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MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO PARA O TRATAMENTO DE ALERGIAS

Referéncia cruzada aos pedidos de depdsito correlatos

Este pedido depende da revelagdo de e reivindica o
beneficio da data de depdsito de pedido de patente provisodrio

5 n° U.S. 61/496.866, depositado em 14 junho de 2011, incorporado
ao presente documento em sua totalidade a titulo de referéncia.

Antecedentes da invencéo

Campo da invencéo

A presente invencdo refere-se aos campos de biologia
10 molecular e medicina. Mais especificamente, a invencéo
refere-se a 4cidos nucleicos para uso como vacinas de DNA e
métodos de que usam as mesmas para tratar individuos que sofrem

de ou suscetiveis a reacgdes alérgicas.

Discussédo de técnica relacionada

15 A alergia é uma doenca de  hipersensibilidade
caracterizada pela producdo de anticorpos IgE contra um
alérgeno ou molécula que causa alergia. As alergias afetammais
de 25% da populacdo. Os alérgenos podem entrar no corpo através
de muitas rotas, incluindo o trato respiratdrio, contato com

20 a pele, ingestédo, mordida de inseto ou injecdo de um farmaco.

O gerenciamento de doenca de alergia compreende
diagndéstico e tratamento. Os alergistas diagnosticam uma
alergia com o uso de uma variedade de técnicas, como um teste
de punctura de pele, técnicas com base em radioalergosorvente,

25 ELISA ou teste de provocacdo para demonstrar o alérgeno
especifico IgE e para identificar a fonte do alérgeno. O
tratamento de alergia frequentemente se encontra em duas
categorias: evitacdo e dosagem com anti-histaminicos. Uma
terceira alternativa, imunoterapia de alergia, exige que o

30 paciente receba injecdes semanais que consiste em pequenas
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quantidades dos alérgenos agressores a fim de ajudar o sistema
imunoldgico a reeducar sua resposta ao alérgeno.
O uso e geracdo de proteinas de fusdo de alérgeno sdo bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, patente US n° 7.566.456
5 ensina uma proteina de fusdo com dominios de ligacdo de IgE e
IgG bem como a codificar um alérgeno. Adicionalmente, o documento
no WO 97/07218 ensina proteinas de fusdo de CD32 anti-alérgeno
para uso em imunoterapia de alergia. Nenhum desses documentos,
entretanto, ensina como sua respectiva proteina de fuséo
10 interage com células T através de representacdo de antigeno para
induzir ou modificar uma resposta Thl. Ademais, ndo ha& conexdo
tedérica entre direcionar a vacina que contém anti-CD32 para
células dendriticas para afetar uma inducdo positivo de células
Thl. Ambos os documentos ensinam uma composicdo que introduz um
15 alérgeno terapeuticamente, para que o alérgeno possa ser
encontrado no soro como uma proteina de fusdo de alérgeno.
Foi estabelecido por Toda et al, 2002 gque um epitopo de
célula T de um alérgeno, nesse caso um epitopo Cry J2 localizado
no aminoacido 247 a 258, pode ser fixado a uma proteina de fuséao
20 e ser usado para conduzir imunoterapia especifica para alergia.
A composicédo especifica descrita por Toda et al, 2002 é o uso
de uma vacina de DNA que codifica o principal epitopo de célula
CD4 T de Cry J2, localizado em aminoacidos 247 a 258, fixado
a peptideo de cadeia invariante associado a classe II (CLIP).
25 CLIP contém uma sequéncia de diapedese endossomal/lisossomal
e contém um dominio que se liga ao sulco de ligacdo de peptideo
de MHC II. Toda et al, 2002 mostra que imunizagcdo com a vacina
de DNA CLIP/peptideo Cry J2 resulta em preparar um camundongo
para uma resposta predominantemente Thl, caracterizado por

30 IFN-gama mais alto e producédo de IgG2a. Entretanto, Toda et al.
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ndo ensina o direcionamento intracelular de toda a sequéncia

de codificacdo de proteina de um alérgeno Util para conduzir
imunoterapia especifica para alergia.

A patente US n° 6.982.326 e a patente US n° 6.090.386

5 descrevem sequéncias de acidos nucleicos que codificam os

principais alérgenos de pbdlen de Cryptomeria japonica: Cry J1,

Cry J2, Jun s I e Jun v I e fragmentos ou peptideos dos mesmos.

A invencdo também fornece Cry Jl, Cry J2, Jun s I e Jun v I

purificado e pelo menos um fragmento do mesmo produzido em uma

10 célula hospedeira transformada com uma sequéncia de &cidos

nucleicos que codificam o Cry J1, Cry J2, Jun s I e Jun v I ou

pelo menos um fragmento da mesma e fragmentos de Cry J1, Cry J2,

Jun s I ou Jun v I ou pelo menos um fragmento da mesma e fragmentos

de Cry J1, Cry J2, Jun s I ou Jun v I preparado sinteticamente.

15 Cry Jl, Cry J2, Jun s I e Jun v I e fragmentos do mesmo sdo

revelados como Uteis para diagnosticar, tratamento e prevenir

polinose decorrente do cedro japonés. A invencgdo também fornece

peptideos isolados de Cry Jl e Cry J2. Os peptideos dentro do

escopo da invencdo compreendem ao menos um epitopo de célula T

20 ou de preferéncia pelo menos dois epitopos de célula Ts de Cry

Jl ou Cry J2. A invencdo também se refere a peptideos modificados

que tem propriedades terapéuticas aprimoradas ou similares como

a porcdo ou alérgeno que ocorre naturalmente correspondente das

mesmas mas que tem efeitos colaterais reduzidos. Métodos de

25 tratamento ou de diagnéstico de sensibilidade a pdlens de cedro

Jjaponés em composicdes terapéuticas e individuais e formulacgdes

de mtltiplos peptideos que compreendem um ou mais peptideos da

invencdo também s&o fornecidos. A invencdo ndo ensina como

combinar os epitopos ou alérgenos para o interior de uma vacina

30 de DNA com propriedades imunoestimulatdrias.
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A patente US n° 7.547.440 e a patente US n°® 7.112.329
identificam o sitio de epitopo de célula T em uma molécula de
alérgeno de pbdlen de cipreste (hinoki) japonés estimulando-se
uma linha de célula T estabelecida a partir de um paciente que

5 sofre de alergia de pdélen de cipreste japonés com um peptideo
de sobreposicdo que cobre a estrutura primdria do alérgeno de
pdlen de cipreste japonés. O peptideo é Gtil em imunoterapia
com base em peptideo para pacientes com polinose de &arvore
nascente que inclui pacientes com polinese de cipreste japonés

10 que tem reatividade cruzada com pdlen de cipreste japonés. O
peptideo também é Util para diagnosticar polinose de arvore
nascente. A invencédo é limitada a diagnésticos e aplicacéo de
polipeptideo de epitopos.

As vacina de DNA foram desenvolvidas como uma alternativa

15 as vacinas de virus inteira ou de célula inteira tradicional.
De um modo geral, as vacina de DNA s&o acidos nucleicos
manipulados que incluem sequéncias que codificam um ou mais
epitopos. Os &cidos nucleicos sé&o distribuidos para células,
tipicamente células apresentadoras de antigeno (APCs), os acidos

20 nucleicos sdo expressos e o0s epitopos presentes nas proteinas
expressadas sdo processados no compartimento
lisossomal/endossomal e, por fim, apresentados sobre a
superficie da célula. A patente US n° 5.633.234 concedida a
August et al. revela e caracteriza a sequéncia de direcionamento

25 lisossomal/endossomal da proteina de membrana associada
lisossomal (LAMP). Esta patente identifica residuos tipicos na
regido terminal C da proteina, que sdo necessarios para o
direcionamento da proteina para o) compartimento
lisossomal/endossomal. A patente revela que a fusdo de peptideos

30 antigénicos da sequéncia de direcionamento LAMP de terminal C
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pode fornecer apresentacdo e processamento aprimorados de
epitopos para a geragcdo de uma resposta imunoldgica.

Além disso, a publicacdo de pedido de patente US no

2004/0157307 concedida a Harris et al. revela o uso do dominio

5 luminal LAMP como um “dominio de diapedese” para direcionar

proteinas quiméricas expressadas a partir de vacinas de DNA

através de uma ou mais organelas/compartimentos celulares,

como através da trajetdria veicular lisossomal. As proteinas

quiméricas incluem o dominio luminal de um polipeptideo LAMP,

10 um dominio antigénico que compreende uma sequéncia de epitopo

de peptideo anteriormente identificada e selecionada a partir

de uma proteina de antigeno, um dominio transmembranar e uma
sequéncia de direcionamento lisossomal/endossomal.

As vacinas de DNA foram propostas como um tratamento de

15 doenca alérgica (Raz et al, 1996; Hartl et al, 2004; Hsu et

al, 1996; Crameri 2007; Weiss et al, 2006) . A 16gica subjacente

é que a proteina de alérgeno codificada por uma vacina de DNA

ir4 de preferéncia ativar a resposta celular de Thl especifica

para alérgeno com a producdo de interferons por células APCs,

20 exterminadoras naturais (NK) e T, em vez da resposta do tipo

Th2 caracteristica, como secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13 e a

formacdo de IgE por linfdécitos B e a maturacdo e recrutamento

de eosindéfilos em reacdes de fase tardia. Entretanto, os

mecanismos subjacentes da inducdo diferencial dos fendtipos

25 de célula T Thl e Th2 parecem envolver um grande numero de

fatores, como propriedades exclusivas do DNA bacteriano de

preparacdes de vacina, por exemplo., ndo metilado e residuos

de DNA CpG, o meio de citoquina obtido por imunidade inata e

as propriedades de diapedese celular dos alérgenos (Chen et

30 al, 2001; Kaech et al, 2002) . Nenhuma invencdo ou método tratou
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com sucesso a 1incerteza de tratamento de alergia conforme
conduzido por distribuicgdo de acidos nucleicos gque codifica
um alérgeno. Desse modo, até a presente data, um método de
tratamento de alergia ndo foi possibilitado. Além disso, a

5 administracdo de vacinas de DNA para o tratamento de doenca
alérgica resultou na secrecdo do peptideo alérgeno no ambiente
extracelular, potencialmente levando a induc¢do acidental de
uma resposta alérgica permedvel ativacdo de IgE.

Sumdrio da invencéo

10 A presente invencdo fornece &cidos nucleicos (também
chamado no presente documento de “construtos”) que codificam
proteinas alergénicas, polipeptideos alergénicos e peptideos
alergénicos. Os &cidos nucleicos s&o projetados para serem
distribuidos para células imunes e producdo de proteinas

15 alergénicas, polipeptideos e peptideos dentro dessas células.
As proteinas codificadas, polipeptideos e peptideos tém
sequéncias de direcionamento para direcionar as proteinas
para o compartimento MHC-II para o processamento e exibicgdo
de um ou mais epitopos, resultando em uma resposta imunoldgica

20 aos epitopo(s). Em geral, os acidos nucleicos compreendem os
dominio seguintes, que sdo correlacionados aos respectivos
dominios da proteina codificada: um dominio de sequéncia de
sinais; um dominio estabilizante de intra-organela; um
dominio alérgeno; um dominio transmembranar; e um dominio de

25 direcionamento lisossomo/endossomo citoplasmético.

Dentro do contexto da proteina codificada, a sequéncia de
sinais é fornecida para direcionar a proteina codificada para
o reticulo endoplasmico ou um lisossomo. O dominio estabilizante
de intra-organela é uma sequéncia que & projetada para ser

30 proteoliticamente resistente e para proteger as porcgdes
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remanescentes da proteina e, em particular, o dominio alérgeno
de degradacdo antes do processamento para apresentacdo de
epitopo pela célula. Em modalidades exemplificadoras, o dominio
estabilizante de intra-organela é o dominio luminal de LAMP-1.
5 O dominio alérgeno compreende a sequéncia de um ou mais epitopos
alergénicos que podem servir para provocar uma resposta
imunoldégica em um animal no qual os epitopos sdo apresentados.
Tipicamente, o dominio alérgeno compreende uma ou mais proteina
de alérgenos, embora em modalidades, fragmentos de peptideo ou
10 polipeptideo imunogénico de proteinas alergénicas podem ser
usados. Em modalidades exemplificadoras discutidas abaixo, o
epitopo é um epitopo de um alérgeno de planta. Nas proteinas
codificadas da invencdo, o dominio alérgeno ndo inclui um
peptideo de sinalizacdo, como o(s) peptideo(s) de sinalizacéo
15 de ocorréncia natural como parte da(s) proteina(s) de alérgeno.
O dominio alérgeno pode compreender uma uUnica proteina
alergénica, polipeptideoc ou peptideo ou pode compreender duas
ou mais proteinas alergénicas, polipeptideos ou peptideos.
Quando dois cumais alérgenos estdo presentes, cada alérgeno pode
20 ser da mesma espécie/fonte ou um ou mais podem ser de uma ou mais
fontes diferentes. Quando dois ou mais alérgenos estéo
presentes, 0s mesmos sdo expressos de modo coordenado para
fornecer um nimero igual de cdpias de cada regido de codificacéo
na proteina expressa. O dominio transmembranar pode ser qualquer
25 sequéncia que é adequada ©para direcionar insercdo e
transferéncia de uma proteina através de uma membrana. Muitas
tais sequéncias sdo conhecidas na técnica ou podem ser facilmente
projetadas. O dominio de direcionamento de lisossomo/endossomo
pode ser qualquer sequéncia que tenha capacidade para direcionar

30 o peptideo para um lisossomo ou endossomo. Tais sequéncias séo
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conhecidas na técnica e s&o exemplificadas no presente documento
pela sequéncia de cauda citoplasmatica de LAMP-1.
Conforme mencionado acima, em modalidades preferenciais,
o0s 4cidos nucleicos compreendem um dominio alérgeno que inclui
5 toda a sequéncia de codificacdo de alergénico para uma proteina
alergénica, mas carece da sequéncia de codificacdo para a
sequéncia de sinais do alergénico. Em algumas modalidades, os
acidos nucleicos da invencdo ndo compreendem toda a sequéncia
de codificacgdo alergénica, mas em vez disso compreende apenas
10 uma quantidade suficiente da sequéncia de codificacédo para que
o polipeptideo codificado, gquando expressado, tem capacidade
de dobrar para alcancar a estrutura tridimensional natural de
pelo menos um epitopo presente no polipeptideo. Tal como os
construtos compreendem uma sequéncia de codificacdo de alérgeno
15 completa, em que menos que a sequéncia de codificacgdo completa
estd presente, o construto de acidos nucleicos também carece
da sequéncia de codificacdo para um peptideo de sinal de
ocorréncia natural para o polipeptideo ou peptideoc alergénico.
Em modalidades preferenciais, o construto de acido
20 nucleico compreende as sequéncias de codificacdo para multiplas
proteinas alergénicas, polipeptideos e/ou peptideos no dominio
alérgeno. Cada alérgeno presente pode ser da mesma fonte, cada
um de uma fonte diferente ou qualquer combinacdo dos mesmos.
Os &cidos nucleicos e, desse modo, as proteinas
25 codificadas, polipeptideos e peptideos da invencdo podem ser
usados em métodos para tratar individuos e, em particular,
sujeitos animais que sofrem de ou potencialmente desenvolvem
alergias. Em geral, um método de tratamento de acordo com a
presente invencédo compreende administrar um dcido nucleico da

30 invencdo para um individuo em uma quantidade suficiente para
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distribuir o a&cido nucleico para uma ou mais células imunes
e, de preferéncia, para uma ou mais células apresentadoras de
antigeno (APC) do sistema imune. Uma vez distribuido, o acido
nucleico é expresso, a proteina codificada processada dentro

5 da célula e o(s) epitopo(s) exibidos sobre a superficie da
célula. O método de tratamento pode ser considerado um método
de usar os &cidos nucleicos e proteinas para fornecer uma
resposta imunoldgica profildtica ou terapéutica.

Breve descricdo dos desenhos

10 A Figura 1 é uma representacdo esquematica de um acido
nucleico de acordo com uma modalidade da invencdo na gqual um
unico antigeno compreende um uUnico epitopo é fornecido no
dominio alérgeno.

