram estendidos para 10, 12 e 14 aminoacidos, e aqueles do
C-terminal foram estendidos para 11, 13 e 15 aminoéacidos, tal como
ilustrado na Fig. 20. Nesse exemplo ilustrativo L10 é
SSGGGSGGSSG, L2a é GGSGGTSGGGSG, L12b €&
SGGTSGGGGSGG, e L14 é GGSGGTSGGGGSGG. Similarmente,
L11 é SSGGGSGGSSG, L13a é SSGGGGSGGGSSG, L13b é
SSGGGSGGSSGGG, e L15 € SSGGGGSGGGSSGGG.

[00126] Com referéncia a Fig. 21, a andlise de Western Blot das
fusdes de EGF em tandem, E2N e E2C, em comparac&o a construcao
bivalente original com E2 original demonstra que E2 e E2C produzem
muitos oligbmeros. E2N também produz oligbmeros, no entanto, ha
uma indicacdo forte que o primeiro dominio de EGF esta sendo
expresso como uma proteina truncada, ou estd sendo clivado em
algum estagio durante a expressao/purificagéo.

[00127] Uma andlise de Western Blot comparativa também foi feita
nas construcdes 'T' monovalentes com os ligantes estendidos, e é
llustrada na Fig. 22. Quando as extensdes de ligantes acima foram
introduzidas nas construcfes ja nomeadas como T2 e T3 (N-terminal,
ligantes 3 e 5 aa, respectivamente), é obtido T2SL (ligante estendido
curto, isto €, L10), T2LL (ligante longo, L12a) T3SL (ligante curto
L12b), e T3LL (ligante longo L14). Similarmente, as constru¢gdes do N-
terminal T5 e T6 transformam-se em T5SL (com LI1), T5LL (com
L12a), T6SL (com L13b) e T6LL (com L15).

[00128] Quando os espacadores de ligante sdo inseridos, eles
podem realmente ser clonados em qualquer uma de duas direcdes,
propiciando sequéncias bastante diferentes. Onde quer que seja
possivel, clones suficientes foram arranjados em sequéncia para
encontrar um com a insercao na direcdo desejada. No caso de T3LL-

Rev, inicialmente se tinha somente um clone com o comprimento de
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ligante desejado (isto €, 14 aa), mas com a insercdo na orientacao
‘errada’. Serve para ilustrar como as sequéncias menos precisas
desses ligantes ndo sdo necessariamente criticas, pelo menos até agir
como um espacador fisico. A sequéncia de ligante real de T3LL-Rev
deve ser GGSGGTRPSTAATS (sublinhado = secéo invertida).

[00129] Tal como ilustrado no Western Blot ilustrada na Fig. 22, N e
R referem-se a proteina nativa e reduzida/desnaturada,
respectivamente. As primeiras duas raias ilustram CT-B do tipo
selvagem como um pentamero (nativo) e um monoémero (reduzido). Tal
como ilustrado nas outras raias, pode ser visto que T3 (incluindo o
ligante de 5 aminoacidos) produziu alguns oligbmeros de varios
tamanhos, no entanto, todas as constru¢cées do N- ou C-terminal com
ligantes mais longos produz principalmente o pentdmero quando
empregado sob condi¢cbes nativas.

[00130] Por outro lado, tal como ilustrado na Fig. 23, o Western Blot
das constru¢des do C-terminal produziu multiplas faixas sob condicdes
nativas até mesmo com ligantes estendidos.

[00131] Com base nesses dados, a fusdo de N-terminal em tandem
a CT-B parece ser de interesse significativo. Além disso, o primeiro
ligante (entre os dois dominios de EGF) pode ser estendido para tentar
impedir a truncacdo/protedlise descrita acima com a construcdo de
E2N, e permitir a flexibilidade quando s&o introduzidos fatores de
crescimento alternativos. A sequéncia para a fusdo de N-terminal de
EGF a CT-B com o primeiro ligante estendido € tal como segue:
[00132] HHHHHHIEGRNSDSECPLSHDGYCLHD
GVCMYIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWW
ELRGGSGGTSGGGGSGGTPQNITDLCAEYHNT
QIHTLNDKSESYTESLAGKREMAIITFKNGATFQ
VEVPGSQHIDSQKKAIERMKDTLRIAYLTEAKVE
KLCVWNNKTPHAIAAISMAN
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[00133] Embora as proteinas recombinante homogéneas que
expressam ou incorporam epitopos de EGF alca B tenham sido
descritas e ilustradas em conexdo com determinadas modalidades,
muitas variagdes e modificacdes serdo evidentes para aqueles
versados na técnica e podem ser feitas sem que se desvie do carater
e ambito da invencéao.

Exemplo IX: Proteina de IGF1-EGF-CTB biespecifica (a).

[00134] A fim de estabelecer a praticabilidade de visar mais de um

fator de crescimento com uma Unica proteina recombinante sintética,
um gene que codifica o fator de crescimento do tipo insulina | humano
(IGF1) foi sintetizado, incluindo regides de flanqueio curtas para
permitir a clonagem na construcédo E2N descrito no Exemplo VIII. Em
resumo, o gene de EGF do N-terminal foi excisado do vetor ao digerir
o DNA com as endonucleases de restricdo Ncol e Xhol. Foi entédo
substituido pelo gene IGF1 humano diferido de maneira similar ao usar
métodos familiares dos elementos versados na técnica. O vetor de
DNA resultante foi arranjado em sequéncia para confirmar que
codificou o gene recombinante requerido de uma maneira tal a permitir
que a proteina recombinante seja expressa tal como desenhada. A
sequéncia da nova proteina recombinante é ilustrada na Fig. 24.

[00135] Subsequentemente, a proteina gerada pela expressédo do
vetor acima mencionado foi analisada por meio de ELISA para
demonstrar que ambos os fatores de crescimento podem ser
simultaneamente exibidos aos componentes (isto é, anticorpos) do
sistema imunolégico de mamiferos. Em resumo, as cavidades de uma
placa de ELISA foram revestidas com uma diluicdo apropriada de
anticorpo anti-CTB e entao bloqueadas com PBS contendo 2% de leite
em pé tal como descrito previamente. As amostras da proteina
recombinante foram aplicadas a placa e incubadas por 1 hora a

temperatura ambiente. Apdés a lavagem, cavidades diferentes
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preparadas tal como descrito foram incubadas entdo com 1/1000 (ou
de acordo com as recomendacfes do fornecedor) de i) anticorpo anti-
EGF de camundongo AbOL 10827 ou ii) anticorpo anti-humano de
coelho IGFI 20. Ap6s a lavagem, as cavidades foram incubadas com
uma diluicdo apropriada i) anticorpo anticamundongo marcado com
HRP ou ii) anticorpo anticoelhno marcado com HRP, e foram entéo
revelados tal como descrito previamente. Tal como ilustrado na Fig.
25, os sinais gerados confirmaram que IGF e EGF séo exibidos em
suas configuracdes nativas. O sinal gerado pelo anticorpo anti-IGF
também confirma que as sequéncias de IGF, de EGF e CTB estéo
presentes na mesma molécula devido as posi¢cdes relativas das
sequéncias de DNA de codificacdo no vetor de expressao.

Exemplo X: Proteina de IGFI-EGF-CTB biespecifica (b).

[00136] A fim de demonstrar que as proteinas recombinantes

biespecificas podem ser geradas ao usar a caracteristica natural de
CTB para formar oligdmeros, o gene de IGF descrito no Exemplo IX foi
modificado por meio de PCR ao usar técnicas familiares aos
elementos versados na técnica para permitir que seja clonado na
construcdo T5, substituindo o gene EGF. A proteina recombinante
resultante incluia as sequéncias de IGF do C-terminal as sequéncias
de CTB, e separadas por um ligante de 3 aminoacidos (Fig. 26).

