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RESUMO

“Agente terapéutico anti-tumoral alogénico”

A invengdo refere—-se a uma vacina gue se baseia em
células tumorais alogénicas e é usada para o tratamento
terapéutico de doencas tumorais. Também ¢é revelado um
procedimento para a producdo de tal vacina, assim como
células tumorais humanas transfectadas usadas como

vacina.
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DESCRICAO

“Agente terapéutico anti-tumoral alogénico"

A  invencgcdo refere-se a uma vacina baseada em
células tumorais alogénicas para o tratamento terapéutico
de doencgas tumorais, assim como a um procedimento para a
preparacdo de tais vacinas, além de células tumorais
humanas transfectadas para serem usadas como vacina.

Além dos procedimentos de tratamento convencionais
de doencas cancerigenas, tais como a radioterapia e a
gquimioterapia, que representam desde os anos 50 a unica
opcado de tratamento para doencas tumorais progressivas e
muito dispersas, a imunoterapia parece ser, no caso dos
tumores metastasicos, um novo enfoque prometedor.

A  imunoterapia tem por objectivo reforcar a
resposta imune natural face a doenga tumoral, mediante
modificacgdes de engenharia genética. Por isso, a
"atengdo" do sistema imunitédrio é influenciada face a
células cancerigenas e, com isso, a reacgdo de defesa é
influenciada, combatendo o tumor do préprio corpo.

Devido ao facto de algumas doencas malignas como,
por exemplo, o carcinoma progressivo das células renais,
parecerem relativamente sensiveis aos tratamentos
imunoterapéuticos, a terapia sistémica com citocinas como

a IL-2 e a IFN-alfa implica, por exemplo, efeitos



secundarios consideraveis, de forma que foram
desenvolvidos outros protocolos imunoterapéuticos.

A maioria dos estudos clinicos conduz hoje em dia a
extirpagcdo do tumor, apds uma transfecgdo ex-vivo das
células tumorais com um gene terapéutico, irradiacdo da
populacgdao de células tumorais e subsequente reimplantacéo
das maltiplas células tumorais modificadas. Mediante esta
vacinagdo com células tumorais ©pode-se aumentar a
resposta anti-tumoral em funcdo do gene terapéutico
transfectado em diferente medida.

Com base nesta focagem, assim como nos resultados
experimentais em animais, fol efectuada uma série de
estudos clinicos de fase I e II (Finke e col., 1997;
Witting e col., 2001).

No entanto, 0s Pprimeiros resultados com genes
terapéuticos singulares transfectados apresentaram, além
de uma boa tolerdncia a terapia, remissdes parciais ou
completas apenas em alguns casos.

Num modelo de rato de carcinoma do cdlon a
transferéncia genética de CD40UCD154 pdbde gerar um
esvaziamento de citocinas, uma erradicacgdo do tumor e uma
imunidade (Sun e col, 2000).

Os inventores do presente pedido puderam demonstrar
que a transferéncia de plasmideos de expressdo para
interleucina 7 humana (IL-7) em células tumorais conduz a
uma sensibilidade elevada contra células efectoras do

sistema imunitario, especialmente em transferéncia



autéloga (Finke e col., 1997, Cancer Gene Ther, 4:260-
268). 0Os 1inventores puderam igualmente demonstrar que,
apés a transfeccdo de dois genes terapéuticos (IL-7, GM-
CSF) em células tumorails autdlogas se vislumbrava uma
reacgdo clinica significativa em metade dos pacientes
tratados (documento WO 02/060476) .

Pelo documento US 5.681.562 sabe-se que a injecgao
de pacientes com determinadas células de doengas
cancerigenas que foram transfectadas com ADN ou ARN
codifica citocina. O sistema imunitdrio do paciente deve
ser estimulado contra antigénios de tumores. No documento
de patente descrevem-se ensaios em que foram
transfectados fibroblastos de ratos com vectores
retrovirais, que codificam IL-2. Igualmente se descreve o
ensaio 1in vivo em que sSe ensaiou a actividade do
tratamento num modelo de carcinoma de intestino grosso
murino. Os ratos cujos fibroblastos transfectados foram
injectados desenvolveram, em comparagao com 0SS Jgrupos de
controlo, um crescimento de tumor claramente prolongado.
No ensaio in vitro com fibroblastos humanos transfectados
fol possivel determinar igualmente um nivel de expresséo
de IL-2 claramente elevado. Além dos dados clinicos
errados que surgem com o modelo de rato, os vectores
virais usados como vector de expressao sao considerados
como pouco vantajosos. Mediante a instabilidade da
estirpe de 1inoculagcao atenuada ndo se exclui uma

reconversao numa estirpe virulenta e, além disso, os



préprios componentes virais podem actuar, o que conduz a
uma diminuigdo da sua actividade mediante o sistema
imunitdrio do paciente. Estes riscos verificam-se em
nivel consideravel com o uso frequente como vector de
terapia genética.

Diversas publicacdes mostram que oS melhores
resultados terapéuticos sao conseguidos mediante uma
combinagdo de genes de <citocina com o factor de
crescimento GM-CSF (Paillard, 1998, Hum. Gene Ther. 9:
2547-2458; Schadendorf e col., 1995, J. Mol. Med. 73:
473-477) . 0 significado de GM-CSF demonstrou em
inoculagdes com antigénio de tumor também no aumento da
resposta anti-tumoral clinica e imunoldégica em vacinacgdes
de péptido (Jdger e col., 1996). A este respeito pode-se
relevar que a activacéao de células dendriticas
apresentadoras de antigénio desempenha um papel
essencial, assim como a estimulacdo de uma populacdo de
células efectoras.

Até ao momento ndo estd bem claro quais os genes de
citocina que, em combinag¢do numa composicdo imunogénica
com GM-CSF, conseguem a resposta imune anti-tumoral mais
efectiva.

Em experiéncias com ratos demonstrou-se gue uma
inoculagdo com construgdes de expressao que codificam IL-
7 provoca um efeito anti-tumoral (Miller e col., 1993,
Blood 18: 3686-3694; Murphy e <col., 1993, J. C(Clin.

Invest. 92: 1918-1924) . Sabe-se igualmente que a



incubagdo de CTL com IL-7 ou células transfectadas com
IL-7 conduz a regressido do tumor nos ratos (Jicha e col.,
1991; Hock e col., 1993) e se induz a transfecg¢ao com IL-
7 e infiltragdes de células T B7.1/CD80 CD28+CD25+ e
imunidade (Cayeux e col., 1995).

Até agora ndo houve qualquer éxito terapéutico, nem
sequer no modelo de rato.

Observou-se adicionalmente em ensaios para a
estimulacdo de respostas imunes mediante terapia genética
com ADN plasmideo ou sequéncias de oligonucledtidos que
determinadas sequéncias de acido nucleico, que apresentam
o motivo CpG (CpG = dinucledétido citosina-guanosina néao
metilado), podem ter um enorme efeito imunoestimulatério
(Schmidt-Wolf e col., 1989, J. Immunol. Methods 125: 185-
189) . As sequéncias de &acido nucleico imunoestimulatdrias
(ISS) j& foram usadas hd muito tempo por este motivo como
adjuvantes em protocolos de imunizacdo baseados em ADN
face a agentes patogénicos infecciosos (Sato e col.,
1996, Science 273: 352-354). Em experiéncias com ratos
demonstrou-se que a administracgao de sequéncias de ADN
ricas em CpG conduz a uma forte activagdo das células B e
estimula a expressdao de determinadas citocinas como, por
exemplo, de IL-6 e GM-CSF. Pd&de-se igualmente demonstrar
no modelo de rato que uma imunizacgao com CpG-
oligodesoxirribonucledtidos (ODN) juntamente com uma
proteina de fusdo pdde 1impedir, trés dias antes da

inoculagdo do tumor, um crescimento do tumor nos ratos



(Liu e col., 1998). A indicagdo de consumo € preparacgao
de ISS gque contém gene Cp 1imunoestimulatdério esté
incluida no documento WO 98/18810.