A Figura 2 mostra um mapa vetor de um dcido nucleico de

15 acordo com a invencédo, no qual o dominio alérgeno compreende
o alérgeno CryJ2 (um alérgeno de C. japonica), mas sem uma
sequéncia de sinais, inserida entre sequéncias de terminal N
LAMP humano (SS e ISOD) e sequéncias de terminal C LAMP humano
(TM e TG).

20 A Figura 3 é uma representacdo esquematica de um acido
nucleico de acordo com uma modalidade alternativa da invencéo,
na qual miltiplas sequéncias de epitopo de um Unico alérgeno
sdo fornecidas no dominio alérgeno.

A Figura 4 é uma representacdo esquematica de um acido

25 nucleico de acordo com uma modalidade alternativa da invencéo,
na qual multiplas sequéncias de alérgeno diferentes séo
fornecidas no dominio alérgeno.

A Figura 5 mostra um mapa vetor de um adcido nucleico de
acordo com a invencdo no qual o dominio alérgeno compreende

30 as sequéncias de alérgeno (sem peptideos de sinal) para os
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alérgenos CryJl (um alérgeno de C. japonica) e CryJd2 (um
alérgeno de C. japonica).
A Figura 6A mostra um mapa vetor de um acido nucleico
que inclui trés alérgenos de amendoim (AraHl, AraH2 e AraH3,
5 todos carecendo de sequéncias de sinais) no dominio alérgeno.
A Figura 6B mostra um desenho esquemadtico da proteina
codificada pelo &cido nucleico da Figure 6A.
A Figura 7 mostra um mapa vetor de um acido nucleico de
acordo com a presente invencdo, que retrata a auséncia da
10 sequéncia de sinais de ocorréncia natural para a sequéncia de
alérgeno CryJl. O construto particular é usado nos experimentos
detalhados abaixo para mostrar a importédncia da remocédo da
sequéncia de sinais natural de sequéncias de alérgeno.
A Figura 8 mostra um mapa vetor de um construto de acido
15 nucleico ndo abrangido pela presente invencdo, no qual o alérgeno
CryJ2 é codificado em uma espinha dorsal de plasmideo, mas na
auséncia dos dominios TG SS, IOS e TM. Esse construto é usado
como um controle comparativo em experimentos detalhados abaixo.
A Figura 9 mostra Western blots que representam a
20 expressdo de construtos de acordo com a invencdo em 293 células.
O Painel A mostra a expressdo dos alérgenos combinados
CryJl-CryJ2 (consulte Figura 5) e o alérgeno CryJ2 sozinho
(consulte Figura 2) em construtos de acordo com a invencéao,
quando testados com anticorpos anti-CryJ2. O Painel B mostra
25 a expressédo dos alérgenos combinados CryJl-CryJ2 e do alérgeno
CryJl (faltando sua sequéncia de sinais nativa; consulte Figura
7), quando testados com anticorpos anti-CryJl. O Painel B
mostra adicionalmente que a expressdo do alérgeno CryJl nédo é
detectédvel em um construto no qual a sequéncia de sinais natural

30 para o alérgeno CryJl ndo é removida (mapa vetor ndo mostrado) .
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A Figura 10 mostra graficos de linha que retratam a
eficdcia de construtos de acido nucleico de acordo com a
presente invengdo conforme em comparagdo com outros
construtos que compreendem sequéncias de alérgeno. O Painel
5 A mostra que um aumento significativo em deteccdo e producdo
de IgGl é visto como resultado, de administracdo do construto
LAMP de CryJ2 da invencédo (consulte Figura 2) gquando em
comparagdo com um construto que compreende uma cadeia
principal de plasmideo fundida a sequéncia de codificacédo
10 CryJd2 (consulte Figura 8). O Painel B mostra gque um aumento
significativo em deteccdo e producgdo de IgG2a é visto como um
resultado de administracdo do construto LAMP de CryJ2 da
invencdo (como por Painel A) qgquando em comparagido com um
construto que compreende uma cadeia principal de plasmideo
15 fundida a sequéncia de codificacédo CryJ2 (como por Painel A).
A Figura 11 retratas graficos de barra gque mostram
efeitos de dosagem do construto LAMP de CryJ2 em rato. O Painel
A retrata deteccdo de IgG2a em 21 dias e 28 dias apds injecédo
da vacina de DNA em diversas quantidades na faixa de 10 ug a
20 100 ug, em comparacdo a injecdo de DNA vetor sozinho. O Painel
B retrata deteccdo de IgGl em 21 dias e 28 dias apds injecéo
da vacina de DNA em diversas quantidades na faixa de 10 ug a
100 ug, em comparacdo a injecdo de DNA vetor sozinho.
A Figura 12 retrata graficos de barra que mostram o
25 efeito sobre inducdo de IL-4 e IFN-gama em culturas de baco
de camundongo tratadas com o construto LAMP de CryJ2 da
invencdo em comparacdo ao vetor sozinho. O Painel A mostra o
efeito de IL-4. O Painel B mostra o efeito de IFN-gama.
A Figura 13 retrata graficos de linha que mostram a

30 eficdcia de imunizacdo de ratos previamente sensibilizados
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com a vacina de DNA LAMP CryJ2. O Painel A mostra titulos de
IgGl ao longo do tempo. O Painel B mostra titulos de IgG2a ao
longo do tempo.
A Figura 14 retrata graficos de barra que mostram a
5 inducédo de IFN-g (Painel A) e IL-4 (Painel B) em culturas de
célula de baco de camundongo.
A Figura 15 retrata um gradfico de barra que mostra
quantificacdo de proteina CryJ2 em circulacdo em rato imunizado.
A Figura 16 retrata graficos de barra de dados de cobaia
10 que mostram a deteccdo de IgGl (Painel A) e a deteccdo de IgG2
(Painel B) para porgquinhos da india imunizados com o construto
LAMP de CryJ2 e contestado com CryJ2 recombinante.
A Figura 17 retrata um gradfico de barra que mostra a
resposta anti-CryJ2 em coelhos brancos da Nova Zeléndia
15 imunizados com vacina de DNA LAMP CryJ2 durante um estudo de
seguranca de GLP toxicoldgico de 85 dias.
A Figura 18 retrata um Western blot gque mostra a
coexpressdo de alérgenos do amendoim H1, H2, e H3 de um
construto de acordo com a presente invencao.

20 Descricdo detalhada de modalidades exemplificadoras

Agora, serd feita referéncia em detalhes a diversas
modalidades exemplificadoras da invencdo. Entende-se que a
discussédo a seguir de modalidades exemplificadoras ndo tem como
intencdo limitar a invencédo, conforme amplamente revelado no

25 presente documento. Ao invés disso, a discussdo a seguir é
fornecida para fornecer ao leitor um entendimento mais
detalhado de determinados aspectos e recursos da invengdo. A
pratica da presente invencdo emprega, exceto onde indicado em
contrario, biologia molecular convencional, microbiologia e

30 técnicas de DNA recombinante por aqueles versados na técnica.
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Tais técnicas sé&do explicadas completamente na literatura
conhecida pela pessoca de habilidade comum nesses campos e,
desse modo, ndo precisa ser detalhado no presente documento.

De modo semelhante, a pratica da invencdo para tratamento

5 médico segue protocolos padrdo conhecidos na técnica e esses
protocolos ndo precisam ser detalhados no presente documento.
Antes que as modalidades da presente invencdo sejam

descritas em detalhes, deve ser entendido que a terminologia
usada no presente documento tem como propdsito descrever apenas

10 modalidades particulares e é ndo se destina a limitar.
Adicionalmente, onde uma faixa de wvalores ¢é fornecida,
entende-se que cada valor de intervalo, até o décimo da unidade

do limite inferior, a menos que o contexto claramente determine

de outro modo, entre os limites superiores e inferiores daquela

15 faixa também é especificamente revelada. Cada faixa menor entre
qualquer valor declarado ou valor de intervalo em uma faixa
declarada e qualgquer outro declarado ou valor de intervalo no
qual a faixa declarada ¢é abrangida dentro da invencgédo. Os
limites superiores e inferiores dessas faixas menores podem

20 independentemente ser incluidos ou excluidos na faixa e cada
faixa em que um, outro ou ambos os limites sejam incluidos nas
faixas menores também é abrangida dentro da invencédo, sujeito

a qualquer limite especificamente incluido na faixa declarada.

Em que a faixa declarada inclui um ou ambos os limites, faixas

25 que excluem um ou ambos daqueles limites incluidos também sdo
incluidos na invencé&o. Desse modo, deve ser entendido que, onde

uma faixa de valores é apresentada, cada valor dentro dessa
faixa e cada faixa dentro dessa faixa, também é inerentemente
referida e que evitar uma mencédo especifica de cada e todo valor

30 e cada e toda faixa de valores possivel ndo é uma omissédo desses
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valores e faixas, mas em vez disso é& uma conveniéncia para o
leitor e para a brevidade dessa revelacéo.
Exceto onde definido em contriario, todos os termos
técnicos e cientificos usados no presente documento tém o mesmo
5 significado conforme comumente compreendido pelo versado na
técnica para o qual o termo pertence. Embora quaisquer métodos
e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos no
presente documento possam ser usados na pratica ou teste da
presente invencdo, os materiais e métodos preferenciais séo
10 agora descritos. Todas as publicacdes mencionadas no presente
documento sdo incorporados ao presente documento a titulo de
referéncia para revelar e descrever os métodos e/ou materiais
em conjunto com as publicacgdes que s&o citadas. A presente
revelacdo é controlada na medida em que a mesma entra em
15 conflito com qualquer publicacdo incorporada.

Conforme usado no presente documento e nas

w w ”
um

reivindicag¢des anexas, as formas singulares “uma”, e Yo/a”
incluem referéncias no plural a menos que o contexto claramente
determine de outro modo. Desse modo, Por exemplo, a referéncia
20 a “um alérgeno” inclui uma pluralidade de tais alérgenos e

A\Y

referéncia a “a amostra” inclui referéncia a uma ou mais
amostras e equivalentes do mesmo conhecido por aqueles versados
na técnica e assimpor diante. Ademais, o uso de termos que podem
ser descritos com o uso de termos equivalentes incluem o uso
25 desses termos equivalentes. Desse modo, Por exemplo, o uso do
termo “individuo” deve ser entendido para incluir os termos
“animal”, “ser humano” e outros termos usados na técnica para
indicar um individuo que é submetido a um tratamento médico.

Conforme usado no presente documento, o termo “que

30 compreende” se destina a significar qgue os construtos,
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composicdes e métodos incluem os elementos referidos e/ou
etapas, mas ndo excluem outros elementos e/ou etapas.
“Consistindo essencialmente em”, quando usado para definir
construtos, composicdes e métodos, significa excluir outros
5 elementos e etapas de qualquer significéncia essencial para os
referidos construtos, composicdes e métodos. Desse modo, uma
composicdo consistindo essencialmente em elementos conforme
definido no presente documento nédo exclui contaminantes de traco
do método de isolamento e purificacdo e portadores
10 farmaceuticamente aceitédvel, como solucdo salina tamponada com
fosfato, conservantes e similares. “Consiste em” significa
excluir mais que elementos de traco de outros ingredientes e
etapas de método substancial para a administracdo de composicdes
dessa invencdo. As modalidades definidas por cada um desses
15 termos de transicdo estdo dentro do escopo dessa invencdo.

Um “DNA gquimérico” é um segmento identificédvel de DNA
dentro da maior molécula de DNA gque ndo é encontrada em
associacdo com a maior molécula na natureza. Desse modo, quando
o DNA quimérico codifica um segmento de proteina, a sequéncia

20 de codificacdo de segmento serd flanqueado pelo DNA gue néo
realiza oflanqueamento da sequéncia de codificacdo em qualquer
genoma de ocorréncia natural. No caso em que o DNA flangueado
codifica uma sequéncia de polipeptideo, a proteina codificada
é chamada de uma “proteina quimérica” (isto é, uma que tem

25 sequéncias de aminocdcido que n&o tém ocorréncia natural
fundidos juntos) . Variacdes alélicas ou eventos mutacionais de
ocorréncia natural ndo d&o origem a um DNA quimérico ou proteina
quimérica conforme definido no presente documento.

Conforme wusados no presente documento, os termos

30 “polinucleotideo” e “molécula de 4cido nucleico” sdo usados de
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forma intercambiavel para se referirem a formas poliméricas de
nucleotideos de qualquer comprimento. Os polinucleotideos
podem conter desoxirribonucleotideos, ribonucleotideos e/ou
seus anadlogos. 0Os nucleotideos podem ter qualgquer estrutura
5 tridimensional e pode executar qualquer funcédo, conhecida ou
desconhecida. O termo “polinucleotideo” inclui, por exemplo,
moléculas helicoidais triplas, duplas ou Unicas, um gene ou
fragmento de gene, éxons, introns, mRNA, tRNA, rRNA, ribozimas,
moléculas anti-senso, cDNA, polinucleotideos recombinantes,
10 polinucleotideos ramificados, aptédmeros, plasmidios, vetores,
DNA isolado de qualguer sequéncia, RNA isolado de qualquer
sequéncia, sondas de d&cido nucleico e iniciadores. Uma molécula
de acido nucleico também pode compreender moléculas de acido
nucleico modificadas (por exemplo., que compreende bases
15 modificadas, aclUcares e/ou ligantes internucleotidicos).

Conforme usado no presente documento, o termo “peptideo”
se refere um composto de dois oumais aminoadcidos de subunidade,
aminodcidos andlogos ou peptidomiméticos. As subunidades podem
ser unidas por ligacdes de peptideo ou por outras ligacgdes (por

20 exemplo., como ésteres, éteres e similares). O termo “peptideo”
é usado no presente documento genericamente para se referir a
peptideos (isto &, A&cidos poliaminicos de 2 a cerca de 20
residuos), polipeptideos (isto &, peptideos de cerca de 20
residuos a cerca de 100 residuos) e proteinas (isto é, peptideos

25 que tem cerca de 100 ou mais residuos).

Conforme usado no presente documento, o termo “aminoacido”
se refere tanto a aminodcidos sintéticos gquanto aminodcidos néo
naturais que incluem glicina e tanto isdmeros épticos D quanto
L e aminodcidos andlogos e peptidomimeticos. Um peptideo de trés

30 ou mais aminoacidos é comumente chamado de um oligopeptideo da
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cadeia de peptideos que é curta. Enquanto o termo “proteina”
abrange o termo “polipeptideo”, um “polipeptideo” pode ser menor
que uma proteina de comprimento completo.
O termo “alérgeno” se refere a qualquer proteina de
5 ocorréncia natural oumisturas de proteinas sobre as quais foi
relatado que induzem alérgico, isto é, reacdes mediadas de IgE
mediante sua exposicdo repetida a um individuo. Um alérgeno
é qualguer composto, substéncia oumaterial que tem capacidade
para evocar uma reacdo alérgica. Os alérgenos sdo usualmente
10 entendidos como uma subcategoria de antigenos, gque séo
compostos, substédncias ou materiais com capacidade para
evocar uma resposta imunoldbgica. Para realizar a invencédo, o
alérgeno pode ser selecionado, dentre outras coisas, de
alérgenos nativos ou naturais, alérgenos naturais modificados,
15 alérgenos sintéticos, alérgenos recombinantes, alergdides e
misturas ou combinacdes dos mesmos. De interesse especifico
sdo os alérgenos que tem capacidade de causar uma
hipersensibilidade do tipo imediata mediada por IgE.
Exemplos de alérgenos de ocorréncia natural incluem
20 alérgenos de pbdlen (por exemplo, alérgenos de pdlen de arvore,
erva daninha, erva e grama), alérgenos de dcaro (de por exemplo.
dcaros de poeira doméstica e &caros de armazenamento),
alérgenos de inseto (por exemplo., alérgenos de origem venosa,
inalantes e saliva), alérgenos animais de por exemplo. saliva,
25 cabelo e pelo de animais (por exemplo. cachorro, gato, cavalo,
rato, camundongo, etc.), alérgenos de fungo e alérgenos
alimenticios. O alérgeno pode estar sob a forma de um extrato
de alérgeno, um alérgeno purificado, um alérgeno modificado

ou um alérgeno recombinante ou um alérgeno mutante
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recombinante, um fragmento de alérgeno acima de 30 aminoacidos
ou qualgquer combinacdo dos mesmos.
Em termos de sua produto quimico ou bioquimica natural,
os alérgenos podem representar peptideos ou proteinas
5 recombinantes ou naturais, fragmentos ou versdes truncadas de
peptideos ou proteinas recombinantes ou naturais, proteinas
de fusdo, compostos sintéticos (alérgenos de produto quimico),
compostos sintéticos que repetem um alérgeno ou alérgenos
alterados fisica ou quimicamente, como alérgenos modificados
10 por desnaturacdo por calor.
A classificacdo de um alérgeno como um alérgeno
principal pode ser submetida a diversos testes. Um alérgeno
é comumente classificado como um alérgeno principal se pelo
menos 25% de pacientes mostram ligacdo de IgE forte (contagem
15 3) e pelo menos ligagcdo moderada (contagem 2) de 50% dos
pacientes, sendo que a ligacdo é determinada por uma CRIE
(RA&dio Imunoeletroforese Cruzada) (ligacdo forte de CRIE, Le.,
ligacédo de IgE visivel em um filme para raios X apds um dia;
ligacdo Moderada de CRIE, Le., ligacé&o apds 3 dias; ligacéo
20 fraca de CRIE, Le., ligacdo apdés 10 dias). A ligacdo de IgE
forte de pelo menos 10% dos pacientes classifica o alérgeno
como um alérgeno intermedidrio e claramente ligacéo
especifica de menos que 10% dos pacientes classifica o mesmo
como um alérgeno menor. OQutros métodos também podem ser usados
25 para determinar a ligacdo de IgE de, por exemplo, blots de IgE.
Um “epitopo” é uma estrutura, usualmente produzida a
partir de uma sequéncia de peptideo curta ou oligossacarideo,
que é especificamente reconhecido ou especificamente ligado
por um componente do sistema imunoldégico. Os epitopos de

30 célula T foram, em geral, mostrados para ser oligopeptideos
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lineares. Dois epitopos correspondem um ao outro se 0s mesmos
podem ser especificamente ligados pelo mesmo anticorpo. Dois
epitopos correspondem um ao outro se ambos tém capacidade para
se ligar ao mesmo receptor de célula B ou ao mesmo receptor
5 de célula T e a ligacdo de um anticorpo a seu epitopo
substancialmente previne a ligacdo pelo outro epitopo (por
exemplo, menos que cerca de 30%, de preferéncia, menos que
cerca de 20% e com mais preferéncia, menos que cerca de 10%,

5

o\°

, 1% ou ao redor do 0,1% das outras ligacdes de epitopo).