[00137] As amostras da proteina recombinante acima foram
combinadas separadamente com quantidades iguais (molares) de i)
proteina T2 e ii) proteina T5. Cada uma das misturas foi ajustada a um
pH 3,0 pela adicdo de 10 mM de Tris-HCI tamponado tal como
necessario e incubada a 4°C por 15 min para dissociar todos os
oligbmeros presentes. As misturas de proteinas foram neutralizadas
entdo, e a incubacéao foi continuada por 60 minutos a fim de incentivar
a oligomerizacdo. Para detectar a presenca de hetero-oligdbmeros, as

cavidades de uma placa de ELISA foram revestidas com anticorpo
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anti-EGF de camundongo ou entdo com anticorpo anti-IGF de coelho,
e bloqueadas. Apo6s a lavagem, a mistura de IGF-CTB/T2 e a mistura
de IGF-CTB/T5 foram aplicadas separadamente as cavidades
revestidas com o anticorpo anti-EGF ou com o anticorpo anti-IGF, e
incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente.

[00138] Apl6s a lavagem, o anticorpo especifico para o fator de
crescimento ndo visado pelo anticorpo de revestimento foi adicionado
e incubado por 60 min. Desse modo, o anticorpo anti-IGF de coelho foi
aplicado a cavidades revestidas com o anticorpo anti-EGF de
camundongo, e vice-versa. ApOs a lavagem para remover o0 anticorpo
20 nao ligado, o anticorpo anticoelho marcado com HRP ou
anticamundongo marcado com HRP foi aplicado tal como apropriado
para visar o anticorpo 20. Os resultados sao ilustrados na Fig. 27, e
demonstram que o anticorpo de revestimento anti-EGF pode capturar
e imobilizar a proteina que contém sequéncias de IGF. Similarmente, o
anticorpo anti-IGF pode capturar e imobilizar a proteina que inclui
sequéncias de EGF. Em ambos os casos, isto é causado pela
oligomerizagdo de monomeros contendo IGF e EGF de maneira tal
que ambos estdo presentes. Além disso, os hetero-oligbmeros podem
se formar quando ambos os fatores de crescimento estdo localizados
em terminais opostos do componente de CTB (isto &, IGF-CTB e T2) e
quando ambos os fatores de crescimento estdo no mesmo terminal (C)
(isto &, IGF-CTB e T5). O ensaio também funciona em uma ou outra
orientacao.

Exemplo XI: Apresentacdo de fator de crescimento diverso.

[00139] A fim de demonstrar ainda mais a flexibilidade da presente
invencdo, um painel de proteinas recombinante foi gerado, o qual
incluiu a sequéncia derivada de CTB junto com a sequéncia adicional
derivada de um ou mais de uma gama de fatores de crescimento e

que representam uma faixa de dominios de tamanho variado de
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acordo com a Figura 28 ao usar técnicas padrdo familiares aquelas
praticadas no estado da técnica. As amostras de cada uma das
proteinas foram preparadas pela expressdo da construcdo genética
em E. coli e purificadas ao usar IMAC através da marcagdo de hexa-
histidina no N-terminal para cada proteina. As proteinas
recombinantes purificadas foram submetidas a andalise ELISA para
demonstrar que cada uma das sequéncias diferentes estava presente
e exibida corretamente ao usar anticorpos especificos para cada
sequéncia (Figura 29). Uma proteina nativa foi empregada com as
amostras da proteina recombinante incluindo as sequéncias derivadas
de mTGF Bl e CTB e um Western Blot preparado (Figura 30). A
proteina foi detectada com anticorpo de a-CTB e mostrou que, sob as
condicbes usadas, a proteina quimérica recombinante podia formar
pentameros estaveis, mantendo essa caracteristica de CTB.

Exemplo XII: Apresentacdo do receptor do fator de crescimento

[00140] A fim de demonstrar a fim que a tecnologia descrita na
presente invencado € aplicavel a exibicdo funcional de proteinas que
nao os fatores de crescimento, proteinas recombinantes incluindo as
sequéncias derivadas dos receptores do fator de crescimento e CTB
foram geradas, e foi mostrado que elas apresentam tais sequéncias
em uma conformacéao natural em conjunto com as sequéncias de CTB.
O DNA que codifica a sequéncia da proteina de TGF-betal humano foi
clonado a montante do gene de CTB mediante a substituicdo do DNA
de codificacdo de EGF do clone de T3LL ao usar as técnicas padrao
familiares aquelas praticadas no estado da técnica. Essa construcao
foi usada para gerar uma proteina recombinante que incluia ambas as
sequéncias de TGF-betal e CTB humanas (Figura 31a). Do mesmo
modo, uma segunda proteina recombinante foi gerada, a qual incluia
sequéncias do dominio de ligacéo de ligando extracelular do receptor
de TGF Beta e CTB humano (Figura 31b).
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[00141] A apresentacdo simultanea de ambas as sequéncias de
TGF-Beta R2 e CTB em uma Uunica proteina recombinante foi
estabelecida por ELISA de captura. Em resumo, as cavidades de uma
placa de ELISA foram revestidas com i) anticorpo anti-CTB de
camundongo ou ii) anticorpo anti TGF Beta R2 de cabra e bloqueadas
com PBS contendo leite em pdé. As amostras da proteina
recombinante, de acordo com a Figura 31b foram entdo foram
colocadas em contato com as cavidades e incubadas por cerca de 1
hora. Depois da lavagem, as cavidades foram colocadas em contato
com i) anticorpo anti-TGF Beta R2 de cabra ou ii) anticorpo anti-CTB
de camundongo, respectivamente, e incubadas por 1 hora. Depois da
lavagem, as cavidades foram colocadas em contato com i) anticorpo
anticarneiro (cabra) marcado com HRP e ii) anticorpo anticamundongo
marcado com hRP, respectivamente, e por cerca de 1 hora. A placa foi
revelada com substrato de TMB e a intensidade da cor foi medida a
450 nm. O ensaio demonstrou que ambas as sequéncias de TGF-beta
R2 e CTB estavam presentes na mesma proteina recombinante
quimérica (Figura 32).

[00142] A fim de demonstrar que TGF-Betal e TGF Beta R2 foram
ambos apresentados separadamente com sequéncias de CTB em
uma configuracdo nativa, a interacéo entre TGF betal e seu receptor
natural foi determinada por meio de ELISA. Em resumo, as cavidades
de uma placa de ELISA foram revestidas com anticorpo anti-CTB de
camundongo e bloqueadas. As cavidades foram colocadas em contato
entdo com a proteina recombinante que contém sequéncias de TGF-
Beta 1 e CTB tal como descrito na Figura 31a e incubadas por cerca
de 1 hora. ApdGs a lavagem, as cavidades foram colocadas em contato
com a proteina recombinante que contém sequéncias de TGF-beta R2
e CTB humanas tal como descrito na Figura 31b e incubadas por

cerca de 1 hora. As cavidades foram lavadas e colocadas em contato

Peticéo 870200108877, de 28/08/2020, pag. 51/80



42/61

entdo com o anticorpo anti-TGF Beta R2 de cabra por 1 hora.
Finalmente, as cavidades foram lavadas e colocadas em contato com
anticorpo anticarneiro (cabra) marcado com HRP por cerca de 1 hora.
A placa foi revelada com substrato de TMB e lida a 450 nm. A Figura
33 ilustra que as duas proteinas recombinantes podem reproduzir a
interacdo de ligacdo de receptor-ligando natural, e que isto nédo é
perturbado pelo anticorpo antirreceptor usado no ensaio.

Exemplo Xlll: Respostas imunologicas dos camundongos as

formulacoes de proteinas recombinantes

[00143] Em uma outra experiéncia grupos de camundongos foram
imunizados com proteinas recombinantes incluindo sequéncias de
CTB e um ou mais fatores de crescimento de acordo com a presente
invencdo a fim de avaliar os efeitos de vérias formulagbes em
respostas imunologicas dos ditos camundongos. Seis grupos de
camundongos, cada um deles compreendendo seis camundongos,
foram imunizados com uma formulacdo de proteina recombinante
diferente de acordo com a programacéao descrita a seguir.

