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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "VACINA DE
PEPTIDEO FOXP3".

Campo Técnico
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério
US 60/878.615 depositado em 3 de janeiro de 2007, e do Pedido Provisorio
US 60/896.472 depositado em 22 de margo de 2007, cujo teor de cada um

deles & aqui incorporado a titulo de referéncia, na integra.

A presente invengao refere-se ao campo da ciéncia biol6gica,
mais especificamente ao campo de terapia de cancer. Em particular, a pre-
sente invengao refere-se a peptideos Foxp3 que sdo extremamente eficazes
como vacinas contra cancer, e farmacos para tratar e prevenir tumores.

Antecedentes da Invencao
Foi demonstrado que linfécitos T citotéxicos CD8+ (CTLs) reco--

nhecem peptideos de epitopo derivados de antigenos associados a tumor
(TAAS) apresentados na molécula MHC da classe |, e entdo matam as célu-
las do tumor. Desde a descoberta da familia MAGE como o primeiro exem-
plo de TAAS, muitos outros TAAS foram descobertos usando-se abordagens
imunolégicas (Boon T, Int J Cancer 54: 177-80, 1993; Boon T et al., J Exp
Med 183: 725-9, 1996; van der Bruggen P et al., Science 254: 1643-7, 1991;
Brichard V et al., J Exp Med 178: 489-95, 1993; Kawakami Y et al., J Exp
Med 180: 347-52, 1994), e alguns deles estdo agora no processo de desen-
volvimento quimico como alvos de imunoterapia.

A identificacdo de novos TAAs, que induzem imunorrespostas
antitumorais potentes e especificas, garantem desenvolvimento adicional de
aplicacdes clinicas de estratégia de vacinagdo com peptideos em varios ti-
pos de cancer (Harris CC, J Natl Cancer Inst 88: 1442-5, 1996; Butterfield LH
et al., Cancer Res 59: 3134-42, 1999, Vissers JLM et al., Cancer Res 59:
5554-9, 1999; Van der Burg SH et al., J Immunol 156: 3308-14, 1996; Tana-
ka F et al., Cancer Res 57: 4465-8, 1997; Fujie T et al., Int J Cancer 80: 169-
72, 1999; Kikuchi M et al., Int J Cancer 81: 459-66, 1999; Oiso M et al., Int J

Cancer 81: 387 a 94, 1999).
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Varios tipos de imunoterapia especifica para antigenos tém sido
realizados, contudo, baixa eficacia clinica tem sido obtida até agora em ter-
mos de dbvia regressao de tumor (Rosenberg SA et al., Nat Med 10:909-15,
2004). Uma das principais razées é a imunorresposta pobre de linfocitos infil-
trados no tumor (TIL) e linfécitos sanguineos periféricos (PBL) de pacientes
com cancer em estagio avangado (Miester S et al.,, J Immunol 136: 1899-
907, 1986). Essa imunossupressdo induzida por tumor € a razao para as
fracas respostas a antigenos tumorais (Young RC et al., Am J Med 52: 63-8,
pobre proliferagéo de células T (Alexander JP ef al., Cancer Res 53: 1380-7,
1993), perda de produgdo de citocina (Horiguchi S et al., Cancer Res 59:
2950-6, 1999), e transdugéo de sinais defeituosos de células T e células as-
sassinas naturais (Kono K et al., Clin Cancer Res 11: 1825-8, 1996, Kiess-
ling R et al., Cancer Immunol Immunother 48: 353-62, 1999).

Para aperfeicoar a eficacia clinica para imunoterapia, & impor-
tante superar o efeito de fatores imunossupressivos ihduzidos por tumores.
Tolerancia imunolégica e protecdo de autoimunidade sdo conferidas por me-
canismos centrais e periféricos incluindo delegao clonal de células T autor-
reativas no timo e a inducéo de anergia mediante encontro com autoantige-
nos na periferia. Recentemente, foi esclarecido que células T reguladoras (T-
regs), caracterizadas por coexpressdo de marcadores CD4 e CD25, séao
uma populagao funcionalmente tnica de células T e funcionam para manter
a homeostasia imune (Sakaguchi S et al., J Immunol. 155: 1151-64, 1995,
Dieckmann D et al., J Exp Med 193: 1303-10, 2001). Células T-reg represen-
tam um dos maiores realizadores de supressao dos varios tipos de imunor-
resposta (Miescher S et al., J Immunol 136: 1899-907, 1986; Young RC et
al., Am J Med 52: 63-72, 1972; Alexander JP et al., Cancer Res 53: 1380-7,
1997; Horiguchi S et al., Cancer Res 59: 2950-6, 1999; Kono K et al., Clin
Cancer Res 11: 1825-8, 1996; Kiessling R et al., Cancer Immunol Immuno-
ther 48: 353-62, 1999).

Embora as interacdes moleculares e vias sinalizadoras que sao
criticas para a geracgao e fungéo das T-regs nao estejam ainda inteiramente

elucidadas, T-regs requerem a escurfina, fator de transcricao "Forkhead"
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(Foxp3; SEQ ID NO: 2), codificada pelo gene de Foxp3 (GenBank, Acesso
N° NM_014009; SEQ ID NO: 1), que controla seu desenvolvimento e propri-
edades reguladoras (Fontenot JD et al., Nat Immunol 4: 330-6, 2003, Hori S
et al., Science 299: 1057-61, 2003, Khattri R et al., Nat Immunol 4: 304-6,
2003). Ainda, vacinagédo de camundongos com células dendriticas transfec-
tadas com mRNA de Foxp3 elicitou um resposta de CTL especifica de Foxp3
(Smita N et al., Cancer Res. Jan 1;67(1):371-80, 2007).

Assim, Foxp3 serve como alvo para imunoterapia de cancer e,
além disso, peptideos parciais da proteina codificada por Foxp3 servem co-
mo antigenos reconhecidos por CTL.

SUMARIO DA INVENCAO
Para aperfeicoar a eficacia clinica para imunoterapia, € impor-

tante superar os fatores imunossupressivos induzidos por tumor. Verificou-se
que T-reg é um dos maiores realizadores de supressao dos varios tipos de
imunorresposta. Portanto, é crucial desenvolver a vacina direcionando Foxp3
gue é expresso em T-reg para superar a imunossupressao induzida por T-
reg. '

A presente invengéo é baseada, pelo menos em parte, na identi-
ficacso de peptideos de epitopo do produto génico de Foxp3, que elicitam
linfocitos citotoxicos (CTLs) especificos para os peptideos Foxp3 correspon-
dentes ou epitopos. Células Mononucleares Sanguineas Periféricas (PBMC)
de doador saudavel foram estimuladas usando-se peptideos-candidatos de
ligacdo de HLA-A*24 e HLA-A*02 de Foxp3. Foi demonstrado que esses
peptideos sdo peptideos de epitopos restritos a HLA-aA24 ou HLA-AO2 que
podem induzir imunorrespostas potentes e especificas contra Foxp3 expres-
so em T-regs.

Por conseguinte, a presente invengéo proporciona métodos para
regular imunossupressao, cujos métodos compreendem a etapa de adminis-
trar polipeptideos Foxp3 da invengao. Anti-imunossupressao (isto e, reverter
ou contrapor-se a imunossupressao), por exemplo, de linfécitos T citotoxi-
cos, & induzida pela administragéo dos polipeptideos Foxp3. Assim, a pre-

sente invencéo proporciona métodos para induzir anti-imunossupressao,
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cujos métodos compreendem a etapa de administrar os polipeptideos Foxp3,
bem como agentes farmacéuticos para regular a imunossupressao, compre-
endendo os polipeptideos Foxp3.

Em um aspecto, a invengao proporciona peptideos, em que os
peptideos compreendem ou consistem em uma sequéncia de aminoacidos
que consiste em SEQID N*:3a 5,7 a9, 12, 15 a 19, 22, 24, 17-30, 37-67
ou 74.

Em um outro aspecto, a invencdo proporciona peptideos tendo
indutividade de células T citotoxicas, em que o peptideo compreende ou
consiste na sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo de:

(a) SEQIDNOs:3a5,7a9,12,17,670u74; e

(b) SEQIDNOs:3a5,7a09, 12, 17,67 ou 74, em que 1, 2, ou
varios aminodacidos sdo substituidos ou adicionados.

Em um outro aspecto, a invengdo proporciona peptideos tendo
indutividade de células T citotoxicas, em que o peptideo compreende a se-
guéncia de aminoacidos selecionada de:

(a) SEQ ID NOs: 15a 19, 22, 24,27 a30,0u 37, e
(b) SEQ ID NOs: 15 a 19, 22, 24, 27 a 30, ou 37, em que 1, 2 ou varios ami-
noacidos sao substituidos ou adicionados.

Com respeito as modalidades, em algumas modalidades, 0 se-
gundo aminoacido da terminacao N é fenilalanina, tirosina, metionina ou trip-
tofano. Em algumas modalidades, o aminoacido na terminagao C é fenilala-
nina, leucina, isoleucina, triptofano ou metionina. Em algumas modalidades,
o segundo aminoacido na terminagéo N é leucina ou metionina. Em algumas
modalidades, o aminoacido na terminagao C é valina ou leucina. Por exem-
plo, o peptideo substituido compreende a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 95, 97 ou 98.

A invengao proporciona ainda composi¢des que compreendem
peptideos Foxp3 da invengdo ou polinucleotideos que codificam os pepti-
deos Foxp3 da invengédo, e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente a-

ceitavel. Em algumas modalidades, as composigbes sao formuladas para

serem administradas como uma vacina.
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As composig¢des podem compreender um peptideo ou uma plu-
ralidade de diferentes peptideos Foxp3 da invencdo. As composigcdes sao
uteis para inibir células T-reg, por exemplo, inibir a proliferagao ou suprimir a
funcéao de uma célula T-reg. |

Em algumas modalidades, as composi¢cdes compreendem um
ou mais peptideos Foxp3 que elicitam uma imunorresposta que inibe as cé-
lulas T-reg em um paciente cujo antigeno HLA & HLA-A24. Em algumas mo-
dalidades, as composicbes compreendem um ou mais peptideos Fox3p que
elicitam uma imunorresposta que inibe as células T-reg em um paciente cujo
antigeno HLA é HLA-AQ2.

Em um outro aspecto, a invengéo proporciona composigoées que
compreendem um polinucleotideo que codifica um peptideo Foxp3. Em al-
gumas modalidades, as composi¢ées compreendem uma pluralidade (isto €,
dois ou mais) de polinucieotideos que codifica uma pluralidade de peptideos
Foxp3 da invengdo. Em algumas modalidades, as composi¢des compreen-
dem um polinucleotideo que codifica uma pluralidade de peptideos Foxp3 da
invencao. '

Em algumas modalidades, as composi¢cdes compreendem um
outro peptideo que tem a capacidade de induzir células T citotéxicas contra
células cancerosas ou um outro polinucleotideo que codifica o outro pepti-
deo.

Em um outro aspecto, a invengao proporciona um exossoma que
apresenta sobre sua superficie um complexo que compreende um antigeno
HLA e um peptideo Foxp3 da invengdo. Em algumas modalidades, o antige-
no HLA é selecionado do grupo que consiste em HLA-A24, HLA-A2402,
HLA-A02 e HLA-A0201.

Em um aspecto relacionado, a invengao proporciona metodos
para o tratamento de cancer (por exemplo, reduzir o crescimento de células
de tumor, promovendo a morte das células do tumor) por administragcéo a
um individuo de um peptideo Foxp3 ou um polinucleotideo que codifica um

peptideo Fox3peptideo.
Em um outro aspecto, a invengéo proporciona métodos para in-
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duzir células que apresentam antigeno tendo alta indutividade de células T
citotoxicas por administragdo de um peptideo Foxp3 da invengao ou um po-
linucleotideo que codifica o peptideo Foxp3.

Em um outro aspecto, a invencéo proporciona um método para
induzir células T citotdxicas por administragdo de um peptideo Foxp3 da in-
vengéo ou um polinucleotideo que codifica o peptideo Foxp3.

Em um aspecto relacionado, a invengao proporciona uma celula
T citotdxica isolada, que é induzida por um peptideo Foxp3 da invengao.

Em um outro aspecto, a invengao proporciona uma célula apre-
sentadora de antigeno, que compreende um complexo formado entre um
antigeno HLA e um peptideo Foxp3 da invengdo. Em algumas modalidades,
a célula que apresentadora de antigeno é isolada.

Em um outro aspecto, a invengao proporciona métodos para re-
gular células T-reg em um paciente que compreende administrar ao paciente
uma vacina que compreende um peptideo Foxp3 da invengédo ou um frag-
mentd imunologicamente ativo do peptideo, ou um polinucleotideo que codi-
fica peptideo. -

Na pratica dos métodos de tratamento, o individuo ou paciente
pode ser um humano. E para ser entendido que tanto o sumario da invengéo
acima como a descricdo detalhada a seguir sdo modalidades exemplifica-
das, e nao restritivas da invencao ou outras modalidades alternadas da in-
vencao.

Breve Descricdo dos Desenhos

[Figura 1] A figura 1 exibe fotografias que mostram os resultados
do ensaio IFN-gama ELISPOT em CTLs que foram induzidos com peptideos
derivados de Foxp3. Na figura 1A, os CTLs nos numeros de pogos n° 2 e 7
estimulados com Foxp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3), n°® 1 e n® 6 com Foxp3-
A24-9-366 (SEQ ID NO: 7), n° 5 com Foxp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9), e n°
7 com Foxp3-A24- 10-87 (SEQ ID NO: 67), e com Foxp3-A24- 10-60 (SEQ
ID NO: 74) mostraram produgéo potente de IFN-gama em comparagao com
o controle. Na figura 1B, os CTLs no nimero de pogo n° 4 estimulados com
Foxp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4), n° 6 com Foxp3-A24-9-332 (SEQ ID NO
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5), n°® 6 com Foxp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8), e n°® 1 com Foxp3-A24-10-|
14 (SEQ ID NO: 12) mostraram produgéo potente de IFN-gama em compa-
racao com o controle.

[Figuras 2A-B] A figura 2 exibe fotografias que mostram os resul-
tados do ensaio IFN-gama ELISPOT em CTLs que foram induzidos com
peptideos derivados de Foxp3. Na figura 1A, os CTLs no nimero de pogo n°
2 estimulados com Foxp3-A2-9-390 (SEQ ID NO 15), n® 2 com Foxp3-A2-9-
69 (SEQ ID NO 16), n° 6 com Foxp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17), n°® 4 com
Foxp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22), n° 7 com Foxp3-A2-263 (SEQ ID NO:
24), e n° 2 e n° 5 com Foxp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27) mostraram produ-
cao potente de IFN-gama em comparagdo com o controle. Na figura 2B, os
CTLs em todos os pocos estimulados com Foxp3-A2-10-233 (SEQ ID NO:
28), nimeros de pogo n° 6 e n° 7 com Foxp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29), n°
5 com Foxp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30), e n° | com Foxp3-A2-10-246 (SEQ
ID NO: 37), e com Foxp3-A2-10-94 (SEQ ID NO 27) mostraram produgéo
potente de IFN-gama em comparagdo com o controle.

[Figura 2C] Na figura 2C, os CTLs em nimeros de pogos n° 1, n°
2,n°4,n°5,n°7,n°9, n° 11 e n° 12 com Foxp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),
n° 5 e n° 11 com Foxp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19), n°® 7 com Foxp3-A2-9-68
(SEQ ID NO 7) e n®° 12 com Foxp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17) mostraram
producéo potente de IFN-gama em comparagdo com o controle.

[Figura 3A-D] A figura 3 mostra que as células nas células positi-
vas foram expandidas e realizaram o ensaio IFN-gama ELISA. Nas figuras
3A, B e C, as linhas de CTLs estimulados com Foxp3-A02-9-252 (SEQ ID
No: 17) (diamante completo) mostraram produgéo potente de IFN-gama em
comparagdo com o controle (quadrado completo).

[Figura 3E-G] Na figura 3E, as linhas de CTLs estimulados com
Foxp3-A24-10-60 (SEQ ID NO: 74) (diamante completo) mostraram produ-
¢éo potente de IFN-gama em comparagao com O controle (quadrado com-
pleto). Na figura 3F, as linhas de CTLS estimulados com Foxp3-A02-10-94
(SEQ ID NO: 270 (diamante completo) mostraram produgéo potente de IFN-
gama em comparagéo com o controle. Na figura 3F, as linhas de CTLS esti-
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mulados com Foxp3-A02-10-94 (SEQ ID NO: 27) (diamante completo) mos-
traram producgao potente de IFN-gama em comparacédo com o controle (qua-
drado completo). Na figura 3G, as linhas de CTLs estimulados com Foxp3-
A24-10-87 (SEQ ID NO: 67) (diamante completo) mostraram produgédo po-
tente de IFN-gama em comparagéo com o controle (quadrado completo).

[Figura 4] A figura 4 mostra a atividade especifica de CTL contra
as células-alvo endogenosamente expressando Foxp3 e HLA-A*02 ou 24.
Nas figuras 4A e B, as linhas de CTLs produzidos por Foxp3-A02-9-390
(SEQ ID NO: 15) e Foxp3-A02-9-252 (SEQ ID NO: 17) mostraram alta ativi-
dade especifica de CTL contra 293T que transfectou tanto Foxp3 como HLA-
A02. Por outro lado, ndo mostrou atividade especifica de CTL significante
contra os controles. Na figura 4C, as linhas de CTLs produzidos por Foxp3-
A02-9-252 (SEQ ID NO: 17) mostraram atividade especifica de CTL contra
293T que transfectou tanto Foxp3 como HLA-A-24. Por outro lado, ndo mos-
trou atividade especifica significante de CTL contra os controles.

[Figura 5] A figura 5 mostra analise in vivo da imunogenicidade
de peptideo Foxp-252_h e Foxp3-252_m. Peptideos conjugado com IFA ou
IFA sozinho foram inhetados s.c. em camundongos BALB/c nos dias O e 7.
No dia 14, esplendcitos de camundongos vacinados foram coletados e usa-
das como células respondedoras. 1 x 10* de células RLmale1 pulsadas com
peptideo correspondente (quadrado completo), e sem peptideo (quadrado
aberto) foram usadas como células estimuladoras paravo ensaio IFN-gama
ELISPOT. Vacinacao usando Foxp3-252_h (A) e Foxp3-252_m (B) foi reali-
zada em cinco camundongos (M1-M5) e IFA sem injecdo de peptideo foi
realizada em trés camundongos (N1-N3) como controle em cada ensaio.

