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(57) Resumo: REGULAGAO DAS RESPOSTAS IMUNE POR
MODULAGAO DA FUNGAO DO ANTIGENO PRESENTE EM
CELULAS A presente invengao refere-se ao uso de chaperonina 10
para modular a fungdo de células apresentando antigeno. Mais
particularmente a invencéo reside na modulagéo de expressédo em
superficie de célula de moléculas de MHC tal como HLA.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "REGULA-
CAO DAS RESPOSTAS IMUNE POR MODULACAO DA FUNGAO DO
ANTIGENO PRESENTE EM CELULAS".

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se genericamente a regulagao de

respostas imunes através de modulagéo da fungéo de células apresentando

~antigeno (APCs). Em particular, a presente invengao refere-se ao uso de

chaperonina 10 na modulagdo de fungao de APC tal como expresséo de su-
perficie de célula de principais moléculas de complexo de histocompatibili-

“dade (MHC), por exemplo, HLA, e a métodos associados, usos € composi-

¢des para o tratamento de doencas, e a métodos para selegdo de modulado-
res de funcdo de APC.
Antecedentes da Invencédo

. Um componente central de sistemas de defesa de hospedeiros
contra patégenos virais e bacterianos invasores envolve o reconhecimento
bem-sucedido do patdégeno, ou seus componentes, através de receptores
celulares que induzem uma cascata sinalizante resultando em estimulagao
do sistema imune. Um aspécto essencial deste sistema é o reconhecimento
de célula T de principais complexos de complexo de histocompatibilidade
principal-(MHC)-peptl'deo. '

Células T CD4" sao capazes de reconhecer peptideos dérivados

de patégenos quando tais peptideos sao mostrados no contexto de molécu-

" las classe Il MHC, que sdo compostas por uma cadeia o- € B- originalmente

montada no reticulo endoplasmico. Estas cadeias - e B- associam com a
cadeia invariante (li) que protege a ranhura de ligagao de peptideo e facilita
transito de moléculas classe Il MHC para compartimentos endossomais. Nos
compartimentos endossomais, li é limpa, deixando um peptideo (CLI'P) na
ranhura de ligagdo. A molécula chaperona HLA-DM facilita substituicdo de
CLIP por peptideos antigénicos. Moléculas classe Il MHC maduras carrega-
das com peptideo antigénico entdo migram para a supern’c‘ie de célula onde
elas podem ser apresentadas a células T CD4".

Este sistema de processamento de antigeno e apresentacéo de
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moléculas classe || MHC maduras ocorre em células dendriticas (DC), que
sdo0 as Unicas APCs que podem estimular células T simples e induzirem uma
resposta imune primaria. Assim, DC desempenha um papel central em apre-
sentagdo de antigeno e a indugdo de imunidade adaptativa. A capacidade de
DC induzir uma resposta imune é dependente de seu estado de maturagao.
E pensado que DC imatura expressando baixos niveis de MHC e moléculas
co-estimuladoras de célula T tais cbmo CD40, CD80, CD83 e CD86 sobre a
superficie de célula captura antigenos na periferia. Elas entdo migram para
tecidos linféides secundarios e sofrem um método de maturagdao. Com matu-
racao, molécula MHC séao redistribuidas a partir de compartimentos intrace-

- lulares para a superficie de célula o que resulta em uma aumentada capaci-

dade para apresentar antigenos. Concomitantemente, a expressdao em su-

perficie de moléculas co-estimuladoras que promovem ativagdo de célula T

~ é regulada ascendentemente. O perfil de citocina secretada por DC € tam-

bém dependente de seu estagio de maturagao. Citocinas produzidas por DC .
madura incluem IL-12, IL-1o/B, IL-18, IFN-o/B, IL-6, TNF-o, IL-10, e TGF-p.
O perfil de citocina de DC finalmente determina o resultado-Th1/Th2 da.res-
posta imune. Ou seja, antigenos que induzem secregéo de IL-12 por DC in-
duzem diferenciagdo Th1 enquanto antigenos que nao induzem prodUgéo de
IL12 promovem diferenciagao Th2.

Muitos dos métodos reguladores envolvidos em maturagao de
DC permanecem desconhecidos. Em particular, muitos dos caminhos sinali-
zantes moleculares que sdo envolvidos QUando moléculas classe Il MHC
sofrem mudancas em localizagao a partir de estruturas endossomais em DC
imatura para a membrana de plasma em DC madura permanecem incertos.