[00144] A menos que esteja indicado de alguma outra maneira, 0s
camundongos foram imunizados com 25 ug de proteina recombinante
em 75 uL de tampédo, e emulsificados em 75 uL de adjuvante de
montanide. Imundgenos foram administrados através de injecdo i.m.
no dia 0 e no dia 14. As amostras de soro foram tomadas no dia O
(pré-imunizacdo) e no dia 28 e analisadas quanto a presenca de
anticorpos de IgG versus as sequéncias do fator de crescimento
contidas dentro da proteina recombinante de imunizacdo. Os grupos
de camundongos foram imunizados com 0s seguintes antigenos:
[00145] Grupo 1: SB1, 75 uL (25 ug) de proteina recombinante
incluindo sequéncias de IGF e CTB humanas de acordo com a Figura
26 emulsionadas com 75 uL de montanide;

[00146] Grupo 2: SB2, 75 uL (25 pg) de proteina recombinante
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incluindo sequéncias de EGF e CTB humanas tal como descrito no
Exemplo VIII e indicadas como T3LL, e emulsionados com 75 ul de
montanide;

[00147] Grupo 3: SB3, 75 ul (25 ng) de proteina recombinante
incluindo sequéncias de IGF humano, sequéncias de EGF e CTB
humanas de acordo com a Figura 24 e tal como descrito no Exemplo
IX, e emulsionados com 75 uL de montanide;

[00148] Grupo 4: SB4, 37,5 uL (12,5 ug) de SB1 e 37,5 uL (12,5 ug)
de SB2 combinados pelo método tal como descrito no Exemplo X e
incluindo oligbmeros que contém ambos IGF-CTB e EGF-CTB, e
emulsionados com 75 uL de montanide;

[00149] Grupo 5: SB5, 75 uL (25 ug) de SB1, tal como para o Grupo
1, exceto pelo fato que foram emulsionados com 20 uL de adjuvante
Matrix-M; e

[00150] Grupo 6: SB6, 37,5 uL (12,5 ng) de SB1 emulsionado com
37,5 uL de montanide, seguidos depois de 5 minutos por 37,5 uL (12,5
ug) de SB2 emulsionados com 37,5 uL de montanide e administrados
através de um local diferente.

[00151] Imediatamente antes da imunizacdo e 14 dias apds a
mesma, as amostras de sangue foram tomadas e o soro foi analisado
por meio de ELISA quanto a presenca e titulos relativos de anticorpos
de IgG versus o componente do fator de crescimento dos antigenos de
imunizacdo de proteina recombinante. As placas de ELISA foram
revestidas com IGF ou EGF humano recombinante comercialmente
disponivel a uma concentracdo de 1 pg/mL. ApOGs o bloqueio e a
lavagem, o soro dos camundongos a varias diluicdes foi aplicado as
cavidades e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. O anticorpo
nao ligado e outras proteinas foram removidos por meio de lavagem, e
o IgG de camundongo ligado detectado com anticorpo

anticamundongo marcado com HRP.
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[00152] Todos os seis grupos incluiram animais que deram uma
resposta imunolégica especifica ao componente do fator de
crescimento das proteinas quiméricas recombinantes imunogénicas. E
evidente que as respostas mais fortes séo vistas mais para EGF do
que para IGF no todo, incluindo os grupos em que as sequéncias de
somente um fator de crescimento foram incluidas (Grupos 1 e 2,
Figuras 34 e 35). Sem ficar limitado a nenhuma teoria particular, este é
provavelmente um reflexo dos graus de homologia entre as proteinas
de camundongo e humanas, por meio do que os EGFs diferem em
15/53 dos residuos e os IGFs s6 diferem em 4 de 70 residuos.
Também pode ser observado que as diferencas entre as respostas de
animais individuais dentro de um grupo sao frequentemente maiores
do que diferencas entre grupos ao mesmo antigeno.

[00153] O uso da Matrix-M ao invés de Montanide como adjuvante
(Grupo 5 comparado ao Grupo 1, Figuras 40 e 34) resultou em uma
resposta mais pobre, com um dos camundongos nao respondendo de
modo algum, e outras quatro amostras que precisam ser selecionadas
concentragcdes muito maiores do que com Montanide.

[00154] Os Grupos 3, 4 e 6 receberam proteinas que incluiam
sequéncias de EGF e IGF, e a diferenca € a formulacdo ou a
administracédo. Todos os camundongos do Grupo 3, que receberam a
proteina recombinante que incluia sequéncias de EGF e de IGF em
cada molécula de proteina, responderam a EGF embora dois dos seis
nao apresentaram uma resposta de o-IGF (Figuras 36 e 37). Todos o0s
camundongos dos Grupos 4 e 6 também geraram anticorpos a EGF
(Figuras 38, 39 e 41). No Grupo 4 um animal ndo respondeu a IGF e
outro apresentou somente uma resposta muito fraca. Somente no
Grupo 6, onde as proteinas contendo EGF e IGF foram administradas
separadamente e em locais diferentes, todos os 6 animais

apresentaram uma resposta a IGF.

Peticéo 870200108877, de 28/08/2020, pag. 54/80



45/61

Exemplo XIV: Purificacdo de uma etapa genérica

[00155] E desejavel um processo de purificacdo simples de primeiro
estagio que possa ser aplicado a qualguer uma e a todas as proteinas
recombinantes imunogénicas detalhadas na presente invencao.
Idealmente, a purificacdo néo ird requerer a inclusdo de uma etiqueta
de afinidade tal como hexa-histidina, MBP, FLAG, etc. As proteinas
recombinantes da presente invencdo estéao relacionadas, uma vez que
todas elas incluem pelo menos alguma sequéncia derivada da
subunidade de toxina de CT-B de Vibrio cholera, ou um equivalente
funcional sintético. E previsto que a purificacdo pode ser obtida pelo
uso de anticorpos monoclonais ou policlonais, no entanto anticorpos
monoclonais sdo caros de produzir. Os anticorpos policlonais séo
menos caros, no entanto, € provavel que variacbes no desempenho
serdo vistas entre bateladas do mesmo animal, e entre animais
individuais. A purificacdo de imunoafinidade também requer condicbes
inGspitas tais como um pH baixo para eluir a proteina alvo, o que pode
afetar adversamente a proteina alvo, e ira limitar a reutilizacdo da
matriz de afinidade. Ela também envolve a introducdo de proteina
adicional no processo de producdo, o que é de preferéncia evitado.

[00156] Na holotoxina de CT nativa, a toxina se liga ao
monogangliosideo Gm1 (Figura 42) encontrado na superficie da maior
parte das células de mamiferos, incluindo células epiteliais do trato
respiratério e do intestino. A ligacdo € efetuada pela subunidade de
CT-B, e somente os oligbmeros de CT-B se ligam a Gm1. Portanto, é
previsto que o CTB imobilizado em um suporte apropriado pode ser
usado para a purificacdo das proteinas recombinantes imunogénicas
da presente invencdo. O uso de CTB ndo € considerado como um
método preferido, no entanto, por varias razées, marcadamente esse
CTB s6 é disponivel comercialmente como material purificado do

cérebro de bovinos. O uso de material animal e o uso do tecido do
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cérebro de bovinos ndo sdo particularmente apropriados para 0 uso na
producédo de produtos terapéuticos.

[00157] E sabido que a ligagcdo de CTB a Gm1 envolve uma porgéo
de galactose N-terminal a ligacdo de glicomolécula ramificada Gm1 a
duas subunidades de CTB adjacentes. Portanto, € previsto que a
galactose imobilizada em um suporte sélido apropriado deve prover
um meio geneérico para a purificacdo das proteinas recombinantes da
presente invencdo. Para avaliar a aplicabilidade dessa abordagem, o
gene que codifica CTB foi clonado em um vetor de expressdo de
proteina bacteriana desenhado para a recuperacdo de proteina
periplasmica ao usar técnicas familiares aquelas praticadas no estado
da técnica, e transformadas em varias cepas de bactérias E. coli. A
resina de galactose-sefarose (Figura 43) foi adquirida junto a Pierce
(Pierce Cat. n° 20372). Culturas de cinquenta mililitros de clones que
expressam CTB nas cepas de E. coli XL1-Blue, BL21 e TG1 foram
desenvolvidas e induzidas para expressar CTB recombinante durante
toda a noite a 37°C. As células foram colhidas por meio de
centrifugacao e os meios clarificados foram retidos para a extracao de
CTB. Os teores periplasmicos dos pellets de células foram liberados
por meio de choque osmotico ao usar métodos padrdo familiares
agueles praticados no estado da técnica para se obter 10 mL por
cultura.