[Figura 6] figura 6 mostra efeitos antitumorais in vivo da vacina-
¢@o usando peptideo de epitopo Foxp3. 1 X 10° de linhagens de células 4T1
de cancer da mama foram injetadas em camundongos BALB/c no dia 0. IFA-
conjugado com Foxp3-252_h (-circulo aberto-), Foxp3-252_m (-quadrado
completo-), nenhum peptideo (-triangulo-) foi injetado nos dias 3 e 10. Como
controle do crescimento tumoral, camundongos nao-vacinados (—x-) foram

também preparados neste ensaio. Foi observada uma diferenga significante
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de supressao de crescimento de tumor com a vacinacgéo de peptideo de epi-
topo Foxp3. *, P<0,01; **, P<0,005.

[Figura 7A-B] figura 7 mostra ensaio para afinidade de substitui-
¢oes Foxp3-9-252 com a molécula HLA. Na figura 72, CTLs induzidos com
Foxp3-9-252-WT reconheceram as células apresentando o peptideo Foxp3-
9-252-9V na molécula de HLA-A2. Ensaio de IFN-gama ELISPOT foi reali-
zada usando-se linhagem de CTL induzidas com peptideo Foxp3-9-252-WT
como células respondedoras e células T2 pulsadas com peptideo Foxp3-9-
252-WT ou Foxp3-9-252-9V como células estimuladoras, respectivamente.
Células T2 sem pulso de peptideo foram preparadas como controle. Na figu-
ra 7B, Foxp3-9-252-9V e Foxp3-9-252-WT mostraram afinidade similar com
a molécula HLA-A2. Ensaio de IFN-gama ELISA foi realizado usando-se a
linhagem CTL induzida com a linhagem CTL induzida com peptideo Foxp3-
9-252-WT como células respondedoras (1 x 10° células/pogo) e células T2
pulsadas com peptideo Foxp3-9-952-WT (-circulo completo-), Foxp3-9-252-
9V (-circulo aberto-) ou HIV-A02 (-triangulo completo-) como células estimu-
ladores (1x10* células/poco). Pulso de peptideo de células estimuladoras foi
conduzido a 37°C, por 2 horas, em cada tipo de peptideo e concentragéo de
peptideo.

[Figura 7C-D] Na figura 7C, CTLs poderiam ser induzidos por
estimulo com molécula HLA-A2 direcionada com substituicées de Foxp3-9-
252 para molécula HLA-A2 direcionada. CTLs para todos os peptideos subs-
tituidos para molécula HLA-A2 foram gerados do modo descrito em "Materi-
ais e Métodos". As células nos niumeros de pogo 3 e 7 estimuladas com
Foxp3-9-252-3M, o nimero de pogco 7 com Foxp-9-252-3L e o numero de
poco 8 com Foxp3-9-952-9V mostraram producdo de IFN-gama em compa-
racdo com o controle. Na figura 7D, CTLs gerados com Foxp3-9-252-9V re-
conhecem as células estimuladoras revestidas com o peptideo Foxp3-9-252-
WT. A linhagem de CTL induzida com o peptideo Foxp3-9-252-9V foi usada
como células respondedoras. Células T2 incubadas com Foxp3-9-252-9V (-
circulo completo-) ou o peptideo Foxp3-9-252-WT (-circulo aberto-) e sem
qualquer peptideo (-quadrado aberto-) foram usadas como células estimula-
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10

doras neste ensaio.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

I. Definicbes
As palavras "um", "uma", "o" e "a" conforme usadas aqui signifi-

cam "pelo menos um", a menos que de outro modo especificamente indica-
do.

Os termos "polipeptideo”, "peptideo” e "proteina" s&o usados
intercambiavelmente aqui com referéncia a um polimero de residuos de a-
minoacidos. Os termos se aplicam aos polimeros de aminoacidos nos quais
um ou mais residuos de aminoacidos sdo um residuo modificado, ou um re-
siduo nao-natural, tal como um mimético quimico artificial de um aminoacido
natural correspondente, bem como polimeros de aminoéacidos naturais.

O termo "aminoacido", como usado aqui, refere-se a aminoaci-
dos naturais e sintéticos, bem como analogos de aminoacidos e mimeticos
de aminoacidos que funcionam de modo similar aos aminoacidos naturais.
Aminoacidos naturais sdo aqueles codificados pelo cédigo genético, bem
como aqueles modificados depois da tradugdo em células (por exemplo, hi-
droxiprolina, gama-carboxiglutamato, e O-fosfosserina). A expressao "analo-
go de aminoacido" refere-se a compostos que tém a mesma estrutura quimi-
ca basica (um carbono alfa ligado a um hidrogénio, um grupo carboxi, um
grupo amino, e um grupo R) como um aminoacido natural, mas tém um gru-
po R modificado ou cadeias principais modificadas (por exemplo, homosse-
rina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfénio). A expres-
s3ao "mimético de aminoacido"” refere-se a produtos quimicos que tém estru-
turas diferentes, mas fungdes similares aos aminoacidos gerais.

Aminoacidos sdo referidos aqui por seus simbolos de trés letras
comumente conhecidos ou os simbolos de uma letra conforme recomenda-
¢ao da IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission.

Os termos "gene", "polinucleotideos”, "nucleotideos" e "acidos
nucleicos" sdo usados intercambiavelmente aqui a menos que de outro mo-
do especificamente indicado e sao, de forma similar aos aminoacidos, referi-

dos aqui por seus codigos de letra unica, comumente aceitos.
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A menos que de ouro modo definido, todos os termos técnicos e
cientificos usados aqui ttm o mesmo significado conforme comumente en-
tendido por aquele versado na técnica a qual essa invengéao pertence. No

caso de conflito, o presente relatorio descritivo, incluindo definigbes, contro-
lara.

Il. Peptideos
Para demonstrar que os peptideos derivados de Foxp3 funcio-

nam como antigeno reconhecido por células T citotéxicas (CTLs), na presen-
te invencgao, peptideos que sio subsequéncias de Foxp3 foram analisadas
quanto a se eles sdo epitopos de antigeno restritos por HLA-A24 ou HLA-
A02, que s&o alelos HLA comuns no mundo (Date Y et al,, Tissue Antigens
47: 93-101, 1996; Kondo A et al., J Immunol 155: 4307-12, 1995; Kubo RT et
al., J Immunol 152: 3913-24, 1994). Candidatos de peptideos de ligagéo de
HLA-A24 e HLA-A02 que sao subsequéncias de Foxp3 foram identificados
usando-se a informacdo sobre suas afinidades de ligagdo com HLA-A24 e
HLA-A02. Depois da estimulagao in vitro das células T por células dendriti-
cas (DCs) carregadas com esses peptideos, CTLs foram estabelecidos com
sucesso usando-se:

Foxp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),

Foxp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),

Foxp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9),

Foxp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4),

Foxp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),

Foxp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),

Foxp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),

Foxp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),

Foxp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 16),

Foxp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17),

Foxp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22),

Foxp3-A2-10-263 (SEQ ID NO: 24),

Foxp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27),

Foxp3-A2-10-233 (SEQ ID NO: 28),
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Foxp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29),

Foxp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30),

Foxp3-A2-10-246 (SEQ ID NO: 37),

Foxp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),

Foxp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19), Foxp3-A24- 10-87 (SEQ ID NO: 67) e
Foxp3-A24- 10-60 (SEQ ID NO: 74).

Esses CTLs estabelecidos mostraram potente atividade especi-
fica de CTL contra as células-alvo pulsadas com peptideo. Esses resultados
sdo consistentes com a conclusdao que Foxp3 é um antigeno reconhecido
por CTL e que:

Foxp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),
Foxp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),
Foxp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9),
Foxp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4),
Foxp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),
Foxp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),
Foxp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),
Foxp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),
Foxp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 16),
Foxp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17),
Foxp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22),
Foxp3-A2-10-263 (SEQ ID NO: 24),
Foxp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27),
Foxp3-A2-10-233 (SEQ ID NO: 28),
Foxp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29),
Foxp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30),
Foxp3-A2-10-246 (SEQ ID NO: 37),
Foxp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),
Foxp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19),
Foxp3-A24-10-87 (SEQ ID NO:67) e
Foxp3-A24-10-60 (SEQ ID NO: 74) sdo peptideos de epitopo restritos por
HLA-A24 e HLA-A2. Ja que Foxp3 é expresso na maioria dos pacientes com
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cancer e esta associado a imunossupressao induzida por fatores imunossu-
pressivos devido a tumores, Foxp3 é um bom alvo para imunoterapia para
promover a eficacia clinica de imunoterapia especifica de antigeno contra
cancer.

Assim, a presente invengdo proporciona nonapeptideos (pepti-
deos que consistem em nove residuos de aminoacidos) e decapeptideos
(peptideos que consistem em dez residuos de aminoacidos). Os peptideos
Foxp3 da inVengéo se ligam a uma molécula de HLA e induzem atividade
citotoxica em linfocitos T citotoxicos (CTLs). Mais especificamente, a inven-
cao proporciona peptideos que consistem na sequéncia de aminoacidos se-
lecionada do grupo de SEQIDN%;3a5,7a9, 12, 15a 19, 22, 24, 27 a 30,
37,67 ou 74.

Geralmente, programas de software agora disponiveis na Inter-
net, tais como aqueles descritos por Parker KC. Et al, J Immunol. Janeiro de
1994 1:152(1):163-175, podem ser usados para calcular as afinidades de
ligacdo entre varios peptideos e antigenos HLA em silico. Afinidade de liga-
¢ao com antigenos HLA pode ser avaliada in vitro conforme descrita, por
exemplo, por Parker KC. et al, J Iimmunol. 1994 Jan |;152(I):163-75; Nukaya
I. et al, Int J Cancer. 1999 Jan 5;80(1):92-7; Kuzushima K, et al.( (2001) Blo-
0d.;98(6):1872-81; Journal of Immunological Methods, 1995, 185: 181-190;
Protein Science, 2000, 9: 1838-1846).

Além disso, os peptideos Foxp3 da presente invengao podem
ser flanqueados com residuos de aminoacidos adicionais desde que o pepti-
deo Foxp3 retenha suas indutividade de CTL. Tais peptideos com indutivi-
dade de CTL podem ser menos que cerca de 40 aminoacidos, por exemplo,
menos que cerca de 20 aminoacidos, por exemplo, menos que cerca de 15
aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos flanqueando os peptideos que
consiste na sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo de SEQ ID
NOs:3a5,7a9, 12, 15a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 e 74 nao e limitada e
pode ser composta por qualquer tipo de aminoacidos desde que nao iniba a
indutividade de CTL do peptideo. Assim, a presente invencao proporciona

também peptideos tendo indutividade de CTL, que compreende a sequéncia
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de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 3a 5, 7
a9 12, 15a19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 e 74.

Geralmente, é sabido que modificagbes de um ou mais aminoa-
cidos em uma proteina nao influenciam a fungédo da proteina, ou, em alguns
casos, ainda intensifica, a funcdo desejada da proteina original. De fato, pep-
tideos modificados (isto &, peptideos compostos de uma sequéncia de ami-
noacidos modificada por substituicdo ou adigdo de um, dois ou varios resi-
duos de aminoacidos para uma sequéncia de referéncia original) tém sido
conhecidos por reterem a atividade biolégica do peptideo original (Mark et
al., Proc Natl Acad Sci USA 81: 5662-6, 1984; Zoller e Smith, Nucleic Acids
Res 10: 6487-500, 1982; Dalbadie- McFarland et al., Proc Natl Acad Sci USA
79: 6409-13, 1982). Assim, de acordo com uma modalidade da invengao, o
peptideo tendo indutividade de CTL da presente invengéo pode ser compos-
ta dos aminoacidos que compreendem a SEQ ID NOs: 3a 5,7 a9, 12,15 a
19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74, em que um ou mais aminoacidos sao adi-
cionados e/ou substituidos.

Aquele versado na técnica reconhecera que adigdes ou substitu-
ices individuais a uma sequéncia de aminoacidos, que alteram um aminoa-
cido simples ou uma pequena porcentagem de aminoacidos, resultam na
conservacdo das propriedades da cadeia lateral do aminoacido original; ela
é assim referida como "substituigdo conservativa" ou "modificagao conserva-
tiva", em que a alteragdo de uma proteina resulta em uma proteina com fun-
¢bes similares. Tabelas de substituicbes conservativas que proporcionam
aminoacidos funcionalmente similares sdo bem conhecidas da técnica. E-
xemplos de propriedades de cadeias laterais de aminoacidos sdo aminoaci-
dos hidrofébicos (A, I, L, M, F, P, W, Y, V), aminoacidos hidrofilicos (R, D, N,
C. E, Q, G, H, K, S, T), e cadeias laterais tendo os seguintes grupos funcio-
nais ou caracteristicas em comum: uma cadeia lateral alifatica (G, AV, LI
P); um grupo hidroxila contendo cadeia lateral (S, T, Y); uma cadeia lateral
contendo atomo de enxofre (C, M); um acido carboxilico e cadeia lateral con-
tendo amida (D, N, E, Q); uma cadeia lateral contendo bases (R, K, H); e

uma cadeia lateral contendo aromatico (H, F, Y, W). Além disso, os oito gru-
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pos seguintes contém, cada um, aminoacidos que sao substituicbes conser-
vativas um para o outro:

1) Alanina (A), Glicina (G);

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

3) Aspargina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e »

8) Cisteina (C), Metionina (M) (vide, por exemplo, Creighton, Proteins
(1984)).

Tais peptideos conservativamente modificados sé&o também
considerados como sendo peptideos da presente invencdo. Contudo, o pep-
tideo da presente invencao ndo esta restrito a esses e podem incluir modifi-
cacdes nao conservativas desde que o peptideo retenha a indutividade de
CTL. Além disso, os peptideos nao-modificados ndo excluem peptideos in-
duziveis por CTL de variantes polimérficas, homoélogos de interespécies, e
alelos de Foxp3.

Pode-se modificar (adicionar ou substituir) somente uma peque-
na quantidade (por exemplo, 1, 2 ou varios) ou uma pequena porcentagem
de residuos de aminoacidos enquanto € mantido o requisito de indutividade
de CTL (isto &, ativagcao de CTL). Aqui, o termo "varios" significa 5 ou me-
nos, ou, por exemplo, 3 ou menos. A percentagem de residuos de aminoaci-
dos modificados pode ser de 20% ou menos, por exemplo, 15% ou 10% ou
menos, por exemplo, 1 a 5% da totalidade da sequéncia de aminoacidos de
SEQIDNOs:3a5,7a9, 12,15 a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 e 74. Os pep-
tideos Foxp3 tendo pelo menos 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% de identidade de
sequéncia de aminoacidos com a totalidade das sequéncias identificadas
sao contemplados pela presente invencgdo. A identidade de sequéncia pode
ser avaliada usando-se qualquer algoritmo conhecido da técnica, por exem-

plo, BLAST, disponivel através do National Center for Biotechnology Infor-

mation (na rede em ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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Analise de homologia (isto é, identidade de sequéncias) dos pre-

sentes peptideos,
Foxp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),
Foxp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),
Foxp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9),
Foxp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4),
Foxp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),
Foxp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),
Foxp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),
Foxp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),

Foxp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 16),

Foxp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17),

Foxp3-A2- 10-359 (SEQ ID NO: 22),

Foxp3-A2- 10-263 (SEQ ID NO: 24),

Foxp3-A2- 10-94 (SEQ ID NO: 27),

Foxp3-A2- 10-233 (SEQ ID NO: 28),

Foxp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29),

Foxp3-A2- 10-77 (SEQ ID NO: 30),

Foxp3-A2- 10-246 (SEQ ID NO: 37),

Foxp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),

Foxp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19),

Foxp3-A24- 10-87 (SEQ ID NO: 67) e

Foxp3-A24- 10-60 (SEQ ID NO: 74) mostrou que eles nao tém homologia
significante com peptideos derivados de quaisquer outros produtos génicos
humanos conhecidos. Isso diminui a possibilidade de imunorrespostas des-
conhecidas ou indesejadas quando do uso para imunoterapia.

Quando busados em imunoterapia, os presentes peptideos serao
apresentados sobre a superficie de uma célula ou exossoma como um com-
plexo com um antigeno HLA. Portanto, os peptideos sido selecionados com
alta afinidade de ligacdo com o antigeno HLA além de sua indutividade de
CTL. Além disso, os peptideos podem ser modificados por substituicdo, adi-
céo e similares dos residuos de aminoacidos para obter uma alta afinidade
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de ligacédo. Alem dos peptideos que sao naturalmente exibidos, ja que a re-
gularidade (isto €&, consisténcia) das sequéncias dos peptideos exibidos por
ligacao aos antigenos HLA ja € conhecida (J Immunol 152: 3913, 1994; Im-
munogenetics 41: 178, 1995; J Immunol 155: 4307, 1994), modificagbes ba-
seadas em tal regularidade podem ser realizadas nos peptideos imunogéni-
cos da invengéo. Por exemplo, os peptideos que mostram alta afinidade de
ligacdo com HLA-A24 podem ter seu segundo aminoacido da terminacéo N
substituido com fenilalanina, tirosina, metionina, ou triptofano, e peptideos
cujo aminoacido na terminagdo C é substituido com fenilalamina, leucina,
isoleucina, triptofano, ou metionina tém utilidade também. Por outro lado, os
peptideos cujo segundo aminoacido da terminagdo N é substituido com leu-
cina ou metionina, e no qual o aminoacido na terminagdo C é substituido
com valina ou leucina podem ser usado como peptideos com alta afinidade
de ligagdo com HLA-AQO2. A substituigdo é realizada ndo somente nos ami-
noacidos da terminagcdo, mas também na posicdo de reconhecimento TCR
potencial de peptideos. Zaremba et al. demonstraram que as substituicoes
de aminoacidos no peptideo CPA1 pode ser igual ou melhor que o original
(Cancer Res. 57. 4570-4577, 1997). Por exemplo, o peptideo substituido
compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 95, 97 ou 98. A-
Iém disso, um ou dois aminoacidos podem ser também adicionados a termi-
nacédo N e/ou C dos peptideos. Tais peptideos modificados com alta afinida-
de de ligagdo com HLA sao também incluidos na presente invengao.
Contudo, quando a sequéncia de peptideos € idéntica a uma
porcdo da sequéncia de aminoacidos de uma proteina endégena ou exdoge-
na tendo uma fung¢do diferente, os efeitos colaterais, tais como disturbios
auto-imunes -ou sintomas alérgicos contra substancias especificas, podem
ser induzidos. Portanto, buscas por homologia podem ser realizadas usan-
do-se bases de dados disponiveis para evitar, reduzir ou minimizar situagdes
nas quais a sequéncia do peptideo emparelha com a sequéncia de aminoa-
cidos de uma outra proteina. Quando fica claro das buscas por homologia
que nao existe nenhum outro peptideo com uma diferenca de 1 ou 2 amino-

acidos para o peptideo objetivo, o peptideo objetivo por ser quificado de
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modo a aumentar a afinidade de ligagdo com antigenos HLA, e/ou aumentar
a indutividade de CTL sem qualquer perigo dos efeitos colaterais.