Chaperonina 10 (Cpn10) é uma chaperona mitocondrial altamen-
te conservada desempenhando um papel essencial em dobra de proteina.
Cpn10 também foi mostrada estar envolvida em um numero de atividades
imuno moduladoras, por exemplo, inibi¢éo de ativacao de fator-xB (NF-KB) e
producao de citocinas pré-inflamatérias, ambos, in vitro e in vivo. A presente
invencdo é baseada na surpreendente e inesperada verificagdo de que

Cpn10 tem a capacidade de modular fungéo de APC, incluindo redistribui¢ao
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de moléculas MHC a partir de compartimentos intracelulares para a superfi-
cie de célula em DC, e ativacdo mediada por APC de células T.

Sumario da Invencao

De acordo com um primeiro aspecto da presente invengao, €
provido um método para modulagdo de uma resposta imune em um sujeito

ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, através de modu-

lagao de nivel de expressao em superficie de célula de pelo-menos uma mo-

lécuia MHC, onde o dito método compreende administragao de uma quanti-

dade efetiva de chaperonina 10.

O método ainda pode compreender modulagao de uma resposta
imune em um sujeito ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou
6rgédo, através de modulagdo de nivel de expressdo em superficie de célula
de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula, compreendendo
adm'inistrag‘éd de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

A molécula MHC pode ser uma molécula Ciasse | MHC, uma
molécula Clsse Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula
Classe Il MHC .pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-

' pQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando éntigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macrofago, célula dendrftica ou
célula B.

A chaperonina 10 pode ser uma chaperonina 10 derivada natu-
ralmente, produzida recombinantemente ou produzida sinteticamente.
A chaperonina 10 pode ser de origem eucaribtica. A chaperonina 10 pode ser
de origem mamifera. A chaperonina 10 pode ser chaperonina 10 humana.

A chaperonina 10 pode compreender a sequiéncia de polipepti-
deo como mostrada em SEQ ID N% 1, SEQ ID N% 2 ou SEQ ID N2 3.
A chaperonlna 10 pode ser acetilada ou nao-acetilada.

A chaperonina 10 pode ser administrada na forma de um polinu-
cleotideo codificando chaperonina 10. O polinucleotideo codificando chape-

ronina 10 pode estar localizado em uma construgao genética, ligada opera-
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velmente a um promotor. O polinucleotideo pode compreender a seqliéncia
mostrada em SEQ ID N°: 4.

De acordo com um segundo aspecto da presente invengao, €
provido um método para tratamento ou prevengdo de uma doenga ou condi-
¢ao em um sujeito através de modulagao de nivel de expressao em superfi-
cie de célula de pelo menos uma molécula MHC, onde o dito método com-
preende administracao ao sujeito de uma quantidade efetiva de chaperonina
10. _ }

} O método ainda pode compreendef tratamento ou prevencao de

uma doenca ou condigdo em um sujeito através de modulagdo de nivel de
expressao em superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de
superficie de célula, compreendendo administragdo de uma quantidade efe-
tiva de chaperonina 10.
A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma
molécula Classe Il MHC, ou uma moiécula MHC ndo-cidssica. A molécuia
classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-
DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno podé ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B.

A doenga ou condicao pode resultar de, ou de outro modo ser
associada com, infeccao do sujeito por um patdégeno viral ou bacteriano.
A doenga ou condicdo pode ser cancer, um disturbio autoimune, inflamagao,
alergia, asma ou doenga infecciosa.

A chaperonina 10 pode ser uma chaperonina 10 derivada natu-
ralmente, produzida recombinantemente ou produzida sinteticamente.
A chaperonina 10 pode ser de origem eucaridtica. A chaperonina 10 pode
ser cha’peronina 10 humana. _ |

A chaperonina 10 pode compreender a seqiiéncia de polipepti-
deos como mostrada em SEQ ID N2 1, SEQ ID N2 2 ou SEQ ID N2 3.

A chaperonina 10 pode ser acetilada ou ndo-acetilada.
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A chaperonina 10 pode ser administrada na forma de um polinu-
cleotideo codificando chaperonina 10. O polinucleotideo codificando chape-
ronina 10 pode estar localizado em uma constru¢ao genética, ligada opera-
velmente a um promotor. O polinucleotideo podé compreender a sequéncia
como mostrada em SEQ ID N2: 4.

De acordo com um terceiro aspecto da presente invengao, é

_provido um método para modulagao de nivel de expressao em superficie de

célula de pelo menos uma molécula MHC em um sujeito, ou em pelo menos

uma célula da mesma, tecido ou 6rgdo, onde o dito método compreende

“administracdo de uma quantidade efetiva de chaperonina10.