10 Conforme usado no presente documento, duas sequéncias

de codificacdo de &cido nucleico “correspondem” uma a outra

se as sequéncias ou suas seqguéncias complementares
codificarem as mesmas sequéncias de aminoéacidos.

Conforme usado no presente documento, um polinucleotideo

15 ou regido de polinucleotideo (ou um polipeptideo ou regido de
polipeptideo) que tem uma certa porcentagem (por exemplo, pelo
menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca
de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca

20 de 99%) de “identidade de sequéncia” para outra sequéncia
significa que, quando maximamente alinhados, manualmente ou
com o0 uso de rotina de programas de software na técnica, agquelas
porcentagens de Dbase (ou aminodcidos) sdo as mesmas em
comparacdo a duas sequéncias.

25 Duas sequéncias de nucleotideos sdo “substancialmente
homélogas” ou “substancialmente similares” gquando pelo menos
cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%,
pelo menos cerca de 75% e de preferéncia pelo menos cerca de
80% e, com a médxima preferéncia, ao menos cerca de 90 ou 95%

30 dos nucleotideos correspondem ao comprimento definido das
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sequéncias de DNA. De modo similar, duas sequéncia de
polipeptideos sdo “substancialmente homélogas” ou
“substancialmente similares” quando pelo menos cerca de 40%,
pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
5 cerca de 66%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%
e de preferéncia ao menos cerca de 80% e, com a maxima
preferéncia, ao menos cerca de 90 ou 95% ou 98% dos residuos
de aminoacidos do polipeptideo correspondem a um comprimento
definido da sequéncia de polipeptideo. As sequéncias que séo
10 substancialmente homélogas podem ser identificadas
comparando-se as sequéncias com o uso de software padréo
disponivel em bancos de dados de sequéncia. As sequéncias de
acido nucleico substancialmente homdélogas também podem ser
identificadas em um experimento de hibridizacdo Southern
15 mediante, por exemplo, condigcdes estringentes conforme
definido para aquele sistema particular. Definindo condigdes
de hibridizacdo apropriadas estd dentro da competéncia da
técnica. Por exemplo, condigdes estringentes podem ser:
hibridizacdo a 5xSSC e 50% de formamida a 42°C e lavagem a

200 0,1xSSC e 0,1% de dodecil sulfato de sédio a 60°C.
As “wariantes modificadas de modo conservador” de
sequéncias de dominio também podem ser fornecidas. Em relacéo
a sequéncias de 4cidos nucleicos particulares, o termo
variantes modificadas de modo conservador se referem a aqueles
25 dcidos nucleicos que codificam sequéncias de aminodcidos
essencialmente idénticas ou idénticas ou em que o dcido nucleico
ndo codififca uma sequéncia de aminoédcidos, para sequéncias
essencialmente idénticas. Especificamente, as substituicdes de
cddon degenerado podem ser alcancadas gerando-se sequéncias nas

30 quais a terceira posicdo de um ou mais (ou todos) cdbddons
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selecionados é substituida com residuos de dioxinosina e/ou de
base misturada (Batzer, et al, 1991, Nucleic Acid Res. 19: 5081;
Ohtsuka, et al, 1985, J. Biol. Chem. 260: 2605 a 2608; Rossolini
et al, 1994, Mol. Cell. Probes 8: 91 a 98).

5 O termo “fragmento biologicamente ativo”, “forma
biologicamente ativa”, “equivalente biologicamente ativo” e
“derivado funcional” de uma proteina do tipo selvagem,
significa uma substdncia que possui uma atividade bioldgica
que é pelo menos substancialmente igual (por exemplo., néo

10 significativamente diferente de) da atividade bioldgica da
proteina do tipo selvagem conforme medido com o uso de um teste
adequado para detectar a atividade. Por exemplo, um fragmento
biologicamente ativo que compreende um dominio de diapedese
é um dos quais pode colocalizar para o mesmo compartimento

15 conforme um polipeptideo de comprimento completo compreende
o dominio de diapedese.

Uma célula foi “transformada”, “transduzida” ou
“transfectada” por &acidos nucleicos heterbdlogos ou exdgenos
quando tais &cidos nucleicos foram introduzidos dentro da

20 célula. A transformacdo de DNA pode ou ndo be integrada (unida
covalentemente) com DNA cromossdmico produzindo o genoma da
célula. Em células procariontes, de levedura e de mamifero, por
exemplo, o DNA de transformacédo pode ser mantido em um elemento
epissomal, como um plasmideo. Em uma célula eucaridtica, uma

25 célula transformada de modo estdvel é uma na qual o DNA de
transformacdo se torna integrado a um cromossomo de modo que
o mesmo é herdado por células-filhas através de replicacédo de
cromossomo. Essa estabilidade é demonstrada pela habilidade da
célula eucaridética para estabelecer linhagens celulares ou

30 clones que compreendem uma populacdo de células-filhas que
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contém o DNA de transformacdo. Um “clone” é uma populacédo de
células derivadas de uma Unica célula ou ancestral comum por
mitose. Uma “linhagem de células” é um clone de uma célula
primdria que tem capacidade de crescimento estavel in vitro
5 para muitas geracdes (por exemplo, pelo menos cerca de 10).

Um “réplicon” ¢é qualquer elemento genético (por
exemplo., plasmideo, cromossomo, virus) que funciona como uma
unidade autdénoma de replicacdo de DNA in vivo.

Conforme usado no presente documento, um “vetor viral”

10 se refere a um virus ou particula viral gque compreende um
polinucleotideo a ser distribuido em uma célula hospedeira,
tanto in vivo, ex vivo quanto in vitro. Exemplos de vetores
virais incluem, porém, sem limitacdo, vetores adenovirus,
vetores virais associados por adeno, vetores retrovirais e

15 similares. Em aspectos em que a transferéncia de gene é mediada
por um vetor adenoviral, um construto de vetor se refere ao
polinucleotideo que compreende o genoma adenovirus ou parte
do mesmo e um gene ndo adenoviral selecionado em associacéo
com proteinas de capsideo adenovirais.

20 Conforme usado no presente documento, um Y“wetor de
distribuicdo de &cido nucleico” é uma molécula de é&cido
nucleico que pode transportar um polinucleotideo de interesse
em uma célula. De preferéncia, tal vetor compreende uma
sequéncia de codificacdo unida de maneira funcional a uma

25 sequéncia de controle de expressédo. Entretanto, uma sequéncia
de polinucleotideos de 1interesse ndo necessariamente
compreendem uma sequéncia de codificacédo. Por exemplo, em um
aspecto, uma sequéncia de polinucleotideos de interesse & um
aptamero que se liga a uma molécula alvo. Em um outro aspecto,

30 a sequéncia de interesse é uma sequéncia complementar de uma
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sequéncia reguladora que se liga a uma sequéncia reguladora

para inibir a regulacdo da sequéncia reguladora. Em ainda um

outro aspecto, a sequéncia de interesse é por si sd uma

sequéncia reguladora (por exemplo, para a titulacdo de fatores
5 reguladores em uma célula).

Conforme usado no presente documento, um “veiculo de
distribuicdo de &cido nucleico” é definido como qualquer
molécula ou grupo de moléculas ou macromoléculas que podem
transportar polinucleotideos inseridos em uma célula

10 hospedeira (por exemplo, como genes ou fragmento de genes,
moléculas anti-senso, ribossomos, aptdmeros e similares) e
que ocorre em associacdo com um vetor de distribuicdo de acido
nucleico conforme descrito acima.

Conforme usado no presente documento, “distribuicdo de

15 adcido nucleico” ou “transferéncia de 4cido nucleico” se refere
a introducdo de um polinucleotideo exbdgeno (por exemplo, como um
transgene) em uma célula hospedeira, independentemente do método
usado para a introducdo. O polinucleotideo introduzido pode ser
mantido transitdédria ou estavelmente na célula hospedeira. A

20  manutencdo estavel tipicamente exige que o polinucleotideo
introduzido ou contenha uma origem de replicacdo compativel com
a célula hospedeira ou se integre em um replicon da célula
hospedeira como um replicon extracromossdmico (por exemplo, um
plasmideo) ou uma cromossomo mitocondrial ou nuclear.

25 Conforme usado no presente documento, “expressao” se
refere ao processo pelo qual polinucleotideos sdo transcritos
em RNA e/ou traduzidos em peptideos, polipeptideos ou proteinas.
Se o polinucleotideo é derivado de DNA gendmico, a expressdo

pode incluir emendar do mRNA transcrito do DNA gendmico.
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Conforme wusado no presente documento, “mediante
controle transcricional” ou “unido de maneira funcional” se
refere a expressédo (por exemplo, transcricdo ou traducdo) de
uma sequéncia de polinucleotideos que é controlada por uma

5 justaposicdo apropriada de um elemento de controle de
expressdo e uma sequéncia de codificacdo. Em um aspecto, uma
sequéncia de DNA é “unida de modo operacional” a uma sequéncia
de controle de expressdo quando a sequéncia de controle de
expressédo controla e regula a transcricédo da sequéncia de DNA.

10 Conforme usado no presente documento, “sequéncia de
codificacgdo” é uma sequéncia que é transcrita e traduzida em
um polipeptideo quando colocada sob o controle de sequéncias
de controle de expressdo apropriadas. Os contornos de uma
sequéncia de codificacédo sédo determinados por um cdédon inicial

15 no terminal 5' (amino) e um cddon de parada de traducdo no
terminal 3' (carboxila). Uma sequéncia de codificacdo pode
incluir, ndo sem limitacdo a, uma sequéncia procaridética, cDNA
de mRNA eucaridético, uma sequéncia de DNA gendmico de DNA
eucaridtico (por exemplo, mamifero) e mesmo sequéncias de DNA

20 sintético. Um sinal de poliadenizacdo e a sequéncia de
terminacdo de transcrig¢do serdo usualmente colocados 3' na
sequéncia de codificacéo.

Conforme usado no presente documento, uma “modificacéo
genética” se refere a qualguer adicdo a ou delecdo ou ruptura

25 de uma sequéncia de nucleotideo normal da célula. Qualquer
método que possa alcancar a modificacdo genética de APCs que
estdo dentro do espirito e escopo dessa invencdo. Os métodos
reconhecidos pela técnica incluem transferéncia de gene por
mediacdo viral, transferéncia mediada por 1lipossoma,

30 transformacdo, transfeccdo e transducdo, por exemplo,
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transferéncia de gene por mediagdo viral como o uso de vetores

a base de virus de DNA como adenovirus, virus associado por

adeno e herpes virus, bem como vetores baseados em retroviral.

Conforme usado no presente documento, “o compartimento

5 endossomal/lisossomal” se refere a vactolos dcidos de ligacéo

por membrana que contém moléculas LAMP na membrana, enzimas

hidroliticas que funcionam em processamento de antigeno, e

moléculas de classe II MHC para reconhecimento e apresentacéo

de antigeno. Esse compartimento funciona como um sitio para

10 degradagdo de materiais estranhos internalizados da

superficie celular por qualquer variedade de mecanismos que

incluem endocitose, fagocitose e pinocitose e de material

intracelular distribuido para esse compartimento por fendmeno

autolitico especializado (consulte, Por exemplo, de Duve, Eur.

15 J. Biochem. 137: 391, 1983). O termo “endossomo” conforme
usado no presente documento circunda uma lisossomo.

Conforme usado no presente documento, uma Y“Yorganela

relacionada a lisossomo” se refere a qualquer organela dque

compreenda lisossomos e inclua, ndo ndo se limite a, MIIC, CUV,

20 melanossomas, granulos secretores, grdnulos liticos, granulos

densos de plaqueta, grédnulos basofilares, granulos Birbeck,

fagolisossomos, lisossomos secretores e similares. De

preferéncia, tal organela carece de receptores de 6 fosfato de

manose e compreende LAMP, mas pode ou ndo compreender uma

25 molécula de classe II MHC. Para revisdes, consulte, por exemplo,

Blott e Griffiths, Nature Reviews, Molecular Cell Biology, 2002;

Dell'Angelica, et al, The FASEB Journal 14: 1265 a 1278, 2000.

Conforme usado no presente documento um “polipeptideo

FAMP” se refere a FAMP-1, FAMP-2, CD63/FAMP-3, DC-FAMP ou

30 qualquer proteina de membrana associada a lisossomo ou
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homélogos, ortdlogos, variantes (por exemplo, variantes
alélicas) e formas modificadas (por exemplo, que compreendem
uma ou mais mutacgdes, tanto as de ocorréncia natural quanto as
manipuladas). Em um aspecto, um polipeptideo FAMP é uma
5 proteina de membrana de mamifero associada a lisossmo, por
exemplo, como uma proteina de membrana associada a lisossmo de
ser humano ou camundongo. De modo mais genérico, uma “proteina
de membrana lisossomal” se refere a qualquer proteina que
compreende um dominio encontrado na membrana de um
10 compartimento lisossomal/endossomal ou organela relacionada a
lisossomo e que compreende adicionalmente um dominio luminal.
Conforme usado no presente documento, “direcionamento”
denota a sequéncia de polipeptideo que direciona uma proteina
quimérica da invencdo a um sitio preferencial, como uma
15 organela celular ou compartimento em que o processamento e a
ligacdo de antigeno a MHC II ocorre. Sendo assim, um “dominio
de direcionamento” se refere a uma série de aminoacidos que
s&o necessario para distribuicéao para uma
organela/compartimento celular. De preferéncia, uma dominio
20 de direcionamento é uma sequéncia que se liga a um adaptador
ou proteina AP (por exemplo, como uma proteina APl, AP2 ou AP3).
As sequéncias de dominio de direcionamento exemplificativas

sdo descritas em Dell’Angelica, 2000, por exemplo.
Conforme usado no presente documento, a distribuicdo de
25 dcido nucleico in vivo, a transferéncia de &cido nucleico, a
terapia de acido nucleico e similares, se referem a introducgéo
de um vetor gque compreende um polinucleotideo exdgeno
diretamente no corpo de um organismo, como uma ser humano ou
mamifero ndo humano, pelo gqual o polinucleotideo exdgeno é

30 introduzido em uma célula de tal organismo in vivo.
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Conforme usado no presente documento, o termo in situ
se refere a um tipo de distribuicdo de 4cido nucleico in vivo
na qual o acido nucleico é trazido para proximidade com uma
célula alvo (por exemplo, o adcido nucleico ndo é administrado

5 sistemicamente) . Por exemplo, os métodos de distribuicdo in
situ incluem, porém, sem limitacdo, injetar um dcido nucleico
diretamente em um sitio (por exemplo, em um tecido, como um
tumor ou musculo do coracgdo), que entra em contato com o adcido
nucleico com célula(s) ou tecido através de um campo cirurgico

10 aberto ou distribuir o 4cido nucleico para um sitio com o uso
de um dispositivo de acesso médico como um cateter.