[00158] A resina de sefarose galactose foi lavada com 200 mM de
NaCl, 50 mM de Tris HCI, 5 mM de EDTA, pH 7,5 (tampao TEN) de
acordo com instrugdes do fabricante. NaCl, Tris-HCI, pH 7,5, e EDTA
foram adicionados ao meio condicionado e fracGes periplasmicas até
uma concentracao final de 200 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCIl e 5
mM de EDTA. 0,5 ml de sefarose galactose lavada foram adicionados
a cada meio condicionado e fracdo periplasmica, e incubada com

agitacédo a 4°C por 2-3 horas. A resina foi recuperada em colunas de
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BioRad e lavada com 30 volumes de leito do tampao TEM gelado. A
proteina ligada foi eluida ao resuspender a resina em 0,5 mL de
galactose 1M em PBS e incubacdo por 10 minutos. A coluna foi
drenada e o material eluido foi retido para a analise. A etapa de
eluicdo foi repetida varias vezes, e as fracOes foram analisadas quanto
a presenca de CTB. Quase toda a proteina expressada de CTB foi
encontrada no meio de cultura. As amostras do meio condicionado
pela purificacdo e da fracdo periplasmica, junto com os eluados da
coluna agrupados que contém CTB purificado (do meio) foram
analisadas por SDS-PAGE e comparadas com CTB marcado com His
purificado por IMAC (Figura 44). Pode ser visto que CTB altamente
purificado foi obtido a partir dos sobrenadantes da cultura de todas as
trés cepas, com as células de XL1-Blue propiciando os rendimentos
mais elevados (raias 4, 7 e 10). A pureza se compara bem com aquela
vista da purificacdo de IMAC (raia 11), e inclui proteina pentamérica
significativa.

Modalidades Adicionais

[00159] Em uma outra modalidade ilustrativa, é aqui apresentada
uma vacina compreende uma proteina recombinante homogénea para
melhorar a apresentacdo de e aumentar o numero de epitetos de
antigeno de tumor como elementos de uma proteina recombinante
imunogénica sintética. Em uma modalidade ilustrativa, uma vacina
formada a partir de uma proteina recombinante que expressa toda ou
partes de uma sequéncia de polipeptideo e um antigeno do tumor é
aqui descrita.

[00160] Em uma modalidade ilustrativa, as proteinas recombinantes
aqui apresentadas podem incluir ou expressar uma proporcao elevada
da proteina derivada de uma sequéncia de antigenos de tumor e/ou
epitopos dos mesmos, como uma funcdo do peso molecular total.

Esses epitopos de antigeno de tumor podem ser multiplas copias do
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todo ou parte de um Unico antigeno de tumor, ou coépias do todo ou
parte de mais de um antigeno de tumor diferente.

[00161] Em uma modalidade ilustrativa, a proteina recombinante &
uma molécula de proteina imunogénica que expressa uma ou mais
sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica expressando,
por exemplo, uma ou mais sequéncias de uma proteina de toxina B de
célera (CT-B) de Vibrio cholera ou um equivalente sintético, e que
expressa uma ou mais sequéncias de um ou mais antigenos de tumor
ou partes dos mesmos.

[00162] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia de antigeno de
tumor pode incluir uma sequéncia de um Antigeno Especifico da
Préstata (PSA) ou parte do mesmo. Em outras modalidades
ilustrativas, o antigeno de tumor pode incluir um comprimento total ou
uma parte do mesmo de um ou mais dos seguintes antigenos de
tumor, incluindo, mas nao limitados a PSA e outros antigenos de
tumor.

[00163] Em uma outra modalidade ilustrativa, € aqui apresentada
uma proteina que compreende uma proteina recombinante
homogénea para melhorar a apresentacdo de e aumentar o nimero de
sitios de ligacdo do receptor como elementos de uma proteina
recombinante imunogénica. Em uma modalidade ilustrativa, uma
proteina recombinante que expressa toda ou partes de uma sequéncia
de polipeptideo e um receptor € aqui descrita.

[00164] Em uma modalidade ilustrativa, as proteinas recombinantes
aqui apresentadas podem incluir ou expressar uma proporcao elevada
de uma sequéncia de proteina derivada de seus receptores e/ou sitios
de ligacdo, como uma funcdo do peso molecular total. Esses sitios de
ligacdo podem ser mdltiplas cépias de todo ou uma parte de Unico
receptor, ou copias de todo ou uma parte de mais de um receptor

diferente.
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[00165] Em uma modalidade ilustrativa, a proteina recombinante é
uma molécula de proteina imunogénica que expressa uma ou mais
sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica expressando,
por exemplo, uma ou mais sequéncias de uma proteina de toxina B de
colera (CT-B) de Vibrio cholera ou um equivalente sintético, e que
expressa uma ou mais sequéncias de um ou mais receptores ou
partes dos mesmos.

[00166] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia de receptor
pode incluir uma sequéncia de um receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (Her2) ou para parte disso e/ou um receptor do
fator do crescimento epidérmico humano 3 (Her3) ou uma parte do
mesmo. Em outras modalidades ilustrativas, o receptor pode incluir um
comprimento total ou parte do mesmo de um ou mais dos seguintes
receptores, incluindo, mas sem ficar a eles limitados, Her2, Her3, e
outros receptores.

[00167] Em outras modalidades ilustrativas, a proteina
recombinante € uma molécula de proteina imunogénica que expressa
uma ou mais sequéncias que se desdobram em uma estrutura fisica
expressando, por exemplo, uma ou mais sequéncias de um CT-B ou
uma variante modificada sintética, e que expressa varias combinacdes
de uma ou mais sequéncias de um ou mais fatores de crescimento ou
partes dos mesmos, uma ou mais sequéncias de um ou mais
antigenos de tumor ou partes dos mesmos, e uma ou mais sequéncias
de um ou mais receptores ou partes dos mesmos.

[00168] Em uma modalidade ilustrativa, a proteina recombinante
inclui expressbes ou sequéncias de um ou mais fatores de
crescimento ou partes dos mesmos e um ou mais sequéncias de um
ou mais antigenos de tumor ou partes dos mesmos. Em uma
modalidade, a proteina recombinante inclui uma ou mais sequéncias

de um CT-B ou uma variante modificada sintética, um PSA ou uma
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parte do mesmo, e um IGF-1 ou uma parte do mesmo.

[00169] Em uma outra modalidade ilustrativa, a proteina
recombinante inclui expressfes ou sequéncias de um ou mais fatores
de crescimento ou partes dos mesmos e uma ou mais sequéncias de
um ou mais receptores ou partes dos mesmos. Em uma modalidade, a
proteina recombinante inclui uma ou mais sequéncia de um CT-B ou
uma variante modificada sintética, um Her2 ou uma parte do mesmo, e
um Igf-1 ou uma parte do mesmo. Em uma outra modalidade, a
proteina recombinante inclui uma ou mais sequéncias de um CT-B ou
uma variante modificada sintética, um Her2 ou uma parte do mesmo,
um Her2 ou uma parte do mesmo, e um PDGF ou uma parte do
mesmao.

[00170] Em wuma outra modalidade ilustrativa, a proteina
recombinante inclui expressfées ou sequéncias de um ou mais
antigenos de tumor ou partes dos mesmos e uma ou mais sequéncias
de um ou mais receptores ou partes dos mesmos.

[00171] Ainda em uma outra modalidade ilustrativa, a proteina
recombinante inclui expressfes ou sequéncias de um ou mais fatores
de crescimento ou partes dos mesmos, uma ou mais sequéncias de
um ou mais antigenos de tumor ou partes dos mesmaos, e uma ou mais
sequéncias de um ou mais receptores ou partes dos mesmos.