Os peptideos tendo alta afinidade de ligacdo para os antigenos
HLA conforme descritos acima serao altamente eficazes. Os peptideos-
candidato, que s&o selecionados de acordo com a presencga de alta afinida-
de de ligagdo como um indicador, podem ser também examinados quanto a
real presenga da indutividade de CTL. Aqui, a éxpresséo "indutividade de
CTL" indica a capacidade do peptideo de induzir CTLs quando apresentados
nas células apresentadoras de antigenos. Ainda, a "indutividade de CTL"
inclui a capacidade do peptideo de induzir a ativagao de CTL, proliferacao de
CTL, e aumentar a produgado de IFN-gama.

A confirmacgédo da indutividade de CTL pode ser obtida por indu-
¢ao de ceélulas apresentadoras de antigeno contendo antigenos MHC huma-
nos (por exemplo, linfécitos B, macréfagos, e células dendriticas), ou mais
espécificamente células dendriticas derivadas de leucécitos mononucleares
sanguineos periféricos, e depois da estimulacdo com peptideos, misturar
com células positivas para CD8, e entao medir o IFN-gama produzido e libe-
rado por CTL contra as células-alvo. Como o sistema de reagido, animais
transgénicos que foram produzidos para expressar um antigeno HLA huma-
no (por exemplo, aqueles descritos por BenMohamed L, Krishnan R, Long-
mate J, Auge C, Low L, Primus J, Diamond DJ, Hum Immunol 61(8): 764-79,
2000 Aug, Related Articles, Books, Linkout Induction of CTL response by a
minimal epitope vaccine in HLA A*0201/DRI transgenic mice: dependence on
HLA class Il restricted T(H) response) podem ser usados. Por exemplo, as
células-alvo podem ser radiomarcadas com *ICr e similares, e a atividade
citotdxica pode ser calculada a partir da radioatividade liberada das células-
alvo. Alternativamente, esta pode ser examinada por medi¢ao de IFN-gama
produzido e liberado por CTL na presenca de células apresentadoras de an-
tigeno que abrigam peptideos imobilizados, e visualizar a zona de inibigao
no meio usando anticorpos monoclonais anti-IFN-gama.

Como resultado do exame da indutividade de CTL. dos peptideos

conforme descricdo acima, aqueles tendo alta afinidade de ligagdo com um
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antigeno HLA néo tiveram, necessariamente, alta indutividade. Além disso,
nonapeptideos ou decapeptideos selecionados de peptideos compreenden-
do as sequéncias de aminoacidos indicadas pelas SEQ ID NOs: 3a 5,7 a9,
12, 15 a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74, mostraram particularmenie alta
indutividade de CTL bem como alta afinidade de ligacdo com um antigeno
HLA.

Além da modificaggdo mencionada acima dos presentes pepti-
deos, os peptideos da presente invengio podem ser ainda ligados a outras
substancias, desde que elas retenham a indutividade de CTL. Substancias
uteis incluem: peptideos, lipidios, acucar e cadeias de agucar, grupos aceti-
la, polimeros naturais e sintéticos, etc. Os peptideos podem conter modifica-
coes tal como glicosilacédo, oxidacao da cadeia lateral, ou fosforilagdo, desde
que as modificagdes nado destruam a atividade biolégica dos peptideos con-
forme descrigdo aqui. Esses tipos de modificacbes podem ser realizados
para conferir fungdes adicionais (por exemplo, funcado de alvejamento, e fun-
¢do de distribuigc&o) ou para estabilizar o polipeptideo.

Por exemplo, para aumentar a estabilidade in vivo de um poli-
peptideo, € conhecido da técnica se introduzir particularmente varios D-
aminoacidos Uteis, miméticos de aminoacidos ou aminocacidos nao-naturais;
esse conceito pode ser também adotado para os presentes polipeptideos. A

estabilidade de um polipeptideo pode ser ensaiada a partir de numerosas

~ formas. Por exemplo, peptidases e varios meios biologicos, tais como plas-

ma e soro humanos, tém sido usados para testar a estabilidade (vide, por
exemplo, Verhoef ef al., Eur J Drug Metab Pharmacokin 11: 291-302, 1986).
HI. Preparacéo dos Peptideos

Os peptideos da invengdo podem ser preparados usando-se
técnicas bem conhecidas. Por exemplo, os peptideos podem ser preparados

sinteticamente, por tecnologia de DNA recombinante ou sintese quimica. Os

peptideos da invencao podem ser sintetizados individualmente ou como pep-
tideos mais longos compreendendo dois ou mais peptideos (por exemplo,
dois ou mais peptideos Foxp3 ou um peptideo Foxp3 e um nao-peptideo

Foxp3). Os peptideos podem ser isolados isto &, purificados para serem
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substancialmente isentos de outras proteinas de células hospedeiras natu-
rais e fragmenios destas, por exemplo, pelo menos cerca de 70%, 80% ou

90% purificados.

Um peptideo da presente invengdo pode ser obtido através da

sintese quimica com base na sequéncia de aminoacidos selecionada. Por
exemplo, métodos de sintese de peptideos convencionais que podem ser
adotados para a sintese incluem:

(i) Peptide Synthesis, Interscience, New York, 1966;

(ii) The Proteins, Vol. 2, Academic Press, New York, 1976;

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

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

(v) Development of Pharmaceuticals (segundo volume) (em ja-
ponés), Vol. 14 (peptide synthesis), Hirokawa, 1991;

(vi) W099/67288; e

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

Alternativamente, os presentes peptideos podem ser obtidos
adotando-se quaisquer métodos de engenharia genética para produzir pep-
tideos (por exemplo, Morrison J. (1977) J. Bacteriology 132: 349-51; Clark-
Curtiss & Curtiss (1983) Methods in Enzymology (eds. Wu ef al) 101: 347-
62). Por exemplo, primeiramente, um vetor adequado abrigando um polinu-
cleotideo que codifica o peptideo objetivo em uma forma expressavel (por
exemplo, a jusante da sequéncia reguladora correspondente a um sequéncia
de promotores) é preparado e transformado em uma célula hospedeira . A
célula hospedeira é entao cultivada para produzir o peptideo de interesse.

Os peptideos podem ser também produzidos /n vitro adotando-se um siste-

ma de traducgao in vitro.

IV. Polinucleotideos
A presente invencao proporciona polinucleotideos que codificam

qualquer um dos peptideos mencionados acima da presente invencgéo. Es-

ses incluem polinucleotideos derivados do gene de Foxp3 natural e aqueles
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tendo uma sequéncia de nucleotideos conservativamente modificada destes.
Aqui, a frase "sequéncia de nucleotideos conservativamente modificada"
refere-se a sequéncias que codificam sequéncias de aminoacidos idénticas
ou essencialmente idénticas. Devido a degenerescéncia do codigo genético,
inumeros acidos nucleicos funcionalmente idénticos codificam qualquer pro-
teina dada. Por exemplo, os cédons GCA, GCC, GCG, e GCU codificam,
todos eles, o aminoacido alanina. Assim, em cada posigdo onde uma alanina
é especiﬁcada por um cédon, o cbédon pode ser alterado para qualquer um
dos codons correspondentes descritos, sem alterar o polipeptideo codifica-
do. Tais variagcbes de acidos nucleicos sdo "variagtes silenciosas", que sao

uma espécie de variagcbes modificadas conservativamente. Cada sequéncia

- de acidos nucleicos aqui que codifica um peptideo descreve também cada

variagao silenciosa possivel do acido nucleico. Aquele versado na técnica
reconhecera que cada cé6don em um Aacido nucleico (exceto AUG, que ordi-
nariamente o Unico coédon para metionina, e TGG, que é ordinariamente o
Unico codon para triptofano) pode ser modificado para produzir uma molécu-
la funcionalmente idéntica. Por conseguinte, cada variagéo silenciosa de um
acido nucleico que codifica um peptideo esta implicitamente descrito em ca-
da sequéncia descrita. ,

O polinucleotideo da presente invencao pode ser composto de
DNA, RNA e derivados dos mesmos. Um DNA é adequadamente composto
de bases, taiscomo A, T,C,eG. T é substituida por U em um RNA.

Os polinucleotideos de Foxp3 da presente invengao podem codi-
ficar peptideos Foxp3 multiplos da presente invengdo com ou sem a se-
quéncias de aminoacidos de intervencéo entre eles. Por exemplo, a sequén-
cia de aminoacidos de intervengao pode proporcionar um sitio de clivagem
(por exemplo, sequéncia de reconhecimento de enzima) do polinucleotideo
ou dos peptideos traduzidos. Além disso, os polinucleotideos podem incluir
quaisquer sequéncias adicionais a sequéncia de codificagéo do peptidec de
presente invencao. Por exemplo, os polinuclectideos pedem ser polinucleo-
tideos recombinantes que incluem sequéncias reguladoras requeridas para a

expressdo do peptidec. Em geral, tais polinuclectideos recombinantes po-
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dem ser preparados pela manipulagédo de polinucleotideos através de técni-
cas recombinantes convencionais usando, por exemplo, polimerase e endo-
nucleases.

Ambas as técnicas de sinteses quimicas e recombinantes po-
dem ser usadas para produzir os polinucleotideos da presente invencgao. Por
exemplo, os polinucleotideos podem ser amplificados usando-se técnicas de
PCR ou expressao em hospedeiros adequados (vide, por exemplo, Sambro-
ok et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, New York, 1989). Alternativamente, os polinucieotideoé podem ser
sintetizados por técnicas em fase solida, conforme descritas por Beaucage
S. L & lyer R.P., Tetrahedron 48: 2223-311, 1992; Matthes ef al.,, EMBO J 3:
801-5, 1984.

V. Agentes Farmacéuticos
Ja que Foxp3 foi identificado como uma molécula de célula regu-

ladora T (T-reg), cujas células funcionam para manter a homeostasia imune,

os peptideos Foxp3 ou polinucleotideos que codificam os peptideos Foxp3
desta invengdo podem ser usados para regular as células T-reg. Assim, a
presente invencao proporciona um agente farmacéutico para regular células
T-reg, gue compreendem um ou mais peptideos desta invencao, ou polinu-
cleotideos que codificam os peptideos como um ingrediente ativo.

Aqui, "reguladoras” das células T-reg indica modificar o estado
das células T-reg in vivo, por exemplo, por inibir a proliferagdo ou supresséo
da fungao das ceélulas T-reg. Acredita-se que a célula T-reg seja uma das
maiores reéiizadoras da supressao de varios tipos de imunorresposta e "su-
primir a funcéo das células T-reg" aqui significa reduzir a capacidade das
células T-reg para suprimir a imunorresposta. Especialmente, as células T-
reg agem na periferia como o chamado de tolerancia periférica (Miescher S
ef al., J Immunol 136: 1899-907, 1986; Young RC ef al., Am J Med 52: 63-
72, 1972; Alexander JP et al., Cancer Res 53: 1380-7, 1997, Horiguchi S et
al., Cancer Res 59: 2950-6, 1999; Kono K ef al., Clin Cancer Res 11: 1825-8,
1996; Kiessling R et al., Cancer Immunol Immunother 48: 353-62, 1999; Fon-
tenot JD et al., Nat Immunol 4: 330-6, 2003, Hori S et al., Science 299: 1057-
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61, 2003; Khattri R ef al., Nat Immunol 4: 304-6, 2003). Células T-reg pro-
porcionam um efeito imunossupressor, por exemplo, em um paciente com
cancer. Portanto, os peptideos Foxp3 da presente invengao, que sao super-
expressos nas celulas T-reg, ou polinucleotideos que codificam os peptideos
Foxp3 podem ser usados como agente farmacéutico (por exemplo, vacina)
para tratar cancer.

Na presente invengédo, a frase "vacina" (também referida como
uma composicdo imunogénica) refere-se a um substrato que tem a funcao
de induzir imunidade antitumoral ou imunidade para regular T-regs mediante
inoculacao em animais.

Os agentes farmacéuticos da presente invencao podem ser usa-
dos para tratar e/ou prevenir cadnceres em pacientes, tal como em humano
ou em qualquer outro animal incluindo, mas sem limitagdo, camundongo,
rato, porquinho-da-india, coelho, gato, cachorro, carneiro, cabra, porco, ga-
do, cavalo, macaco, babuino, e chimpanze, particularmente um animal co-
mercialmente importante ou um animal domesticado.

De acordo com a presente invengédo, polipeptideos compreen-
dendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 3 a 5,7a9, 12, 15 a
19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74 sio peptideos restritos por HLA-A24 ou
HLA-A02 que podem induzir imunorresposta potente e especifica contra cé-
lulas T-reg expressando Foxp3. Portanto, os presentes agentes farmacéuti-
cos sdo destinados a administragcdo a pacientes cujo antigeno HLA é ou
HLA-A24 ou HLA-AD2.

Céanceres a serem tratados pelos agentes farmacéuticos da pre-
sente invencdo nao sao limitados e incluem todos os tipos de canceres em
que Foxp3 é expresso no paciente. Canceres exemplificados incluem cance-
res da mama, AML., cancer da bexiga, cervical, carcinoma colangio-celular,
CML, do célon e do reto, endometriose, esdfago, gastrico, tipo gastrico difu-
so, figado, pulmao, linfoma, neuroblastoma, osteossarcoma, ovariano, pan-
creatico, da prostata, carcinoma renal, cancer do pulmao de pequena célula,

tumor de tecido macio e tumor testicular.
Se necessario, agentes farmacéuticos da presenie invengéo,
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compostos ou de um peptideo Foxp3 ou de um polinucleotideo que codifica
um peptideo Foxp3, podem incluir opcionalmente outras substancias tera-
péuticas como um ingrediente ativo, desde que a substancia n&o iniba o efei-
to regulador das células T-reg do peptideo de interesse. Por exemplo, a for-
mulacéao pode incluir agentes anti-inflamatorios, analgésicos, produtos qui-
mioterapéuticos e similares. Além de incluir outras substancias terapéuticas
no proprio medicamento, os medicamentos da presente invencéo podem ser
também administrados sequencial ou concorrentemente com um ou mais de
outros agentes farmacologicos. As quantidades de medicamento e agente
farmacolégico dependem, por exemplo, do tipo de agente(s) farmacologi-
co(s) que é(sdo) usado(s), a doenga que esta sendo tratada, e a programa-
cdo e vias de administragéo. |

Deve ser entendido que além dos ingredientes particularmente

mencionados aqui, os agentes farmacéuticos da invengdo podem incluir ou-

tros agentes convencionais da técnica com respeito ao tipo de formulagéo

em questao.
Em uma modalidade da presente invengao, os presentes agen-

tes farmacéuticos podem ser incluidos nos artigos de fabricagéo e kits con-
tendo os materiais Uteis para tratar as condi¢cSes patologicas da doenca a
ser tratada, por exemplo, cancer. O artigo de fabricagdo pode incluir um re-
cipiente de qualquer um dos presentes agentes farmacéuticos com um rotu-
lo. Recipientes adequados incluem garrafas, ampolas e tubos de ensaio. Os
recipientes podem ser formados de uma variedade de materiais, tal como
vidro ou plastico. O rétulo no recipiente deve indicar o agente que & usado
para tratar ou prevenir uma ou mais condigbes da doenca. O rétulo pode
indicar também instrugées para administracéo e assim por diante.

Além do recipiente descrito acima, um kit incluindo um agente
farmacéutico da presente invencdo pode ainda incluir opcionalmente um se-
gundo recipiente contendo um diluente farmaceuticamente aceitavel. Ele
pode incluir ainda outros materiais desejaveis do ponto de vista comercial e

do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas, e

bulas para embalagem.
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As composigdes farmacéuticas podem, se necessario, ser apre-
sentadas em uma embalagem ou dispositivo dispensador que pode conter
uma ou mais formas de dosagem unitaria contendo o ingrediente ativo. A
embalagem pode incluir, por exemplo, folha de metal ou de plastico, tal co-
mo uma embalagem de blister. A embalagem ou dispositivo dispensador
podem vir acompanhados da bula para administracao.

(1) Agentes Farmacéuticos Contendo os Peptideos como o Ingrediente Ativo

Os peptideoé desta invencdo podem ser administrados direta-

mente como um agente farmacéutico, se necessario, que foi formulado por
metodos de formulagdo convencionais. Em tais casos, além dos peptideos,
veiculos, excipientes, de modo que sejam ordinariamente usados para far-
macos, podem ser incluidos como apropriados sem limitacdes particulares.
Exempios de tais veiculos s&o agua esterilizada, soro fisioldgico, tampao de
fosfato, fluido de cultura e outros. Além disso, os agen{es farmacéuticos po-
dem conter, conforme necessario, estabilizadores, suspensdes, conservan-
tes, tensoativos e similares. Os agentes farmacéuticos desta invencéo po-
dem ser usados para tratar e/ou prevenir céncer, especialmente células T-
reg reguladoras.

Os peptideos desta invencdo podem ser preparados em uma
combinagdo, que compreende dois ou mais de peptideos Foxp3 da inven-
¢&o, para induzir CTL in vivo. Os peptideos Foxp3 podem estar em um co-
gquetel ou podem ser conjugados uns aos outros usando técnicas padrao. -
Por exemplo, os peptideos Foxp3 podem ser expressos como uma sequén-
cia de polipeptideos unica. Os peptideos na combinagdo podem ser iguais
ou diferentes. Por administracdo dos peptideos Foxp3 desta invencéo, os
peptideos s&do apresentados em uma densidade alta nos antigenos HLA de
células apresentadoras de antigeno, entdo CTLs que especificamente rea-
gem com o complexo formado entre o peptideo exibido e o antigeno HLA
sdo induzidos. Alternativamente, as células apresentadoras de antigeno que
tém imobilizados os peptideos Foxp3 desta invengao em sua superficie celu-
lar s&o obtidas por remocéo de células dendriticas dos pacientes, gue sao

estimuladas pelos peptideos desta invencdo, CTL € induzido nos pacientes
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por re-administracdo das células carregadas com peptideo Foxp3 aos paci-
entes, e como resultado, a agressividade em relagéo as células-alvo pode
ser aumentada. ,

Os agentes farmacéuticos para regulacéao das células T-reg, que
compreendem um peptideo Foxp3 desta invengao como o ingrediente ativo,
pode compreender opcionalmente um adjuvante de modo que imunidade
celular sera estabelecida eficazmente, ou eles podem ser administrados com
outros ingredientes ativos, e eles podem ser administrados por formulagao
em granulos. Um adjuvante se refere a um composto que intensifica a imu-
norresposta contra a proteina quando administrado junto (ou sucessivamen-
te) com a proteina tendo atividade imunolégica. Um adjuvante que pode ser
aplicado inclui aqueles descritos na literatura (Clin Microbiol Ver 7: 277-89,
1994). Adjuvantes tipicos incluem fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio,
alume, toxina da célula, toxina da salmonela, e outros, mas nao s&o limita-
dos a estes.