Pelo documento WO 00/04918 conhece-se a transfeccgédo
de células tumores com genes que codificam, por exemplo,
interferdo-gama e GM-CSF. Como vectores de expressao
usam-se plasmideos. Este documento apresenta um conceito:
o tratamento de doencas tumorais por 1imunoterapia. N&o
sdo apresentados dados ou resultados clinicos in-vivo ou
in-vitro de grande wvalor informativo gue confirmem a
actividade das vacinas reivindicadas. E de realgar que
estes vectores baseados em plasmideo sdo adequados para
aplicacdo na terapia genética humana sem restricdo, dado
que estes portam, além das sequéncias terapéuticas,
unidades de funcdo genética, gue sao necessiarias para a
sua replicagdo. Além disso, apresentam genes resistentes
a antibidéticos que sao 1mprescindiveis para a sua
selecgao. Efectua-se, por isso, uma expressao terapéutica
duradoura de proteinas de mamiferos ou bactérias
indesejaveis.

Apesar de investigacgdes ao longo de muitos anos e
das respectivas preparacdes, até agora ndo fol encontrado
0 desenvolvimento de uma terapia baseada em imunizacao
efectiva contra doencas tumorais, mediante a aplicacgdo de
substdncias imunogénicas.

E objectivo da invencgdo proporcionar uma vacina

como medicamento para o tratamento de doencas dque se



verificam em relagdo com citocinas como, por exemplo,
doengas cancerigenas, que possa ser usada especifica e
eficientemente e que, de forma particular, conduza a
inducdo de respostas imunes especificas do tumor. Além
disso, deve-se preparar um procedimento correspondente
para a preparacao de uma vacina deste tipo.

Este objectivo é conseguido com as caracteristicas
das reivindicag¢des independentes.

No sentido da invengdo significam:

alogénico de um individuo geneticamente diferente
da mesma espécie (espécie) em contraposicdo a "autdlogo"
(células do préprio corpo)

APC células apresentadoras de antigénio

B7.1/CD80 cluster de diferenciacao 80

CD40L/CD154 cluster de diferenciacdo 40 ligando

CD células dendriticas

DSLIM oligodeoxirribonucledtidos imunomoduladores
de ferradura dupla

GM-CSF factor estimulante de coldénia de
granulécitos e macrdéfagos

IL-7 interleucina-7

ISS sequéncias de acido nucleico imunocestimulatdrio

MIDGE vector de expressao genética definido
imunologicamente minimalista (MIDGE® é uma marca
comercial da Mologen AG)

ODN oligodesoxirribonucledtido

TAA antigénio associado a tumor



Em seguida deve-se entender uma série de termos
gerals como segue:

Células transfectadas no sentido da invencgao sao
células tumorais alogénicas humanas que foram tratadas
ex-vivo com vectores de expressao codificante em
correspondéncia com a 1invengao e gue expressam, em
consequéncia deste tratamento, as sequéncias do factor de
citocina e co-estimulatério codificado e sédo usadas como
tratamento imunoterapéutico em doencas tumorais.

No que respeita a presente invengdo, o termo factor
co-estimulatdério e/ou citocina refere-se tanto a factores
co—estimulatdérios e/ou citocinas de origem natural como a
todas as modificagdes, mutantes ou derivados de factores
co—estimulatdrios e/ou citocinas, factores co-—
estimulatérios e/ou citocinas preparados mediante
técnicas de recombinacdo, as modificacgdes de aminoacidos
tails como inversdes, delecgdes, insercgdes, transposicdes
e semelhantes, enquanto estiver presente pelo menos uma
parte das funcdes essenciais dos factores co-—
estimulatérios do tipo selvagem e/ou citocinas. Tais
factores co-estimulatdérios e/ou citocinas também podem
compreender aminoadcidos ndo habituais e/ou modificacgdes
como uma alquilacao, oxidag¢ao, modificagcdo com tiol,
desnaturalizagcdo e oligomerizagdao e semelhantes. No que
respeita a presente invencgao, (oF:] factores Cco—
estimulatérios e/ou citocinas podem ser particularmente

proteinas, péptidos e/ou proteinas de fusdo que contém,



além de outras proteinas, péptidos ou partes dos mesmos
factores co-estimulatérios e/ou citocinas de forma total
ou parcial. Numa forma de execucgdo adicional da presente
invencdo os factores co-estimulatdrios e/ou citocinas séo
formas recortadas de factores co-estimulatdrios e/ou
citocinas de origem natural.

Todos os factores co-estimulatdérios anteriormente
referidos, que sdo adequados para a modulacdo da reacgao
do sistema imunitario, s&o substédncias imunogénicas no
sentido desta invencao. Por conseguinte, uma vacina de
acordo com a 1invencdo representa, no sentido desta
invencdo, uma composicdo imunogénica, dado que contém uma
combinacdo de substancias imunogénicas. As células
tumorais diferenciam—-se de células normals, entre outros
aspectos, por uma expressao modificada de proteinas de
superficie celular. Sobretudo a expressao de antigénios
associados a tumor (TAA) permite teoricamente o)
reconhecimento e a destruicdo destas células com O
sistema imunitdrio. No entanto, muitas vezes o sistema
imunitdrio do paciente esta suprimido, de modo gque néo
consegue reconhecer as células modificadas.

Este problema resolve—-se mediante a preparacao de
uma vacina para o tratamento de pacientes com doengas
tumorais definidas, sendo esta vacina composta por
células tumorais de outro paciente (células alogénicas) e
sendo estas células tumorais previamente transfectadas

ex-vivo com construgdes de expressao que codificam
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interleucina-7 (IL=-7), factor GM-CSEF estimulante de
coldénias de macrdéfagos e granuldcitos (granulocyte
makrophage-colony-stimulating factor), e construgdes de

expressao que codificam factores co-estimulatdrios
CD40UCD154 e B7.1/CD80. Numa forma de execucdo adicional
da invengdo proporciona—-se uma vacina correspondente em
que foram previamente transfectadas estas células
tumorais ex-vivo com construcdes de expressdo dJue
codificam interleucina-7 (IL-7), factor GM—-CSF
estimulante de coldénias de macrédéfagos e granuldcitos
(granulocyte makrophage-colony-stimulating factor), e
construgcdes de expressdao que codificam factor co-
estimulatério CD40UCD154.

As células tumorais usadas podem ser células
derivadas de pacientes com o mesmo quadro clinico que o
paciente que se tenciona tratar, ou entdo de células de
pacientes com outro quadro clinico diferente do quadro do
paciente que se tenciona tratar.