Conforme wusado no presente documento, os termos
“isolado” e “purificado” s&o usado em tempos de forma
intercambiavel para significar separados de constituintes,

15 celular e de outro modo, nos quais o polinucleotideo, peptideo,
polipeptideo, proteina, anticorpo ou fragmentos do mesmo sido
normalmente associado a na natureza. Por exemplo, em relacéo
a um polinucleotideo, um polinucleotideo isolado & um que é
separado das sequéncias 5' e 3' com as quais o mesmo §&,

20 normalmente, associado ao cromossomo. Conforme é evidente
para aqueles versados na técnica, um polinucleotideo de
ocorréncia ndo natural, peptideo, polipeptideo, proteina,
anticorpo ou fragmentos do mesmo, ndo exigem “isolamento” para
distinguir os mesmos de sua contraparte de ocorréncia natural.

25 Ademais, os termos “isolado” e “purificado” ndo implicam
isolamento total e pureza total. Esses termos sdo usado para
denotar tanto pureza total ou parcial de alguns quanto todas
as outras substéncias naturalmente encontradas em associacéo
com o polinucleotideo, etc. Desse modo, esses termos podem

30 significar isolamento ou purificacdo de wuma substéncia
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naturalmente associada (por exemplo, isolamento ou

purificacdo de DNA de RNA), isolamento ou purificacédo de

outras substéncias da mesma classe geral de molécula (por

exemplo, uma proteina particular gque mostra 20% de pureza

5 conforme comparado a todas as proteinas em uma amostra) ou

qualgquer combinacéo. Isolamento e purificacdo podem

significar qualquer nivel de cerca de 1% a cerca de 100%,

incluindo 100%. Como tal, wuma populacdo “isolada” ou

“purificada” de células é substancialmente isenta de células

10 e materiais com os quais a mesma é associada na natureza. APCs

substancialmente 1livres ou substancialmente purificados

significam que pelo menos 50% da populacédo de células s&o APCs,

de preferéncia pelo menos 70%, commais preferéncia pelo menos

80% e, com mais preferéncia ainda, pelo menos 90% livre de

15 células de n&o APCs com as quais os mesmos s&o associados na

natureza. Certamente, aqueles versados na técnica iré&o

reconhecer que todos os valores especificos, incluindo

fracdes valores, sdo abrangidos dentro dessas faixas sem a

necessidade por cada valor particular a ser listado no

20 presente documento. Cada valor ndo é especificamente revelado

pela brevidade; Entretanto, o leitor deve entender que cada

e todo wvalor especifico ¢é 1inerentemente apresentado e
abrangido pela invencéo.

Conforme usado no presente documento, uma “célula alvo”

25 ou “célula receptora” se refere a uma célula individual ou célula

na qual é desejado que seja ou tenha sido uma receptora de

moléculas de &cido nucleico exdbgenas, polinucleotideos e/ou

proteinas. O termo também se destina a incluem progénie de uma

Unica célula e o progénie pode ndo ser necessariamente idéntico

30 por completo (em morfologia ou pol gendmico ou complemento de
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DNA total) a célula progenitora original devido a mutacéo
natural, acidental ou deliberada. Uma célula alvo pode estar em
contato com outras células (por exemplo, como em um tecido) ou
pode ser encontrado circulando dentro do corpo de um organismo.
5 O termo “célula apresentadora de antigeno” ou “APC”
conforme usado no presente documento se destina a qualquer
célula que apresenta em sua superficie um antigeno em
associacgdo com uma molécula complexa de histocompatibilidade
principal ou porgdo da mesma ou, alternativamente, uma ou mais

10 moléculas MHC ndo cléassicas ou uma porcgdo das mesmas. Exemplos
de APCs adequados sédo discutidos em detalhes abaixo e incluem,
porém, sem limitacdo, células completas como macrdéfagos,
células dendriticas, células B, APCs hibridos e células
apresentadoras de antigeno.

15 Conforme usado no presente documento um “célula que
apresente antigeno modificado” se refere a uma célula que
apresenta antigeno que tem uma porc¢do quimica molecular né&o
natural em sua superficie. Por exemplo, tal célula pode né&o
ter naturalmente um coestimulador em sua superficie ou pode

20 ter coestimulador artificial adicional além do coestimulador
natural em sua superficie ou pode expressar uma molécula de
classe II ndo natural em sua superficie.

Conforme usado no presente documento, o termo “células
efetoras imunes” se refere a células que tem capacidade para

25 ligar um antigeno e que mediam uma resposta imunoldgica. Essas
células incluem, porém, sem limitacdo, células T, células B,
mondécitos, macréfagos, células NK e linfécitos T citotdxicos
(CTLs), Por exemplo linhas CTL, clones CTL e CTLs de tumor,

inflamatdério ou outras infiltracdes.
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Conforme wusado no presente documento, os termos
“individuo” e “paciente” sdo usados de forma intercambidvel para
indicar um animal par ao qual a presente invencgdo é direcionada.
O termo animal deve ser entendido para incluir animais humanos

5 e ndo humanos; em que uma distincdo entre os dois é desejada,
sendo que os termos animal humano e/ou ndo humano sdo usados.
Em modalidades, o individuo ou paciente é um vertebrado, de
preferéncia um mamifero, com mais preferéncia um ser humano. Os
mamiferos incluem, porém, sem limitacgcdo, murinos, simios, seres
10 humanos, animais de fazenda(por exemplo., bovinos, ovinos,
suinos), animais utilizados para esporte (por exemplo. equinos)

e animais de estimacdo (por exemplo, caninos e felinos).

Os sintomas de alergia de teste clinico sdo conhecidos

por aqueles versados na técnica e uma listagem exaustiva no

15 presente documento ndo é exigida. Exemplos ndo limitadores
incluem rinite, conjuntivite, asma, urticadria, eczema, que
incluem reacdes na cobertura, olhos, nariz, vias
respiratédrias superiores e inferiores com sintomas comuns
como vermelhiddo e prurido de olhos e nariz, prurido e

20 corrimento nasal, tosse, respiracdo ofegante, deficiéncia
respiratédéria, prurido e inchaco de tecido.

Exemplos de “testes imunoldégicos in vivo” sdo Teste para
Puncdo Cuténea (SPT), Teste de Provocacdo Conjuntival (CPT),
Teste de Provocacdo Brdnguica com Alérgeno (BCA) e varios

25 testes clinicos nos quais um ou mais sintomas de alergia séo
monitorados. Consulte, Por exemplo, Haugaard et al, J Allergy
Clin Immunol, Vol. 91, No. 3, paginas 709 a 722, March 1993.

Conforme usado no presente documento, o termo “veiculo

farmaceuticamente aceitdvel” abrange qualgquer um dos veiculos

30 farmacéuticos padrdo conhecidos na técnica, como uma solugdo
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salina tamponada com fosfato, adgua e emulsdes, como uma emulséo
de dgua/bleo ou bleo/4gua e diversos tipos de agentes umectantes.
As composigbes também podem incluir estabilizadores e
conservantes. Para Exemplos de veiculos, estabilizadores e

5 compostos auxiliares, consulte Martin Remington's Pharm. Sei.,
15% Edicdo (Mack PubL Co., Easton (1975)).

Conforme usado no presente documento, uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” é usada no presente documento para
significa uma quantidade suficiente para prevenir, corrigir e/ou

10 normalizar uma resposta fisioldgica anormal. Em um aspecto, uma
“quantidade terapeuticamente eficaz” é uma quantidade
suficiente para reduzir em pelo menos cerca de 30 por cento, com
mais preferéncia em pelo menos 50 por cento, com a maxima
preferéncia em pelo menos 90 por cento, um recurso clinicamente

15 significativo de patologia, como, por exemplo, tamanho de uma
massa de tumor, producdo de anticorpos, producdo de citoquinas,
febre ou contagem de leucédcitos ou nivel de histamina.

Um “anticorpo” ¢é qualgquer imunoglobulina, incluindo
anticorpos e fragmentos dos mesmos, dque liga um epitopo

20 especifico. O termo abrange anticorpos policlonais, monoclonais
e quiméricos (por exemplo, anticorpos biespecificos). Um “sitio
de combinacdo de anticorpo” é aquela porcdo estrutural de uma
molécula de anticorpo compreendida de cadeia leve e pesada
varidvel e regides hipervaridveis que especificamente ligam

25 antigeno. As moléculas de anticorpo exemplificadoras sé&o
moléculas de imunoglobina intactas, substancialmente moléculas
de imunoglobina intactas e essas porcdes de uma molécula de
imunoglobina que contém o paradtopo, incluindo Fab, Fab’, porc¢des
F(ab’)2 e F(v), nas quais as porcdes sdo preferenciais para uso

30 nos métodos terapéuticos descritos no presente documento.
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O termo “administracdo mucosa oral” se refere a uma via

de administracdo em que a forma de dosagem é colocada sob a

lingua ou em qualquer outro lugar na cavidade oral para permitir

qgue o ingrediente ativo entre em contato com a mucosa da cavidade

5 bucal ou a faringe do paciente a fim de obter um efeito sistémico

ou local do ingrediente ativo. Um exemplo de uma via de

administracdo mucosa oral é a administracdo sublingual. O termo

“administracdo sublingual” se refere a uma via de administracédo

em que uma forma de dosagem é colocada abaixo da lingua a fim

10 de obter um efeito sistémico ou local do ingrediente ativo.

Conforme usado no presente documento, o termo “distribuicéo

intradérmica” significa distribuicdo da vacina para a derme na

pele. Entretanto, a vacina n&o necessariamente estara

localizada exclusivamente na derme. A derme é a camada na

15 cobertura localizada entre cerca de 1,0 e cerca de 2,0 mm da

superficie em pele humana, mas héd uma certa quantidade de

variacdo entre individuos e em partes diferentes do corpo. Em

geral, pode ser esperado alcancar a derme indo a 1,5 mm abaixo

da superficie da pele. A derme estd situada entre o estrato

20 cbrneo e a epiderme na superficie e a camada subcuténea abaixo.

Dependendo do modo de distribuig¢do, a vacina pode por fim estar

localizada somente ou principalmente dentro da derme ou a mesma
pode por fim ser distribuida dentro da epiderme e da derme.

Conforme usado no presente documento, o termo “prevenir”

25 no contexto de imunoterapia de alergia, tratamento de alergia

ou outros termos que descrevem uma interveng¢do projetada para

um paciente de alergia, significa a prevencdo de uma resposta

de IgE em pelo menos 20% dentre todos os pacientes. O termo

“prevenir” ndo significa prevencdo total ao desenvolvimento de

30 uma doenca mediada por IgE em todos os pacientes e tal definicédo
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esta fora do escopo da presente invencdo para tratar alergia
permedvel de um mecanismo que reduz sintomas de alergia e é
inconsistente com o uso do termo na técnica. E sabido por aqueles
versado na técnica que a imunoterapia de alergia para tratamentos
5 de alergia ndo sdo 100% eficazes em 100% dos pacientes e como
tal uma definicdo absoluta de “prevenir” ndo se aplica dentro
do contexto da presente invencdo. O conceito reconhecido pela
técnica de prevencdo é contemplado pela presente invencgéo.
A  presente invencdo fornece Aacidos polinucleicos,
10 poliaminodcidos e métodos de tratar individuos que necessitam
dos acidos polinucleicos e poliaminodcidos. Em termos gerais,
0s 4cidos polinucleicos podem ser pensados como vacinas de acido
nucleico (por exemplo, DNA, RNA) para a producdo intracelular
de sequéncias alergénicas (poliaminoacidos) que obtém uma
15 resposta imunoldgica protetora dentro do estrutura do individuo
cujo o acido polinucleico é administrado. Os 4&cidos
polinucleicos, quando administrados, de preferéncia evocam uma
resposta imunoldégica mediada por células através da producdo e
trajetdéria de MHC-II de anticorpos de IgG ativando-se uma
20 resposta celular do tipo 1 (Thl) T-helper de alérgeno especifico
com a producdo de interferons por APCs, células NK e células T
em vez de uma resposta do tipo Th2, que envolve producdo de
anticorpos de IgE, granuldcitos (por exemplo, eosindfilos) e
outras substadncias. Até certo ponto, tanto uma resposta MHC-II
25 quanto uma resposta MHC-I pode ser gerada; Entretanto, a invencéo
fornece uma resposta que é principal ou substancialmente uma
resposta MHC-II. De preferéncia, os &cidos nucleicos néo
codificam um gene para resisténcia a antibidticos.
A invencdo tem como base, pelo menos em parte, no

30 reconhecimento de que em uma combinacdo de certa estrutura e,
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desse modo funcional, os elementos fornecem propriedades
vantajosas para vacinas de acido nucleico e os alérgenos
codificados permite que os métodos de tratamento de alergia
satisfacam necessidades n&o atendidas na técnica. Nas diversas
5 modalidades da invencdo, que se destinam a ser entendidas como
sozinhas como modalidades independentes e conforme as
modalidades que combinam dois ou mais recursos das modalidades
independentes, as combinac¢des incluem o uso de um dominio de
diapedese lisossomal para direcionar sequéncias de aminocacido
10 de alérgeno para lisossomos com proteinas MHC II. A partir disso,
permite predominantemente uma resposta de IgG como oposta a uma
resposta de IgE para as sequéncias de alérgeno. Além disso, as
modalidades independentes ou combinacdes de modalidades
fornecem construtos que contém um comprimento suficiente de uma
15 sequéncia de acidos nucleicos para codificar uma sequéncia de
aminodcidos que fornece uma estrutura tridimensional de
ocorréncia natural de um epitopo. Em modalidades preferenciais,
a sequéncia de acidos nucleicos fornece/codifica a sequéncia
de codificacdo de alérgeno de comprimento completo, mas que
20 carece de qualquer sequéncia de peptideo de sinalizacdo de
ocorréncia natural associada a sequéncia de alérgeno. Em outras
modalidades, a sequéncia de &acidos nucleicos codifica pelo
menos uma regido alergénica de um alérgeno, mas ndo a proteina
de alérgeno de comprimento completo (e também a auséncia da
25 sequéncia de sinails, se uma estava naturalmente presente).
Embora seja reconhecido na técnica que uma resposta imunoldgica
pode ser gerada em relacdo a sequéncia primaria de um epitopo,
a presente invencdo reconhece que vacinas de acido nucleico
para a producdo de uma resposta imunoldgica MHC-II para

30 epitopos codificados de preferéncia usam construtos de acido
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nucleico que codificam dados de sequéncia suficiente para
produzir uma estrutura de peptideo tridimensional correta na
regido que compreende um epitopo alergénico, pelo menos no
tempo quando a sequéncia alergénica ¢ distribuida para um
5 lisossomo para processamento. Enquanto ndo é limitada a
qualquer teoria molecular particular, acredita-se que a
distribuicdo de uma proteina apropriadamente dobrada de modo
tridimensional, polipeptideo ou peptideo para um endosSsomo
aprimora o processamento e a apresentacdo de epitopos
10 alergénicos para uma resposta imunoldgica.