Além disso, a formulacdes de lipossomos, formulagdes. granula-
res nas quais o peptideo Foxp3 ¢é ligado a contas com diametros de poucos
mem, e formulagdes nas quais um lipidio é ligado ao peptideo pode ser usa-
do convenientemente.

Em algumas modalidades, os agentes farmacéuticos da inven-
cao compreendem um componente que sensibiliza os linfocitos T citotoxicos.
Lipidios foram identificados como agentes capazes de sensibilizar CTL in
vivo contra agentes virais. Por exemplo, residuos de acido palmitico podem
ser ligados aos grupos epsilon e alfa-amino de um residuo de lisina e entéo
ligados a um peptideo da invengéo. O peptideo lipidizado pode ser entéo
administrado ou diretamente em uma micela ou particula, incorporado em
um lipossoma, ou emulsificado em um adjuvante. Como um outro exemplo
de lipidio que sensibiliza respostas de CTL, lipoproteinas de E. coli, tal como
tripalmitoil-S-glicerilcisteinliseril-serina (PBCSS), podem ser usadas para
sensibilizar CTL, quando ligadas covalentemente a um peptideo apropriado
(vide, por exemplo, Deres et al, Nature 342: 561, 1989).

O método de administracao pode ser oral, intradermico, subcu-
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taneo, injecéo intravenosa, ou similar, € administracéo sistémica ou local a
vizinhancga dos sitios direcionados sao Gteis. A administracdo pode ser reali-
zada por administragao simples ou reforgada por administragées multiplas. A
dose dos peptideos desta invengao pode ser ajustada apropriadamente de
acordo com a doenca a ser tratada, idade do paciente, peso, método de ad-
ministragao, e similar, € € normalmente de 0,001 mg a 1.000 mg, por exem-
plo, 0,001 mg a 1.000 mg, por exemplo, 0,1 mg a 10 mg, e pode ser adminis-
trada uma vez a cada poucos dias a uma vez a cada poucos meses. Aquele
versado na técnica pode selecionar apropriadamente a dose adequada.

(2) Agentes Farmacéuticos Contendo Polinucleotideos como o lnquediente

Ativo

Os agentes farmacéuticos da invencdo podem compreender
também acidos nucleicos que codificam os peptideos Foxp3 descritos aqui
em uma forma expressavel. Aqui, a frase "em uma forma expressavel" signi-
fica que o polinucleotideo, quando introduzido em uma célula, é expresso in
vivo como um polipeptideo que induz imunidade antitumoral. Em uma moda-
lidade, a sequéncia de acidos nucleicos do polinucleotideo de interesse in-
clui elementos reguladores necessdrios para expressido do polinucleotideo
em uma célula-alvo. O(s) polinucleotideo(s) pode(m) ser equipado(s) para
serem inseridos estavelmente no genoma da célula-alvo (vide, por exemplo,
Thomas KR & Capecchi MR, Cell 51: 503-12, 1987 para descricdo sobre
vetores de cassete de recombinagdo homéloga). Vide, por exemplo, Wolff et
al., Science 247: 1465-8, 1990; Patentes US 5.580.859; US 5.589.466; US
5.804.566; US 5.739.118; US 5.736.524; US 5.679.647; e WO 98/04720.
Exemplos de tecnologias de distribuigcdo com base em DNA incluem "DNA
desprotegido”, distribuicdo facilitada (mediada por bupivicaina, polimeros,
peptideo), complexos lipidicos catidnicos, e distribuicao mediada por particu-
ia ("pistola de ge}nes") ou distribuicao mediada por pressao (vide, por exem-
plo, a Patente US 5.922.687).

Os peptideos da invencac podem ser também expressos por
vetores virais ou bacterianos. Exemplos de vetores de expressao incluem

hospedeiros virais atenuados, tais como vacinia, ou varicela aviaria. Essa
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abordagem envolve o uso do virus da vacinia, por exemplo, como um vetor
para expressar sequéncias de nucleotideos que codificam o peptideo. Medi-
ante introdu¢éo em um hospedeiro, o virus da vacinia recombinante expres-
sa o peptideo imunogénico, e dai elicita uma imunorresposta. Vetores de
vacinia & métodos Uteis em protocolos de imunizacdo sdo descritos, por e-
xemplo, na Patente US 4.722.848. Um outro vetor € BCG (Bacille Calmetter
Guerin). Vetores de BCG sao descritos por Stover et al., Nature 351: 456-60,
19891. Uma ampla variedade de outros vetores uteis para administragdo ou
imunizacdo, por exemplo, vetores de adenovirus e de virus adeno-
associados, vetores retrovirais, vetores de Salmonella typhi, vetores da toxi-
na de antraz destoxificada, e similares, tornar-se-do aparentes. Vide, por
exemplo, Shata ef al.,, Mol Med Today 6: 66-71, 2000; Shedlock et al. J Leu-
koc Biol 68: 793-806, 2000; Hipp et al., In Vivo 14: 571-85, 2000.

A distribuicdo de um polinucleotideo em um paciente pode ser
ou direta, em cujo caso o paciente é diretamente exposto a um vetor conten-
do um polinucleotideo, ou indireta, em cujo caso, as células s&o primeira-
mente transformadas com o polinucleotidec de interesse in vifro, entéo
transplantadas no paciente. Essas duas abordagens sdo conhecidas, res-
pectivamente, como terapia génica in vivo ou ex vivo.

Para revisbes gerais dos métodos da terapia génica, vide Golds-
piel et al., Clinical Pharmacy 12: 488-505, 1993; Wu and Wu, Biotherapy 3:
87 a 95, 1991; Tolstoshev, Ann Rev Pharmacol Toxicol 33: 573-96, 1893,
Mulligan, Science 260: 926-32, 1993; Morgan & Anderson, Ann Rev Biochem
62: 191-217, 1993; Trends in Biotechnology 11(5): 1565-215, 1993). Métodos
comumente conhecidos na técnica de tecnologia de DNA recombinante que
pode ser usada s&o descritos por Ausubel ef al., Current Protocols in Mole-
cular Biology, John Wiley & Sons, NY, 1993; e Krieger, Gene Transfer and
Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY, 1990.

O método de administragéo pode ser oral, intradérmico, subcu-
tdneo, injecao intravenosa, ou similar, e administracao sistémica ou adminis-
tracaio local a vizinhanga dos sitios direcionados tem utilidade. A administra-

cdo pode ser realizada por administragéo simples ou reforgada por adminis-
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tracBSes multiplas. A dose do polinucleotideo no veiculo ou células adequa-
das transformadas com o polinucleotideo que codifica os peptideos desta
invencao pode ser ajustada apropriadamente de acordo com a doencga a ser
tratada, idade do paciente, peso, método de administracdo, e similar, e €
comumente de 0,001 mg a 1.000 mg, por exemplo, 0,001 mg a 1.000 mg,
por exemplo, 0,1 mg a 10 mg, e pode ser administrada uma vez a cada pou-
cos dias a uma vez a cada poucos meses. Aquele versado na técnica pode
selecionar apropriadamente a dose adequada.

(3) Exossomas

Alternativamente, a presente invencao proporciona vesiculas
intracelulares chamadas exossomas, que apresentam complexos formados
entre os peptideos desta invencdo e antigenos HLA sobre sua superficie.
Exossomas podem ser preparados, por exemplo, pelo uso dos métodos
descritos em detalhes na Traducédo do Pedido Internacional Japonés Publi-
cado N2 Hei 11-510507 e 2000-512161, e podem ser preparados usando
células apresentadoras de antigeno obtidas de pacientes que s&o alvos de
tratamento e/ou prevencio. Os exossomas desta invencéo podem ser inocu-
lados como vacinas, similarmente aos peptideos desta invengao.

O tipo de vantigenos HLA usados deve emparelhar com aquele
do paciente que esta requerendo tratamento e/ou prevengéo. Por exemplo,
para japoneses, HLA-A24, particularmente HLA-A2402 & frequentemente
apropriado.

Com respeito aos antigenos HLA, o uso do tipo A-24 ou A-02
altamente expresso entre os japoneses e caucasianos € favoravel para ob-
tencédo de resultados eficazes, e o uso de subtipos incluindo A-2402 e A-
0201 & util. Tipicamente, na clinica, o tipo de antigeno HLA do paciente que
requer o tratamento é investigado antecipadamente, permitindo a selegcao
apropriada de peptideos tendo altos niveis de afinidade de ligagao a esse
antigeno, ou tendo indutividade de célula T citotoxica (CTL) por apresenta-
cao de antigenos. Além disso, de modo a obter peptideos mostrando a alta
afinidade de ligacéo e indutividade de CTL, substituicdo ou adicao de 1, 2,

ou varios aminoacidos podem ser realizados com base na sequéncia de a-
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minoacidos do peptideo parcial Foxp3.
(4) Células Apresentadoras de Antigenos
A presente invencgéo proporciona também células apresentado-

ras de antigeno (APCs) que apresentam complexos formados entre antige-
nos HLA e os peptideos desta invencao sobre sua superficie. As APCs que
sao obtidas por contato com os peptideos desta invencdo, ou com os nu-
cleotideos que codificam que peptideos desta invengdo podem ser prepara-
das a partir de pacientes que s&o alvos de tratamento e/ou de prevencao, e
podem ser administradas como vacinas por elas proprias ou em combinagao
com outros farmacos, inclusive os peptideos desta invengéo, exossomas, ou
células T citotdxicas.

As APCs nao sao limitadas a qualquer tipo de células e incluem
celulas dendriticas (DCs), células Langerhans, macrofagos, células B, e cé-
lulas T ativadas, todas as quais sdo conhecidas por antigenos protéicos em -
sua superficie celular de modo a serem reconhecidas por linfécitos. Ja DC &
uma APC representativa tendo a mais forte acdo indutora de CTL entre as
APCs, DCs encontram uso particular como as APCs da presente invencao.

Por exemplo, uma APC pode ser obtida por induzir células den-
driticas dos monocitos sanguineos periféricos e entdo por contatar (estimu-
lar) estas com os peptideos desta in vitro, ex vivo ou in vivo. Quando os pep-
tideos desta invengdo sdo administrados aos pacientes, APCs que tém os
peptideos desta invengédo imobilizados nelas s&o induzidas no corpo do pa-
ciente. A expressao "induzir APC" inclui contatar (estimular) uma célula com
os peptideos desta invengao, ou nuclectideos codificam os peptideos desta
invencéo para apresentar complexos formados entre antigenos HLA e os
peptideos desta invencao na superficie da célula. Alternativamente, depois
de imobilizar os peptideos desta invencédo nas APCs, as APCs podem ser
administradas ao paciente como uma vacina. Por exemplo, a administragéao
ex vivo pode compreender as etapas de: ’

a: coletar APCs do paciente; e

b: contatar com as APCs da etapa a, com o peptideo.
As APCs obtidas pela etapa b podem ser administradas ao paci-
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ente como uma vacina.

De acordo com um aspecto da presente invencgao, as APCs tém -
um alto nivel de indutividade de CTL. Tais APCs tendo um alto nivel de indu-
tividade de células T citotoxicas podem ser preparadas por um método que
compreende a etapa de transferir os genes compreendendo polinucleotideos
que codificam os peptideos desta invengdo para APCs in vitro. Os genes
introduzidos podem estar na forma de DNAs ou RNAs. Para o método de
introducgéo, sem limitagbes particulares, varios métodos convencionalmente
realizados neste campo, tais como lipofecgao, eletroporacéo, e método de
fosfato de calcio podem ser usados. Mais especificamente, ele pode ser rea-
lizado conforme descrito em Cancer Res 56: 5672-7 ', 1996; J Immunol 161:
5607-13, 1998; J Exp Med 184: 465-72, 1996; Tradugédo da Publicacdo do
Pedido Japonés N° 2000-509281. Por transferéncia do gene para APCs, o
gene sofre transcri¢éo, tradugéo, e similar na célula, e entdo a proteina obti-
da é processada por MHC de Classe | ou de Classe |, e prossegue através
de uma via de apresentacao para apresentar peptideos parciais.

(5) Células T Citotéxicas
Supbe-se que uma célula T citotoxica induzida contra qualquer

um dos peptideos Foxp3 da presente invencao reforga o sistema imunologi-
co direcionando as células T-reg in vivo e assim pode ser usada como vaci-
nas similares aos peptideos. Assim, a presente invencao proporciona células
T citotéxicas isoladas que sao induzidas por quaisquer dos presentes pepti-
deos. |

Tais celulas T citotoxicas podem ser obtidas por (1) administrar a
um paciente ou (2) contatar (estimular) as APCs derivadas do paciente, e
células positivas para CD8, ou leucdcitos mononucleares sanguineas perifé-
ricas in vitro com o peptideo da presente invengso.

As celulas T citotdxicas, que foram induzidas por estimulacéo
das APCs que apresentam os peptideos desta invencao, podem ser deriva-
das de pacientes que sdo alvos de tratamento e/ou prevencao, e podem ser
administradas por eles mesmos ou em combinacédo com outros farmacos

incluindo os peptideos desta invengédo ou exossomas com a finalidade dos
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efeitos reguladores. As células T citotdxicas agem especificamente contra
células-alvo que apresentam os peptideos desté i’i:wengéo, por exemplo, os
mesmos peptideos usados para indugdo. As células-alvo podem ser células
que expressam Foxp3 endogenosamente, ou células que sao transfectadas
com genes Foxp3 que apresentam os peptideos desta invengéo na superfi-
cie celular devido a estimulacéo por estes peptideos podem também tornar
alvos de ataque.
(6) TCRs

_ A presente invengio proporciona também uma composigao que
compreende acidos nucleicos que codificam polipeptideos que séo capazes
de formar uma subunidade de um receptor de célula T (TCR), e métodos de
usar a mesma. As subunidades de TCR tém a capacidade de formar TCRs
que conferem especificidade para células T para celulas que apresentam o
peptideo desta invencgao. Pelo uso do método conhecido na tecnica, os aci-
dos nucleicos de cadeia alfa e beta como as subunidades de TCR de CTL
induzido com um ou mais peptideos desta invengdo podem ser identificados
(WO2007/032255 e Morgan et al., J Immunol, 171, 3288 (2003)). Os TCRs
derivados se ligam preferivelmente a células-alvo exibindo o peptideo Foxp3
com alta avidez, e opcionalmente medeiam a morte eficaz das células-alvo
apresentando o peptideo Foxp3 in vivo e in vitro.

Os acidos nucleicos que codificam as subunidades de TCR po-
dem ser incorporados em vetores adequados, por exemplo, vetores retrovi-
rais. Esses vetores sao bem-conhecidos da técnica. Os acidos nucleicos ou
os vetores compreendendo os mesmos podem ser de modo util transferidos
para uma célula T, cuja célula T € preferivelmente de um paciente. Vantajo-
samente, a invencdo proporciona um composicao desprotegida que permite
a modificacédo rapida de células T do proprio paciente (ou aguelas de um
outro mamifero) para produzir de modo rapido e facil células T modificadas
tendo excelentes propriedades de matar células T-reg. '

Também, a presente invencao proporciona CTLs que sao prepa-
rados por transdugdo com os acidos nucleicos que codificam os polipepti-

deos de subunidades de TCR que se ligam com peptideo Foxp3 desta in-
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vencdo. Os CTls traduzidos séo capazes de formar para células T-reg in
vivo, e expandidas por método de cultura in vitro conhecido (por exemplo,
Kawakami et al., J Immunol., 142, 3452-3461 (1989)). As células T da inven-
¢ao podem ser usadas para a formacao de uma composicdo imunogénica
util no tratamento ou na prevencao de cancer em um paciente que necessite
de terapia ou protecdo (WO2006/031221).

Vi. Metodos de Uso dos Peptideos Foxp3
Os peptideos Foxp3 da presente invengdo e polinucleotideos

que codificam os peptideos Foxp3 e polinucleotideos podem ser usados em
combinagdo com quaisquer outros compostos desde que os compostos ndo
inibbam sua indutividade de CTL. Assim, quaisquer dos agentes farmacéuti-
cos mencionados acima da presente invencao podem ser usados para 0s
presentes métodos mencionados abaixo.

(1) Métodos para Induzir Células Apresentadoras de Antigeno (APCs)

Assim, a presente invencao proporciona metodos para induzir
APCs usando os peptideos desta invencao ou polinucleotideos que codifi-
cam os peptideos. A indugdo de APCs pode ser realizada conforme descri-
¢do acima sob o item de "V- (4) Ceélulas apresentadoras de antigeno”. Essa
invencao proporciona também um método para induzir APCs tendo um aito
nivel de indutividade de células T citotdxicas, cuja indugdo € discutida sob o
item de "V- (4) Células apresentadoras de antigeno", supra. Alternativamen-
te, de acordo com a presente invencédo, uso de peptideos Foxp3 seleciona-
dos de peptideos compreendendo a sequéncia de aminoacidos das SEQ ID
N®: 3a5 7a89, 12, 15 a 18, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 64, ou polinucleoti-
deos que codificam os peptideos Foxp3 para fabricacédo de uma composi¢ao
farmacéutica incluindo células apresentadoras de antigeno. Ainda, a presen-
te invencao proporciona também peptideos Foxp3 selecionados dos pepti-
deos compreendendo a sequéncia de aminoacidos das SEQ ID N**:3a 5,7
a 97, 12, 15 a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74‘ou polinucleotideos que codifi-
cam os peptideos Foxp3 para induzir as células apresentadoras de antigeno.

(2) Métodos para Induzir Células T Citotoxicas
Além disso, a presente invengdo proporciona métodos para pro-
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duzir CTLs usando os peptideos Foxp3 desta invengdo ou polinucleotideos
que codificam os peptideos Foxp3. Quando os peptideos Foxp3 desta in-
vengao sao administrados a um paciente, CTL € induzido no corpo do paci-
ente, e a resisténcia do sistema imunoldgico direcionando as células T-reg é
aumentada. Alternativamente, elas podem ser usadas em um método tera-
péutico ex vivo, no qual as APCs derivadas do paciente, e células positivas
para CD8, ou leucécitos mononucleares sanguineos periféricos sdo contata-
dos (estimulados) com os peptideos desta invencao in vitro, e depois de in-
duzir CTL, as células voltam para o paciente. Por exemplo, o método pode
compreender as etapas de:

a: coletar APCs do paciente;

b: contatar as APCs da etapa a com o peptideo;

c: misturar as APCs da etapa b com células T CD8", e cocultivar para induzir
células T citotdxicas; e

d: coletar CD8" do cocultivo da etapa c.