A combinacgao de componentes (substéncias
imunogénicas) de vacinas deve garantir gque se geram estes
trés niveis de cascata de sinal dgue sao necessarios
basicamente para a inducdo de uma resposta imune
especifica. Os trés niveis compreendem a apresentacdo de
antigénio, a co-estimulacdo e a preparacgdo de um ambiente
local adequado.

A expressao de GM-CSF e CD40UCD154 deve fazer com

que se recrutem e activem células apresentadoras de
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antigénio (APC) assim como células dendriticas (DC)
localmente. Como consequéncia, chega-se a uma
apresentagao reforgada de TAA.

A expressdo de B7.1/CD80 conduz a um aumento da
actividade co-estimulatdéria, mediante a qual se reforca a
antigenicidade de TAA e se aumenta a dquantidade de
linfécitos T activados face a TAA.

A expressdao de IL-7 induz adicionalmente a
proliferagdo de linfécitos T especificos do tumor.

Por isso, a vacina de acordo com a inveng¢ao conduz,
no ponto de aplicagao, a uma alta concentragao de
citocinas soltveis que fomentam a proliferacéo, e
moléculas co-estimulatdrias relativamente a TAA na
superficie das células tumorais, gque conduz a activacéao e
proliferacgao de células T especificas do tumor.
"Bloqueiam-se" igualmente APC e DC no lugar de aplicacéao.

As construgdes de expressao apresentam-se como
plasmideo, mas também preferivelmente construgdes de
expressdo génica definidas imunoldgicas minimalistas. A
este respeito trata-se de uma cassete de expressao
fechada covalentemente, de cadeia dupla linear, que &
composta apenas por um promotor de CMV, um 1intrao, a
sequéncia genética codificante e uma sequéncia de
poliadenilacéo. A cassete de expressao esté
covalentemente fechada nas duas extremidades da cadeia
dupla mediante um circuito curto de residuos de

nucledétidos de cadeia unica. Estas construgdes de ADN
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minimalistas fechadas covalentemente sao designadas, de
agora em diante, de vectores MIDGE (MIDGE: vector de
expressao genética definido imunologicamente
minimalista); veja o documento EP 0941318 Bl. As
construgdes MIDGE tém a vantagem de com 0SS mesmos se
poderem evitar estruturas que ndo sao essenciais para o
efeito terapéutico, o) que impede finalmente as
desvantagens de procedimentos génicos convencionais.

A preparacdo de um ambiente local que seja
permissivo para a inducdo de uma resposta imune
especifica garante-se com o uso de um adjuvante em forma

de sequéncias de Aacido nucleico imunocestimulatérias

(ISS). Para este fim, propde-se de acordo com a i1nvengao
que a vacina compreenda adicionalmente
oligodesoxirribonucledtidos imunomoduladores. Da-se

preferéncia neste caso a um oligodesoxirribonucledtido
imunomodulador, que

a) compreenda uma sequéncia com a sequéncia de
bases NIN2CGN3N4, sendo NIN2 um elemento seleccionado do
grupo que compreende GT, GG, GA, AT ou AA, N3N4 um
elemento seleccionado do grupo que compreende CT ou TT,
assim como C desoxicitosina, G desoxiguanosina, A
desoxiadenosina e T desoxitimidina,

b) e uma cadeia circular compreende acido
desoxirribonucleico com uma sequéncia de bases

antiparalela parcialmente complementares entre si, e &

configurada em forma de haltere.
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Os motivos CpG de ISS (veja para este fim a figura
2a) provocam um aumento da actividade de células NK e
macréfagos, assim como uma forte estimulacdo da resposta
imune a TH1 celulares. Por 1isso, estes actuam como
imunomoduladores e permitem e reforgcam a resposta imune
especifica do tumor. Prefere-se usar ISS fechados
covalentemente com um comprimento de 30 bp, tal como no
documento WO 01/07055. Além disso, as construgdes sao
designadas de dSLIM (oligodeoxirribonucledétidos
imunomoduladores em forquilha dupla).

A sequéncia com a sequéncia de bases NIN2CGN3N4
estéa posicionada na regido de cadeia Gnica do
oligodesoxirribonucledtido e compreende entre 40 a 200
nucledétidos (veja a figura 2b).

Também € objecto da invencdo um procedimento para a
preparacao de uma vacina anteriormente descrita para o
tratamento de pacientes com doencas tumorais, gque contém
células tumorais alogénicas e oligodesoxirribonucledtidos
imunomoduladores, em que as células tumorais Sao
previamente transfectadas ex-vivo com

a) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
colénias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) ,

CD40L/CD154 e B7.1/CD80 ou

b) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
colénias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) e
CD40L/CD154

e em seguida transformam-se numa composigao
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farmacéutica que pode ser administrada. Os
oligodesoxirribonucledtidos imunomoduladores Jja
anteriormente descritos compreendem um acido

desoxirribonucleico de cadeia circular com uma sequéncia
de bases antiparalela, parcialmente complementar entre si
e estdao configurados em forma de haltere. Estes sao
igualmente componentes do procedimento como adjuvantes.

Prevé-se, de acordo com a invencao, gque uma célula
tumoral alogénica compreenda pelo menos trés,
preferivelmente quatro moléculas de &acido nucleico, que
codificam conjuntamente os factores co-estimulatdrios
B7.1/CD80 e CD40UCD154 e as citocinas interleucina-7 e
GM—-CSF'.

Por 1isso, também sdo objecto da invencdo células
tumorais humanas alogénicas, transfectadas em
correspondéncia, <que foram transfectadas ex-vivo com
moléculas de acido nucleico que codificam

a) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
coldénias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) ,

CD40L/CD154 e B7.1/CD80 ou

b) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
colénias de macrdéfagos e granuldécitos (GM—-CSF) e
CD40L/CD154

e apresentam as respectivas construgdes de
expressdo. As células tumorais apresentam construgdes de
expressdo em forma de um plasmideo ou entd&o como cassete

de expressao fechada covalentemente, de cadeia dupla
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linear, que ¢é composta por um sé promotor de CMV, um
intrdo, a sequéncia genética codificante e uma sequéncia
de poliadenilacdo, que estéd fechada covalentemente nas
duas extremidades da cadeia dupla mediante um circuito
curto de residuos de nucledtidos de cadeia UGnica. Trata-
se preferivelmente de uma célula tumoral alogénica de uma
linha celular do carcinoma das células renais.

Tal como acontece com a prépria vacina, também se
prevé no procedimento de acordo com a invengdo dque as
moléculas de &cido nucleico se apresentem numa ou em
varias construgdes de expressdo. Por isso, pode-se tratar
de uma construgao de expressao de ADN para a expressao
genética multipla,

composta por regides de fio duplo, que contém uma
cassete de expressao linear e gque apresentam pelo menos
uma sequéncia promotora e uma sequéncia codificante,

e onde estas regides de fio duplo estdao unidas
entre si com cadeias uUnicas de ADN ou fios duplos de ADN
de ndo codificacgao,

e as cassetes de expressao nas extremidades em que
ndo estdo unidas as outras cassetes de expressdo por
cadeias Unicas de ADN ou cadeias duplas de ADN de né&o
codificacéao, estdao protegidas contra degradacao por
exonuclease.