Como em ainda outro exemplo de uma modalidade que pode
ser implantada, sozinha ou como parte de uma combinacdo de
modalidades, a expressdo de multiplos alérgenos de um Unico
construto é fornecido. Até a presente data, nédo foi mostrado

15 que uma vacina de acido nucleico que é protetora contra um
alérgeno pode ser eficazmente produzido e usado. A presente
invencdo n&do apenas fornece uma vacina de &acido nucleico
eficaz contra um alérgeno, mas fornece adicionalmente uma
vacina de 4cido nucleico eficaz contra miltiplos alérgenos ao

20 mesmo tempo. O alérgenos podem ser alérgenos da mesma fonte
(por exemplo, uma Unica planta) ou podem ser alérgenos de duas
ou mais fontes (por exemplo., uma &drvore, uma flor, um alimento,
etc.). Como acima, as sequéncias de alérgeno de comprimento
completo podem ser usadas (na auséncia de gquaisquer sequéncia

25 de sinais naturalmente associados para o alérgeno) ou porcdes
de alergénico podem ser usadas. Em construtos que compreendem
miltiplas sequéncias de alérgeno, qualquer mistura de
sequéncias de alérgeno truncadas ou de comprimento completo
pode ser usada. Adicionalmente, como em outras modalidades,

30 é preferencial gque a sequéncia de sinais de ocorréncia natural
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para cada sequéncia de alérgeno seja removida(isto ¢&, as
sequéncias de sinais de ocorréncia natural para cada sequéncia
de alérgeno n&o estdo presentes nos construtos).

Embora tenha-se descoberto que o uso de sequéncias de

5 sinais para as sequéncias alergénicas independentes dentro do
dominio alérgeno sdo prejudiciais para a funcdo do construto
de 4cido nucleico, foi descoberto que o uso de regido de
sequéncia de sinais ou dominio dentro dos construtos de vacina
de 4&cido nucleico é um recurso importante. Como tal, em

10 modalidades, a vacina de 4cido nucleico inclui pelo menos uma
sequéncia de sinais dentro do dominio de sequéncia de sinais
para direcionar o peptideo codificado para e através de uma
membrana. Embora a sequéncia de aminodcidos da sequéncia de
sinais possa variar de construto para construto e qualquer
15 sequéncia de sinais conhecida pode ser selecionada,
descobriu-se que em modalidades preferenciais, a sequéncia de
sinais esté presente e fornecida em matriz (em quadro) com uma
sequéncia de codificacédo da(s) sequéncia(s) de alérgeno. O uso
de uma Unica sequéncia de sinais é adequada para direcionar
20 toda a proteina gquimérica codificada para e através de uma
membrana. Como tal, as sequéncias de sinais para cada
sequéncia de alérgeno ndo sdo necessario e, de fato,
descobriu-se que sdo prejudiciais para localizacdo apropriada,
processamento e expressdo de epitopos de alérgeno em
25 superficies de célula imune.

E adicionalmente, em modalidades especificas e em
combinacdes de modalidades, descobriu-se que o sequestro ou
protecdo fisica de sequéncias de alérgeno durante a
transferéncia do polipeptideo do citoplasma para o endossomo,

30 incluindo o tempo no endossomo antes da c¢livagem do
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polipeptideo em unidades para apresentagdo na superficie da
célula, pode ser um fator importante no fornecimento de uma
vacina de acido nucleico Util de acordo com a invencdo. Como
tal, em geral, a invencdo inclui um construto que compreende

5 um dominio estabilizante de intra-organela (IOSD) para
proteger as sequéncias de alérgeno.

O &acido nucleico da invencdo compreende pelo menos o0s
seguintes dominios: um dominio de sequéncia de sinais; um
dominio estabilizante de intra-organela; um dominio alérgeno

10 (que pode compreender um Unico alérgeno ou dois ou mais
alérgenos, em que cada um compreende um ou mais epitopos
alergénicos); um dominio transmembranar; e um dominio de
direcionamento lisossomo/endossomo citoplasmatico. Os
diversos dominios estdo presentes em um Unico &cido nucleico

15 quimérico ou manipulado. Os diversos dominios podem ser
combinados em qualguer ordem linear com o uso de técnicas
conhecidas e amplamente praticadas na técnica. Em modalidades
preferenciais, os dominios sdo combinados e dispostos de modo
que o0s mesmos compreendam uma Unico quadro de leitura aberto

20 que codifica uma proteina quimérica, o quadro de leitura aberto
¢ unido de maneira funcional a elementos transcricionais
suficientes para a expressdo da proteina quimérica. O &cido
nucleico, desse modo, pode ser um vetor de expressdo, COmoO um
plasmideo, fagemido, vetor viral ou similares. De preferéncia,

25 o acido nucleico compreende elementos transcricionais
adequados para a expressédo em células de mamifero, como células
humanas. Tails elementos de vetor de expressido e vetores de
expressdo sdo conhecidos e amplamente usados na técnica,
conforme exemplificado pela publicacédo de pedido de patente US

30 no 2004/0157307, que ¢é incorporada ao presente documento a
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titulo de referéncia. Um exemplo ndo limitante de uma cadeia
principal de plasmideo para uso em criacgdo de construtos de
acido nucleico de acordo com a invencdo é chamado de em tempo
no presente documento um plasmideo “pITI”, sendo que a

5 sequéncia do qual é fornecida como SEQ ID NO: 1.
Trés configuracdes exemplificativas do dcido nucleico da
invencédo s&o retratadas esquematicamente nas figuras 1, 3 e 4,
respectivamente. A Figura 1 mostra uma disposicdo sequencial
de dominios nos quais um Ginico alérgeno que compreende um GUnico
10 epitopo é incluido na proteina quimérica codificada. A Figura
3 mostra uma disposicdo sequencial de dominios nos quais
maltiplos epitopos diferentes de um tnico alérgeno s&o incluido
na proteina quimérica codificada dentro do dominio alérgeno.
Os dois epitopos sdo disposto de modo gque oS mesmos estejam no
15 mesmo quadro de leitura e sejam, desse modo, produzidos como
parte da proteina quimérica. O versado na técnica iré reconhecer
imediatamente que trés ou mais epitopos podem ser fornecidos
no mesmo quadro de leitura dentro do dominio de epitopo com o
uso de técnicas de biologia molecular padré&o. A Figura 4 mostra
20 uma disposicdo sequencial de dominios na qual dois alérgenos
diferentes estdo presentes no dominio alérgeno. Certamente, o
versado na técnica iré reconhecer que cada sequéncia de alérgeno
pode conter um ou multiplos epitopos alergénicos. Com base
nessas trés representacdes esquematicas de modalidades dos
25 adcidos nucleicos da invencdo, o leitor 1ir& reconhecer
imediatamente que qualgquer nuUmero de alérgenos, de qualquer
numero de fontes e contendo qualquer nimero de epitopos, podem
ser incluidos dentro do dominio alérgeno e podem ser unidos em

matriz com o uso de técnicas de biologia molecular padréo.
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A Figura 2 retrata um mapa vetor de um acido nucleico de
acordo com uma modalidade da invencdo (“pITI-CRY J2-LAMP”;
também chamado no presente documento em tempo de “CRYJ2-LAMP”),
que se refere, de modo geral, a modalidade da invencdo retratada

5 esquematicamente na Figura 1. O vetor ou veiculo de distribuicéio
inclui uma cadeia principal de plasmideo com uma origem de
replicacgédo pUC e varias transcrigdes e elementos de expresséo
para produgdo da proteina codificada. Mais especificamente,
inclui a sequéncia da cadeira principal de pITI (SEQ ID NO:1).

10 Deve ser verificado que o construto de 4cido nucleico ndo inclui
um gene para resisténcia a antibidéticos, de acordo com as
modalidades preferenciais da invencdo. O 4&cido nucleico
compreende adicionalmente  sequéncias para a proteina
codificada, que compreende uma regido terminal N da proteina

15 LAMP humana, gque inclui uma sequéncia de sinais e um dominio
estabilizante de intra-organela. O &cido nucleico fornece
adicionalmente sequéncias para a proteina codificada que
compreende a sequéncia CryJ2 de alérgeno (na auséncia de sua
sequéncia de sinais) fundidos em matriz para a regido terminal

20 N da proteina LAMP. O &cido nucleico inclui adicionalmente
sequéncias que codificam uma porcdo da regido terminal C da
proteina LAMP humana, que inclui uma regido de membrana e uma
regido de direcionamento. A regido de codificacdo para a
sequéncia de proteina quimérica LAMP CryJ2 é fornecida como SEQ

25 ID NO:2. A sequéncia de aminodcidos para a proteina gquimérica
LAMP CryJ2 é fornecida como SEQ ID NO:3.

Em modalidades exemplificadoras, a invencdo também se
refere a construtos de acido nucleico para a distribuicédo e
expressdo de outros alérgenos de C. japonica, que incluem o

30 alérgeno CryJl. Com o uso da mesma cadeia principal de
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plasmideo, um construto LAMP pITI-CRYJ]1l foi criado. A proteina
quimérica pode obter uma MHC resposta imunoldgica do tipo MHC

II. A regido de codificacgédo do construto LAMP pITI- CRYJ1 é
apresentada como SEQ ID NO:4. A sequéncia de aminoadcidos para

5 a proteina quimérica LAMP CryJl é fornecida como SEQ ID NO:5.
Conforme mostrado nas Figuras 3 e 4, o dominio alérgeno

pode incluir um alérgeno que temmultiplos epitopos alergénicos

ou pode incluir maltiplos alérgenos (em que cada um tem um ou
mais epitopos alergénicos). A Figura 5 retrata um mapa vetor

10 de uma modalidade exemplificadora particular de um construto
de &cido nucleico no qual o dominio alérgeno inclui duas
sequéncias alergénicas. Nessa modalidade exemplificadora, o
dominio alérgeno contém os alérgenos CryJl e CryJ2 (cada um com

sua auséncia de sequéncia de sinais natural) de C. japonica

15 fundido em matriz e fundido na extremidade terminal N com um
dominio de sequéncia de sinais LAMP e dominio estabilizante de
intra-organela. As sequéncias CryJl a CryJ2 também sdo fundidas

na extremidade de terminal C com um dominio transmembranar LAMP

e dominio de direcionamento. A sequéncia de nucleotideo

20 completa da regi&o de codificacédo para a proteina quimérica é
apresentada como SEQ ID NO:6. A sequéncia de aminoacidos
completa da proteina quimérica codificada é apresentada como

SEQ ID NO:7, na qual: os residuos 1 a 27 representam a sequéncia

de sinais para a proteina quimérica; os residuos 28 a 380

25 representam o dominio estabilizante de intra-organela
(sequéncia tirada de LAMP humano); os residuos 381 e 382
representam um ligante; os residuos 383 a 735 representam a
regido de codificacédo do CryJl (sem sua sequéncia de sinais);

os residuos 736 a 741 representam uma regido ligante; os

30 residuos 742 a 1232 representam a regido de codificacdo para
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o alérgeno CryJ2; os residuos 1233 a 1234 representam uma regido
ligante; os residuos 1235 a 1258 representam a transmembrénicas
e dominio de direcionamento; e os residuos 1259 a 1270
representam residuos de terminal C adicionais.

5 Os construtos de 4&cido nucleico da invencdo sé&o
essencialmente ilimitados no numero de alérgenos que podem ser
produzidos de modo coordenado. Como tal, dois, trés, quatro,
cinco, seis, dez, doze ou mais alérgenos diferentes (da mesma
ou uma mistura de fontes diferentes) podem ser incluidos nos

10 construtos de 4cido nucleico da invencdo. A Figura 6A apresenta
um mapa vetor de outro dcido nucleico exemplificador de acordo
com uma modalidade da invencdo. O vetor ou veiculo de
distribuicdo inclui uma cadeia principal de plasmideo com uma
origem de replicacgdo pUC e varias transcrigdes e elementos de

15 expressdo para producdo da proteina codificada. A cadeia
principal pode ser, mas ndo é necessariamente, a cadeira
principal de pITI da SEQ ID NO:1. O acido nucleico compreende
adicionalmente sequéncias para a proteina codificada, que
compreende uma regido terminal N da proteina LAMP humana, que

20 inclui um dominio de sequéncia de sinais e um dominio
estabilizante de intra-organela. O &cido nucleico fornece
adicionalmente sequéncias para uma proteina quimérica
codificada que compreende a poliproteina de alérgeno de amendoim
AraHl/AraH2/ArafB. O &cido nucleico inclui adicionalmente

25 sequéncias que codificam uma porcdo da regido terminal C da
proteina LAMP humana, que inclui uma regido de membrana e uma
regido de direcionamento. A sequéncia de nucleotideo para a
regido de codificacédo da proteina quimérica é fornecida como SEQ
ID NO:8 A proteina quimérica codificada pelo vetor da Figura 6A

30 é apresentada esquematicamente na Figura 6B (e como SEQ ID NO:9).
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Os dominios presentes nos acidos nucleicos da invencéo
sdo descritos em maiores detalhes abaixo em relacdo as funcdes
fornecidas pelas proteinas quiméricas codificadas. Deve ser
entendido que a pratica da invencdo ndo é dependente de ou

5 limitada por qualquer sequéncia de proteina ou de 4cido nucleico
particular, mas ao invés disso a mesma é uma combinacdo de
elementos e dominios que fornecem as vantagens e propriedades
para os construtos. Também deve ser entendido que a descricgéo
relacionada aos diversos dominios do construto de acido

10 nucleico, quando discutida no contexto das caracteristicas
funcionais e fisicas da proteina codificada e vice-versa. E
suficiente informar uma pessoa versada na técnica das
caracteristicas funcionais e fisicas tanto dos &dcidos nucleicos
quanto das proteinas. E uma questdo simples com o uso de

15 computadores e a degenerescéncia do cédigo genético para chegar
em toda molécula de Aacidos nucleicos possivel que codifica
sequéncias de proteina conhecidas e para chegar em proteinas
codificadas por 4cidos nucleicos. Desse modo a referéncia a uma
caracteristica funcional ou fisica de uma sequéncia de proteina

20 particular imediatamente revela para o versado na técnica todas
as sequéncias de &cido nucleico possiveis associadas aquela
caracteristica funcional ou fisica e vice-versa.

Também estda no dmbito da préatica daqueles versados na
técnica projetar e combinar duas ou mais molécula de acido

25 nucleicos ou sequéncias para chegar a uma sequéncia dque
codifica uma proteina quimérica de acordo com a invencédo. Do
mesmo modo, estd no dmbito das habilidades dos versados na
técnica selecionar e combinar elementos de controle de
transcricdo e traducdo para expressar as sequéncias de

30 codificacdo e proteinas quiméricas in vivo ou in vitro como

Peticéo 870210098365, de 25/10/2021, pag. 53/82



43/67

desejado. Consequentemente, essas técnicas comumente usadas

nédo precisam ser discutidas em detalhes no presente documento
possibilitam a pratica da presente invencdo.

O &cido nucleico da invencdo compreende um dominio de

5 sequéncia de sinais. O dominio de sequéncia de sinais contém

uma sequéncia de sinais que é fornecida para insercdo da

proteina quimérica codificada em uma membrana bioldgica que

define o contorno entre um ambiente externo e um ambiente

interno. A sequéncia de sinais também direciona a transferéncia

10 da proteina do ambiente externo para o ambiente interno. A

estrutura geral de uma sequéncia de sinais é bem conhecida na

técnica, conforme sdo diversos exemplos de sequéncias de sinais

particulares. O praticante é livre para selecionar qualquer

sequéncia de sinails apropriada de acordo com os vVvarios

15 parémetros de selecdo para cada modalidade que se encontra

dentro do escopo dessa invencéao. Em modalidades

exemplificadoras, a sequéncia de sinais é uma que direciona a

proteina quimérica para o reticulo endoplédsmico. E importante

notar que nessa juncdo, o dominio de sequéncia de sinais é a

20 apenas parte da proteina quimérica que contém uma sequéncia de

sinais. Como tal, as sequéncias de sinais de ocorréncia natural

de alérgenos residentes no dominio alérgeno foram removidas

antes da inclusdo das sequéncias de alérgeno no construto.

Descobriu-se que a remocdo dessas sequéncias de sinais

25 individuais aprimoram o desempenho geral do construto in vivo.