O método ainda pode compreender modulagéo de nivel de ex-
pressdo em superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de su-
perficie de célula em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma,
t_écido ou orgdo, compreendendo administracdo de uma quantidade efetiva —
de chaperonina 10. '

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC ndo-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendn’tica» ou cé-
lula B.

De acordo com um quarto aspecto da presente invengao, € pro-
vido um método para modulacao de fun¢ao de uma célula apresentando an-
tigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou 6rgéao, onde o
dito método compreende administragdo de uma quantidade efetiva de cha-
peronina 10. '

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendehdo um macrofago, célula dendritica ou célula B.

A funcao pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao para um nédulo linfatico, ativagao de célula T ou proliferacao de célula
T.
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De acordo com um quinto aspecto da presente invencao, é pro-
vida uma composi¢do quando usada para o tratamento ou prevencao de
uma doenga ou condi¢do, onde a dita composi¢do compreende chaperonina
10 junto com pelo menosum carreador, diluente ou adjuvante farmaceutica-
mente aceitavel, e onde a chaperonina 10 modula o nivel de expressao em
superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC.

A chaperonina 10 ainda pode modular o nivel de expressao em
superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de_' superficie de
célula.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

A expressdao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A 'célula apresentando an_tl’geno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macrofago, céluia dendritica ou
célula B.

De acordo com um sexto aspecto da presente invengdo, é provi-
da uma composi¢cdo quando usada para o tratamento ou prevengdo de uma
doenca ou condi¢do, onde a dita composicdo compreende chaperbnina 10
junto com pelo menos um carreador, diluente ou adjuvante farmaceutica-
mente aceitdvel, e onde a chaperonina 10 modula a fungdo de uma célula
apresentando antigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou
6rgao.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendendo um macréfago, célula dendritica ou célula B. A fungdo pode
ser selecionada do grupo compreendendo migragao para um nddulo linfati-
co, ativagéo de célula T ou proliferagé@o de célula T.

De acordo com um sétimo aspecto da presente invengéo, é pro-
vido o uso de chaperonina 10 para a fabricagao de um medicamento para o}
tratamento ou preveng¢ao de uma doenga ou condi¢ao, onde a chaperonina
10 modula o nivel de expressao em superficie de célula de pelo menos uma

molécula MHC.
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A chaperonina 10 ainda pode modular o nivel de expressdo em
superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de cé-
lula.

A molécula de MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma
molécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC ndo-classica. A molécula -
Classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-

.DQ.

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma

célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

‘lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-

lula B.

‘ De acordo com um oitavo aspecfo da presente invengéo, € pro-
vido 0 uso de chaperohina 10 para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento ou prevencédo de uma doenga ou condi¢do, onde a chaperonina
10 modula a fungado de uma célula apresentando antigeno em um sujeitd, ou
em pelo menos um seu tecido ou 6rgéao.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo

compreendendo um macréfago, célula dendritica ou célula B.

A funcado pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao péra um nédulo linfatico, ativagao de célula T, ou proliferagdo de célula T.

De acordo com um nono aspecto da presente invencgao, é provi-
do um meétodo para modula(;éo de produgao, localiza¢ao dentro de uma cé-
lula e/ou expressdo em superficie de célula de um ou mais imuno — modula-
dores em um sujeito, ou pelo menos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao,
onde o dito método compreende administragdo de uma quantidade efetiva
de chaperonina 10, e onde a chaperonina 10 modula o nivel de expressio
em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC ou pelo menos
uma outra molécula de superficie de célula.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
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célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B.

De acordo com um décimo aspecto da presente invengéo, é pro-
vido um método para identificagdo de um composto que modula uma respos-
ta imune, onde o dito método compreende:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com um com-
posto candidato na presenca de Cpn10; e '

(b) determinacgao de se expresééo sobre a superficie da dita

célula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com o

- dito composto candidato.

O método ainda pode compreender:
(c) determinacao de se expressao sobre a superficie da dita

- célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula € modula-

da com contato com o dito composto candidato.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma
molécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC ndo-classica. A molécula
Classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA_DR, HLA-DP ou HLA-
DQ. B

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B.

De acordo com um décimo primeiro aspecto da presente inven-
¢ao, é provido um método para sele¢dao de uma pluralidade de compostos
para identificar um composto que modula uma resposta imune, onde o dito
método compreende:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com a dita
pluralidade de compostos na presenca de Cpn10; e |

(b) determinacao de se expressao sobre a superficie da dita
célula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com a

dita pluralidade de compostos.
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O método ainda pode compreender:

(c) determinagao de se expressao sobre a superficie da dita
célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula é modula-
da com contato com a dita pluralidade de compostos.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe

I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma

célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

‘lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-

lula B.