Ja fol descrita uma construcdo de expressao de ADN
deste tipo para a expressdao genética multipla no

documento PCT/DE03/02478. Por isso, varios acidos
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nucleicos, que constituem o objecto da vacina de acordo
com a invencgao, podem estar colocados numa construcao de
expressdo individual.

Numa forma de execugdo especialmente preferida da
invengdo, a molécula de acido nucleico é um ADN, de forma
particular um ADNc ou um ADN gendmico. E evidente que
também pode ser vantajoso o facto de a molécula de acido
nucleico ser um ARN.

As células tumorais alogénicas derivam de pacientes
com carcinoma colorrectal, carcinoma do pulmdo de células
pequenas e ndo pequenas, carcinoma da prdstata, carcinoma
da mama, carcinoma dos ovarios e carcinoma das células
renais, assim como melanoma maligno.

No ambito da invencdo usou-se de forma particular
uma linha celular de carcinoma das células renais, que é
especialmente adequada para a preparacgao da vacina de
acordo com a invengdo. Foi depositada uma linha celular
de carcinoma das células renais no DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH) como
cultivo viavel com o nuUmero DSM ACC 2635. Em células
desta linha celular de carcinoma das células renais séao
aplicadas, mediante procedimentos de transfeccao
essencialmente conhecidos do tipo bioldgico, quimico e/ou
fisico, as construgdes de expressdo de ADN, gue conduzem
a expressdo de genes desejados nas células. Para tais
células alogénicas transfectadas desta forma adiciona-se

um adjuvante, preferivelmente ISS, com especial
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preferéncia dSLIM (veja acima). Apbs a irradiacéo
radioactiva das células tumorais alogénicas transfectadas
com radiacgcado gama, aplica-se a vacina de acordo com a
invencdo a pacientes com uma doenca tumoral.

O corpo de extracgdo de células - contrariamente a
terapia com células autdlogas - ndo é do corpo gue se
tenciona tratar com o proéprio medicamento. O uso de
células alogénicas tem, por sua vez, a vantagem da
caracterizacgcdo uUnica e multiplicacdo fiavel de células.
Por outro lado, estd previsto o estimulo alogénico como
efeito adjuvante favoravel adicional.

As células de tratamento podem derivar de um Unico
corpo (estranho) ou entdo sdo combinadas de varios corpos
com igual quadro clinico (reunidas).

Por isso, a invencdo refere-se a combinacdo de trés
ou quatro &acidos nucleicos expressaveis que codificam
duas citocinas e um ou dois factores de co-
estimulatérios.

Como imunomoduladores adicionais podem ser usados
ISS, de preferéncia dSLIM.

Em experiéncias de cultivo celular em linhas
celulares humanas primarias foi possivel detectar, apds a
transfeccdo, células tripla ou quadruplamente positivas
(veja a figura 1). "Tripla" ou "quadruplamente" positivas
significa a este respeito que se transfectou com éxito
uma maior percentagem de células com todos os trés ou

quatro genes que codificam GM-CSF, IL-7, CD40UCD154 e B7-
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1/CD80 e que depois estes trés ou quatro genes foram
expressos por parte destas células. Na linha celular do
carcinoma do cdédlon usada foil possivel determinar 14,4% de
todas as células como células positivas multiplas
mediante analise FACS (classificador de células activadas
por fluorescéncia). Além disso, foil possivel comprovar
que foram transfectadas independentemente do gene 20, 3%
de todas as células apds a electroporagdo com um gene;
com trés genes diferentes fa-lo-iam com éxito 19,9% das
células. Verificou-se gque a proporgcao percentual das
células de carcinoma do cdlon transfectadas com éxito
apés a transfeccdo gquadrupla com construcdes de expressao
que codificam CD40L/CD154, GM-CSF, B7.1/CD80 e IL-7 se
encontra em 14,4% das células. Por conseguinte, 14,4% das
células seriam transfectadas com quatro genes diferentes
e em consequéncia disso poderiam expressar estas. Ao todo
seriam transfectados 69,4% de todas as células com um ou
mais dos genes.

A transfecgcdo com vVvarios genes ¢é vantajosa, dado
que deste modo as citocinas e factores co-estimulatdrios
expressos Sao expressos em estreita proximidade espacial
entre si nos érgaos efectores do sistema imunitario. Esta
proximidade espacial é significativa, dado que os sinais
co-estimulatdérios sé facilitam no gque respeita ao
antigénio reforgo efectivo de inoculacéao.

Para a transfecgdao podem ser usados essencialmente

procedimentos bioldégicos, quimicos e/ou fisicos
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conhecidos como, por exemplo, transfecgcao mediante
transferéncia balistica (documento EP 0686697),
transfeccdo com policatides, precipitacgdo com fosfato de
cdlcio, microinjecgao, fusdao de protoplastos, fusdo de
lipossomas, sistemas de transfecgdo virais, lipofeccéao
e/ou electroporagdo in-vivo e/ou in-vitro. Numa forma de
execugado preferida da invengdo a transfecgdo é efectuada
mediante electroporacéo.

Qutros procedimentos vantajosos sao os
procedimentos de transfeccdo bioldgicos, tais como a
transferéncia genética mediada por receptor. A este
respeito unem-se, por exemplo, as construgdes de
expressao de ADN que codificam pelo menos um,
preferivelmente dois factores co-estimulatdérios e duas
citocinas, covalentemente com um oligopéptido, dque ¢é
preferivelmente a sequéncia de localizagdo do nucleo
(sinal de 1localizagdo nuclear = NLS) do virus de simio
SvV-40.

Mediante o uso de outros péptidos de preparacido em
parte sintética é possivel aumentar a eficiéncia de
transfeccdo. Este procedimento é particularmente adequado
para a transferéncia genética 1in vivo especifica das
células conforme aplicacdo por via intravenosa.

A wvacina de acordo com a invencgao preparada
mediante o procedimento de acordo com a invengdao a partir
de células tumorais alogénicas modificadas apresenta

efeitos surpreendentes. De forma vantajosa podem ser
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eliminados tanto défices no sistema imunitario de
pacientes com tumor como simultaneamente reforcada a
resposta 1imune intrinsecamente presente no antigénio
especifico do tumor.

Adicionalmente pode-se usar a vacina em pacientes
cujo tumor foi extirpado, como terapia adjuvante para o
melhoramento e restabelecimento da sua resposta imune
contra células tumorais residuais ou para a reducdao da
massa tumoral restante. Abre-se uma perspectiva para
pacientes com tumor primario tratado cirurgicamente sem
metastase reconhecida gque poderiam beneficiar de uma
terapia adicional especifica do tumor que reduz a taxa de
recaida.

Outras formas de configuracgao vantajosas da
invengdo resultam das reivindicagdes subordinadas e da
descricdo. A invencdo, incluindo o efeito surpreendente
do medicamento de acordo com a invencdo (como 1indculo
para terapia contra carcinoma), assim como o procedimento
de acordo com a invencao sao descritos mais
pormenorizadamente em seguida, em fungao das figuras e
dos exemplos de execucdo. As figuras mostram:

Figura 1 intensidades de FACS de células humanas de
carcinoma transfectadas em quadruplicado. A transfeccao
foi efectuada mediante electroporagdo com vectores de
expressdo que codificam CD40UCD154, GM-CSF, B7.1/CD80 e
IL-7;

Figuras 2a e b esquemas de estrutura
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imunomoduladora (dSLIM) em forma de haltere
respectivamente com trés motivos de CG esquematicamente
representados nas estruturas de ferradura do circuito;
significam I: circuito e II: estirpe.