O &cido nucleico da invencdo compreende um dominio

estabilizante de intra-organela (IOSD). O IOSD compreende uma

sequéncia que codifica uma sequéncia de aminodcidos que liga,

através de ligacgdes quimicas, a uma ou mais sequéncias no dominio

30 alérgeno e protege essas sequéncias da degradacdo (por exemplo,
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protedlise) antes da chegada da proteina quimérica no

compartimento lisossomal/endossomal. Em esséncia, o IOSD pode

ser previsto como uma tampa protetora para as sequéncias de

dominio alérgeno, resguardando essas sequéncias e, em

5 particular, sequéncias de epitopo alergénico, de enzimas

proteoliticas, baixo pH e outras condicdes e substdncias que

desestabilizam proteinas. O IOSD pode ser gquaisquer inumeras

conhecidas ou sequéncias manipuladas, incluindo, mas sem

limitacdo a, um dominio luminal de polipeptideo LAMP e a proteina

10 macrosialina/CD68, que é uma proteina transmembranar altamente

glicolisada que é expressa em macrdéfagos e células do tipo

macréfago como uma proteina endossomal tardia. A caracteristica

principal do IOSD é a habilidade do IOSD se ligar a e proteger

o dominio alérgeno de protedlise até que a molécula de classe

15 IT MHC seja liberada do peptideo invariante. Dessa maneira, as

estruturas tridimensionais do(s) epitopo(s) alergénico(s) séo

preservada até que as moléculas de classe II MHCs ativas estejam

disponiveis para interacdo. Em modalidades preferenciais, o I0SD

compreende a totalidade ou parte da sequéncia de uma proteina

20 lisossomal. Em algumas modalidades, o IOSD é uma proteina ou

polipeptideo além de um dominio luminal de polipeptideo LAMP,
como, mas sem limitacdo a, macrosialinaa/CD68.

O construto de 4cido nucleico da invengdo compreende um

dominio alérgeno. O dominio alérgeno compreende uma ou mais

25 sequéncias que codificam proteina de alérgenos, polipeptideos

ou peptideos, que compreendem um ou mais epitopos alergénicos.

O dominio alérgeno ndo inclui sequéncias de sinais dos

alérgenos presentes. Diversos alérgenos proteicos séo

conhecidos na técnica e qualgquer um ou combinacédo de alérgenos

30 e/ou epitopos alergénicos pode ser usada de acordo com a
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presente invencdo. Em que menos que uma sequéncia alergénica

de comprimento completo é usada, de preferéncia, um ou mais
epitopos da proteina de alérgeno de comprimento completo sdo
fornecidos no contexto de suas posicgdes naturais dentro da

5 proteina alergénica. Mails especificamente, a presente
invencdo fornece vacinas de acido nucleico aprimoradas, nas
quails as vacinas codificam proteinas quiméricas que retém ou
retém substancialmente sua estrutura tridimensional até que

as moléculas de classe II MHCs sejam competentes para ligar

10 a epitopos nas proteinas quiméricas. Dessa maneira, uma
resposta imunoldégica aprimorada pode ser obtida, gquando
comparada a distribuig¢do para a molécula de classe II MHCs de
peptideos pequenos, gque em geral i1irdo ter auséncia de
estruturas tridimensionais apropriadas. Consequentemente, é

15 preferencial que o dominio alérgeno codifique sequéncias de
aminodcido relativamente longas gque incluem um ou mais
epitopos, se originalmente presentes na proteina de alérgeno.

O dominio alérgeno pode incluir dois ou mais alérgenos,

cada um contendo um ou mais epitopos alergénicos. Sabe-se que

20 certas proteinas alergénicas contém dois oumais epitopos. Como
uma modalidade preferencial da invencdo usa toda uma regido de
codificacdo alergénica(isto é, a regido de codificacdo com
auséncia de uma sequéncia de sinais) ou uma porcdo substancial

da mesma, de uma proteina alergénica, certos dominios alérgenos

25 ir&do incluir dois ou mais epitopos em usa relacdo de ocorréncia
natural. Alternativamente, dois ou mais epitopos conhecidos
podem ser fundidos em uma regido de codificacédo. Novamente, em
modalidades exemplificadoras, duas ou mais proteinas
alergénicas ou regides alergénicas das mesmas, estdo presentes

30 no dominio alérgeno. Em gque dois ou mais epitopos sé&o
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manipulados para estar presentes em um inico dominio de epitopo,
sendo que 0s epitopos podem ser da mesma proteina antigénica.
Alternativamente, o0s mesmos podem ser de duas proteinas
diferentes da mesma espécie. Novamente, os mesmos podem ser da
5 mesma proteina de duas espécies diferentes. Ademais, os mesmos
podem ser de duas ou mais proteinas diferentes de duas ou mais
espécies diferentes. Em esséncia, qgqualquer combinacdo de
epitopos da mesma ou de proteinas diferentes da mesma ou de
espécies diferentes é contemplada por essa invencdo. De modo
10 semelhante, a ordem dos varios alérgenos e epitopos pode ser
variada de qualquer maneira imaginadvel. A mistura de proteinas
alergénicas e/ou peptideos alergénicos de multiplas espécie
permite a criacdo de uma vacina de acido nucleico robusta que
pode fornecer tratamento para alergias para um Ginico organismo
15 fonte (por exemplo, espécies especificas de adrvore) com base em
miltiplos alérgenos, bem como tratamento para alergias para
miltiplos organismos fonte (por exemplo, multiplas plantas que
liberam esporos durante a mesma estacdo do ano) com base em
miltiplos alérgenos. A habilidade de combater multiplas
20 alergias de uma Unica vacina de a4cido nucleico né&o foi provada
até a presente data.

O construto de acido nucleico da invencdo compreende
adicionalmente um dominio  transmembranar. Os dominios
transmembranares sdo elementos funcionais e fisicos Dbem

25 conhecidos e bem caracterizados de proteinas que existem
parcialmente em ambos os lados de uma membrana bioldgica. EM
esséncia, um dominio transmembranar é uma sequéncia linear de
aminoacidos que sdo De modo geral hidrofdébico ou lipofilico na
natureza e que fungdo para ancorar uma proteina em uma membrana

30 bioldbgica. De modo geral, tais sequéncias s&o os residuos 20 a
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25 em comprimento. Os versados na técnica estéo cientes de tais
sequéncias e podem obter facilmente ou manipular uma sequéncia
transmembranar adequada para uso na presente invencéo.
Além dos elementos discutidos acima, o acido nucleico
5 da invencédo compreende um dominio de direcionamento. O dominio
de direcionamento é uma sequéncia que codifica uma sequéncia
de aminoacidos que funciona para direcionar a proteina
quimérica codificada para o compartimento
lisossomal/endossomal. Enquanto ndo tdo limitado a sua
10 identidade, em modalidades preferenciais, o dominio de
direcionamento compreende a sequéncia de direcionamento
citoplasmatico de terminal C do polipeptideo LAMP, DC- LAMP,
LAMP2, LAMP-3, LIMP II, ENDOLINE ou macrosialina/CD68.
Em modalidades, o 4cido nucleico da invencé&o compreende,
15 como parte do dominio alérgeno, a sequéncia da SEQ ID NO:2
(isto é, a sequéncia de nucleotideo Cry J2 com auséncia de sua
sequéncia de sinais) ou outra sequéncia que codifica a SEQ ID
NO:3 (isto é, a sequéncia de proteina Cry J2 na auséncia de
sua sequéncia de sinais) no dominio alérgeno. A SEQ ID NO:2
20 consiste em nucleotideos que codificam a sequéncia completa
de codificacdo de proteina de Cry J2, com a excecdo de sua
sequéncia de sinais (isto é, SEQ ID NO:2), uma proteina liase
de pectato encontrada no pdlen de Cryptomeria japonica. O Cry
J2 & bem conhecido na técnica para ser correlacionado a
25 alergias persistentes e sazonais em areas em que pdlen de cedro
estd presente. O IgE especifico para Cry J2 é comumente
encontrado em pacientes alérgicos em adreas prdéximas a sulcos
de cedro. Deve ser verificado que, na Listagem de Sequéncia
fornecida como parte da revelacdo da invencédo, a sequéncia de

30 sinais para cada alérgeno, se presente, é observada. Deve ser
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entendido que, dentro do contexto dos construtos da invencéo,
essas sequéncias de sinais ndo estdo presentes.

Em outras modalidades, o acido nucleico compreende a

sequéncia da SEQ ID NO:4 (isto é, a sequéncia de nucleotideo

5 Cry Jl, na auséncia de sua sequéncia de sinais) ou outra

sequéncia que codifica a SEQ ID NO:5 (isto é, a sequéncia de

proteina Cry J2 na auséncia de sua sequéncia de sinais). Em

ainda outras modalidades, o &cido nucleico compreende a

sequéncia de ambas as SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:4 ou outras

10 sequéncias que codificam as SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:5,

respectivamente. Em modalidades, o &cido nucleico compreende

uma ou mais das outras sequéncias reveladas no presente

documento, como essas que codificam qualquer um dos seguintes

alérgenos: Cry J3 (Cry J3.8; (C. japonica; SEQ ID NO:10;

15 sequéncia de sinais é de residuos 1 a 26), CJP-4 (C. japonica;

SEQ ID NO:11), CJP-6 (C. japonica; SEQ ID NO:12), CJP-8 (C.

japonica; SEQ ID NO:13; sequéncia de sinais é de residuos 1 a

35), CPA63 (C. japonica; SEQ ID NO: 14; sequéncia de sinais é

de residuos 1 a 20), CJP38 (C. japonica; SEQ IDNO: 15; sequéncia

20 de sinais é de residuos 1 a 28), Cha o 1 (C. obtusa; SEQ ID NO:

16; sequéncia de sinais é de residuos 1 a 21), Juna l (J. ashei;

SEQ ID NO: 17; sequéncia de sinais é de residuos 1 a 21), Jun

v 1 (J. virginiana: SEQ ID NO: 18; sequéncia de sinais é de

residuos 1l a?2l), Cupal (H. arizonica; SEQ IDNO: 19; sequéncia

25 de sinais é de residuos 1 a 21), Jun o 1 (J. oxycedrus; SEQ ID

NO:20; sequéncia de sinais é de residuos 1 a 21), Cup s 1 (C.

sempervirens; SEQ ID NO:21; sequéncia de sinais é de residuos

1 a 21) Cha o 2 (C. obtusa; SEQ ID NO:22; sequéncia de sinais

é de residuos 1 a 22), Juna 2 (J. ashei; SEQ IDNO:23; sequéncia

30 de sinais é de residuos 1 a 22), Cup a 2 (H. arizonica; SEQ ID
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NO:24), Jun a 3 (J. ashei; SEQ ID NO:25; sequéncia de sinais

é de residuos 1 a l6), Junr 3 (J. rigida; SEQ IDNO:26; sequéncia

de sinais é de residuos 1 a 26), Cup s 3 (C. sempervirens; SEQ

ID NO:27; sequéncia de sinais é de residuos 1 a 26), Cup a 3

5 (H. arizonica; SEQ ID NO:28), Ch4A (P. monticola; SEQ ID NO:29;

sequéncias de sinais é de residuos 1 a 25), Ch4-1 (P. menziesii;

SEQ ID NO:30; sequéncia de sinais é de residuos 1 a 26), PT-1

(P. taeda; SEQ IDNO:31) e LTP (P. abies; SEQ IDNO:32; sequéncia

de sinais é de residuos 1 a 25). As sequéncias de aminoacidos

10 e acido nucleicos n&o listadas com referéncia a SEQ ID NOs

também estdo publicamente disponiveis. E uma mera questdo de

implantacdo de programa de computador para chegar nas

sequéncias de proteinas de acordo com a presente invencdo com

base nas sequéncias de Aacidos nucleicos. Obviamente,

15 sequéncias bioquimicamente hombélogas a essas sequéncias de

proteinas sdo englobadas por essas modalidades. Por exemplo,

as sequéncias que mostram 30% ou mais de identidade, como 40%

ou mais, 50% ou mais, 75% ou mais, 90% ou mais 95% ou mais, 98%

ou mais, ou 99% ou mais para as sequéncias reveladas séo

20 englobadas por essas modalidades. Compreende-se gue esse

conceito se aplica n&o somente as sequéncias particulares de

alérgenos revelados no presente documento, mas a todas as

proteinas e sequéncias de &cidos nucleicos fornecidas no

presente documento. Adicionalmente, conforme declarado acima,

25 cada valor dentro das faixas reveladas sdo compreendidos como
especificamente englobados pela presente revelacgdo.

Em um caso particular da invencdo, uma vacina de DNA que

compreende SEQ ID NO:2 ou outra sequéncia que codifica SEQ ID

NO:3 dentro do dominio de alérgeno é fornecida. Quando essa

30 vacina é administrada a um paciente para o qual existe evidéncia
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consideréavel de uma alergia a cedro vermelho japonés, a vacina
resulta na sintese de novo de uma proteina de fusédo ou quimérica
(esses termos usados de forma intercambidvel no presente
documento) que compreende o alérgeno Cry J2 (apresentado dentro

5 do SEQ ID NO:3). Devido a combinacdo de dominios presentes na
proteina gquimérica, a proteina é direcionada do reticulo
endoplédsmico na trajetdéria endolisossomal, resultando no
processamento da proteina de fus&o em epitopos em vesiculas MHC,
algumas das quais se tornam ligadas a moléculas de classe II

10 de MHC, levando a uma resposta imunoldégica humoral acentuada.
Em outro caso da invencédo, uma vacina de DNA que compreende

a sequéncia de SEQ ID NO:4 ou outra sequéncia que codifica SEQ

ID NO:5 dentro do dominio de alérgeno é fornecida. Quando essa
vacina é administrada a um paciente para o qual existe evidéncia

15 consideravel de uma alergia a cedro vermelho japonés, a vacina
resulta na sintese de novo de uma proteina de fusdo ou quimérica
(esses termos usados de forma intercambidvel no presente
documento) que compreende o alérgeno Cry Jl (encontrado dentro

da sequéncia de SEQ ID NO:4). Devido a combinacdo de dominios

20 presentes na proteina quimérica, a proteina é direcionada do
reticulo endopléasmico na trajetdéria endolisossomal, resultando

no processamento da proteina de fus&o em epitopos em vesiculas
MHC, algumas das gquais se tornam ligadas a moléculas de classe

II de MHC, levando a uma resposta imunoldgica humoral acentuada.

25 Em outro caso da invencdo, uma vacina de DNA que compreende
SEQ ID NO:6 dentro do dominio de alérgeno é fornecida. Quando
essa vacina é administrada a um paciente para o qual existe
evidéncia consideravel de uma alergia a cedro vermelho japonés,

a vacina resulta na sintese de novo de uma proteina de fusdo ou

30 quimérica (esses termos usados de forma intercambidvel no
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presente documento) que compreende os alérgenos Cry Jl e Cry J2

(SEQ ID NO:7). Devido a combinacdo de dominios presentes na

proteina quimérica, a proteina é direcionada do reticulo

endopléasmico na trajetdéria endolisossomal, resultando no

5 processamento da proteina de fusdo em epitopos em vesiculas MHC,

algumas das quais se tornam ligadas a moléculas de classe II de
MHC, levando a uma resposta imunoldgica humoral acentuada.

Em outro caso da invencdo, um acido nucleico que

codifica a sequéncia de codificacdo de proteina completa de

10 Jun al, uma pectato lisase que pertence ao género Juniperus
ashei, é fornecida no dominio de alérgeno. Jun a 1 demonstra
um alto grau de idendidade de sequéncia com Cry J1l e tanto retém
uma atividade enzimdtica semelhante a Cry J1 quanto possui uma
alta semelhancga em epitopos conhecidos.

15 Outros polipeptideos sdo bem conhecidos terem reacdo
cruzada a Cry Jl e gque essa reatividade cruzada é devido a
epitopos compartilhados relacionados a atividade enzimatica
dos peptideos da familia pectato lisase A familia inclui o
maior alérgeno do cipreste japonés (Chamaecyparis obtusa (Ch

20 o 1)), e inclui alérgenos de: Juniperus ashei (Jun a 1),
Juniperus virginiana (Jun V 1), Cuppressus arizonica (Cup a
1), Juniperus oxycedrus (Jun o 1), e Cupressus sempervirens
(Cups 1) . Foi observado na literatura que existe uma forte
reatividade cruzada dentre pacientes alérgicos ao pdlen da

25 familia de cedro (Cupressus). A Tabela I, abaixo, representa
uma tabela que mostra niveis de reatividade cruzada dentre
proteinas relacionadas. Embora a invencdo seja descrita em
detalhes em relacdo a Cry Jl e Cry J2, deve ser compreendido

gque um ou mais dos alérgenos revelados no presente documento
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e particularmente na Tabela I podem ser usados além de ou como
alternativas as sequéncias de Cry Jl e Cry J2.