As células T CD8" tendo atividade citotoxica obtida na etapa d
podem ser administradas ao paciente como uma vacina. As APCs a serem
misturadas com as células T CD8" na etapa ¢ acima podem ser também
preparadas por transferéncia de genes que codificam os presentes pepti-
deos nas APCs conforme mostrado acima sob o item de "V-(4) Células a-
presentadoras de antigeno”; mas nao sao limitadas a estas e qualquer APC
ou exossoma que apresentem eficazmente os presentes peptideos para as
células T podem ser usados no presente método. Alternativamente, de acor-
do com a presente invencéo, o uso dos peptideos Foxp3 selecionados de
peptideos compreendendo a sequéncia de aminoacidos das SEQ ID NOs: 3
a5 7a9, 12, 15a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74, ou polinucleotideos’que
codificam os peptideos Foxp3 para fabricar uma composicdo farmacéutica
inclusive CTL. Ainda, a presente invencao proporciona também os peptideos
Foxp3 selecionados de peptideos que compreendem a sequéncia de amino-
acidos das SEQ IDNOs: 3a5,7a9, 12, 15a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou
74, ou polinucleotideos codificam os peptideos Foxp3 para induzir CTL.

(3) Regulando a Imunossupressao
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Como discutido acima, os peptideos, polinucleotideos, exosso-
mas, APCs e CTLs da presente invengao podem ser usados como vacinas
para regular (isto é suprimir) células T-reg. Ja a T-reg € considerada para ser
um dos principais realizadores da supressdo de varios tipos de imunorres-
postas, particularmente atividade citotéxica de CTL, a capacidade dos pepti-
deos, polinucleotideos, exossomas, APCs e CTLs da presente invencao in-
dica que eles podem ser usados também para se contraporem a imunossu-
pressao, particularmente a atividade citotdéxica de CTL. Por conseguinte, a
presente invencao proporciona um método para regular as células T-reg
bem como um metodo para regular (isto €, contraposicao) a imunossupres-
sd0, os métodos compreendendo as etapas de administrar os peptideos,
polinucleotideos, exossomas, APCs ou CTLs da presente invengdo a um
paciente que necessite destes. Além disso, a presente invencac também
proporciona o uso de peptideos Foxp3 selecionados de peptideos que com-
preendem a sequéncia de aminoacidos das SEQ IDNOs: 3a5,7a 9, 12, 15
a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74, ou polinucleotideos que codificam os
peptideos Foxp3 para fabricar uma cornposicéo imunogénica para regular
imunossupressao. Alternativamente, a presente invengao refere-se também
aos peptideos Foxp3 selecionados de peptideos que compreendem a se-
quéncia de aminoacidos das SEQ IDNOs: 3a 5,7 a9, 12, 15 a 19, 22, 24,
22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74 ou polinucleotideos que codificam os peptideos
de Foxp3 para regular a imunossupressao.

Aqui, regular imunossupressio indica que a administracdo dos
peptideos, polinucleotideos, exossomas, APCs ou CTLs da presente inven-
céo causa qualquer tipo de alteracdo in vivo. Em algumas modalidades, a
alteracao causada pelos presentes peptideos, polinucleotideos, exossomas,
APCs e CTLs é uma diminuigdo do nivel do estado de imunossupressao
(supressao ou contraposicao da imunossupresséo), a saber, indugéo de anti-
imunossupressdo. Portanto, a presente invengdo também proporciona um
método para induzir a anti-imunossupressao, em que o dito metodo compre-
ende as etapas de administrar os presentes peptideos, polinuclectideos, e-

xossomas, APCs ou CTLs a um paciente que necessite deste.
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Em geral, a anti-imunossupresséo inclui imunorrespostas tais

cComo a seguir:

- indugéo de linfocitos citotoxicos contra‘T—regs expressando Foxp3,

- indug&o de anticorpos que reconhecem T-regs expressando Foxp3, e
- indug&o de produgdo de citocina anti-Tregs.

Portanto, quando certa proteina induz qualquer uma dessas i-
munorrespostas mediante inoculacdo em um animal, decide-se que a protei-
na tem efeito indutor de auto-imunossupressdo. A inducdo da anti-
imunossupressdo por uma proteina pode ser detectada por observacdo da
resposta in vivo ou in vifro do sistema imunolégico hospedeiro in vivo ou in
vitro contra a proteina.

Por exemplo, um método para detectar a inducéo (isto &, ativa-
¢ao) dos linfécitos T citotdxicos € bem-conhecido. Especificamente, é co-
nhecido que uma substancia estranha que entra no corpo vivo é apresenta-
da as células T e células B pela acéo das células apresentadoras de antige-
no (APCs). Células T que respondem ao antigeno apresentado pela APC no
modo especifico de antigeno se diferenciam nas células T citotdxicas (ou
linfocitos T citotoxicos; CTLs) devido a estimulagao pelo antigeno, e entéo se
proliferam (isto é referido como ativacédo de células T). Portanto, inducao de
CTL por certo peptideo pode ser avaliada apresentando-se o peptideo a
uma célula T por APC, e detectar a indugéo (isto &, proliferacao, producéo
IFN-gama, e atividade citotéxica) de CTL. Além disso, APCs exercem o efei-
to de ativar células T CD4+, células CD8+, macrofagos, eosindfilos e células
NK. Ja que as células T CD4+ sdo também importantes na imunidade anti-
tumoral, em que a imunidade antitumoral que induz a ac&o do peptideo pode
ser avaliada usando-se o efeito de ativacao dessas células como indicado-
res.

Um método para ativar a agao para induzir CTLs usando células
dendriticas (DCs) como ARPC €& bem-conhecido da técnica. De acordo com
esse metodo, um peptideo de teste € inicialmente contatado com DC e entao
esta DC é contatada com as células T. A detecgédo das células T tendo efei-

tos citotdxicos contra células que expressam (isto €, que se apresentam em
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uma molécula de HLA) o peptideo de interesse depois do contato com DC
mostra que o peptideo de teste tem uma atividade de induzir as células T
citotoxicas. A atividade de CTL contra T-regs pode ser detectada, por exem-
plo, usando-se a lise das células tumorais marcadas com °'Cr como o indi-
cador. Alternativamente, o método de avaliar 0 grau dos danos de T-regs
usando atividade de captacdo de *H-timidina ou liberacdo de LDH (lactose
desidrogenase) como o indicador & também bem-conhecido e pode ser usa-
do na presente invencgao.

Alem da DC, células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMCs) podem ser usadas também como APC. Relata-se que a inducéo
de CTL é intensificada por cultura de PBMC na presenca de GM-CSF e IL-4.
Similarmente, é também mostrado que CTL é induzida por cultivo de PBMC
em presenca de hemocianina de lapa de buraco de fechadura (KLH) e 1L-7.

Os peptideos de teste confirmados por possuirem atividade in-
dutora de CTL por esses métodos sdo peptideos tendo efeito de ativagao de
DC e subsequente atividade indutora de CTL. Portanto, os peptideos Foxp3
que induzem CTL contra células tumorais sao Uteis como vacinas contra T-
regs. Além disso, APC que adquiriu a capacidade de induzir CTL contra T-
regs pelo contato com os peptideos Foxp3 sdo também (teis como vacinas
contra T-regs. Além disso, CTL que adquiriu citotoxidade devido a apresen-
tacéo dos peptideos antigenos por APC podem ser também usados como
vacinas contra T-regs. Tais métodos de regulacado para T-regs usando imu-
nidade devido a APC e CTL séo referidos como imunoterapia celular e s&o
englobados pela presente invengao.

Geralmente, quando se usa um polipeptideo para imunoterapia
celular, sabe-se que a eficacia de indugao de CTL é aumentada por combi-
nacéo de uma pluralidade de peptideos tendo estruturas diferentes e por
contado destes com DC. Portanto, quando se estimula DC com fragmentos
de proteina, é vantajoso usar uma mistura de tipos multiplos de fragmentos.

Alternativamente, a inducado de anti-imunossupressao por um
peptideo pode ser confirmada por observagéo da indugao de produgéo de

anticorpos contra T-regs. Por exemplo, quando os anticorpos contra um pep-
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tideo s&o induzidos em um individuo, por exemplo, um paciente, um animal
de laboratério, imunizados com o peptideo, e quando células T-reg sdo su-
primidos por aqueles anticorpos, pode-se determinar o peptideo como tendo
a capacidade de induzir anti-imunossupressao.

Anti-imunossupressao € induzida por administracdo da vacina
desta invengéo, e a inducéo permite a dissolugédo de imunossupresséao. Tais
efeitos podem ser estatisticamente significantes. Por exemplo, em observa-
¢&o, em um nivel de significancia de 5% ou menos, em que o efeito regula-
dor de uma vacina contra T-regs & comparado a um controle sem adminis-
tragao de vacina. Por exemplo, o t-teste de Student, U-teste Mann-Whitney
ou ANOVA pode ser usado para analises estatisticas.

Quando se usa APC ou CTL como a vacina desta invengéo, T-
regs podem ser reguladas (isto é, suprimidas), por exemplo, pelo método ex
vivo. Mais especificamente, PBMCs do paciente que esta recebendo trata-
mento ou prevencdo sao coletadas, as células sdo contadas com o polipep-
tideo ex vivo, e seguinte a indugdo de APC ou CTL, as células podem ser
administradas ao paciente. APC pode ser também induzida por introdugéo
de um vetor que codifica o polipeptideo em PBMCs ex vivo. APC ou CTL
induzidos in vitro podem ser clonados antes da administracdo. Por clonagem
e crescimento de células tendo alta atividade de danificar células-alvo, imu-
noterapia celular pode ser realizada mais eficazmente. Além disso,' APC e
CTL isolados deste modo podem ser usados para imunoterapia celular ndo
somente contra individuos dos quais as células sdo derivadas, mas também
contra tipos similares de doencgas em outros individuos. |

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos e
cientificos usados aqui tém o mesmo significado conforme comumente en-
tendido por aquele com conhecimento ordinario da técnica a qual a invencgao
pertence. Embora métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles
descritos aqui possam ser usados na pratica ou em teste da presente inven-
cdo, métodos e materiais adequados s@o descritos abaixo. Todas as publi-
cacdes, patentes e outras referéncias mencionadas aqui sao incorporadas a
titulo de referéncia, na integra. Em caso de conflito, o presente relatério des-



10

15

20

25

30

39

critivo, inclusive definicGes, serd o controle. Além disso, os materiais, méto-
dos e exemplos s&o ilustrativos apenas e n&o sao limitativos.

Os seguintes exemplos sao apresentados para ilustrar a presen-
te invencao e para auxiliar aquele com conhecimento do ordinario da técnica
na execucdo e uso da mesma. Os exemplos nao tém de modo nenhum o
objetivo de limitar o escopo da invencao.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

Linhagens de Células

Células A24LCL (HLA-A24/24), células T2 (HLA-A02/02), células
linfosblastoides B humanas, 293T e COS7 foram adquiridas da ATCC.
Selegao de Candidatos de Peptideo Derivado de Foxp3

Peptideos de 9 mer e de 10 mer derivados de Foxp3 que se li-
gam a molécula de HLA-A*2402 e HLA*0201 foram prognosticados preditos
por software de predicdo de ligagao "BIMAS" (http://bimas.dcrt.nih.gov//cgi-
bin/molbio/ken parker comboform), os algoritmos foram descritos por by
Parker KC, et al. ((1994) J Immunol.;152(1):163-75) e Kuzushima K, et al.(
(2001) Blood.;98(6):1872-81). Esses peptideos foram sintetizados por Sigma
(Sapporo, Japao) de acordo com 0 método de sintese de fase sélida-padrao
e purificados por HPLC de fase reversa. A pureza (>90%) e a identidade dos

peptideos foram determinadas por HPLC analitica e analise de espectrosco-

pia de massa, respectivamente. Os peptideos foram dissolvidos em sulfoxido
de dimetila (DMSO) em 20 mg/mL e armazenados a -80°C.

Inducéo de CTL in vitro
Células dendriticas derivadas de mondcitos (DCs) foram usadas

como células apresentadoras (APCs) para induzir respostas de CTL contra

peptideos apresentados em HLA. DCs foram geradas in vitro conforme des-

cricao em algum lugar (Horiguchi S. ef al. Cancer Res. 59:2950-6). Especifi-
camente, células mononucleares sanguineas periféricas (PBMCs) isoladas
de voluntario normal (HLA-A*2402 e/ou HLA-A*0201) com solugdo Ficoll-
Plague (Pharmacia) foram separadas por aderéncia a placa de cultura de

tecido de plastico (Becton Dickinson) de modo a enriquecer na presenca de
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1.000 U/mL de GM-CSF (R&D System) e 1.000 U/mL de IL-4 (R&D System)
em meio AIM-V (Invitrogen) contendo soro autélogo inativado com calor a
2% (AS). Depois de 7 dias na cultura, as DCs geradas por citocina foram
pulsadas com 20 mcg/mL dos peptideos sintetizados em presenca de 3
mcg/mL de beta2-microglobulina por 4 horas a 20°C em meio AIM-V. Essas
DCs pulsadas com peptideo foram entéo inativadas com mitocina C (MMC)
(30 mcg/mL por 30 minutos) e misturadas em razao de 1:20 com células T
CD8", obtidas por selegéo positiva com Kit de Isolamento Positivo para CD8
(Dynal). Essas culturas foram colocadas em placas de 48 pocos (Corning);
cada pogo continha 1,5x10* pulsadas com peptideo, 3x10° células T CD8" e
10 ng/mL de IL-7 (R&D System) em 0,5 mL de AIM-V/2% de AS. Trés dias
mais tarde, essas culturas foram suplementadas com IL-2 (CHIRON) para
uma concentracio final de 20 Ul/mL. Nos dias 7 e 14, as células T foram
ainda reestimuladas com as DCs autdlogas pulsadas com peptideos. As
DCs foram preparadas cada vez através do mesmo procedimento descrito
acima. A atividade de CTL foi testada contra células A24L.CL pulsadas com
peptideos ou celulas T2 depois de 3° ciclo de estimulagdo de peptideo no
dia 21.

Procedimento de Expansao de CTL
CTLs foram expandidos em cultura usando-se um método simi-

lar conforme reportado por Riddell, et al., (Wiater ef al., N Engl J Med
333(16): 1038-44-, 1995; Riddell et al., Nat Med 2(2): 216-23, fevereiro de
1996). Um total de 5 x 10* CTLs foram re-suspensas em 25 mL de AIM-
V/I5% de AS com 2 tipos de linhagens de células linfoblastoides B humanas,
inativadas com MMC, em presenca de 40 ng/mL de anticorpo monoclonal

anti-CD3 (Pharmigen). Um dia depois de iniciar as culturas, 120 Ul/mL de II-
2 foram adicionadas as culturas. As culturas foram entdo alimentadas com

AIM-V/5% de AS fresco contendo 30 Ul/mL de IL-2 nos dias 5, 8 e 11.

Atividade de CTL Especifica
Para examinar a atividade de CTL especifica, ensaio de IFN-

gama ELISPOT e IFN-gama ELISA foram realizados. Em resumo, A24-1L.CL
pulsada com pulsada com peptidec, célula T2 (1x10%poco) ou as células
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que expressam endogenosamente Foxp3 e a molécula HLA foi preparada
como células estimuladoras. Linhagens CTL cultivadas em 48 pocos foram
usadas como celulas respondedoras. Ensaio IFN-gama ELISPOT e IFN-
gama ELISA foram realizados de acordo com o procedimento de fabricacgéo.
Imunogenicidade de Peptideos de Epitopo em Camundongos BALB/c

Para sensibilizar CTLs especificos de peptideo, foi providencia-

da imunizag¢ao usando-se 100 mcl de mistura de vacina, que contém 50 mcl
de peptideo restrito a HLA-A24 e 50 mcl de IFA por camundongo. A vacina
foi injetada s.c. no flanco direito dos camundongos para a primeira imuniza-
¢éo no dia 0 e no flanco esquerdo para a segunda no dia 7. No dia 14, es-
plenécitos de camundongos vacinados foram usados como as células res-
pondedoras, e células RLmale1 pulsadas com ou sem peptideos foram usa-
das como as células estimuladoras para ensaio IFN-gama ELISPOT.
Efeitos Antitumorais in vivo

Células 4T1 (1x10° por camundongo) foram injetadas s.c. no
flanco direito de camundongos BALB/c no dia 0. A vacinagao foi efetuada
nos dias 3 € 10 usando-se hFoxp3-252 (KLSAMQAHL: SEQ ID NO: 17) ou
peptideos conjugados com mFOxp3-252 (KLGAMQAHL: SEQ ID NO: 88).

Ensaio para afinidade de substituicbes de Foxp3-9-252 para a

molécula HLA
Ensaio IFN-gama ELISA foi realizado para examinar a afinidade

de peptideo substituido para a molécula HLA-A2. CTLs induzidos com pepti-
deo Foxp3-9-252-WT (KLSAMQAHL: SEQ ID NO: 17) foram usados como
células respondedoras e células T2 foram preparadas como células estimu-
ladoras por incubagdo com peptideo Foxp3-9-252-WT, Foxp3-9-252-9V
(KLSAMQAHV: SEQ ID NO:95) e HIV-A02 (SLYNTYATL) a 37°C por 2 ho-
ras. Pulso com peptideo para células T2 foi realizado com uma grande con-
centracao (10-10% mcg/mL) de cada peptideo.

Resultados
Predicio de Peptideos de Ligacido de HLA-A24 e HLA-Ae Derivados de

Foxp3
As Tabelas 1, 2 e 3 mostram peptideos de ligagdo de HLA-
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A*2402 ou peptideos de ligacdo de HLA-A*0201 da proteina Foxp3 no or-
dem de classificacéo de alta afinidade de ligacso de predicdo. No total, 60
peptideos com atividade potencial de ligacdo de HLA-A24 e 26 peptideos

com atividade potencial de ligacdo de HLA-A2 foram selecionados.
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Tabela 1
Peptideos de 9 mer de ligacéo de HLA-A2402 derivados de Foxp3
Posicéo Inicial Sequéncia Pontos SEQ IDNO
Foxp3-A24-9mer 363 IYHWFTRMF 100 3
207 VFEEPEDFL. 36 4
332 KFHNMRPPF 20 5
323 EFLHNMDYF 15 6
366 WEFTRMFAFF 12 7
337 RPPFTYATL 12 8
190 SYPLLANGV 10,8 9
27 RAAPKASDL 9,6 39
238 MVQSLEQQL 8,64 40
87 GPLPHLQAL 8,64 41
252 KLSAMQAHL 8 17
8 KPSAPSLAL 8 42
352 EAPEKQRTL 7.2 43
240 QSLEQQLVL 7,2 44
245 QLVLEKEKL 6,6 45
403 GAVWTVDEL 6,6 46
185 AVPQSSYPL 6 47
28 AAPKASDLL 6 438
141 FSLKARPGL 6 49
383 NAIRHNLSI. 6 50
186 VPQSSYPLL 6 51
343 ATLIRWAIL 6 52
200 KWPGCEKYVF 6 53
68 QLQLPTLPL 6 54
341 TYATLIRWA 6 55
115 TPVLQVHPL 6 56
61 LNPMPPSQL 6 57
159 EWVSREPAL - 6 58
175 SAPRKDSTL 6 59
234 LOREMVQSL 5,76 60
304 SLFAVRRHL 5,6 61
359 ' TINEITYHWF 5,04 62

A posigao de partida indica 0 niumero de aminoacidos da termi-

nacao N do Foxp3.
Classificacao de ligacdo é derivada de "BIMAS" descrito em Ma-
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teriais e Métodos.