[00172] Em algumas das modalidades descritas acima, além de
expressar uma ou mais coOpias de um unico antigeno de tumor,
receptor e/ou fator de crescimento, apresentados como um Unico
antigeno de tumor, receptor e/ou fator de crescimento ou parte dos
mesmos por sitio fisico, e/ou como cadeias de sequéncias de antigeno
de tumor, receptor e/ou fator de crescimento repetitivas (por exemplo,
n =1 a 10). As proteinas recombinantes de acordo com a invengao
também podem incluir expressbes de um ou mais dominios

neutralizadores ou sitios de ligagdo de dois ou mais antigenos de
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tumor, receptores e/ou fatores de crescimento diferentes presentes
individualmente ou como cadeias em posices diferentes dentro das
sequéncias das proteinas recombinantes. Por exemplo, as proteinas
recombinantes podem incluir expressdes ou sequéncias de um
comprimento total ou uma parte de dois a quatro antigenos de tumor,
receptores e/ou fatores de crescimento diferentes, e/ou um
comprimento total ou uma parte de um ou mais antigenos de tumor,
receptores e/ou fatores de crescimento como epitopos individuais ou
sitios de ligagdo ou como duas ou mais repeticbes em tandem.

[00173] As proteinas resultantes sdo polipeptideos simples que
expressam um antigeno de tumor, um receptor e/ou um fator de
crescimento ou um ou mais epitopos ou sitios de ligacdo dos mesmos
dentro da sequéncia das proteinas recombinante. Em uma modalidade
ilustrativa, as sequéncias das proteinas recombinantes expressam
uma ou mais parte de uma sequéncia de CT-B e apresentam a(s)
expressao(6es) do antigeno de tumor, do receptor e/ou do fator de
crescimento incluindo pelo menos uma ou mais expressdes de
epitopos ou sitios de ligacdo dos mesmos em uma superficie das
proteinas recombinantes imunogénicas em uma conformacao natural.
[00174] De acordo com a invencdao, as expressdes dos epitopos de
antigeno do tumor, dos sitios de ligacédo do receptor, e/ou dos epitopos
do fator de crescimento devem ser desdobrados, permitindo que a sua
conformacéo natural seja retida substancialmente e apresentada aos
componentes do sistema imunologico do hospedeiro de uma maneira
tal que acarreta uma resposta imunoldgica robusta do hospedeiro. Os
exemplos de modelos de proteinas naturais apropriados incluem, mas
ndo estdo limitados a subunidade de toxina B de colera, listeria,
toxoide do tétano, toxoide da difteria, proteina de revestimento de
bacteriéfago, adenovirus e outras proteinas de revestimento virais.

Alternativamente, podem ser usados polipeptideos 'sintéticos’ néo
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naturais que preenchem os requisitos de conferir imunogenicidade a
proteina integral e permitem a apresentacdo apropriada de epitopos
de antigeno de tumor, sitios de ligacdo do receptor e/ou epitopos do
fator de crescimento ao sistema imunolégico do hospedeiro.

Adjuvante

[00175] Determinadas modalidades ilustrativas tal como aqui
provido incluem proteinas recombinantes de acordo com a invencao
dentro de composicbes de vacinas e composicOes adjuvantes
imunoldgicas, incluindo composic¢des farmacéuticas, que contém, além
das proteinas recombinantes pelo menos um adjuvante, que se refere
a um componente de tais composicdes que tem uma atividade
adjuvante. Um adjuvante que tem tal atividade adjuvante inclui uma
composicao que, quando administrada a um individuo tal como um ser
humano (por exemplo, um paciente humano), um primata nao
humano, um mamifero ou um outro organismo eucariota mais elevado
que tem um sistema imunoldgico reconhecido, tem a capacidade de
alterar (isto €, aumentar ou diminuir de uma maneira estatisticamente
significativa, e em determinadas modalidades preferidas realcar ou
aumentar) a poténcia e/ou a longevidade de uma resposta
imunolégica. Em determinadas modalidades ilustrativas aqui
apresentadas, um antigeno e/ou antigenos desejados contidos dentro
de uma proteina carreadora, e opcionalmente um ou mais adjuvantes,
podem desse modo alterar, por exemplo, prover ou realcar, uma
resposta imunologica que seja dirigida contra o antigeno e/ou
antigenos desejados que podem ser administrados ao mesmo tempo
ou podem ser separados no tempo e/ou no espaco (por exemplo, em
um sitio anatdbmico diferente) em sua administracdo, mas
determinadas modalidades ilustrativas ndo devem ficar assim limitadas
e desse modo também nédo contemplam a administracdo da proteina

recombinante em uma composicdo que ndo inclua um antigeno
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especificado mas que também pode incluir mas sem nenhuma
limitacdo a um ou mais coadjuvantes, um modificador da resposta
imunolégica de imidazoquinolina.

[00176] Por conseguinte, e tal como observado acima, 0s
adjuvantes incluem composicbes que tém efeitos adjuvantes, tais
como saponinas e miméticos de saponina, incluindo QS21 e o
miméticos de QS21 (vide, por exemplo, as Patentes U.S. n°.
5.057.540; EP 0 362 279 BI; WO 95/17210), alumen, alcaloides de
plantas tais como a tomatina, detergentes tais como (mas sem ficar a
eles limitados) a saponina, polisorbato 80, Span 85 e estearil tirosina,
uma ou mais citocinas (por exemplo, GM-CSF, IL-2, IL-7, IL-12, TNF-
alfa, IFN-gama), um modificador da resposta imunolégica de
imidazoquinolina, e um modificador imunol6gico de al¢ca de ramo duplo
(dSLIM, por exemplo, Weeratna et al., Vaccine 2005 23:5263).

[00177] Os detergentes que incluem as saponina sao apresentados,
por exemplo, na Patente U.S. n° 6.544.518; Lacaille-Dubois, M e
Wagner H. (1996 Phytomedicine 2:363-386), na Patente U.S. n°
5.057.540, Kensil, Crit. Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2):1-
55, e EP 0 362 279 Bl. As estruturas particuladas, denominadas
Complexos Imuno Estimulantes (ISCOMS), que compreendem fracdes
de Quil A (saponina) sdo hemoliticas e sdo usadas na fabricacdo de
vacinas (Morein, B., EP 0 109942 B1). Essas estruturas foram
relatadas como dotadas de uma atividade adjuvante (EP 0 109 942 B
1; WO 96/11711). As saponinas hemoliticas QS21 e QS 17 (fracbes
purificadas por HPLC de Quil A) foram descritas como potentes
adjuvantes sistémicos, e o0 método de sua producdo é apresentado
nas Patentes U.S. n° 5.057.540 e EP 0 362 279 B1l. Nessas
referéncias também é descrito o uso de QS7 (uma fracdo nao
hemolitica de Quil-A) que age como um potente adjuvante para

vacinas sistémicas. O uso de QS21 também é descrito em Kensil et al.
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(1991. J. Immunology 146:431-437). As combinagcdes de QS21 e de
polissorbato ou ciclodextrina também s&o conhecidas (WO 99/10008).
Os sistemas adjuvantes particulados que compreendem fragcbes de
Quil-A, tais como QS21 e QS7, sdo descritos nos documentos de
patente WO 96/33739 e WO 96/1171l. Outras saponinas que S&o
usadas em estudos de vacinacao sistémica incluem aqueles derivados
de outras espécies de plantas tais como Gypsophila e Saponaria
(Bomford et al., Vaccine, 10(9):572- 577, 1992).