Tabela I: Reatividade cruzada de Cryptomeria japonica a

outros alérgenos

Cryptomeria| Cha | Jun | Jun | Cup | Jun | Cup | Cha | Jun | Cup | Jun | Jun | Cup | Cup
Japonica |ol|al|{vljlal|ol|sl|o2|a2|a2|a3|r3|s3|a3

Cry J1 80% | 795 | 80% | 75% | 85% | 85%
Cry J2 74% | 71% | 80%
Cry J3 86% | 87%|85%|87%

Cryptomeria| Ch4A | Ch4-1 | PT-1 LTP
Japonica

CJP-4 70% 57%

CJP-6 74%

CJpr-8 45%

CPA63

E bem conhecido na técnica que determinados sitios para
inserir uma sequéncia de nucleotideos para uma regido de
codificacdo na sequéncia de nucleotideos para uma regido de
codificacdo diferente (isto ¢é, sitios de fusdo) sdo mais

10 favoraveis do que outros. O local da sequéncia de alérgeno
ensinada, por exemplo, nas Figuras 1 a 5 é ensinado como o local
favoréavel para usar a composicdo ensinada na presente invencéo.
Estd dentro do escopo da invencdo mover o local da sequéncia
de alérgeno para outros locais, como dentro do dominio luminal

15 de um polipeptideo de LAMP ou outro dominio de estabilizacdo
intraorganela. Entretanto, é preferencial que o alérgeno néo
seja colocado dentro da regido de codificacdo de qualquer
transmembrdnicas ou dominio citoplasmdtico. Em um caso
preferencial da invencédo, a sequéncia de alérgeno é inserida

20 no dominio luminal de um polipeptideo de LAMP dentro de 5

aminoadcidos da juncdo com o dominio transmembranar e até 20
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aminoacidos no lado de N terminal 5' de um dominio luminal de
polipeptideo de LAMP.

O acido nucleico da invencédo pode ser fornecido como uma
molécula purificada ou isolada. O dcido nucleico também pode

5 ser fornecido como parte de uma composicdo. A composicédo pode
consistir essencialmente no dcido nucleico, significando que
o &cido nucleico é o uUnico &acido nucleico na composicéo
adequado para a expressdo de uma sequéncia de codificacéo.
Alternativamente, a composicdo pode compreender um acido

10 nucleico da invencdo. Em modalidades exemplificadoras, a
composicdo é uma composicdo farmacéutica que compreende o
dcido nucleico da invenc¢do junto com uma ou mais substédncias
ou carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Em algumas
modalidades, a composigcdo compreende uma substdncia que

15 promove a absorcdo do 4&cido nucleico por uma célula. Em algumas
modalidades, a composicdo compreende uma molécula de
direcionamento que auxilia na aplicacgdo do &cido nucleico a
um tipo de célula especifico, como uma célula imune (por
exemplo, e APC). Nas modalidades, o acido nucleico é parte de

20 um veiculo de aplicacdo ou fator de aplicacédo para a aplicacéao
do &cido nucleico a uma célula ou tecido.

Em um caso particular da invencdo, a composicéo
compreende uma mistura de duas vacinas de DNA, em que uma vacina
compreende a sequéncia de um alérgeno e em que a outra vacina

25 compreende a sequéncia de outro alérgeno. Os dois construtos
de vacina podem ser misturados juntos em uma razdo de 1:1, 1:2,
1:3, 1:4, sequencialmente até 1:10. A razdo preferencial é 1:1.

Em um caso particular da invencédo, os acidos nucleicos

de Cry J1, Cry J2, e/ou Jun a2 estdo presentes dentro de um fator

30 de aplicacédo de acido nucleico. Em uma modalidade preferencial
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da invencdo, o fator de aplicacédo de 4cido nucleico n&o contém

um gene de resisténcia a antibidéticos, como o fator de aplicacdo

de 4&cido nucleico ensinado pela publicacédo de pedido de patente

U.S. numero 2008/006554, ou vetores que sdo revelados na ou

5 resultado da publicacdo de pedido de patente US numero

2006/003148. Em um caso particular da invencdo, o &cido
nucleico é um vetor viral, como um vetor adenoviral.

Os 4cidos nucleicos e composicdes sdo inovadoras e Uteis

para reduzir reacdes alérgicas em pacientes. Por exemplo, 0s

10 dcidos nucleicos e composicgdes s&o Uteis na reducgédo de polinose
em pacientes com uma reacdo alérgica demonstrada correlacionada
com o0 pbélen de cedro vermelho japonés, ou de um pdlen hombdlogo
ou alérgeno. Como outro exemplo ndo-limitador, os &cidos
nucleicos s&o Uteilis para reduzir alergias a alimento, como

15 alergia a amendoins ou outras frutas oleaginosas. A aplicacéo
dos 4dcidos nucleicos e composicgdes para tratar polinose do pdlen
de cedro vermelho japonés, de modo que os acidos nucleicos e
as composicdes transfectem uma célula apresentadora de antigeno,
0 que resulta em um aumento nos niveis séricos da imunoglobulina

20 G (IgG) especifica a epitopos contidos dentro de Cry Jl e/ou
Cry J2. Essa response é Util para a reducgdo dos sintomas de
alergia. A aplicacdoc dos alérgenos para outras alergias,
incluindo erva-de-santiago, pdélens de outra drvore, e alimentos
também resulta no aumento nos niveis séricos de IgG.

25 Métodos para tratar individuos com necessidade também séo
fornecidos por esta invencédo. Os métodos sdo métodos para tratar
profilaticamente ou tratar terapeuticamente um individuo que
sofre de ou em risco de desenvolver uma reacdo alérgica a um ou
mais alérgenos. O método compreende administrar ao individuo uma

30 vacina de DNA de acordo com a invencdo em uma quantidade
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suficiente para causar a absorcgdo de e expressdo da vacina de
DNA por um APC. A expressdo da vacina de DNA resulta na
apresentacdo do(s) epitopo(s) alergénico(s) codificado(s) no
APC, e o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica a IgG.

5 Em um caso particular da invencédo, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:4, e/ou outra sequéncia codificadora de alérgeno sé&o
administrados a uma célula. Em modalidades preferenciais, a
célula é uma célula apresentadora de antigeno, como uma célula
dendritica. De preferéncia, a célula dendritica é uma célula

10 dendritica humana. A presente invencdo pode ser administrada
por métodos conhecidos na técnica por serem métodos de aplicacéo
eficazes para vacinas de &cido nucleico, incluindo injecédo
intramuscular, injecdo subcutdneo, eletroporacdo, wvacinacdo
por pistola de gene, ou transferéncia mediada por lipossoma.

15 Essa invencdo fornece uma formulacdo uUtil para o
tratamento de polinose correlacionada com pdlen de cedro
vermelho Jjaponés. Foi determinado anteriormente que a
aplicacédo de um plasmideo de DNA que codifica a sequéncia de
codificacdo de proteina de um alérgeno a um animal pode

20 aumentar a producdo de IFN-gama e reduzir a produgdo de IL-4,
o que é Util no tratamento de animais alérgicos ao alérgeno
especifico. A presente invencdo fornece uma composicdo de
vacina de DNA aprimorada para tratar pacientes com uma alergia
correlacionada a pbdlen de cedro vermelho japonés. A proteina

25 de fusédo da invencdo tem um padrdo de trafego intracelular
especifico que cruza com vesiculas de classe II de MHC, e
resulta na apresentacdo acentuada de epitopos de alérgeno ao
sistema imunoldgico, resultando especificamente em uma

resposta de anticorpo acentuada. Os &cidos nucleicos e
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composicdes fornecidas pela presente invencédo sdo Uteis para
conduzir a imunoterapia de alergia.

A presente invencdo fornece uma formulacdo que quando

administrada a uma célula resulta em uma maior resposta de

5 anticorpo especifico. A maior resposta de anticorpo ao alérgeno

é util para tratar uma doenca alérgica mediada por IgE. IgE tem

determinadas propriedades relacionadas a sua restricédo celular

e a sinalizacd&o intracelular resultante mediante a ligacédo de

alérgeno de cognato. IgE é gerado contra um alérgeno quando as

10 células B recebem IL-4 secretado por células Th2. Isso ajuda

a instruir as células B a produzir anticorpos de classe IgE.

Mediante a secrecdo por células B, IgE se liga a Fc-eRI, seu

receptor der alta afinidade expresso por mastdcitos e

eosindéfilos, como resultado essas células e o animal se tornam

15 sensiveis a futura exposicdo a alérgeno. Consequentemente, o0s

sintomas de alergia podem ser acionados mediante a ingestéo,

inalacdo, ou contato mucosal com um alérgeno. Devido as

propriedades de ligacdo dos anticorpos, foil proposto que uma

forma de reduzir os sintomas de alergia é quelar o alérgeno livre

20 disponivel para ligacgdo por IgE através da competicgdo com outras

classes de anticorpo. Em particular, uma formulacdo de alergia

que aumenta IgG foi proposta como uma trajetdria para reduzir

a doenca alérgica. A invencédo descrita no presente documento

induz a producdo de IgG acentuada, causando, entdo, uma

25 diminuic¢cdo na razdo de IgE para IgG de uma forma clinicamente

significativa. Os resultados dos estudos que foram conduzidos

indicam que no dia 98, o nivel de IgG induzida por um construto

de Cry J2-LAMP é maior do que aquele induzido pela aplicacéo

de nucleotideos que codificam Cry J2 ndo modificada.
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Em outro caso da invencdo, um método é ensinado para
selecionar polipeptideos de pectato lisase encontrados no
pbdlen de uma &arvore de cedro, para determinar o grau de
homologia de sequéncia com a sequéncia de aminoadcidos ou acido

5 nucleicos de um Cry J1, um pectato lisase, de modo que uma nova
composicdo de matéria semelhante a Cry Jl possa ser gerada,
e de modo que a administracdo da composicdo hombéloga de matéria
a um paciente produziria um resultado terapéutico Gtil para
tratar alergias correlacionadas com o pdlen de cedro.

10 Exemplos

A invencdo serd descrita agora com referéncia a
modalidades exemplificadoras da invencdo. Os seguintes
exemplos sdo destinados a proporcionar ao leitor wuma
compreensdo melhor da construcdo e atividade dos construtos

15 da invencdo, e ndo deveriam ser 1interpretados como uma
limitacdo do escopo da invencéo.

Exemplo 1: Materiais gerais e métodos

Imunizacdes e coleta de soros

Camundongos BALB/c fémea de seis a oito semanas de idade

20 foram adquiridos a partir da Harlan Laboratories, Frederick,
Maryland e mantidos em nossa 1instalacdo de animais em
Rockville, Maryland. As imunizacdes de DNA foram dadas ou de
forma intramuscular ou intradérmica com 50 ug de DNA
plasmidico em um volume de 100 ul de PBS estéril. Os soros foram

25 obtidos pelo sangramento orbital e armazenados a - 20°C para
andlise posterior. Para a sensibilizacdo, foi injetado aos
camundongos 5 ug/ml de CRYJ2 recombinante (rCRYJ2) ou CRYJ1
recombinante (rCYRJ1) juntos com 100 ul de alume (2 mg/ml) em

um volume total de 200 ul. Os camundongos foram sangrados
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semanalmente e 0s soros foram analisados quanto a anticorpos
especificos de CRYJ por ELISA.

Cobaias

Porquinhos-da-india fémea foram adquiridos e alojados

5 em Spring Valley Laboratories (Woodline, MD, EUA). As

imunizacdes de DNA foram dadas de forma intramuscular com
100 ug de DNA plasmidico em um volume de 200 ul se solucgéo
salina. Os soros foram obtidos pelo sangramento cardiaco e
armazenados a 20°C para andlise posterior.

10 Deteccdo de respostas de imunoglobulina especifica a CYRJ2

placas de imunoensaio Nunc Maxisorp foram revestidas com
rCRYJ2 em uma concentracdo de 5 ug/ml em PBS de um dia para o
outro a 4°C. Apds o blogueio com 1% de BSA em PBS, os soros foram
diluidos em PBS que contém 0, 05% de Tween-20 (PBS-T) adicionado
15 e incubados por 1 hora. O IgG, IgGl, ou IgG2a ligado ao CRYJZ2
imobilizado nas cavidades foi detectado com o uso de anticorpos
IgG, IgGl ou IgG2a de cabra anticamundongo conjugados de
peroxidase (Jackson Laboratories). O substrato de TMB (KPL) foi
adicionado e a atividade enzimatica interrompida com Solucgédo
20 de Parada TMB. As placas foram lidas em 450 nm. Em alguns casos,
a Solucdo de Parada Certa (Sure Stop Solution) (KPL) foi usada

e as placas foram lifas em 650 nm.

Preparacdo de Esplendcitos para Medigdes de citoquina

Os bacos foram removidos assepticamente e esmiucados para
25 preparar uma suspensdo de célula tnica. Para o estudo da resposta
primdria, os esplonocitos foram cultivados em placas com 24
cavidades (4x10° células/cavidade) na presenga ou auséncia de

10 ug/ml, 5 ug/ml, ou 2,5 ug/ml de rCRYJ2 por 72 horas.

Ensaios de citoquina
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Os sobrenadantes foram testados quanto a presenca de
IFN-gama e IL-4 ©por ELISA. Os pares de anticorpo
correspondidos foram usados para IFN-gama e IL-4 e feitos de
acordo com as instrugdes do fabricante. As curvas padrdo foram
5 gerados com IFN-gama € IL-4 recombinantes de camundongo. Todos
os anticorpos e citoquinas foram adquiridos pela Invitrogen,
Carlsbad, CA. Os limites de deteccdo dos ensaios de IFN-gama

e IL-4 foram 20 e 10 pg/ml em respectiva.

Exemplo 2: Expressdo de alérgenos de construtos

10 Para mostrar que os construtos de &4cido nucleico da
invencdo podem ser usados para expressar um ou multiplos
alérgenos em células transformadas, 293 células humanas foram
transfectadas com os plasmideo de CryJ2-LAMP, plasmideo de
CryJ1l+J2-LAMP (Figura 4), plasmideo de CryJl1-LAMP, plasmideo

15 de CryJl (que carece da sequéncia de sinais de CryJl; Figura
7), e o vetor de plasmideo base sozinho (controle negativo;
SEQ ID NO:1). Os resultados dos experimentos sdo mostrados na
Figura 9.

A Figura 9A mostra os resultados das reacgcdes de

20 transfeccdo, com a detecgcdo com o uso de um anticorpo anti-CryJ2.
Brevemente, trinta microgramas de lisato celular foram
eletroforesados, entdo transferidos para uma membrana para
imunoblotting. As proteinas foram detectadas pelo
imunoblotting com um anticorpo monoclonal de CryJ2, seguido de

25 gquimioluminescéncia. Como pode ser visto a partir da Figura,
os construtos que compreendem o alérgeno de CryJ2 sozinho, e
os alérgenos de CryJl+CryJ2 foram detectados (vias 2 e 3),
enquanto que outros alérgenos ndo foram detectados. Nesse
experimento, as sequéncias de sinais de ocorréncia natural para

30 os alérgenos de CryJl e CryJd2 foram removidas antes do
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experimento, exceto pelo construto na raia 5. Esses resultados
mostram ndo somente que 0s construtos da invencdo sédo adequados
para a expressdo de alérgenos, mas também gque multiplos
alérgenos podem ser coexpressos.

5 A Figura 9B mostra os resultados das reacdes de
transfeccédo, com a detecgcdo com o uso de um anticorpo anti-CryJl.
Brevemente, trinta microgramas de lisato celular foram
eletroforesados, entdo transferidos para uma membrana para
imunoblotting. As proteinas foram detectadas pelo

10 imunoblotting com um anticorpo monoclonal de CryJl, seguido de
qgquimioluminescéncia. Como pode ser visto a partir da Figura,
os construtos que compreendem os alérgenos de CryJ1l+CryJ2 (que
carecem de sequéncias de sinais naturais) foram detectados
(raia 3), como o construto que compreendem o alérgeno de CryJl

15 em que a sequéncia de sinais de ocorréncia natural foi removida
(raia 5). Entretanto, o construto em que o alérgeno de Cryl,
que incluia sua sequéncia de sinais natural, ndo foi detectado.
Esses resultados mostram que os construtos da invencdo séo
adequados para a expressdo e deteccdo de multiplos alérgenos,

20 e que a remocdo das sequéncias de sinais de ocorréncia natural
é importante na expressdo e deteccdo de produtos.