Para a deteccdo de produtos génicos foram usados
anticorpos que estdao acoplados nos quatro corantes de
fluorescéncia distinguiveis. Na figura 1 s&o designados
com

CD80-FITC

hGMCSF-PE

IL7-PerCP

CD154-APC

0 classificador de células activadas por
fluorescéncia (FACS) reconhece estas cores em quatro
canais diferentes. Nas abcissas designam-se com FL1-H,
FL2-H, FL3-H e FL4-H. Os expoentes das abcissas dao uma
intensidade de fluorescéncia relativa. Nas ordenadas
verificam-se as contagens, que correspondem
aproximadamente a quantidade de c¢élulas medidas. A
avaliacdo ¢é efectuada com o denominado gating, que
significa que sé se contam as células gue passam por um
determinado nivel de energia.

Na tabela 1 seguinte é representada a proporgéao
percentual de c¢élulas do carcinoma das c¢élulas renais
alogénicas transfectadas com éxito em conformidade com a
transfecgcdo tripla com construgdes de expressao que

codificam CD40L/CD154, GM-CSF e IL-7 ou entdo transfeccéao
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quadrupla com construgdes de expressdo que codificam

Cb40UCD154, GM-CSF, B7.1/CD80 e IL-7.

Tabela 1
Transfecgdo tripla com | Transfeccéo quadrupla
Gene codificante construgdes de expressdo | com construgdes de
que codificam | expressdao que codificam
CD40L/CD154, GM-CSF e | CD40L/CD154, GM-CSF,
IL-7 B7.1/CD80 e IL-7
Proporg¢do de células | Proporgédo de células
transfectadas (1 medida) transfectadas (2
medidas)
B7.1/CD80 - de 66,3 a 87,6%
CD40UCD154 60, 8% de 21,6 a 29,5%
IL-7 21,7 ng em 1 =x 10 de 14,9 a 38,2 ng em 1 x
células 10° células
GM—-CSF 698,92 ng em 1 x 10 de 370,6 a 1.567,2 ng enm
células 1 x 10° células
A transfeccao de factores co-estimulatdrios

B7.1/CD80 ou CD40UCD154 foi determinada mediante
coloragao de células com anticorpos marcados com
fluorescéncia; a magnitude da transfecg¢ao com citocinas
IL-7 ou GM-CSF foi determinada em funcao da concentracao
de citocinas no meio de cultivo celular.

A vacina de acordo com a 1invengao composta por
células transfectadas ex-vivo alogénicas foil administrada
a pacientes com tumores sélidos metastéaticos, com
intervalos de 7 a 10 dias em forma de 4 ciclos de
injecgdo constituidos respectivamente por 2 injeccgdes. As

células foram previamente transfectadas com vectores de
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expressdo que codificam IL-7, GM-CSF, CD40UCD154 e/ou
B7.1/CD80 e em seguida foram adicionadas sequéncias
imunoestimulatdérias (ISS). As duas primeiras injeccdes
foram efectuadas no dia 1 no ponto de inoculagao tipico
na pele (por via intradérmica) lateralmente no antebracgo
esquerdo e direito, no dia 7 (até 10) na zona de
inoculacgdo tipica por via intradérmica na parte lateral
dianteira da coxa esquerda e direita, no dia 14 (até 20)

sob a pele (por via subcutdnea) a cerca de 30 mm a

esquerda e direita do abdémen e no dia 21 (até 30)
novamente no antebrago mas sob a pele (por via
subcutdanea) .

Todos o0s pacientes se encontravam no inicio do
tratamento numa fase avancgada da doenca. Para a avaliacao
do éxito clinico servem as seguintes formulagdes em
correspondéncia com a Organizagdo Mundial de Saude
(1979): como uma reacgdo parcial (resposta parcial, PR)
nota-se o retrocesso do tumor em mais de 50% nas Ultimas
quatro semanas assim como a contengdao de novos tumores.
Com decurso estavel da doenca (doenca estavel, SD) nota-
se a manutencdo do estado. Uma resposta mista (MR), é uma
reacgdo mista como, por exemplo, o0 progresso da metastase
e um retrocesso da metastase noutro lugar. Uma resposta
completa (CR) designa o retrocesso completo do tumor.

Deve-se esclarecer em seguida a invengdo, de forma
detalhada, em fungdo dos exemplos, mas sem gque a 1nvengao

fique limitada a estes exemplos.
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Vacinacgao

O paciente, homem, ¢é ©paciente de carcinoma do
pulmédo de células pequenas, recebeu com intervalos de 7
dias quatro inoculag¢des sucessivas com a vacina de acordo
com a invengdo. A linha celular de carcinoma das células
renais alogénicas foi tratada conforme descrito acima.
Foi efectuado um controlo de expressdo 24 h apds a
transfecgdao. O controlo da expressao de factores co-
estimulatérios B7.1/CD80 ou CD40UCD154 foi efectuado
mediante coloragdo das células com anticorpos marcados
com fluorescéncia e em seguida foi efectuada medigao por
citometria de fluxo. A determinacdo da expressao de
citocinas IL-7 e GM-CSF foi efectuada mediante medigdo da
concentragdo no meio de cultivo celular com a ajuda de
ELISA.

Transfectadas com éxito significa: células
positivas vivas. Os dados de transfecgao estao
representados na tabela 1. A proporgao percentual de
células transfectadas com éxito com B7-1/CD80 situava-se
entre 66,3 e 87,6%. A proporcao de células transfectadas
com CD40UCD154 estava entre 21,6 e 29,5%. A concentracéao
da citocina IL-7 em 1 x 106 células situava-se entre 14,9
e 38,2 ng. A concentragdo em GM-CSF em 1 x 106 células
situava-se entre 370,060 e 1.567,2 ng.

Em caso de transfecg¢do para a vacinacao tripla com
construgdes de expressao que codificam CD40UCD154, GM-CSF

e IL-7 a proporgado percentual em células transfectadas
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com éxito com CD40L/CD154 situava-se em 060, 8%. A
concentracdo da citocina IL-7 em 1 x 108 células situava-
se em 21,7 ng. A concentragdo de GM-CSF em 1 x 106
células era de 698,9 ng.

Tratamento de doengas tumorais metastéasicas

Seleccao dos pacientes: foram recrutados pacientes
com carcinoma colorrectal, carcinoma do pulmdo de células
pequenas e nao pequenas, carcinoma da prdstata, carcinoma
da mama, carcinoma dos ovarios e carcinoma das células
renais, assim como melanoma maligno, com idades entre os
18 e os 70 anos, e um indice de Karnofsky de 70 a 100. Os
critérios de exclusdo foram: um tratamento prévio com
citocina ou quimioterapia em menos de 28 dias, valores de
creatina acima dos 265 micromol/l, valores de bilirrubina
acima dos 51 micromol/l, insuficiéncia cardiaca né&o
compensada, alteragdes do ritmo ventricular, doengas
psiquiatricas graves, hepatite A, B ou C activa, infeccéao
por VIH.