Tabela 2
Peptideos de 10 mer de ligacdo de HLA-A2402 derivados de Foxp3
Posic¢ao Inicial Sequéncia Pontos SEQ ID NO

Foxp3-A24-10mer 341 TYATLIRWAI 70 10
140 VFSLKARPGL 20 11

114 RTPVLQVHPL 12 12

27 RAAPKASDLL 9,6 63

206 KVFE¢PEDFL 9,6 64

402 KGAVwWIVDEL 8.8 65

237 EMVQSLEQQL 8,64 66

87 GPLPhLQALL 8,64 67

303 DSLFaVRRHL 8,4 68

358 RTLNeIYHWEF 8,4 69

5 RPGKpSAPSL 8 70

382 KNAKHNLSL 8 71

190 SYPLIANGVC 7,5 72

86 LGPLpHLQAL 7,2 73

60 SLNPmPPSQIL. 7,2 74

184 SAVP¢SSYPL 72 75

62 NPMPpSQLQL 7,2 76

233 LLGReMVQSL 7,2 7

244 QQLVIEKEKIL 6,6 78

185 AVPQsSYPLL 6 79

149 LPPGINVASL 6 80

296 SGPReAPDSL 6 31

77 VMVApSGARL 6 82

159 EWVSIEPALL 6 83

67 SQLQIPTLPL 6 84

316 HGNSHFPEFL. 6 85

380 TWEKNaIRHNL 5,6 86

363 IYHW{TRMFA 5 87

A posicéo de partida indica o niumero de aminoacidos da termi-

5 nacao N do Foxp3.
Classificacéo de ligacéo & derivada de "BIMAS" descrito em Ma-

teriais e Métodos.
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Tabela 3
Peptideos de ligagdo de HLA-A0201 derivados de Foxp3
Posicéo Inicial Sequéncia Pontos SEQIDNO
Foxp3-A2-9mer 388 NLSLHKCFV 382,536 13
95 LLQDRPHFM 190,448 14
390 SLHKCFVRY 132,149 15
69 LQLPTLPLV 102,018 16
252 KL.SAMQAHL 74,768 17
68 QLQLPTLPL 21,362 18
304 SLFAVRRHL 15,808 19
239 VQSLEQQLY 11,988 20
245 QLVLEKEKL 10,468 21
Foxp3-A2-10mer 359 TLNEIYHWFT 1260,32 22
206 KVFEEPEDFL 267,467 23
263 KMALTKASSV 175,812 24
70 QLPTLPLVMYV 159,97 25
68 QLQLPTLPLV 159,97 26
. 94 ALLQDRPHFM 101,099 27
233 LLQREMVQSL 83,527 28
152 GINVASLEWV 59,279 29
77 VMVAPSGARL 26,228 30
60 SLNPMPPSQL 21,362 31
299 REAPDSLFAV 18,041 32
252 KLSAMQAHLA 17,388 | 33
102 FMHQLSTVDA 16,505 34
223 LLDEKGRAQC 13,851 35
344 TLIRWAILEA 11,426 36
246 LVLEKEKLSA 11,21 37
238 MVQSLEQQLV 10,346 38

A posicao de partida indica o nimero de aminoacidos da termi-

nacao N do Foxp3.
Classificagéo de ligagdo é derivada de "BIMAS" descrito na se-

céao "Materiais e Métodos".
Estimulacdo da Células T Usando Peptideos Preditos Restritos com HLA-
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A2402
CTLs para os peptideos derivados da proteina Foxp3 foram ge-

rados de agodo com o método descrito na sec¢do "Materiais e Métodos", a-
cima. CTLs resultantes mostrando

atividade de CTL especifica detectavel por ensaio IFN-gama ELISPOT séo
mostrados na figura 1A e figura 1B. Na figura 1A, as células nos nGimeros de
pogo n° 2 e 7 estimuladas com Foxp3-A24-9-363, n® 1 e n° 6 com Foxp3-
A24-9-366, n° 5 com Foxp3-A24-9-190, n°® 7 com Foxp3-A24-10-87, e com
Foxp3-A24-10-60 mostram producéo potente de IFN-gama em comparacéo
com o controle. Na figura 1B, as células no nimero de poco n° 4 estimuladas
com Fox3-A24-9-207, n® 6 com Foxp3-A24-9-332, n°® 6 com Foxp3-A24-337,
e n° 1 com Foxp3-A24-10-114 mostraram potente producgéo de IFN-gama
em comparagao com o controle.

Estimulagcdo da Ceélulas T Usando Peptideos Preditos Restritos com HLA-

A2401

CTLs resultantes mostrando atividade de CTL especifica detec-
tavel foram mostrados na figura 2A, figura 2B e figura 2C quando da realiza-
¢ao com ensaio IFN-gama ELISPOT. Na figura 2A, as células no nimero de
poco n° 2 estimuladas com Foxp3-A2-9-390, n°® 2 com Foxp3-A2-9-69, n° 6
com Foxp3-A2-9-252, n° 4 com Foxp3-A2-10-359, n° 7 com Foxp3-A2-263, e
n°® 2 e n° 5 com Foxp3-A2-10-94 mostraram uma potente producédo de IFN-
gama em comparagao com o controle. Na figura 2B, as células em todos os
pogos-estimuladas com Foxp3-A2-10-233, os nimeros de po¢o n°® 6 e n° 7
com Foxp3-A2-10-152, n°® 5 com Foxp3-A2-10-77, n°® 1 com Foxp3-A2-10-
246 e com Foxp3-A2-10-94 mostraram uma potente producao de IFN-gama
em comparagdo com o controle. Na figura 2C, as células nos nimeros de
pocon®1,2 4,5 7,9, 11 e 12 estimuladas com Foxp3-A2-9-320, os nime-
ros de pogo n° 5 e n° 11 com Foxp3-A2-9-304, os numero de pogo n°® 7 com
Foxp3-A2-9-68 e o niimero de poco n°® 12 com Foxp-A2-9-252 mostraram
producéo potente de IFN-gama em comparagéo com o controle.
Estabelecimento para Linhagens de CTL de Peptideos Especificos Foxp3

Essas células nos pocos positivos foram expandidas e o ensaio
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de IFN-gama ELISA foi realizado. Nas figuras 3A, B, C, as linhagens de CTL
estimuladas com Foxp3-A02-9-320 (SEQ ID NO: 15) mostraram producéo
potente de IFN-gama em comparagé&o com o conirole. Na figura 3D, as li-
nhagens de CTL estimuladas com Foxp3-A02-9-252 (SEQ ID NO: 17) mos-
traram producéo potente de IFN gama em comparagéo com o controle. Na
figura 3E, as linhagens de CTL estimuladas com Foxp3-A24-10-60 (DEQ ID
NO: 75) mostraram produgdo potente de IFN-gama em comparagédo com o
controle. Na figura 3F, as linhagens de CTL estimuladas com Foxp3-A02-10-
94 (SEQ ID NO:27) mostraram produgao potente de IFN-gama em compara-
cdo com o controle. Na figura 3G, as linhagens de CTL estimuladas com
Foxp3-A24-10-87 (SEQ ID NO: 68) mostraram producédo potente de IFN ga-
ma em comparagao com o controle.

Atividade de CTL Especifica Contra as Células-alvo que Expressam Endo-
genosamente Foxp3 e HLA-A*2402 ou HLA-A*0201

O clone de CTL estabelecido produzido contra esses peptideos
foi examinado quando a sua capacidade de reconhecer as células-alvo que
expressam endogenosamente Foxp3 e HLA-A*24 ou 02. Atividade de CTL
especifica contra 293T transfectado com ambos o comprimento normal do
gene Foxp3 e a molécula HLA-A*24 OU 02, que é um modelo especifico pa-
ra as células-alvo que expressam endogenosamente FOXP3 e HLA-A*24 ou
02, foi testada usando-se as linhas de CTL produzidas por Foxp3-A02-9-390
(SEQ ID NO: 15) e Foxp3-A02-9-252 (SEQ ID NO: 17) como células efeto-
ras. Na figura 4A e na figura 4B, as linhagens de CTL produzidas por Foxp3-
A02-9-390 (SEQ ID NO; 15) e Foxp3-A02-9-252 (SEQ ID NO: 17) mostraram
alta atividade de CTL especifica contra 293T que transfectou ambos Foxp3 e
HLA-A02. Na figura 4C, as linhagens de CTL produzidas por Foxp3-A02-9-
252 (SEQ ID NO: 17) mostraram alta atividade de CTL especifica contra
293T que transfectou ambos Foxp3 e HLA-A-A24. Por outro lado, ndo mos-
trou atividade de CTL especifica significante contra os controles. Foi clara-
mente demonstrado que Fosp3-A02-390 e Foxp3-A02-9-252 foram natural-
mente expressos para a superficie de célula-alvo com molécula de HLA-A02

e/ou 24 e reconheceram CTL. Além disso, esses peptideos de epitopo, que
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podem utilizar vacina que direciona Foxp3, expressaram T-regs.

Imunogenicidade de Peptideo Foxp3-A24-9-252 em camundongos BALB/c

Para avaliar a imunogenicidade do peptideo Foxp-3-9-252 para
camundongos MALBI/c, foi realizadas imunizagéo com peptideo Foxp3-9-252
humano (Foxp3-252_h; KLSAMQAHL) e com peptideo Foxp3-9-252 (Foxp3-
252 _m; KLGANQAHL) (SEQ ID NO: 89), respectivamente. Depois da se-
gunda injecdo de peptideo, foi determinada a atividade de CTL especifica
por ensaio IFN-gama ELISPOT (figura 5).

Dos esplendcitos colhidos de camundongos vacinados com pep-
tideo, foi detectada producéo potente de IFN-gama no pog¢o que foi coculti-
vado com células estimuladoras pulsadas com peptideo correspondentes
sem mostrar producdo de IFN-gama nos pogos de controle. Na figura 5A,
resposta de CTL especifica para peptideo Foxp3-252_h foi detectada de trés
dos cinco camundongos (M'3, M4 e M5), mas nao nos camundongos de con-
trole (N1~N3), que foram vacinaram somente IFA. Na figura 5B, a resposta
de CTL especifica para peptideo Foxp3-252_m foi detectada em um dos cin-
co camundongos (M1), mas nao nos camundongos de controle (N1-N3), que
vacinaram somente IFA. Esses dados indicaram que a vacinagéo com pepti-
deo de cada peptideo Foxp3-252_h ou Foxp3-252_m pode induzir CTLs
contra células-alvo pulsadas com peptideo, in vivo.

Efeitos antitumorais da vacinagdo com peptideo de epitopo Foxp3

Para examinar os efeitos antitumorais com Foxp3 direcionado
com vacinagéao com peptideo, ajuste terapéutico in vivo foi tentado pelo uso
de células tumorais 4T1 e camundongos BALB/c. Células de céncer de ma-
ma 4T1 foram injetadas s.c. em camundongos BALB/c no dia 0, e entéo foi
efetuada a vacinagdo nesses camundongos e e 10 dias depois do desafio
com tumor. Como resultado, o crescimento do tumor reduziu aparentemente
em camundongos MALB/c vacinados com peptideo Foxp3-252_h ou Foxp3-
252 em comparacdo com esta em camundongos como controle (figura 6).
Considerando a analise estatistica, foi verificada uma diferenga significante

de supressdo do crescimento do tumor nos camundongos vacinados com

peptideos de epitopo Foxp3.
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Substituicdo dos Aminoacidos do Peptideo de Epitopo Foxp3

Nos resultados mencionados cima, o peptideo Foxp3-9-252
(SEQ ID NO: 17) é identificado como peptideo de epitopo restrito com am-
bos HLA-A*2402 e HLA-A*0201. Para intensificar a imunogenicidade do pep-
tideo Foxp3-9-252, uma substituicdo simples ou poucas substituicbes de
aminoacidos foram selecionadas para obter uma afinidade mais de ligacao
maior para a moléucla HLA-A*2402 ou HLA-A*0201 que o peptideo natural
Foxp-3-9-252; Foxp3-9-252-WT (KLSAMQAHL) (SEQ IN NO: 17). A classifi-
cacao de ligacdo da substituicao de aminoacidos no Foxp3-9-252 (SEQ ID
NO: 17) é derivada do software BIMAS. A Tabela 4 mostra sequéncias de
aminoacidos e classificagdo de ligacdo para moléculas HLA-A*2402 e 0201
de peptideo substituido de Foxp3-9-252. A classificagao de ligacao de pepti-
deos é derivada do software BIMAS. Foram sintetizados seis ou nove tipos
de substituicdes, um total de quinze peptideos, que prediziam ter afinidade
de ligacdo maior para moléculas HLA-A24 ou HLA-A2 que o tipo selvagem

(Tabela 4).
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Tabela 4
Classificagdo de ligagdo de substituicido de aminoacidos em Foxp3-9-252
(SEQ ID NO: 17) para a molécula HLA-A*2402 ou 0201

PeNpotll’]:lZo Sequéncia Obl:i‘g:t((;iios SEQID NO
A2402 | Foxp3-9-252 | KLSAMQAHL 8,0 17
2Y KYSAMQAHIL. 400,00 89
2F KFSAMQAHL 40,00 80
2Y91 KYSAMQAHI 100,00 a1
2Y9F KYSAMQAHF 200,0 92
2F91 KFSAMQAHI 10,0 93
2F9F KFSAMQAHF 20,0 94
AQ201 WT KLSAMQAHL 74,8 17
9V KLSAMQAHV 243.4 95
3y KLYAMQAHL 239,3 96
M KIMAMQAHIL 276,6 g7
3L KLLAMQAHL 276,6 98
3F KLFAMQAHL 276,6 99
3Y9V KLYAMQAHV 779,0 100
3IMOV KILMAMQAHYV 900,7 101
3LoV KILLAMQAHV 900,7 102
3F9V KLFAMQAHV 900,7 103

E entéo os presentes inventores examinaram para verificar se as
células estimuladoras pulsadas com peptideo usando essas substituicoes
eram reconhecidas por CTLs gerados com o peptideo Foxp3-9-252-WT.
Consequentemente, CTLs induzidos pelo peptideo Foxp3-9-252-WT produzi-
ram IFN-gama contra células T2 pulsadas com Foxp3-9-25-9V (KLSAM-
QAHV) (SEQ ID NO: 95), da mesma maneira que as células T2 pulsadas
com peptideo Foxp3-9-252-WT (figura 7A). Ja que nao foi detectada nenhu-
ma producao de IFN-gama a partir de CTLs contra células estimuladoras
sem qualquer pulso de peptideo, foi indicado que CTLs gerados com o pep-

tideo Foxp3-9-252-WT podem reconhecer a apresentacdo do peptideo
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Foxp3-9-252-9V na molécula de HLA-A2 bem como Foxp3-9-252-WT.

v Além disso, para avaliar se o peptideo Foxp3-9-252-9V tinha
afinidade maior para a molécula HLA-A2 que o peptideo Foxp3-9-252-WT,
atividade de CTL foi determinada usando-se as células estimuladoras pulsa-
das com esses peptideos em uma faixa ampla de concentracao (10-10*
mcg/mL). Como resultado, IFN-gama similar foi produzido de CTLs coculti-
vadas com células estimuladoras que foram pulsadas com peptideo Foxp3-
9-252-WT ou Foxp3-9-252-9V, respectivamente (figura 7B). A partir desses
dados, foi mostrado que a apresentacdo do peptideo Foxp3-9-252-9V na
molécula HLA-A*0201 poderia ser reconhecida por CTLs estabelecidos com
o peptideo Foxp3-9-252-WT.

Por outro lado, os presentes inventores tentaram a inducao de
CTLs usando todas as substituigdes restritas a HLA-A*201 incluindo o pepti-
deo Foxp3-9-252-9V. Como resultado, CTLs foram induzidos por estimula-
¢ao com o peptideo Foxp3-9-252-3M (KLAMAMQAHL) (SEQ ID NO: 97),
Foxp3-9-252-3L (KLLAMQAHL) (SEQ ID NO: 98) ou Foxp3-9-252-9V (figura
7C). As células nos numeros de pogo 3 e 7 estimuladas com Foxp3-A02-9-
252-3M, namero de pogo 7 com Foxp3-A02-9-252-3L, e nimero de poco 8
com Foxp3-A02-9V mostraram produgéo de IFN-gama dependente de pepti-
deo em comparagéo com o controle. Depois que a linhagem de CTL induzi-
da por estimulagédo com Foxp3-9-252 foi estabelecida por expansao in vitro,
a atividade de CTL foi determinada usando-se células estimuladoras pulsa-
das com o peptideo Foxp3-9-252-WT ou Foxp3-9-252-9V. Consequente-
mente, CTLs induzidos por estimulagado com Foxp3-9-252-9V reconheceram
células estimuladoras pulsadas com o peptideo Foxp3-9-252-WT como i-
guais aquelas pulsadas com o peptideo Foxp3-9-252-9V (figura 7D). Esses
resultados exibiram claramente que o peptideo Foxp3-9-252-9V poderiam
induzir CTLs especificos de Foxp3, bem como o peptideo Foxp3-9-WT.
Analise de Homologia dos Peptideos Antigenos '

Os CTLs estimulados com:

FOXp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),

FOXp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),
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FOXp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4),
FOXp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),
FOXp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),
FOXp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),
FOXp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),
FOXp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 16),
FOXp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17),
FOXp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22),
FOXp3-A2-10-263 (SEQ ID NO: 24),
FOXp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27),
FOXp3-A2-10-233 (SEQ ID NO: 28),
FOXp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29),
FOXp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30),
FOXp3-A2-10-246 (SEQ ID NO: 37),
FOXp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),
FOXp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19),
FOXp3-A24-10-87 (SEQ ID NO: 67) e

FOXp3-A24-10-60 (SEQ ID NO: 74) mostraram atividade signifi-

cante e especifica de CTL.