[00178] A escina € um outro detergente relacionado as saponinas
para 0 uso nas composi¢cdes adjuvantes das modalidades aqui
apresentadas. A escina é descrita no indice da Merck (12. sup. th Ed.:
entrada 3737) como uma mistura de saponina que ocorre na semente
da arvore de castanha de cavalo, Aesculus hippocastanum. O seu
isolamento € descrito por meio de cromatografia e purificacao (Fiedler,
Arzneimittel-Forsch. 4, 213 (1953)), e por resinas de troca de ions
(Erbring et al., Patente U.S. n® 3.238.190). As fracbes de escina
(também conhecida como aescina) foram purificadas e foi mostrado
que séo biologicamente ativas (Yoshikawa M, et al. (Chem Pharm Bull
(Tokyo) 1996 Agosto; 44(8): 1454-1464)). A digitonina € um outro
detergente, também descrito no indice da Merck (122 Ed., entrada
3204) como uma saponina, que é derivada das sementes de Digitalis
purpurea e purificada de acordo com o procedimento descrito por
Gisvold et al., J. Am. Pharm. Assoc., 1934, 23, 664; e Rubenstroth-
Bauer, Physiol. Chem., 1955, 301, 621.

[00179] Outros adjuvantes ou coadjuvantes para o uso de acordo
com determinadas modalidades aqui apresentadas incluem um
copolimero de bloco ou um polimero biodegradavel, que se refere a
uma classe de compostos poliméricos com o0s quais 0s elementos
versados na técnica devem ser familiarizados. Os exemplos de um

copolimero de bloco ou de um polimero biodegradavel que pode ser
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incluido em uma composicdo de vacina ou um adjvante imunolégico
incluem Pluronic.RTM.LI21 (BASF Corp., Mount Olive, New Jersey;
vide, por exemplo, Yeh et al., Pharm 1996. Res. 13:1693).

[00180] Determinadas outras modalidades ilustrativas contemplam
os adjuvantes imunologicos que incluem, mas ndo estdo limitados a
um Oleo, que em algumas de tais modalidades pode contribuir para a
atividade de coadjuvante e em outras tais modalidades pode prover
adicional ou alternativamente um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel. Qualquer nimero de 6leos apropriados é
conhecido e pode ser selecionado para a inclusdo em composi¢cdes de
vacina e nas composi¢cdes adjuvantes imunolégicas com base na
presente invencdo. Os exemplos de tais 6leos, a titulo de ilustracéo e
ndo de limitacdo, incluem o esqualeno, o esqualano, o 6leo mineral, o
azeite de oliva, o colesterol, e um monooleato de manida.

[00181] Os modificadores da resposta imunolégica tais como
modificadores da resposta imunolégica de imidazoquinolina também
sdo conhecidos no estado da técnica e também podem ser incluidos
como adjuvantes ou coadjuvantes em determinadas modalidades
atualmente apresentadas.

[00182] Também tal como observado acima, um tipo de adjuvante
ou coadjuvante para 0 uso em uma composicao de vacina de acordo
com a invencdao tal como aqui descrito pode incluir os coadjuvantes de
aluminio, que sédo conhecidos de modo geral como "alimen". Os
coadjuvantes de alimen sédo baseados no que segue: oxihidroxido de
aluminio; hidroxifosfato de aluminio; ou varios sais proprietarios. Os
coadjuvantes de alimen sdo vantajosos porque eles tém um bom
registro de seguranga, aumentam as respostas a anticorpo,
estabilizam antigenos, e sao relativamente simples para a producéo
em grande escala. (Edelman 2002 Mol. Biotechnol. 21:129-148;
Edelman, R. Rev. 1980 Infect. Dis. 2:370-383).
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Composicoes Farmacéuticas

[00183] Em determinadas modalidades ilustrativas, a composi¢cao
farmacéutica € uma composi¢cdo de vacina que compreende Proteina
recombinante, de acordo com a invencdo e também pode
compreender um ou mais componentes, tal como aqui provido, que
sao selecionados de agonistas de TLR, coadjuvantes (incluindo, por
exemplo, uma citocina, um modificador de resposta imunologica de
imidazoquinolina e/ou dSLIM) e outros ainda e/ou uma construcao de
expressao recombinante, em combinacdo com um veiculo, excipiente
ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

[00184] Os veiculos ilustrativos serdo atdxicos aos receptores nas
dosagens e concentracbes empregadas. Para as vacinas que
compreendem a proteina recombinante, cerca de 0,01 mg/kg a cerca
de 100 mg/kg do peso do corpo serdo administrados, tipicamente pela
via intradermal, subcutanea, intramuscular ou intravenosa, ou por
outras vias.

[00185] Sera evidente para aqueles versados na técnica que o
namero e a frequéncia de administracdo serdo dependentes da
resposta do hospedeiro. Os "veiculos farmaceuticamente aceitaveis"
para o uso terapéutico sdo bem conhecidos na técnica farmacéutica, e
descritos, por exemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985). Por exemplo, solug&o salina
estéril e solucdo salina tamponada com fosfato a um pH fisiolégico
podem ser usadas. Conservantes, estabilizantes, corantes e até
mesmo agentes flavorizantes podem ser providos na composicao
farmacéutica. Por exemplo, o benzoato de sddio, o acido ascorbico e
0s ésteres de acido p-hidroxibenzoico podem ser adicionados como
conservantes. Além disso, antioxidantes e agentes de suspenséo
podem ser usados.

[00186] As composi¢cOes farmacéuticas podem estar em qualquer
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forma que permita que a composi¢cao seja administrada a um paciente.
Por exemplo, a composi¢cdo pode estar na forma de um sodlido, um
liguido ou um gas (aerossol). As vias de administracéo tipicas incluem,
sem limitacdo, oral, tépica, parenteral (por exemplo, sublingual ou
bucal), sublingual, retal, vaginal e intranasal (por exemplo, como um
spray). O termo parenteral, tal como aqui usado, inclui a administracao
iontoforética, sonoforética, transdérmica passiva, com microagulha e
também injecbes subcutaneas, injecdo intravenosa, intramuscular,
intrasternal, intracavernosa, intratecal, intrameatal, intrauretral ou
técnicas de infusdo. Em uma modalidade particular, uma composicao
tal como aqui descrito (incluindo composicbes de vacina e
farmacéuticas) € administrada intradermicamente por uma técnica
selecionada da iontoforese, da microcavitagdo, da sonoforese ou com
microagulhas.

[00187] A composicado farmacéutica € formulada para permitir que
os ingredientes ativos contidos na mesma fiquem biodisponiveis com a
administracdo da composicdo a um paciente. As composi¢cdes que
serao administradas a um paciente assumem a forma de uma ou mais
unidades de dosagem, onde, por exemplo, um comprimido pode ser
uma unica unidade de dosagem, e um recipiente de um ou mais
compostos da invencdo na forma de aerossol pode conter uma
pluralidade de unidades de dosagem.

[00188] Para a administracdo oral, um excipiente e/ou um
aglutinante podem estar presentes. Os exemplos sdo a sacarose, 0
caulim, a glicerina, dextrinas de amido, alginato de sddio, carboxi metil
celulose e etila celulose. Agentes corantes e/ou flavorizantes podem
estar presentes. Um envoltério de revestimento pode ser empregado.
[00189] A composicdo pode estar na forma de um liquido, por
exemplo, um elixir, um xarope, uma solu¢do, uma emulsdo ou uma

suspensdo. O liquido pode ser para a administracdo oral ou para a
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aplicacdo por injecdo, como dois exemplos. Quando se prestam a
administracéo oral, as composicOes preferidas contém um ou mais de
um agente adocante, conservante, tintura/corante e intensificador do
sabor. Em uma composicao destinada a ser administrada por injecao,
um ou mais de um tensoativo, um conservante, um agente umectante,
um agente de dispersdo, um agente de suspendendo, um agente
tampdo, um estabilizante e um agente isotdnico podem ser incluidos.
[00190] Uma composicdo farmacéutica liquida tal como aqui usado,
quer esteja na forma de uma solugdo, suspensdo ou outra forma
similar, pode incluir um ou mais dos seguintes veiculos ou excipientes:
diluentes estéreis tais como a agua para injecdo, solucdo saline, de
preferéncia solucdo salina fisiologica, solucdo de Ringer, cloreto de
sodio isotdnico, 6leos fixos tais como o esqualeno, o esqualano, o 6leo
mineral, um monooleato de manida, colesterol, e/ou mono ou
diglicerideos sintéticos que podem servir como solvente ou meio de
suspensdo, polietileno glicdis, a glicerina, propileno glicol ou outros;
agentes bactericidas tais como o alcool benzilico ou o metil parabeno;
antioxidantes tais como o &cido ascorbico ou o bissulfito de sodio;
agentes de gquelacado tais como o acido etileno diamina tetraacético;
agentes tampdo tais como acetatos, citratos ou fosfatos e agentes
para o ajuste da tonicidade tais como o cloreto de sédio ou a dextrose.
O preparado parenteral pode ser encerrado em ampolas, em seringas
descartaveis ou em frascos de multiplas doses feitos de vidro ou de
plastico. Uma composicdo farmacéutica injetavel € de preferéncia
estéril.