Exemplo 3: Dados que suportam a trajetdria de

processamento de MHC II para construtos

Para determinar se proteinas quiméricas produzidas a

25 partir dos construtos da invencdo sdo processadas através da
trajetdédria de MHC II, um conjunto de experimentos foi
realizado para comprar a resposta imunoldgica a proteina de
CryJ2 quando administrada como uma regido de codificacdo em

um plasmideo ou como um dominio de alérgeno em um construto
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de acordo com a presente invencdo. Os resultados séo
apresentados na Figura 10, Painéis A e B.
Mais especificamente, a figura mostra a resposta
especifica a CryJ2 apds quatro imunizacdes de DNA e
5 sensibilizacdo de extrato de pbdlen bruto. Grupos de camundongos
(n=5) foram imunizados de forma subcutédnea com DNA plasmidico
de CRYJ2-FAMP ou DNA plasmidico de CRYJ2 (consulte a Figura 8)
nos dias 0, 7, 14, e 21. Seis semanas (dia 77) apds a Ultima
imunizacdo de DNA, os camundongos foram sensibilizados com
10 extrato de pdlen bruto em alume e dados um reforcador trés
semanas depois (dia 91). Os dados mostram os valores gerados
a partir dos soros agrupados para cada ponto no tempo. Resposta
de IgGl (Painel A) e IgG2a (Painel B) em camundongos que recebem
DNA de CRYJ2-FAMP permaneceu elevada através do dia 112 e bem
15 acima daqueles camundongos que receberam DNA plasmidico de
CRYJ2 gque ndo incluia FAMP. A aplicacédo dos alérgenos por meio
de construtos de acordo com a invencdo fornecem entdo uma
resposta de MHC II superior do que a aplicacdo de alérgenos sem
o contexto dos construtos da invencéo.

20 Exemplo 4: Lbégicas de dosagem - Comparacdo da resposta

imunoldbégica a doses diferentes de construtos ao vetor sozinho

A Figura 1 mostra uma resposta especifica a CryJ2 apds
quatro imunizacdes de DNA em niveis diferentes de dosagem,
tanto para a producado de IgGZ2a quanto a producdo de IgGl. Foram

25 dados a grupos de camundongos (n=5) 10 ug, 50 ug, ou 100 ug
de DNA plasmidico de CRYJ2-FAMP ou DNA Vetorial de forma
intramuscular nos dias 0, 7, 14, e 21. Trés semanas apds a
Ultima imunizacdo de DNA, os camundongos foram sacrificados

e 0s bacos removidos para os ensaios de inducdo de citoquina.
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Os dados mostram os valores gerados a partir dos soros
agrupados para cada dose de vacina. Todas as trés concentragdes
de DNA plasmidico de CRYJ2-LAMP tiveram respostas a IgGl e IgG2a,
com a dose de 50 ug parecendo ter dado a maior resposta de

5 anticorpo. O vetor sozinho, em qualquer uma das concentracdes,
ndo induziu qualquer resposta de anticorpos. Esses dados
mostram que existe uma resposta dependente de dose para invocar
uma resposta imunoldgica, e que a resposta imunoldgica &, ao
menos em parte, uma resposta do tipo MHC IT.

10 Exemplo 5: Dados adicionais que mostram uma resposta

imunolbégica por meio da trajetdédria de MHC IT

Nesse conjunto de experimentos, a secrecdo de
citoquinas em sobrenadantes de células de baco estimulado foi
determinada com o uso de IL-4 e IFN-gama como marcadores.

15 Especificamente, as células de baco de camundongos (n=3) foram
colhidas no dia 42 e cultivadas na presenca de 10 ug/ml, 5 ug/ml,
2,5 ug/ml, ou sem rCRYJ2. As células de bago de camundongos
puros foram usadas como um controle negativo. Os niveis de IF-4
e IFN-gama de esplendécitos estimulados com rCRYJ2 foram
20 medidos por EFISA em pg/ml.

Os dados s&o apresentados na Figura 12, Painéis A e B. Os
dados mostram que os camundongos que recebem 50 ug de DNA
plasmidico de CRYJ2-FAMP tiveram uma expresséao
significativamente maior de IFN-gama (um  biomarcador

25 estabelecido para a ativacdo da trajetdédria de resposta
imunoldégica MHC II) do que aqueles que recebem a dose inferior
de DNA plasmidico. Houve uma resposta muito pequena vista dos
niveis de IF-4 em qualguer um dos grupos, um biomarcador
estabelecido para a trajetdéria de MHC I. Também houve uma

30 resposta muito pequena, se qualquer, com IF-5 (dados néo
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mostrados) . Esses resultados indicam que a imunizacdo de DNA de
Cry J2-FAMP induziu o recrutamento de célula de memdria Thl e
ndo células Th2, conforme indicado pela produgé&o de IFN-gama e
ndo IF-4 apds a estimulacdo com a proteina de Cry J2 recombinante.

5 Exemplo 6: Estudos sobre o efeito terapéutico da

imunizacdo com Vacina de DNA de CryJ2-FAMP em camundongos

sensibilizados anteriormente com CryJ2

Para estudar os efeitos terapéuticos da vacina de
DNA-FAMP-CrvyJ2, grupos de camundongos (n=5) foram

10 sensibilizados com trés 1injecdes de 5 ug de proteina
recombinante de rCRYJ2 e quatro semanas depois, tratados com
quatro injecdes de DNA plasmidico de CRYJ2-FAMP dado em
intervalos semanais (7 dias). As imunizacdes de DNA induziram

um efeito reforcador para IgG2a e um aumento temporario para

15 os anticorpos de IgGl indicando um efeito modulador direcionado
a Thl da vacina de DNA. Duas imunizacg¢des de DNA adicionais nos
dias 167 e 174 reforcaram a resposta de I1gG2a especifica a CRYJ2

e quase nenhuma mudanca na resposta de IgGl. A examinacédo visual

dos camundongos revelou a inexisténcia de aflicdo fisica ou

20 reacdes na pele. Também n&do houveram mudancas no apetite e néo
pareciam letdrgicos. Os efeitos sobre os titulos de IgGl e IgG2a

sdo mostrados na Figura 13, Painéis A e B, respectivamente.

Exemplo 7: Inducdo de IFN-gama e IL-4 em culturas de

célula de baco de camundongo

25 O efeito terapéutico da vacina de DNA de CryJ2-LAMP também
foi estudada no que se refere a inducdo de citoquina. As células
de baco dos camundongos (n=3) foram colhidas no dia 183 e
estimuladas com concentracdes diferentes de rCRYJ2. As células
de baco de camundongos puros foram usadas como um controle

30 negativo. Os niveis de IL-4 e IFN-gama dos esplendcitos
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estimulados com rCRYJ2 foram medidos por ELISA em pg/ml. A
expressdo significativamente elevada de IFN-gama foi detectada
no grupo vacinado com CRYJ2-LAMP em comparag¢do agquele no grupo
vetor. Entretanto, a expressdo de IL-4 ndo mostrou diferenca do
5 grupo vetor. O aumento em IFN-gama como um resultado da
imunizacdo de DNA de Cry 12-LAMP presumivelmente envolve o
recrutamento de células Thl especificas a antigeno e a criacéo
de um meio de citoquina de Thl. Os dados obtidos a partir deste
experimento s&o apresentados na Figura 14, Painéis A e B.

10 Exemplo 8: Deteccdo de proteina de CryJ2 em circulacéo

nos soros

Os camundongos foram imunizados com proteina de Cry J2,
pDNA-Cry J2 (sem LAMP) e Cry 12-LAMP-vax. As amostras de soro
foram tomadas nos dias 0, 1, 2, 3, 4, e 7 e avaliadas quanto

15 a presenca de proteina de Cry J2 livre em um imunoensaio do
tipo sanduiche sensivel. Cry J2 1livre foi detectada na
proteina e imunizacdo sem LAMP. Entretanto, nenhum alérgeno
livre foi detectado em qualquer ponto no tempo em qualqguer
experimento com camundongos imunizados com Cry J2-LAMP-vax

20 (nivel detectdvel minimo de 2 ng/ml). Os dados gue suportam
essas declaragdes sdo fornecidos na Figura 12.

As vacinas de LAMP de acordo com a invencdo serdo as tnicas
formulacdes que tratam alergias sem introduzir alérgeno livre
no paciente sistemicamente. Isso é o contrario da imunoterapia

25 tradicional gque pode algumas vezes resultado em reacdes
anafiladticas devido a introduc&o sistémica de alérgeno. Esse
experimento mostra que os camundongos que receberam o plasmideo
de DNA de Cry J2-LAMP nédo tiveram proteina de Cry J2 livre e
portanto ndo liberada na circulacgédo sistémica como visco com os

30 camundongos dados a proteina sozinha ou DNA de Cry J2 sem LAMP.
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Exemplo 9: Eficéacia das vacinas de DNA em

porquinhos-da-india

Para expandir a compreensdo cientifica da funcdo dos
presentes construtos de 4dcido nucleico em outros mamiferos,
5 os estudos foram realizados em Porquinhos-da-india fémeas
imunizadas com a vacina de DNA de CryJ2-LAMP, entédo desafiado
com proteina de CRYJ2 recombinante. Os resultados dos estudos
sdo mostrados na Figura 16, Painéis A e B.
Especificamente, Porquinhos-da-india fémeas receberam
10 injecdes intramusculares de 100 uvug de Vacina de DNA de
CRYJ2-LAMP ou vetor sozinho nos dias 0, 7, e 14. Quatro semanas
apés a ultima imunizacdo com vacina de DNA no dia 14, os
Porquinhos-da-india receberam 1injeg¢des subcuténeas de
10 vg/ml de proteina de rCRYJ2/alume nos dias 42 e 49. As
15 amostras de soro foram obtidas de Porquinhos-da-india no dias
0, 21, 35, 63, e 77. 0Os dados mostram que os valores de
absorbédncia média para os Porquinhos-da-india que recebem DNA
de CRYJ2-LAMP aumentou através do dia 35 para IgG2 com pouca
ou sem resposta de IgGl. O aumento em IgG2a é consistente com
20 o0 que é tipicamente visto em uma resposta forcada a Thl.

Exemplo 10: Investigacdo adicional em outros mamiferos -

Dados de toxicologia que mostram seguranca

Os coelhos brancos da Nova Zeldndia receberam injecdes
intramusculares de 4,128 mg de DNA de CRYJ2- LAMP. Os coelhos

25 de controle correspondidos em género e idade receberam somente
solucdo salina. Os coelhos foram imunizadas nos dias 1, 14,

28, 42, e 56. As amostras de soro foram obtidas de coelhos nos
dias 1, 14, 28, 42, 56, 58, e 85. 0Os valores de absorbéancia
médios de soro de coelho em 1:100 apds multiplas injecdes de

30 IM de plasmideo de CryJ2-LAMP ou solugédo salina s&o mostrados

Peticéo 870210098365, de 25/10/2021, pag. 76/82



66/67

na Figura 17. Como pode ser visto a partir da Figura, os dados
mostram que os valores de absorbdncia médios para os coelhos
que recebem solucgdo salina sdo menores do que 0,100. Os valores
de absorbédncia de coelhos nos grupos tratados com DNA de

5 CRYJ2-LAMP geralmente aumentado através do dia 42 e em alguns
casos aumentado através do dia 85.

Exemplo 11: Aplicabilidade para alergias a alimento

Ao longo dos ultimos 25 anos, 8 alérgenos de amendoim
significativos foram identificados com base na sensibilizacgéo

10 em pacientes alérgicos a amendoim. Trés alérgenos de amendoim
principais sdo os mais comumente reconhecidos por IgE de
individuos alérgicos a amendoim: 65 a 100% reconhecem Ara hl,

uma proteina da familia vicilina de armazenamento de semente de
63,5 kDa; 71 a 100% reconhecem Ara h2, uma proteina da familia

15 conglutina de armazenamento de semente de 17 kDa; e 45 a 95%
reconhecem Ara h3, uma proteina da familia glicinina de
armazenamento de semente de 14 kDa. Além de ser um agente
causativo comum no acionamento de reacgdes alérgicas dependente

de amendoim e anafilaxia, essas trés proteina também parecem

20 promover reacdes alérgicas mais fortes. O direcionamento desses
alérgenos como a base para a imunoterapia de alergia de amendoim

tem o potencial de fornecer a protecdomais ampla dentre a diversa
populacdo de alergias a amendoim. Os testes clinicos de fase I
estdo atualmente em curso os quais usam formas de hipoalergénico

25 dos trés maiores alérgenos e um adjuvante de bactéria eliminado
por calor como imunoterapia de alergia. Esse teste estd em
andamento, mas a eventual comercializacdo dessa terapia serd um
desafio devido a um processo de fabricacdo altamente complexo.
Para lidar com a incidéncia ascendente de alergias a

30 alimento, e em particular alergia a amendoim, um construto de
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4dcido nucleico de acordo com a invencdo foi criado. O construto

é representado na Figura 6A, e um esquemdtico da proteina

quimérica codificada é representada na Figura 6B, conforme

discutido acima. Esse construto pode ser usado para gerar uma

5 resposta predominantemente do tipo MHC II em individuos aos

quais é administrado. A presenca dos trés alérgenos mais comuns

em uma Unica proteina quimérica permite uma imunizacdo ampla,

que tratard a vastamaioria de alergias a amendoim na populacéo.

O construto foi expresso e os resultados mostrados na

10 Figura 18. A Figura 19 mostra que todos os trés alérgenos podem

ser expresso e detectados como uma Unica poliproteina em
Western blots.

Serd aparente para aqueles versados na técnica que

varias modificacdes e variacgdes podem ser feitas na préatica

15 da presente invencdo e na construcdo dos construtos de acido

nucleico sem sair do escopo ou espirito da invencdo. Outras

modalidades da invencdo serdo aparentes aqueles individuos

versados na técnica a partir da consideracdo do relatédrio

descritivo e pratica da invenc&o. Pretende-se o relatdrio

20 descritivo e exemplos sejam considerados somente como

exemplificadores, com um escopo real e espirito da invencéo

sendo indicados pelas seguintes reivindicacgdes.
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REIVINDICACOES
1. Mblecula de acido nucleico isolado ou purificado que
codifica uma proteina quimérica caracterizada por consistir
na SEQ ID NO: 2.
5 2. Mblecula de 4cido nucleico isolado ou purificado que
codifica uma proteina quimérica caracterizada por consistir
na SEQ ID NO: 4.
3. Mbélecula de &cido nucleico isolado ou purificado que
codifica uma proteina quimérica caracterizada por consistir
10 na SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 4.
4., Mélecula de 4dcido nucleico isolado ou purificado que
codifica uma proteina quimérica caracterizada por consistir
na SEQ ID NO: 6.
5. Mélecula de &dcido nucleico isolado ou purificado que
15 codifica uma proteina quimérica caracterizada por consistir
na SEQ ID NO: 8.
6. Molécula de 4cido nucleico, de acordo com qualguer uma
das reivindicac¢des 1 a 5, caracterizada pelo fato de que a
proteina quimérica evoca, preferencialmente, uma resposta
20 imune mediada por células pela via do MHC-II, ativando uma
resposta celular do tipo 1 (Thl) T-helper de alérgeno
especifico, em vez de uma resposta do tipo Th2.
7. Molécula de &cido nucleico, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a sequéncia
25 de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 codifica a proteina quimérica
CRY J2-LAMP de SEQ ID NO: 3.
8. Molécula de &cido nucleico, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizada pelo fato de gque a sequéncia
de 4cido nucleico de SEQ ID NO: 4 codifica a proteina quimérica

30 CRY J1-LAMP de SEQ ID NO: 5.
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9. Molécula de 4&cido nucleico, de acordo com a
reivindicacédo 4, caracterizada pelo fato de que a sequéncia
de acido nucleico de SEQ ID NO: 6 codifica a proteina quimérica
Cry Jl1/Cry J2-LAMP de SEQ ID NO: 7.

5 10. Molécula de &cido nucleico, de acordo com a
reivindicacdo 5, caracterizada pelo fato de que a sequéncia
de acido nucleico de SEQ ID NO: 8 codifica a proteina quimérica

AraH-LAMP de SEQ ID NO: 9.
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