Isso pode significar que a sequéncia de
FOXp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),
FOXp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),
FOXp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9),
FOXp3-A24-9-207 (SEQ ID NO. 4),
FOXp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),
FOXp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),
FOXp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),
FOXp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),
FOXp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 186),
FOXp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17),
FOXp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22),
FOXp3-A2-10-263 (SEQ ID NO: 24),
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FOXp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27),

FOXp3-A2-10-233 (SEQ ID NO: 28),

FOXp3-A2-10-152 (SEQ ID NO: 29),

FOXp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30),

FOXp3-A2-10-246 (SEQ ID NO: 37),

FOXp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),

FOXp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19)

Foxp3-A24-10-87 (SEQ ID NO: 67) e

Foxp3-A24-10-60 (SEQ ID NO: 74) é homdloga aos peptideos
derivados de outras moléculas, que sdo conhecidas por sintetizarem o sis-
tema imunolégico humano. Para excluir esta possibilidade, a analise de ho-
mologia foi realizada com as sequéncias de peptideo como questionarios
usando o algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast/blast.cgi) e
n&o revelou nenhuma sequéncia com homologia significante.

Esses resultados indicam que a sequéncia de
FOXp3-A24-9-363 (SEQ ID NO: 3),
FOXp3-A24-9-366 (SEQ ID NO: 7),
FOXp3-A24-9-190 (SEQ ID NO: 9),
FOXp3-A24-9-207 (SEQ ID NO: 4),
FOXp3-A24-9-332 (SEQ ID NO: 5),
FOXp3-A24-9-337 (SEQ ID NO: 8),
FOXp3-A24-10-114 (SEQ ID NO: 12),
FOXp3-A2-9-390 (SEQ ID NO: 15),
FOXp3-A2-9-69 (SEQ ID NO: 18),
FOXp3-A2-9-252 (SEQ ID NO: 17).
FOXp3-A2-10-359 (SEQ ID NO: 22),
FOXp3-A2-10-263 (SEQ ID NO: 24),
FOXp3-A2-10-94 (SEQ ID NO: 27),
FOXp3-A2-10-233 (SEQ 1D NO: 28),
FOXp3-A2-10-152 (SEQ 1D NO: 29),
FOXp3-A2-10-77 (SEQ ID NO: 30),
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FOXp3-A2- 10-246 (SEQ ID NO: 37),

FOXp3-A2-9-68 (SEQ ID NO: 18),

FOXp3-A2-9-304 (SEQ ID NO: 19)

Foxp3-A24- 10-87 (SEQ ID NO: 67) e

Foxp3-A24- 10-60 (SEQ ID NO: 74) € Unica e existe pouca pos-
sibilidade, até o melhor de nosso conhecimento, de produzir resposta imuno-
iogica n&o pretendida a qualquer molécula nao-relacionada.

Conclusdo, Foxp3 é um antigeno util para direcionar células T-
reg, e vacinas usando esses peptideos de epitopo pode ser Gteis na imuno-
terapia.

Discusséo
Dos dados da figura 6, a vacinagdo de cada peptideo hfOXP3-

252 e mFoxp3-252 poderia induzir CTLs especificos de epitopo in vivo. Isso
indicou que ambbs os peptideos de epitopo Foxp3 poderia induzir CTLs con-
tra Foxp3 expressos nas células-alvo e a molécula complexa de histocompa-
tibilidade principal correspondente. Em outras palavras, é sugerido que es-
ses CTLs podem reconhecer linfocitos T reguladores (T-regs). Para avaliar
essa hipotese, efeitos antitumorais in vivo da vacinagao com esses pepti-
deos de epitopo Foxp3 foram examinados usando-se camundongos BALB/c.
Isso mostrou, obviamente, efeitos antitumorais nos camundongos vacinados
com peptideo hFocp3-352 e mFoxp3-252, respectivamente. Esses resulta-
dos mostraram uma forte indicagéo de que o crescimento do tumor poderia
ser inibido por supressdo de T-regs no microambiente local do tumor, mes-
mo sem vacinagao usando quaisquer peptideos de epitopo TAA. Os presen-
tes inventores consideram que CTLs contra células tumorais s&o induzidas
guando o tumor existe dentro do corpo, contudo, T-regs sdo também induzi-
das por alguns fatores imunossupressores e inibem a funcdo das células
efetoras antitumorais. Ja que a vacinacdo usando peptideo de epitopo
Foxp3 poderia cancelar a situagdo imunossupressora sem vacinacéo de
peptideo de epitopo TAA ou estimulacao de todo o sistema imunologico u-

sando-se adjuvante forte.
Portanto, a vacinagéo de peptideo hFoxp3-252 (KLSAMQAHL)
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(SEQ ID NO: 17) poderia induzir CTLs e efeitos antitumorais superiores ao
peptideo mFoxp3-252 (KLGAMQAHL) (SEQ ID NO: 88) na figura 5 e na figu-
ra 6. A partir desses resultados, foi considerado que a vacinacao do pepti-
deo hFoxp3-252 pode evitar tolerancia imunolégica eficazmente em compa-
ragdo com vacinagéo de peptideo mFoxp3-252 na posicdo 3, o peptideo
hFoxp3-252 e considerado "néo-auto-antigeno” in vivo e poderia induzir C-
TLs contra T-regs, eficazmente.

Concluindo, é indicado que Foxp3 poderia servir como alvos no-
vos para a imunoterapia de cancer. Além disso, esses resultados suportam
fortemente que a vacinacao usando peptideo de epitopo Foxp3 poderia su-
primir a funcéo de T-regs, e poderia ser disponivel para imunoterapia de
cancer para muitos tipos de células cancerosas.

LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> ONCOTHERAPY SCIENCE, INC.
<120> FOXP3 PEPTIDE VACCINE
<130> ONC-A0620P

<150> US 60/878,615

<151> 2007-01-03

<150> US 60/896,472

<151> 2007-03-22

<160> 103

<170> Patentin versdo 3.4
<210> 1

<211> 1869

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222>.  (189)..(1484)

<400> 1

gcacacactc atcgaaaaaa atttggatta ttagaagaga gaggtctgcg gcttccacac 60
120

cgtacagcgt ggtttttctt ctcggtataa aagcaaagtt gtttttgata cgtgacagtt
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tceccacaagce caggcetgatc cttttctgtc agtccactte accaagcctg cccttggaca

aggacccg atg ccc aac ccc agg cct ggce aag ccc tcg gcc cct tcece ttg

gcc
Ala
15

aaa

Lys

ggc

Gly

ccc

Pro

gtg

Val

ctc
Leu
95

gcc

Ala

gcc

Ala

ctc

Leu

gaa

ctt

Leu

gcc

Ala

cga

Arg

atg

Met

gca
Ala
80

ctc

Leu

cac

His

atg

Met

aag

Lys

tgg

Met Pro Asn Pro Arg Pro Gly Lys Pro Ser Ala Pro Ser Leu

1

ggc

Gly

tca

Ser

gat

Asp

cca
Pro
65

cce

Pro

cag

Gln

gcc

Ala

atc

Ile

gcc
Ala

145

gtg

cca

Pro

gac

Asp

ctt
Leu
50

cca

Pro

tcc

Ser

gac

Asp

cg9

Arg

agc
Ser
130
cgg

Arg

tcc

tcc

Ser

ctg
Leu
35

cga

Arg

tcg

Ser

999

Gly

agg

Arg

acc
Thr
115
ctc

Leu

cct

Pro

agg

cca
Pro
20

ctg

Leu

ggc

Gly

cag

Gln

gca

Ala

cca
Pro
100
cct

Pro

aca

Thr

ggc

Gly

gag

5

gga

Gly

ggg9

Gly

999

Gly

ctg

Leu

cgg
Arg
85

cat

His

gtg

Val

ccCa

Pro

ctc

Leu

ccg

gcc

Ala

gce

Ala

gce

Ala

cag
Gln
70

ctg

Leu

ttc

Phe

ctg

Leu

ccc

Pro

cca
Pro
150

gca

tcg

Ser

cgg

Arg

cat
His
55

ctg

Leu

ggc

Gly

atg

Met

cag

Gln

acc
Thr
135
cct

Pro

ctg

56

cccC

Pro

ggc
Gly
40

gcc

Ala

ccc

Pro

ccc

Pro

cac

His

gtg
vVal
120
acc

Thr

999

Gly

ctc

agc
Ser
25

cca

Pro

tcc

Ser

aca

Thr

ttg

Leu

cag
Gln
105
cac

His

gcc

Ala

atc

Ile

tgc

10

tgg

Trp

gag

Gly

tct

Ser

ctg

Leu

cce
Pro
90

ctc

Leu

CcCcC

Pro

act

Thr

aac

Asn

acc

agg

Arg

gga

Gly

tct

Ser

ccc
Pro
75

cac

His

tca

Ser

ctg

Leu

999

Gly

gtg
val

155

ttc

gct

Ala

acce

Thr

tcc
Ser
60

cta

Leu

tta

Leu

acg

Thr

gag

Glu

gtc
Val
140
gcc

Ala

cca

gca

Ala

ttc
Phe
45

ttg

Leu

gtc

Val

cag

Gln

gtg

Val

agc
Ser
125
ttc

Phe

agc

Ser

aat

cce
Pro
30

cag

Gln

aac

Asn

atg

Met

gca

Ala

gat
Asp
110
cca

Pro

tcc

Ser

ctg

Leu

ccc

180

230

278

326

374

422

470

518

566

614

662

710
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Glu

agt
Ser
175
tac

Tyr

gtc

Val

ctt

Leu

. gta

vVal

gcc
Ala
255
tct

Ser

agc

Ser

gac

Asp

agc

Ser

Trp
160
gca

Ala

cca

Pro

ttc

Phe

ctg

Leu

cag
Gln
240
atg

Met

gtg

Val

caa

Gln

agc

Ser

aca
Thr

320

Val

ccc

Pro

ctg

Leu

gaa

Glu

gat
Asp
225
tct

Ser

cag

Gln

gca

Ala

ggc

Gly

ctg
Leu
305
ttc

Phe

Ser

agg

Arg

ctg

Leu

gag
Glu
210
gag

Glu

ctg

Leu

gcc

Ala

tca

Ser

cct
Pro
290
ttt

Phe

cCca

Pro

Arg

aag

Lys

gca
Ala
195
cca

Pro

aag

Lys

gag

Glu

cac

His

tcc
Ser
275
gtc

Val

gct

Ala

gag

Glu

Glu

gac
Asp
180
aat

Asn

gag

Glu

ggc

Gly

cag

Gln

ctg
Leu
260
gac

Asp

gtc

Val

gtc

Val

ttc

Phe

Pro
165
agc

Ser

ggt

Gly

gac

Asp

agg

Arg

cag
Gln
245
gct

Ala

aag

Lys

cca

Pro

cgg

Arg

ctc
Leu

325

Ala

acce

Thr

gtc

val

ttc

Phe

gca
Ala
230
ctyg

Leu

g9g9

Gly

ggc

Gly

gcc

Ala

agg
Arg
310
cac

His

Leu

ctt

Leu

tgc

Cys

ctc
Leu
215
caa

Gln

gtg

Val

aaa

Lys

tce

Ser

tgg
Trp
295
cac

His

aac

Asn

57

Leu

tcg

Ser

aag
Lys
200
aag

Lys

tgt

Cys

ctg

Leu

atg

Met

tgc
Cys
280
tct

Ser

ctg

Leu

atg

Met

Cys

gct
Ala
185
tgg

Trp

cac

His

ctc

Leu

gag

Glu

gca
Ala
265
tgc

Cys

ggc

Gly

tgg

Trp

gac

Asp

Thr
170
gtg

Val

ccc

Pro

tgc

Cys

ctc

Leu

aag
Lys
250
ctg

Leu

atc

Tle

ccc

Pro

ggt

Gly

tac
Tyr

330

Phe

ccc

Pro

gga

Gly

cag

Gln

cag
Gln
235
gag

Glu

acc

Thr

gta

Val

cgg

Arg

agc
Ser
315
ttc

Phe

Pro Asn

cag agc

Gln Ser

tgt gag

Cys Glu
205

gcg gac

Ala Asp

220

aga gag

Arg Glu

aag ctg

Lys Leu

aag gct

Lys Ala

gct gct

Ala Ala
285

gag gcc

Glu Ala

300

cat gga

His Gly

aag ttc

Lys Phe

Pro

tcc
Ser
190
aag

Lys

cat

His

atg

Met

agt

Ser

tca
Se;
270
ggc

Gly

cct

Pro

aac

Asn

cac

His

758

806

854

902

950

998

1046

1094

1142

1190
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aac atg

Asn Met
335
ctg gag

Leu Glu

ttc aca

Phe Thr

aac gcc

Asn Ala

cga

Arg

gct

Ala

cgec

Arg

atc

Ile

ccec cct

Pro Pro

ttc

Phe

acc tac

Thr Tyr

340

cca gag

Pro Glu
355
atg ttt
Met Phe
370
cgc cac

Arg His

385

gag agc

Glu Ser
400
aag aaa
Lys Lys
415
ccc tga

Pro

aggcagaggt
tgaggtttcc
ccccatcata
cacctcecgece
cagccacaca
acagacacac
<210> 2

<211> 431
<212> PRT
<213>

<400> 2

gag

Glu

cgg

Arg

aag ggg

Lys Gly
agc

cag

Ser Gln

aag

Lys

gcc

Ala

aac

Asn

gct

Ala

agg

Arg

cag cgg

Gln Arg
ttc ttc

Phe Phe

ctg agt

Leu Ser
390

gtg tgg

Val Trp
405
cce agc

Pro Ser

420

ggtgggggca
actgtcttge
tcetttgeee
ccagacacac
gagcctgect

aaaatgtcac

Homo sapiens

gggatgatag
ctgccagggce
caaggctgct
ccceccagtcg
cagctgctcg

aatcctgtcce

Arg

58

gcc acg ctc

Ala Thr Leu

345

aca ctc aat

Thr Leu Asn

360

aga aac cat

Arg Asn His

375

ctg cac aag

Leu His Lys

acc gtg gat

Thr Val Asp

agg tgt tcc

Cys Ser

425

cctcaagatc aaggaaagga ggatggacga acaggggcca

gccctggatg
ccctgttecce
cagaggggcc
agccctgcag
cacagattac

ctcac

‘Pro

atc cgc tgg

Ile Arg Trp

atc tac

gag

Glu Ile Tyr

cct gcc acc

Ala Thr

380

tgc ttt gtg

Cys Phe Val

395
ctg

gag gag

Glu: Leu Glu
410
cct

aac aca

Asn Pro Thr

aac

tgcccacagg
ccgctggecag
ccggtcecctgg
ccaaacagag

ttcagggctg

gce atc

Ala TIle
350
cac tgg
His Trp
365
tgg aag
Trp Lys
cgg gtg
Arg Val
ttc cgc
Phe Arg

cct ggc
Pro Gly
430

tggtggg

gaccaagaag
ccaccccecte
ccccagecce
ccttcacaac

gaaaagtcac

1238

1286

1334

1382

1430

1478

1534

1594
1654
1714
1774
1834

1869
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Met
Gly
Ser
Asp
Pro
65

Pro
Gln
Ala

Ile

Ala

Pro Asn

Pro

Asp

Leu

50

Pro

Ser

Asp

Arg

Ser

130

Arg

145 -

Val

Pro

Leu

Glu

Asp

225

Ser

Ser

Arg

Leu

Glu

210

Glu

Leu

Ser

Leu

35

Arg

Sexr

Gly

Arg

Thr

115

Leu

Pro

Arg

Lys

Ala

195

Pro

Lys

Glu

Pro

Pro

20

Leu

Gly

Gln

Ala

Pro

100

Pro

Thr

Gly

Glu

Asp

180

Asn

Glu

Gly

Gln

Arg

Gly

Gly

Gly

Leu

Arg

85

His

Val

Pro

Leu

Pro

165

Ser

Gly

Asp

Arg

Gln

245

Pro

Ala

Ala

Ala

Gln

70

Leu

Phe

Leu

Pro

Pro

150

Ala

Thr

val

Phe

Ala

230

Leu

Gly

Ser

Arg

His

55

Leu

Gly

Met

Gln

Thr

135

Pro

Leu

Leu

Cys

Leu

215

Gln

vVal

Lys

Pro

Gly

40

Ala

Pro

Pro

His

Val

120

Thr

Gly

Leu

Ser

Lys

200

Lys

Cys

Leu

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Leu

Gln

105

His

Ala

Ile

Cys

Ala

185

Trp

His

Leu

Glu

59

Ser

10

Trp

Gly

Ser

Leu

Pro

90

Leu

Pro

Thr

AsSn

Thr

170

vVal

Pro

Cys

Leu

Lys

250

Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

75

His

Ser

Leu

Gly

Val

155

Phe

Pro

Gly

Gln

Gln

235

Glu

Pro

Ala

Thr

Ser

60

Leu

Leu

Thr

Glu

val

140

Ala

Pro

Gln

Cys

Ala

220

Arg

Lys

Ser

Ala

Phe

45

Leu

Val

Gln

val

Ser

125

Phe

Ser

Asn

Ser

Glu

205

Dsp

Glu

Leu

Leu

Pro

30

Gln

Asn

Met

Ala

Asp

110

Pro

Ser

Leu

Pro

Ser

190

Lys

His

Met

Ser

Ala

15

Lys

Gly

Pro

Val

Leu

95

Ala

Ala

Leu

Glu

Ser

175

Tyr

val

Leu

Val

Ala

255

Leu

Ala

Arg

Met

Ala

80

Leu

His

Met

Lys

Trp

160

Ala

Pro

Phe

Leu

Gln

240

Met
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Gin

Ala

Gly

Leu

305

Phe

Arg

Ala

Arg

Ile

385

Glu

Arg

<210>

<211>

<21l2>

<213>

Ala

Ser

Pro

290

Phe

Pro

Pro

Pro

Met

370

Arg

Lys

Ser

<220>

<223>

<400>

3

9

3

His

Ser

275

vVal

Ala

Glu

Pro

Glu

355

Phe

His

Gly

Gln

PRT

Leu

260

Asp

Val

Val

Phe

Phe

340

Lys

Ala

Asn

Ala

Arg

420

Ala

Lys

Pro

Arg

Leu

325

Thr

Gln

Phe

Leu

Val

405

Pro

Artificial

Gly

Gly

Ala

Arg

310

His

Tyr

Arg

Phe

Ser

390

Trp

Ser

Lys

Ser

Trp

295

His

Asn

Ala

Thr

Arg

375

Leu

Thr

Arg

vacina de peptideo

Met

Cys

280

Ser

Leu

Met

Thr

Leu

360

Asn

His

Val

Cys

Ala

265

Cys

Gly

Trp

Asp

Leu

345

Asn

His

Lys

Asp

Ser

425

Ile Tyr His Trp Phe Thr Arg Met Phe

1

<210>

4

5

60

Leu

Ile

Pro

Gly

Tyr

330

Ile

Glu

Pro

Cys

Glu

410

Asn

Thr

Val

Arg

Ser

315

Phe

Arg

Ile

Ala

Phe

395

Leu

Pro

Lys

Ala

Glu

300

His

Lys

Trp

Tyr

Thr

380

Val

Glu

Thr

Ala

Ala

285

Ala

Gly

Phe

Ala

His

365

Trp

Arg

Phe

Pro

Ser
270
Gly
Pro
Asn
His
Ile
350
Trp
Lys
vVal

Arg

Gly

430

Ser

Ser

Asp

Ser

Asn

335

Leu

Phe

Asn

Glu

Lys

415

Pro

Val

Gln

Ser

Thr

320

Met

Glu

Thr

Ala

Ser

400

Lys
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val Phe Glu Glu Pro Glu Asp Phe Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys Phe His Asn Met Arg Pro Pro Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Phe Leu His Asn Met Asp Tyr Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