[00191] Em uma modalidade particular, uma composi¢cao
farmacéutica ou de vacina da invengao compreende uma suspensao
aguosa estavel de menos de 0,2 um e também compreende pelo
menos um componente selecionado do grupo que consiste em

fosfolipidios, &cidos graxos, tensoativos, detergentes, saponinas,
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lipideos fluoretados, e outros ainda.

[00192] Também pode ser desejavel a inclusdo de outros
componentes em uma composicdo de vacina ou farmacéutica, tais
como os veiculos de aplicacdo que incluem, mas sem ficar a eles
limitados, sais de aluminio, emulsdes de agua em o6leo, veiculos de
Oleo biodegradavel, emulsdes de 06leo em agua, microcapsulas
biodegradaveis e lipossomas. Os exemplos de substancias
imunoestimuladoras adicionais (coadjuvantes) para o uso em tais
veiculos também s&o descritos acima e podem incluir N-acetilmuramil-
L-alanina-O-isoglutamina (MOP), glucano, IL-12, GM-GSF, gama
interferon e IL-12.

[00193] Embora qualquer veiculo apropriado conhecido daqueles
versados na técnica possa ser empregado nhas composicoes
farmacéuticas da presente invencdo, o tipo de veiculo ird variar
dependendo do modo de administracédo e se uma liberacao sustentada
€ desejada. Para a administracdo parenteral, tal como a injecao
subcutanea, o veiculo compreende de preferéncia a agua, solucdo
salina, alcool, uma gordura, uma cera ou um agente tampao. Para a
administracdo oral, qualquer um dos veiculos acima ou um veiculo
sélido, tal como o manitol, a lactose, o amido, o estearato de
magnésio, a sacarina sodica, o talco, a celulose, a glicose, a sacarose
e o0 carbonato de magnésio, pode ser empregado. Microesferas
biodegradaveis (por exemplo, galactideo polilactico) também podem
ser empregados como veiculos para as composicées farmacéuticas da
presente invencao.

[00194] As composicdes farmacéuticas também podem conter
diluentes tais como agentes tampéo, antioxidantes tais como o &cido
ascorbico, polipeptideos de baixo peso molecular (menos do que cerca
de 10 residuos), proteinas, aminoacidos, carboidratos incluindo a

glicose, a sacarose ou dextrinas, agentes de quelagdo tais como
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EDTA, glutationa e outros estabilizantes e excipientes. Solucdo salina
tamponada neutra ou solucéo salina misturada com albumina de soro
nao especifico sado diluentes apropriados exemplificadores. De
preferéncia, o produto pode ser formulado como um liofilizado ao usar
solucdes ao usar solucbes de excipientes apropriadas (por exemplo,
sacarose) como diluentes.

[00195] Em uma modalidade ilustrativa, o dominio de suporte do
epitopo ou receptor da proteina recombinante, se for derivado de uma
sequéncia de polipeptideo natural ou sintética, deve ter a capacidade
automontagem como multimeros oligoméricos sob condicdes
guimicas/ambientais apropriadas, ou ser reduzido em mondémeros sob
condicdes alternativas. Idealmente, os dominios de multimerizacao
irdo ser montados como multimeros estaveis com um numero distinto
de subunidade, por exemplo, dimeros, trimeros, tetrameros,
pentameros, etc., de maneira tal que, um produto de tamanho
homogéneo € gerado. Os exemplos de polipeptideos naturais incluem,
mas nao estdo limitados a ziperes de leucina, proteina repressora de
lac, estreptavidina/avidina, subunidade de toxina B de cdlera, dominio
de trimerizacdo de Pseudomonas, e proteinas de capsideos virais.
[00196] Em uma modalidade ilustrativa, € apresentado um processo
de preparacdo de uma molécula multivalente. Nessa modalidade
ilustrativa, o processo inclui a montagem de multimeros a partir de
subunidades monomeéricas para formar uma proteina sintética que
inclui um ou mais antigeno de tumor, receptores e/ou fatores de
crescimento ou partes dos mesmos.

[00197] Em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentado um
processo de preparacao de uma formulacdo de vacina. Nessa
modalidade ilustrativa, 0 processo inclui a mistura de um ou mais
multimeros monovalentes simples uns aos outros, preparando uma

vacina multivalente que inclui uma proteina recombinante que inclui
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um ou mais antigenos de tumor, receptores e/ou fatores de
crescimento ou partes dos mesmos.

[00198] Ainda em uma outra modalidade ilustrativa, € apresentado
um processo para o tratamento de um paciente. Nessa modalidade
ilustrativa, o processo inclui a administracdo separada ao paciente de
um ou mais antigenos de tumor, receptores e/ou fatores de
crescimento monovalentes, proteinas recombinantes em um mesmo
dia ou em dias ou horarios alternados durante um periodo de
vacinagao.

[00199] Embora a proteina recombinante tenha sido descrita como
incluindo ou expressando um ou mais de toda ou uma parte de pelo
menos uma sequéncia de antigenos de tumor, fatores de crescimento,
elou receptores, e a sequéncia de CT-B, a proteina recombinante
pode incluir a sequéncia de CT-B natural ou uma sequéncia
substancialmente similar a sequéncia de CT-B natural e/ou uma
sequéncia sintética.

[00200] Embora a proteina recombinante tenha sido descrita como
incluindo ou expressando a sequéncia de CT-B, a proteina
recombinante pode incluir ou expressar uma derivagdo da sequéncia
de CT-B ou uma sequéncia que € substancialmente similar a
sequéncia de CT-B.

[00201] Embora as proteinas recombinantes homogéneas que
expressam ou que incorporam um ou mais antigenos de tumor, fatores de
crescimento e/ou receptores tenham sido descritas e ilustradas em
conexdo com determinadas modalidades, muitas variacbes e
modificacdes serdo evidentes agueles versados na técnica e podem ser
feitas sem que se desvie do carater e ambito da invencéo. A invencdo nao
deve desse modo ficar limitada aos detalhes precisos da metodologia ou
da construcdo apresentadas acima, uma vez que tais variacbes e

modificagbes devem ser incluidas dentro do ambito da invengéo.
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REIVINDICACOES

1. Proteina recombinante, caracterizada pelo fato de que
compreende:

uma sequéncia de polipeptideo imunogénico incluindo
toxina B do colera (CT-B) ou subunidade LT B termolabil de E. coli (LT-
B);

um peptideo espacador selecionado a partir do grupo
consistindo em SSGGGSGG (SEQ ID NO: 8), SSGGGGSGGG (SEQ
ID NO: 9), TSGGGSG (SEQ ID NO: 10), TSGGGGSGG (SEQ ID NO:
11), SSGGGSGGSSG (SEQ ID NO: 12), GGSGGTSGGGSG (SEQ ID
NO: 13), SGGTSGGGGSGG (SEQ ID NO: 14), GGSGGTSGGGGSGG
(SEQ ID NO: 15), SSGGGGSGGGSSG (SEQ ID NO: 16),
SSGGGSGGSSGGG (SEQ ID NO: 17), SSGGGGSGGGSSGGG
(SEQ ID NO: 18) e GGSGGTRPSTAATS (SEQ ID NO: 19); e

uma sequéncia de polipeptideo compreendendo Cys6 a
Cys31 do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF),

em que a referida sequéncia de polipeptideo é separada do
referido polipeptideo imunogénico pelo referido espacador de
peptideo.

2. Proteina recombinante de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo fato de que a referida sequéncia de polipeptideo
imunogénico compreende ainda uma sequéncia compreendendo pelo
menos uma por¢ao de um antigeno tumoral.