Tratamento: além da anamnese foram determinados os
pardmetros seguintes antes do inicio do tratamento:
estudo fisico, hematologia (hemoglobina, hematdcritos,
leucédbcitos e nivel de plaquetas), valores sanguineos
qgquimicos e analises de urina. Foil recolhido sangue para a
determinacdo do estado imune. Foram efectuados ensaios de
pele DHT (hipersensibilidade do tipo retardado) com o
ensaio Multitest Merieux (Leimen, Alemanha). Foram feitas

radiografias do tronco assim como tomografias por
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computador do tronco e do abddémen. Os pacientes receberam
quatro injecgdes por via subcutédnea com pelo menos 8 X
108 - 1,4 x 107 células com células tumorais previamente
tratadas ex-vivo. Repetiram-se os estudos imunoldgicos,
estudos hematoldégicos e estudos clinicos basicos (estudo
fisico, estudo por ultra-sons e estudo do baixo ventre,
conforme as necessidades) nos dias 14, 28 e 56. No dia 84
foi efectuado um estudo clinico e imunoldégico completo,
comparavel com o estudo de selecgdo efectuado no inicio.

Construcgao de expressao genética definida
imunologicamente minimalista (MIDGE)

Foram usados vectores de expressao de ADN
minimalistas fechados covalentemente para a transfeccgéo
de células tumorais. Os vectores de expressdo serviram
para a expressao de interleucina-7 (IL-7) humana, do
factor de estimulagcdo de coldénias de macrdéfagos e
granulécitos humano (GM-CSF) , de factores co-—
estimulatérios B7.1/CD80 e CD40UCD154. Os vectores MIDGE
foram sintetizados em conformidade com a prescricao SOP e
num dos laboratérios correspondentes a classe B com
controlo de qualidade subsequente.

As sequéncias codificante de IL-7 (NCBI n° de acc.:
J04156), GM-CSF (NCBI n° de ac.: M11220), B7.1/CD80 (NCBI
n® de ac.: AF177937) e (CD40UCD154 (NCBI n° de ac.:
549008, obtidas do banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov)
do National Center for Biotechnology Information), foram

inseridas em plasmideos pMOK e serviram como construcdes
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de partida para a preparagcao de vectores MIDGE. O
plasmideo pMOK tem, além do "promotor imediato prematuro"
forte do virus de CMV, um intrdo e uma sequéncia de
poliadenilacdo do virus SV40 (MOLOGEN, Berlim). O
plasmideo pMOK que codifica IL-7 foi totalmente digerido
com a enzima de restricado Eco3ll durante a noite a 37° C.
Mediante a digestdo por restrigado foram produzidos dois
fragmentos de ADN. Um consistia no gene de resisténcia a
canamicina e o outro em sequéncias necessarias para a
propagacdo do plasmideo em bactérias. O outro fragmento
consistia nas sequéncias que deveriam ser componentes do
ADN MIDGE: promotor de CMV melhorado, intrdo quimérico,
da sequéncia genética para IL-7 e da sequéncia de
poliadenilagao de SV-40. Mediante a enzima T4-ADN ligase,
ligaram-se os oligodesoxirribonucledétidos em forma de
ferradura fosforilados em 5' ((TIB-MolBiol, Berlim, ODN 1
= ID sec 5 do documento WO 03/031469 A2 (Mologen e col.)
sem base modificada X) e ODN 2 = ID sec 6 do documento WO
03/031469 A2 (Mologen e col.)) na presenca da enzima de
restrigdo Eco31I durante a noite a 37° C no fragmento de
ADN gue forma ADN MIDGE. Entretanto faz-se referéncia a
sintese apresentada no documento WO 03/031469 A2 (Mologen
e col.) e as sequéncias de oligonucledétidos (ODN) ai
referidas. A reaccdo foli parada apds aguecimento a 70° C.
A mistura resultante em &cidos nucleicos foil tratada com
a enzima T7-ADN-polimerase. O ADN MIDGE foi purificado

mediante cromatografia de intercémbio de anides e
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precipitado com isopropanol (veja o documento EP 0 941
318 Bl).

Foli efectuada correspondentemente a preparagao dos
vectores que codificam GM-CSF, B7.1/CD80 e CD40L/CD154.

Preparacao de MIDGE acoplado com NLS

Para a preparacido de NLS-MIDGE faz-se referéncia a
sintese apresentada no documento WO 03/031469 A2 (Mologen
e col.) e as sequéncias de oligonucledtidos (ODN) ai
referidas. Acopla-se previamente o péptido de NLS (ID sec
4 do documento WO 03/031469 A2 (Mologen e col.) no ODN.
Para este fim foi usada na ferradura com um ODN 1 dotado
de um desoxiuracilo (XT) modificado com grupos amino
assim como o ODN 2 ndo modificado do documento WO
03/031469 A2 (Mologen e col.):

Em primeiro lugar activou-se o oligonucledétido ODN
1 (0,1 mM) modificado com sulfo-KMUS (5 mM) em PBS a
temperatura ambiente. Decorridos 120 minutos parou-se a
reaccao com tris-(hidroximetil)aminometano 50 mM e o ODN
1 activado é obtido apdés precipitacdo com etanol (NaOAc
300 mM pH 5,2, MgCl2 5,5 mM, etanol a 70%), centrifugacgdao
e lavagem uma vez com etanol a 70%. O ODN 1 assim obtido
(0,1 mM) foi dissolvido em PBS e reagiu com o péptido NLS
(0,2 mM) durante uma hora a temperatura ambiente. A
reacgao fol controlada com electroforese em gel (3%) e
coloragdo com brometo de etidio. O ODN 1 acoplado com NLS
que se gerou foi purificado mediante HPLC e usado tal

como previamente descrito com o ODN 2 para a sintese de
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construgdes MIDGE-NLS.

Oligodesoxinucledtidos  imunomodulatdrios de fio
duplo (d-SLIM)

Oligodesoxinucledtidos imunomodulatdrios de cadeia
dupla sdo moléculas com sequéncias CG. Para tal fecham-se
covalentemente oligodesoxinucledtidos (ODN) lineares
mediante circuito de nucledétido de modo que se protegem
contra a degradacgdo por exonucleases. A este respeito
resultam moléculas em forma de haltere, as dSLIM, dque
significa "imunomodulador de forgquilha dupla"™ (veja a
figura 2). O efeito imunomodulatdério Dbaseia-se numa
activacdo nédo especifica do sistema imunitdrio mediante
as sequéncias CG nao metiladas que se unem a receptores
do tipo Toll. Qualquer circuito do DSLIM contém trés
motivos de CG nao metilados.

Foram preparados imunomoduladores de cadeia dupla
d-SLIM do tipo 1ISS30 (SOP) e subsequente controlo de
qualidade no laboratdério de classe B. Para este fim foram
ligados oligodesoxirribonucledétidos (ODN) fosforilados em
5' em forma de ferradura de cadeia Unica com ligase T4-
ADN. Apds digestdao dos eductos restantes com T4-
polimerase e purificacdo cromatografica, os ODN foram
concentrados com etanol e precipitados com acetato de
sédio e magnésio e dissolvidos em PBS. O procedimento
exacto estd representado no documento WO 01/07055. A
figura 2b mostra um d-SLIM deste tipo.