9
PRT

Artificial

vacina de peptideo

4

5
5
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

5

5
6
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

6

5
7
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

61
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<400>

Trp Phe Thr Arg Met Phe Ala Phe Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Arg Pro Pro Phe Thr Tyr Ala Thr Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Tyr Pro Leu Leu Ala Asn Gly Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

7

5
8
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

8

5
9
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

9

5
10
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

10

62

ThriTyr Ala Thr Leu Ile Arg Trp Ala Ile

1

<210>

<211>

5

11

10

10
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

63

PRT

Artificial

vacina de peptideo

11

Val Phe Ser Leu Lys Ala Arg Pro Gly Leu

1

<210>
<211>
<2l2>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10
12
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

12

Arg Thr Pro Val Leu Gln Val His Pro Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
i3
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

13

Asn Leu Ser Leu His Lys Cys Phe Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
14
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

14
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Leu Leu Gln Asp Arg Pro His Phe Met

1 5
<210> 15
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 15

Ser Leu His Lys Cys Phe Val Arg Val

1 5
<210> 16
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> ~vacina de peptideo

<400> 16

Leu Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu Val

1 5
<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223> wvacina de peptideo

<400> 17

Lys Leu Ser Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> 18
<211> 9

<212> PRT
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<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 18

Gln Leu Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu

1 5
<210> 19
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 19

Ser Leu Phe Ala Val Arg Arg His Leu

1 5
<210> 20
<211>‘ )

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 20

Val Gln Ser Leu Glu Gln Gln Leu Val

1 5
<210> 21
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo

<400> 21

Gln Leu Val Leu Glu Lys Glu Lys Leu

65
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1 5
<210> 22
<211> 10

<212> PRT
<213>  Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 22

Thr Leu Asn Glu Ile Tyr His Trp Phe Thr.

1 5 10
<210> 23
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 23

Lys Val Phe Glu Glu Pro Glu Asp Phe Leu

1 5 10
<210> 24
<211>. 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 24

Lys Met Ala Leu Thr Lys Ala Ser Ser Val

1 5 10
<210> 25
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial




67

<220>
<223> wvacina de peptideo
<400> 25

Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu Val Met Val

1 5 10
<210> 26
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> = 26

Gln Lieu Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu Val

1 5 10
<210> 27
<211> - 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 'wvacina de peptideo
<4Q0> 27

Ala Leu Leu Gln Asp Arg Pro His Phe Met

1 5 10
<210> 28
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 28

Leu Leu Gln Arg Glu Met Val Gln Ser Leu

1 5 10
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<210> 29

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 29

Gly Tle Asn Val Ala Ser Leu Glu Trp Val

1 5 10
<210> 30

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223> wvacina de peptideo

<400> 30

Val Met Val Ala Pro Ser Gly Ala Arg Leu

1 5 10
<210> 31

<2ll} 10

<212> PRT

<213> "Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 31

Ser Leu Asn Pro Met Pro Pro Ser Gln Leu

1 5 10
<210> 32
<211> 10

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> wvacina de peptideo
<400> 32

Arg Glu Ala Pro Asp Ser Leu Phe Ala Val

1 5 10
<210> 33
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 33

Lys Leu Ser Ala Met Gln Ala His Leu Ala

1 5 10
<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223> wvacina de peptideo

<400> 34

Phe Met His Gln Leu Ser Thr Val Asp Ala

1 S) 10
<210> 35
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo

<400> 35

Leu Leu Asp Glu Lys Gly Arg Ala Gln Cys
1 5 10

<210> 36
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<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 36

Thr Leu Ile Arg Trp Ala Ile Leu Glu Ala

1 5 10
<210> 37
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 37

Leu Val Leu Glu Lys Glu Lys Leu Ser Ala

1 5 10
<210> 38
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo

<400> 38

Met Val Gln Ser Leu Glu Gln Gln Leu Val

1 5 10
<210> 39
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> peptide
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<400> 39

Arg Ala Ala Pro Lys Ala Ser Asp Leu

1 5
<210> 40
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 40

Met Val Gln Ser Leu Glu Gln Gln Leu

1 5
<210> 41
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 41

Gly Pro Leu Pro His Leu Gln Ala Leu

1 . 5
<210> 42
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 42

Lys Pro Ser Ala Pro Ser Leu Ala Leu

1 5
<210> 43
<211> 9
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Ala Pro Glu Lys Gln Arg Thr Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Ser Leu Glu Gln Gln Leu Val Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Leu Val Leu Glu Lys Glu Lys Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

PRT

Artificial

vacina de peptideo

43

5
44
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

44

5
45
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

45

5
46
9
PRT
aArtificial

vacina de peptideo

46

72
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Gly Ala Val Trp Thr Val Asp Glu Leu

1 5
<210> 47
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 47

Ala Val Pro Gln Ser Ser Tyr Pro Leu

1 5
<210> 48
<211> 9

<212>  PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 48

Ala Ala Pro Lys Ala Ser Asp Leu Leu

1 5
<210> 49
<211> 9

<212> PRT

<213> 'Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> ’49

Phe Ser Leu Lys Ala Arg Pro Gly Leu

1 5
<210> 50
<211> o

<212> PRT



10

15

20

25

30

<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

vacina de peptideo

50

Asn Ala Ile Arg His Asn Leu Ser Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

T <223>

<400>

5
51
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

51

Val Pro Gln Ser Ser Tyr Pro Leu Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
52
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

52

Ala Thr Leu Ile Arg Trp Ala Ile Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
53
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

53

Lys Trp Pro Gly Cys Glu Lys Val Phe

74



10

15

20

25

30

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Leu Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Thr Tyr Ala Thr Leu Ile Arg Trp Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Thr Pro Val Leu Gln Val His Pro Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5
54
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

54

5
55
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

55

5
56
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

56

5
57
9
PRT
Artificial

75
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<220>
<223> vacina de peptideo
<400> 57

Leu Asn Pro Met Pro Pro Ser Gln Leu

1 5
<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 58

Glu Trp Val Ser Arg Glu Pro Ala Leun

1 5
<210> 59
<211> 9

'<212>  PRT

<213> Artificial
<220>
<223> vacina de peptideo

<400> 59

‘"Ser Ala Pro Arg Lys Asp Ser Thr Leu

1 5
<210> 60
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo

<400> 60

Leu Gln Arg Glu Met Val Gln Ser Leu

1 5
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

77

61
9
PRT

Artificial

vacina de peptideo

61

Ser Leu Phe Ala Val Arg Arg His Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
62
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

62

Thr Leu Asn Glu Ile Tyr His Trp Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
63
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

63

Arg Ala Ala Pro Lys Ala Ser Asp Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

5 10
64
10
PRT
Artificial
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<223> wvacina de peptideo
<400> 64

Lys Val Phe Glu Glu Pro Glu Asp Phe Leu

I 5 10
<210> 65
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 65

Lys Gly Ala Val Trp Thr Val Asp Glu Leu

1 5 10
<210> 66
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> = 66

Glu Met Val Gln Ser Leu Glu Gln Gln Leu

1 : 5 10
<210> 67
<2i1> 10

<212> @ PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 'wvacina de peptideo

<400> 67

Gly Pro Leu Pro His Leu Gln Ala Leu Leu
1 5 10

<210> 68
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<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> wvacina de peptideo

-<400> 68

Asp Ser Leu Phe Ala Val Arg Arg His Leu

1 5 10
<210> 69
<211> 10

<212> PRT

<213>° Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 69

Arg Thr Leu Asn Glu Ile Tyr His Trp Phe

1 5 10
<210> 70
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 70

Arg Pro Gly Lys Pro Ser Ala Pro Ser Leu

1 5 10
<210> 71
<211> 10

<212> PRT

"<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
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<400> 71

Lys Asn Ala Ile Arg His Asn Leu Ser Leu

1 5 10
<210> 72
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 72

Ser Tyr Pro Leu Leu Ala Asn Gly Val Cys

1 5 10
<210> 73
<211> 10

<212> PRT

<213>  Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 73

Leu Gly Pro Leu Pro His Leu Gln Ala Leu

1 5 10
<210> - 74 .

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo

<400> 74

Ser Leu Asn Pro Met Pro Pro Ser Gln Leu
1 5 10
<210> 75

<211> 10
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

81

PRT

Artificial

vacina de peptideo

75

Ser Ala Val Pro Gln Ser Ser Tyr Pro Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
76
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

76

Asn Pro Met Pro Pro Ser Gln Leu Gln Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
77
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

77

Leu Leu Gln Arg Glu Met Val Gln Ser Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10
78
10
PRT
Artificial

vacina de peptideo

78
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Gln Gln Leu Val Leu Glu Lys Glu Lys Leu

1 . 5 10
<210> 79
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 79

Ala Val Pro Gln Ser Ser Tyr Pro Leu Leu

1 5 10
<210> 80

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wacina de peptideo
<400> 80

Leu Pro Pro Gly Ile Asn Val Ala Ser Leu

1 5 10
<210> 81
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 81

Ser Gly Pro Arg Glu Ala Pro Asp Ser Leu

1 5 10
<210> 82
<211> 10

<212> PRT




10

15

20

25

30

83

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo
<400> 82

Val Met Val Ala Pro Ser Gly Ala Arg Leu

1 5 10
<210> 83
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>  wvacina de peptideo
<400> 83

Glu Trp Val Ser Arg Glu Pro Ala Leu Leu

1 5 10
<210> 84
<211> - 10

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223>  vacina de peptideo
<400> 84

Ser Gln Leu Gln Leu Pro Thr Leu Pro Leu

1 5 10
<210> 85
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo

<400> 85

His Gly Asn Ser Thr Phe Pro Glu Phe Leu
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1 5 10
<210> 86

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> +vacina de peptideo
<400> 86

Thr Trp Lys Asn Ala Ile Arg His Asn Leu

1 5 10
<210> 87
<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo

<400> 87

Ile Tyr His Trp Phe Thr Arg Met Phe Ala

1 5 10
<210> 88
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>|

<223> vacina de peptideo
<400> 88

Lys Leu Gly Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> 89
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> vacina de peptideo
<400> 89

Lys Tyr Ser Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> 90
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>  vacina de peptideo
<400> 90

Lys Phe Ser Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> 91
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<400> 91

Lys Tyr Ser Ala Met Gln Ala His Ile

1 5
<210> 92
<211> 9

<212> = PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo

<400> 92

Lys Tyr Ser Ala Met Gln Ala His Phe

1 5
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

86

93

-9

PRT

Artificial

vacina de peptideo

93

Lys Phe Ser Ala Met Gln Ala His Ile

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
94
°
PRT
Artificial

vacina de peptideo

94

Lys Phe Ser Ala Met Gln Ala His Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
95
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

95

Lys Leu Ser Ala Met Gln Ala His Vval

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

5
96
9
PRT
Artificial
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<223> wvacina de peptideo

<400> 96

Lys Leu Tyr Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> 97

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> wvacina de peptideo
<406> 97

Lys Leu Met Ala Met Gln Ala His Leu

1 . 5
<210> 98
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> wacina de peptideo
<400> 098

Lys Leu Leu Ala Met Gln Ala His Leu

1 5
<210> . 99
<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> vacina de peptideo

<400> 99

Lys Leu Phe Ala Met Gln Ala His Leu
1 5

<210> 100
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

88

9
PRT

Artificial

vacina de peptideo

100

Lys Leu Tyr Ala Met Gln Ala His Vval

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5
101
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

101

Lys Leu Met Ala Met Gln Ala His Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
102
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo

102

Lys Leu Leu Ala Met Gln Ala His Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

S
103
9
PRT
Artificial

vacina de peptideo



<400> 103
Lys Leu Phe Ala Met Gln Ala His Val

1 5

89




RESUMO

Patente de Invengao: "VACINA DE PEPTIDEO FOXP3".

A presente invencgao refere-se peptideos Foxp3 compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQIDN®:3a5,7a9.12,15a 19, 22, 24,
27 a 30, 67 ou 74, e peptideos Foxp3 compreendendo as sequéncias men-
cionadas acima nas quais 1, 2 ou varios aminoacidos sdo substituidos ou
adicionados, e tendo indutividade de células T citotéxicas, e também propor-
ciona farmacos para regular células T reguladoras que compreendem pepti-
deos Foxp3. Os peptideos Foxp3 desta invengao sao Uteis como vacinas.
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Foxp3-A24-9-207

Foxp3-A24-9-332

Foxp3-A24-9-337

Foxp3-A24-10-114




[Fig. 2A-B]
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[Fig. 2C]
C
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Foxp3-A2-9-252
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[Fig. 3A-D]
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[Fig. 3E-G]
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[Fig. 4]
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[Fig. 5]
A Foxp3-9-252_h
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[Fig. 6]
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[Fig. 7A-B]
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[Fig. 7C-D]
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REIVINDICACOES

1. Peptideo que consiste na sequéncia de aminoacidos de SEQ
iIDNOs:3ab5,7a9, 12, 15 a 19, 22, 24, 27 a 30, 37, 67 ou 74,

2. Peptideo tendo indutividade de célula T citotéxica, em que o
peptideo compreende a sequéncia de amino&cidos selecionada do grupo de:

(a) SEQIDNOs:3a5,7-19,12,17, 67 0u 74, e

(b) SEQIDNOs:3a5,7a9,12, 17,67 ou 74, em que 1, 2, ou
varios aminoacidos séo substituidos ou adicionados.

3. Peptideo, de acordo com a reivindicacéo 2, em que o segundo
aminoacido da terminacéo N é fenilalanina, tirosina, metionina, ou triptofano.

4. Peptideo, de acordo com a reivindicacdo 2 ou 3, em que O
aminoacido na terminacédo C & fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano, ou
metionina.

5. Peptideo tendo indutividade de célula T citotdxica, em que o
peptideo compreende a sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo de:

(a) SQID NOs: 152 19,22,24,27 a30,0u 37, e

(b) SEQ ID NOs: 15a 19, 22, 24, 27 a 30, cu 37, em que 1, 2, ou
varios aminoacidos sao substituidos ou adicionados. '

6. Peptideo, de acordo com a reivindicagio 5, em que o segundo
aminoacido na terminacdo N é leucina ou metionina.

7. Peptideo, de acordo com a reivindicacdo 5 ou 6, em que ©
aminoacido na terminacgéo C é valina ou leucina.

8. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 2 ou 5, em que o
peptideo substituido compreende a sequéncia de aminoéacidos das SEQ 1D
NOs: 95, 97 ou 98.

9. Agente farmacéutico para regular células T-reg, que contém 1
ou mais tipos de peptideos como definidos em qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 7, ou um polinucleotideo que codifica o peptideo.

10. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicagao 9, que &
destinado a inibir a proliferacao de células T-reg.

11. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicagéo 9, que €

destinado & administracéo a um paciente cujo antigeno HLA é HLA-A24.
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12. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicagado 9, que e
destinado a administragdo a um paciente cixjo antigeno HLA é HLA-AD2.

13. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicacdo 9, que €
destinado a suprimir a func¢do da célula T-reg.

14. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicagao 9, que &
destinado ao tratamento de cancer.

15. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicacao 14, que
€ uma vacina.

16. Agente farmacéutico, de acordo com a reivindicagéo 15, que
contém, além do peptideo como definido nas reivindicagdes 2, 5 ou um poli-
nucleotideo que codifica o peptideo, um outro peptideo que tem a capacida-
de de induzir células AT citotoxicas contra células cancerosas ou um outro
nucleotideo que codifica o outro peptideo. _

17. Exossoma que apresenta em sua superficie um complexo
que compreende um antigeno HLA e o peptideo como definido na reivindi-
cacao 2 ou 5.

18. Exossoma, de acordo com a reivindicagéo 17, em que o an-
tigeno € HLA-A24.

19. Exossoma, de acordo com a reivindicagdo 17, em que o an-
tigeno HLA é HLA-A2402.

20. Exossoma, de acordo com a reivindicagéo 17, em que o an-
tigeno HLA € HLA-AD2.

21. Exossoma, de acordo com a reivindicaggdo 17, em que o an-
tigeno HLA é HLA-A0201.

22. Método para induzir células apresentadoras de antigeno ten-
do alta indutividade de célula T citotéxica ou administragéo do peptideo co-
mo definido na reivindicacao 2, 5 ou um polinucleotideo que codifica o pepti-
deo.

23. Método para induzir células T citotdxicas por administragao
do peptideo como definido na reivindicagéo 2, 5 ou um polinucleotideo que
codifica o peptideo.

24. Método para induzir células apresentadoras de antigeno ten-
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do alta indutividade de célula T citotéxica como definida na reivindicagéo 22,
em que o método compreende transferir um gene que compreende um poli-
nucleotideo que codifica o peptideo como definido na reivindicagéo 2 ou 5
para as celulas apresentadoras de antigeno.

25. Célula T citotdxica isolada, que é induzida pelo peptideo co-
mo definido na reivindicacdo 2.

26. Ceélula apresentadora de antigeno, que compreende um
complexo formado entre um antigeno HLA e o peptideo como definido na
reivindicagéo 2 ou 5.

27. Célula apresentadora de antigeno, de acordo com a reivindi-
cagéo 26, que é induzida pelo método como definido na reivindicagéo 24.

28. Método para regular células T-reg em um paciente, que
compreende administrar ao dito paciente uma vacina que compreende um
peptideo como definido na reivindicagao 2, ou um fragmento imunologica-

mente ativo do dito peptideo, ou um polinucleotideo que codifica o peptideo.
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