3. Proteina recombinante de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo fato de que a referida sequéncia de polipeptideo
imunogénico compreende ainda uma sequéncia compreendendo pelo
menos uma porgdo de um receptor ou compreende ainda uma
sequéncia compreendendo pelo menos uma porcdo de um antigeno
tumoral e uma sequéncia compreendendo pelo menos uma porcéao de

um receptor.
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4. Proteina recombinante de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizada pelo fato de que pelo menos a referida sequéncia de
polipeptideo inclui uma algca B de um fator de crescimento epidérmico
(EGF).

5. Proteina recombinante de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende uma por¢cdo comprimento
total de pelo menos dois diferentes fatores de crescimento,
opcionalmente como um dominio Unico ou como duas ou mais
repeticdes em tandem.

6. Proteina recombinante de acordo com a reivindicacédo 5,
caracterizada pelo fato de que compreende uma porcdo ou
comprimento total de um ou mais fatores de crescimento selecionados
a partir do grupo consistindo em IGF-1, IGF-2, FGF1, FGF2, TGF-a,
TGF-B, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PDGF, NGF, EGF,
HGF, BMPs, e ILs 1-6.

7. Proteina recombinante de acordo com a reivindicacéao
2, caracterizada pelo fato de que pelo menos a referida porgao do
referido antigeno tumoral inclui um comprimento total ou uma
porcdo de dois a quatro antigenos tumorais diferentes, ou um
comprimento total ou uma porcdo de um ou mais antigenos
tumorais presentes como epitopos Unicos ou como duas ou mais
repeticbes em tandem.

8. Proteina recombinante de acordo com a reivin-
dicacdo 3, caracterizada pelo fato de que pelo menos a referida
porcdo do referido receptor inclui um comprimento total ou uma
porcdo do Receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2
(Her2) ou Receptor do fator de crescimento epidérmico humano 3
(Her3).

9. Proteina recombinante de acordo com a reivindicagao 3,

caracterizada pelo fato de que o referido receptor inclui um
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comprimento total ou uma por¢cdo do Receptor de dois a quatro
receptores diferentes, ou um comprimento total ou uma porcdo de um
OuU mais receptores como epitopos unicos ou dois ou mais repeticoes

em tandem.
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Construto Sequéncia

Tl EGF fundido diretamente ao terminal N de CT-B

T2 EGF fundido ao terminal N de CT-B e separado de CT-B por 3 ligantes
de aminoacido

T3 EGF fundido ao terminal N de CT-B e separado de CT-B por 5 ligantes
de aminoacido

T4 EGF fundido diretamente ao terminal C de CT-B

TS EGF fundido ao terminal C de CT-B e separado de CT-B por 3 ligantes
de aminoacido

T6 EGF fundido ao terminal C de CT-B e separado de CT-B por 5 ligantes
de aminoacido

E2 EGF de comprimento total em ambos os terminais de CT-B, cada qual separado
do CT-B por 3 ligantes de aminoacido

B2

EGF truncado (por exemplo, a sequéncia de EGF de Cys6 a Cys31) em ambos
os terminais de CT-B, cada qual separado do CT-B por 3 ligantes de aminoacido

FIG. 17
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a) mTGF-Betal
HHHHHHIEGRTPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIF

SYTESLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQOHIDSQKKA
IERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMAN
SSGALDTNYCFSSTEKNCCVROLYIDFRKDLGWKWI
HEPKGYHANFCLGPCPYIWSLDTQYSKVLALYNOQHN
PGASASPCCVPOALEPLPIVYYVGRKPKVEQLSNMIV
RSCKCS

) mFGF2
HHHHHHIEGRTPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIFSYTE
SLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKAIERM
KDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMANSSGP
ALPEDGGAAFPPGHFKDPKRLYCKNGGFFLRIHPDGR
VDGVREKSDPHVKLQLQAEERGVVSIKGVCANRYLA
MKEDGRLLASKCVTEECFFFERLESNNYNTYRSRKYS
SWYVALKRTGOYKLGSKTGPGOQKAILFLPMSAKS

) mHGF
HHHHHHQKKRRNTLHEFKKSAKTTLTKEDPLLKIKT
KKVNSADECANRCIRNRGFTFTCKAFVFDKSRKRCY
WYPFNSMSSGVKKGFGHEFDLYENKDYIRNCIIGKGG
SYKGTVSITKSGIKCQPWNSMIPHEHSFLPSSYRGKDL
QENYCRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDIPQCSGG
SGGTSGGGGSGGTPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIFS
YTESLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKAI
ERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMAN

d  mIGF-172 FIG. 28
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d)

HHHHHHIEGRTPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIF
SYTESLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKA
IERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMAN
SSCGGPETLCOCAERELVDALOFVOOGPROEYENKPTOYGSS
[RRAPOQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKPTKAA
GOSAYGQPOQETLUGQOUGELYVDTLOFVOSDRGFYEFSRESSR
ANREBSRGIVEECCEFRSCDLA LEETYCUATPAKSE

e) mVEGF-A/C
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PSCVPLIMRCAGCCNDEALECVPTSESNITMOQIMRIKP
HOSOHIGEMSFLOHSRCECRPKKTEILKSIDNEWRKTOQ
CMPREVCIDVGKEFGAATNTFFKPPCVSVYRCGGCCNS
EGLOCMNTSTGYLSKTLFEITVPLSOGPKPVTISFANHT
SCRCMS
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a) HuTGF-Betal
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LYNOQOHNPGASAAPCCVPQALEPLPIVYYVGRKPKVE
QLSNMIVRSCKCSGGSGGTSGGGGGSGTPYNITDLCA
EYHNTQIHTLNDKIFSYTESLAGKREMAIITFKNGATFQ
VEVPSQHIDSQKKAIERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWN
NKTPHAITAAISMAN

b) Hu-TGF-Beta-R2
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Ligagao dos soros do Grupo 2 a uma diluicdo de 1/100 a rhEGF
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a)

Ligagao dos soros do Grupo 3 a uma dilui¢do de 1/100 a rHu-EGF
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a)

Ligagao dos soros do Grupo 3 a uma diluicdo de 1/100 a rHu-IGF
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Ligagao dos soros do Grupo 3 a uma diluicao de 1/8 a rHu-IGF
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Ligagao dos soros do Grupo 4 a uma diluicao de 1/100 a rHu-EGF
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a)
Ligagao dos soros do Grupo 4 a uma diluicdo de 1/100 a rHu-IGF

1.2 7
1.0 1 EE Pré-imune =
= Pés-imune
c
o 08 T
s
<
®© _
5 087
C B
«@
2
o) 0.4 1
[%2]
e
<
0.2 1
00 T .I | |.‘-: o T =
172 173 174 175 176 177
Camundongo
b)

Ligagao dos soros do Grupo 4 a uma diluicado de 1/8 a rHu-IGF

1.4 4

121 | mmcois
T Col 24

1.0 A

0.8 1

0.6 1

Absorbancia 450 nm

0.4 ~

0.2 1

T _I[""'i .I T -I T
172 173 174 175 176 177
Camundongo

0.0

FIG. 39



Absorbancia 450 nm

39/43

Ligacao dos soros do Grupo 5 a uma diluicao de 1/100 a rHu-IGF
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a)
Ligacao dos soros do Grupo 4 a uma diluicao de 1/100 a rHu-IGF
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Ligacao dos soros do Grupo 4 a uma diluigéo de 1/8 a rHu-IGF

3.5 1

I Pré-imune
3.0 4 Pés-imune

2.5

2.0 A

1.5 4

1.0 4

Absorbancia 450 nm

0.5 1

3

i

i i ==
T T T

0.0 -k
184 185 186 187 188 189

Camundongo

FIG. 41



41/43

. s o W) __\,_\-c'lr;].\“““.. -\;‘:\3.\ ’ . %
- OH Ho N
. S e s 3

FIG. 42



42/43

R N R S

FIG. 43



43/43

amero

CTB pent

~

omero

CTBmon

FIG. 44