Caracterizagdo da linha tumoral alogénica
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A linha celular usada deriva de um carcinoma das
células renails primarias de uma paciente fémea. A partir
destas células primdrias colocou-se uma linha celular que
se depositou no DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) como cultivo
viavel com o nUmero DSM ACC2635. Apds um procedimento de
crivagem foram determinadas tais células a partir dos
cultivos primarios dispostos da paciente com tumor, o que
serviu de material de partida para a preparacgado do banco
de células-mde. Foil necessario caracterizar a populacéao
de células pela expressdo estavel de TAA, com uma taxa de
distribuicdo constante e boa, assim como um comportamento
de crescimento o mais homogéneo possivel. Foi igualmente
necessario garantir a auséncia de contaminagdo viral ou
bacteriana.

Comprovou-se que a linha celular de carcinoma das
células renais num laboratdério certificado era negativa
em virus HI, virus da hepatite B e C. Foi igualmente
efectuada uma caracterizacao no que se refere ao tipo de
HLA, a expressao de TAA e a libertagdo de citocinas. Para
este fim foram estabelecidas diferentes técnicas como a
ELISA para determinagdes de citocinas por exemplo de:
TNF-alfa, IL-6, GM-CSF e IL-7. Adicionalmente foram
desenvolvidas medidas de FACS intracelulares e ensaios de
PCT RT em tempo real. Apds a transfeccdo, as células
foram estudadas em relacdo a expressao de antigénios de

superficie, moléculas de transdugcdo de sinal e genes
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repdrteres. A linha celular caracteriza-se pelos
seguintes valores imunoldgicos de marcadores de
superficie especificos:

EpCAM: positivo

Her-2/novo: negativo

Citoqueratina 7+8: positivo

HLA-Al: positivo

HLA-A2: positivo

Fibroblastos: negativo

Determinacdo de antigénios especificos do tumor:

PRAME: positivo SCP-1: positivo

MAGE-4: negativo Fertilina-beta: negativo

MAGE-3: negativo RAGE-1: positivo

MAGE-1: negativo G250: positivo

Electroporagéao

Para a transferéncia genética ex-vivo nos nlUcleos
de células das células tumorais e das células de controlo
usou-se preferivelmente o procedimento de electroporacao.
As células tumorais libertam-se com solugéao de
tripsina/EDTA do recipiente de cultivo e ajustam-se a uma
densidade de 1-1,5 x 107 células por 600 pl em meio (sem
FCS) ou PBS. A estes 600 pl de suspensdao de células
adicionam—-se respectivamente de 5 a 10 pg de vector de
expressao, transferem-se para tinas de electroporacgao
arrefecidas (Eurogentec) e submetem-se a electroporagdo
com uma tensdo de 300 v e a capacidade de 1050

microfarads num equipamento de electroporacdo Easyject
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(EquiBio) .

Depois transferem-se as células para meio fresco
(5-20 ml) e incubam-se durante 24 horas num armario de
cultivo celular (C0O2 a 5%, 37° C, humidade saturada). Foi
efectuada a medigdo das moléculas de superficie
(CD40UCD154 e B7.1/CD80) e das citocinas (GM-CSF e IL-7)
mediante citometrias de fluxo em quatro cores. Foi
igualmente efectuado um controlo do numero de células e
da vitalidade.

Imediatamente apds a transferéncia genética
cobriram-se as células tumorais com 10 ml de meio de
suspensao celular pré-aquecido e transferiram-se mediante
pipetagem cuidadosa para tubos de centrifugagao de 15 ml.
Apdés a sedimentagdo das células, dissolveram—-se as
células a 300 x g e 4° C durante 5 minutos no meio.
Conservaram-se novamente aligquotas para ensalos de
esterilidade, ensaios para regeneracgdao de células e
sobrevivéncia, para andlises FACS e para a determinacédo
da expressado de citocina. A eficiéncia de transfeccao foi
determinada da forma descrita (Foa e col., 1994, Nat.
Immun. 13: 65-75)).

Secou-se novamente a suspensdao de células tumorais
transfectadas, recolheu-se em 1,5 ml de meio de
congelagcao (80% de FCS, 10% de DMSO, 10% de meio de
suspensao) e conservou-se em porcgdes de células de 8 x
106 a 1,4 x 107 em tubos de congelacdo de 2 ml lacrados.

Os tubos foram conservados a -80° C a 1° C/ minuto em
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nitrogénio liquido.

Acabamento da vacina de acordo com a invencgao

Apds descongelacgao cuidadosa dos tubos de
congelacgao, determinou-se novamente a quantidade de
células e reservaram-se aliquotas para ensaios de
esterilidade. Apds lavagem meticulosa repetida das
células suspendeu-se novamente o agregado celular obtido
em solugdo salina tamponada de fosfato de Dulbecco (DPBS,
Camprex n° de catdlogo: 17-512F). De acordo com O
preparado foram incorporados na suspensao 500 microgramas
do adjuvante DSLIM. A vacina preparada foi transferida
para um recipiente de reacgdo sem endotoxina estéril.
Foram retirados respectivamente 750 microlitros deste
preparado mediante cénula em injeccgédo.

Antes da aplicagdo fol efectuada a irradiagdao por
cinco vezes das 1injecg¢gdes com irradiacdo gama, o due
correspondia a uma dose total de 150 Gray.

Preparacgdo de linfécitos

Foram obtidos mondcitos sanguineos ©periféricos
(PBMC) a partir de sangue periférico Theparinizado
mediante Lymphoprep (GIBCO, Karlsruhe) mediante
centrifugagcdo por densidade. Lavaram-se as células duas
vezes com PBS e secaram-se por congelacdo em nitrogénio
liquido, na presenca de mais de 20% de FCS para ELISPOT e
ensaios citotdxicos.

Andlise estatistica

Usou-se ensalo por pares e sem pares ajustado de
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Wilcoxons para a andlise de significativos estatisticos.

Observa-se um valor de p < 0,05 como significativo.
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A presente 1listagem de referéncias citadas pela
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conveniéncia para o leitor. Ndo faz parte da patente de
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excluir a existéncia de erros ou omissdes, pelos quais o
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e WO 9818810 A [0015]
e WO 0004918 A [0016]
e EP 0941318 B1 [0032] [0069]
e WO 0107055 A [0034] [0074]
e DE 0302478 W [0040]
e EP 0686697 A [0050]
e WO 03031469 A2, Mologen [0069] [0071]
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[0009]
e Paillard. Hum. Gene Ther., 1998, vol. 9, 2457-2458
[0011]
¢ Schadendorf et al. J. Mol. Med., 1995, vol. 73, 473-477
[0011]
e Miller et al. Blood, 1993, wvol. 18, 3686-3694 [0013]
¢ Murphy et al. J. Clin. Invest., 1993, wvol. 92, 1918-
1924 [0013]
¢ Schmidt-Wolf et al. J. Immunol. Methods, 1989, vol.
125, 185-189 [0015]
* Sato et al. Science, 1996, vol. 273, 352-354 [0015]
e Foa et al. Nat. Immun., 1994, vol. 13, 65-75 [0080]



REIVINDICACOES

l1.- Vacina para o tratamento de pacientes com
doencgas tumorais, que contém células tumorais alogénicas
e oligodesoxirribonucledtidos imunomoduladores Ccomo
adjuvante, onde se transfectaram as células tumorais em
primeiro lugar ex-vivo com moléculas de &acido nucleico
que codificam a interleucina-7 (IL-7), factor estimulante
de coldénias de macrdédfagos e granuldcitos (GM-CSF) e
CD40L/CD154 e B7.1/CD80.

2. Vacina para o tratamento de pacientes com
doencas tumorais, que contém células tumorais alogénicas
e oligodesoxirribonucledtidos imunomoduladores Como
adjuvante, onde se transfectaram as células tumorais em
primeiro lugar ex-vivo com moléculas de &acido nucleico
que codificam a interleucina-7 (IL-7), factor estimulante
de coldénias de macrdfagos e granuldcitos (GM-CSF) e
CD40L/CD154.

3. Vacina de acordo com a reivindicacao 1 ou 2,
onde as moléculas de acido nucleico codificantes estéo
presentes numa ou em varias construgdes de expressao.

4, Vacina de acordo com a reivindicagao 3, em que a
construgcdo de expressao

a) é& um plasmideo, ou

b) é uma cassete de expressdo fechada covalente, de
cadeia dupla 1linear, dque ¢é composta apenas por um

promotor de CMV, um intrao, a sequéncia genética



codificante e uma sequéncia de poliadenilacédo, que esta
fechada covalentemente nas duas extremidades da cadeia
dupla mediante uma alca curta de residuos de nucledtidos
de cadeia unica.

5. Vacina de acordo com uma ou mais das
reivindicagcdes 1 a 4, em que o oligodesoxribonucledtido
imunomodulador

a) compreende uma sSequéncia com a sequéncia de
bases N%ﬁCGN%ﬁ, sendo N'N? um elemento seleccionado do
grupo dque compreende GT, GG, GA, AT ou AA, N°N?  um
elemento seleccionado do grupo que compreende CT ou TT,
assim como C desoxicitosina, G desoxiguanosina, A
desoxiadenosina e T desoxitimidina,

b) e compreende uma cadeia circular de acidos
desoxirribonucleicos com uma sequéncia de bases
antiparalela parcialmente complementares entre si, e ¢é
configurada em forma de haltere.

6. Vacina de acordo com a reivindicacdo 5, em que a
sequéncia com a sequéncia de Dbases N'N?CGNN®  esta

posicionada na regido de cadeia Gnica do

oligodesoxirribonucledétido e compreende entre 40 a 200

nucledtidos.
7. Vacina de acordo com uma ou mais das
reivindicacodes 1 a 0, que compreende um veiculo

farmaceuticamente compativel.
8. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em

que as células tumorais alogénicas sdo seleccionadas de



carcinoma colorrectal, carcinoma do pulmdo de células
pequenas e ndo pequenas, carcinoma da prdstata, carcinoma
da mama, carcinoma dos ovarios e carcinoma das c¢élulas
renais, assim como melanoma maligno.

9. Vacina de acordo com uma ou mais das
reivindicagdes 1 a 8, em que as células tumorais derivam
da linha de c¢élulas do carcinoma do rim, gque esta
depositada com o numero DSM ACC 2635 na DSMZ.

10. Procedimento para a preparacao de uma vacina de
acordo com as reivindicagdes 1 a 8 para o tratamento de
pacientes com doengas tumorais, em gque se transfectam
células tumorais alogénicas ex-vivo com moléculas de
dcido nucleico que codificam

a) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
coldénias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) ,

CD40L/CD154 e B7.1/CD80 ou

b) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
coldénias de macrdéfagos e granuldécitos (GM—-CSF) e
CD40L/CD154

e em seguida se adicionam
oligodesoxirribonucledétidos imunomoduladores Como

adjuvante e depois se transfere para uma composicao
farmacéutica que se possa administrar.

11. Procedimento de acordo com a reivindicacgao 10,
em que o) oligodesoxirubonucledtido imunomodulador
compreende um  acido desoxirribonucleico de cadeia

circular com uma sequéncia de bases antiparalela



parcialmente complementar entre si, e estda configurado em
forma de haltere.

12. Procedimento de acordo com a reivindicacgao 10
ou 11, em que o oligodesoxirribonucledtido imunomodulador
compreende uma sequéncia com sequéncia de bases
NHﬁCGN3N4, sendo N'N? um elemento seleccionado do grupo
que compreende GT, GG, GA, AT ou AA, N°N* um elemento
seleccionado do grupo que compreende CT ou TT, assim como
C desoxicitosina, G desoxiguanosina, A desoxiadenosina e
T desoxitimidina.

13. Procedimento de acordo com a reivindicagao 12,
estando posicionada a sequéncia com a sequéncia de bases
N'NCGN N* na regiao de cadeia simples do
oligodesoxirribonucledétido e compreende entre 40 a 200
nucledtidos.

14. Procedimento de acordo com a reivindicagao 10,
em que a molécula de acido nucleico estd presente numa ou
em varias construgdes de expressao.

15. Procedimento de acordo com uma ou mais das
reivindicagdes 10 a 14, caracterizado pelo facto de a
transfeccéo ser efectuada mediante transferéncia
balistica, transfeccdo de policatides, precipitacdo com
fosfato de céalcio, microinjeccédo, fusdo de protoplastos,
fusdo de lipossomas, sistemas de transfecg¢ao virais,
lipofecgdo e/ou electroporagéo.

16. Procedimento de acordo com a reivindicacéado 10,

em que as células tumorais alogénicas sdo seleccionadas



do carcinoma colorrectal, carcinoma do pulmdo de células
pequenas e nao pequenas, carcinoma da prdstata, carcinoma
da mama, carcinoma dos ovarios e carcinoma das c¢élulas
dos rins, assim como melanoma maligno.

17. Procedimento de acordo com a reivindicacgao 10,
em que as células tumorais derivam de varios pacientes
com o mesmo quadro clinico.

18. Procedimento de acordo com uma das
reivindicag¢des 10 a 17, em gque se usam as células
tumorais da linha de células do carcinoma dos rins que
estd depositada com o nUmero DSM ACC 2635 na DSMZ.

19. Célula tumoral humana que foi transfectada ex-
vivo com moléculas de &cido nucleico que codificam

a) interleucina-7 (IL-7), factor estimulante de
coldénias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) ,

CD40L/CD154 e B7.1/CD80 para ou

b) interleucina-7 (IL-7), um factor estimulante de
coldénias de macrdéfagos e granuldécitos (GM—-CSF) e
CD40L/CD154

e apresenta construgdes de expressao
correspondentes.

20. Célula tumoral humana de acordo com a

reivindicacao 19, em que a construcao de expressao

a) é& um plasmideo, ou

b) é uma cassete de expressdo fechada covalente, de
cadeia dupla 1linear, dque ¢é composta apenas por um

promotor de CMV, um intrao, a sequéncia genética



codificante e uma sequéncia de poliadenilacédo, que esta
fechada covalentemente nas duas extremidades da cadeia
dupla mediante uma alca curta de residuos de nucledtidos
de cadeia Unica.

21. Célula tumoral humana de acordo com a
reivindicacdo 19 e 20, gue é uma célula tumoral alogénica
de uma linha de células do carcinoma das células renais.

22. Célula tumoral humana de acordo com a
reivindicag¢do 21, que é uma célula tumoral da linha do
carcinoma das células renais, que estd depositada com o
numero DSM ACC 2635 no DSMZ.

23. Célula tumoral humana de acordo com uma ou mais
das reivindicagdes 19 a 22 para uso como vacina para o

tratamento de doencas tumorais.
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