' De acordo com um décimo primeiro aspecto da presente inven-
¢ao, é provido um método para indugdo de modulagao do nivel de expressao
em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC em um suijeito, ou
em pelo menos uma céiula da mesma, tecido ou orgao, onde o dito método
compreende administragdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

O método ainda pode compreender modulagdo do nivel de ex-
pressao em superficie de célula de pelo menos uma outra 'molécula de su-
perficie de célula em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma,
tecido ou 6rgdo, compreendendo administragdo de uma quantidade efetiva
de chaperonina 10. |

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC n&o-classica. A molécula Classe
Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

| A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B.

De acordo com um décimo terceiro aspecto da presente inven-
¢do, é provido um método para identificagdo de um composto que modula
uma resposta imune, onde o dito método compreende:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com um com-
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10

posto candidato na presen¢a de Cpn10; e

(b) determinacdo de se a migracdo da dita célula para um
nédulo linfatico ou a habilidade para ativar e/ou causar proliferagdo de celu-
las T € modulada com contato com o dito composto candidato.

A célula pode ser uma célula apresentando antigeno. A célula
apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo compreendendo um
macréfago, célula dendritica ou célula B. |

De acordo com um décimo quarto aspecto da p_fesente inven-
¢éo, é provido um método para selegao de uma pluralidade de compostos

para identificar um composto que modula uma resposta imune, onde o dito

- método compreende:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com a dita

pluralidade de compostos na presenca de Cpn10; e

_ (b) determinagdo de se a migracdo da dita célula para um
nddulo linfatico ou a habilidade para ativar e/ou causar proliferagao de célu-
las T é modulada com contato com a dita pluralidade de compostos.

A célula pode ser uma célula apresentando antigeno. A célula
apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo compreendendo um
macroéfago, célula dendritica ou célula B. B

De acordo com um décimo quinto aspecto da presente invengao,
é provido um método para modulagédo de fungdo de uma célula apresentan-
do antigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou 6rgao, onde '.
o dito método compreende administragdo de uma quantidade efetiva de
chaperonina 10.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendendo um macréfago, célula dendritica ou célula B.

A fungao pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao para um ndédulo linfatico ou ativagao de célula T.

Definicdes

No contexto deste relatdrio descritivo, o termo “compreendendo”

significa “incluindo principalmente, mas nao necessariamente unicamente”.

Além disso, variagdes da palavra “compreendendo”, tal como “compreende”,
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tém correspondentemente significados variados.

‘ Como aqui usados os termos “tratamento”, “tratando” e suas va-
riacoes, referem-se a quaisquer e todos os usos que remediam um estado
ou sintomas de doenga, previnem o estabeleciménto de doenga, ou de outro
modo previnem, impedem, retardam, ou revertem a progressdo de doenga
ou outros sintomas indesejaveis de qualquer outro modo.

Como aqui usado o termo “quantidade efetiva” inclui em seu sig-
nificado uma quantidade n&do-téxica mas suficiente de um agente ou com-

poéto para prover o desejado efeito terapéutico ou profilatico. A exata quan-

‘tidade requerida variara de sujeito para sujeito dependendo de fatores tais

como as espécies sendo tratadas, a idade e condigdo genérica do sujeito, a
severidade da condigdo sendo tratada, o particular agente sendo administra-
do e 0 modo de administragéo e assim por diante. Assim, nao é possivel es-
pécificar uma exata “quantidade efetiva”. Entretanto, para qualquer caso da-
do, uma apropriada “quantidade efetiva” pode ser determinada por aqueles
versados na técnica usando somente experimentacgao rotineira.

@) térm‘o “polipeptideo” significa um polimero constituido de ami-
noécidos ligados por ligacbes peptidicas. Os termos “polipeptl’deo” e “protei-
na” sdo usados intercambiavelmente , embora para os propdsitos da presen-
te invencao um “polipeptideo” pode constituir uma porgdo de uma proteina
de inteiro comprimento. |

O termo “polinucleotideo” como aqui usado refere-se a um poli-
mero de fita simples ou dupla de desoxirribonucleotideo, bases ribonucleoti-
deo ou analogos conhecidos ou nucleotideos naturais, ou suas misturas.

| Como aqui usados, os termos “modulagao”, “modula” e suas va-
riacbes referem-se a aumento ou diminuicéo de nivel de atividade, produgao,
secre¢ao ou funcionamento de uma molécula na presenga de uma particular
molécula moduladora ou agente da invengao comparado ao nivel de ativida-
de, producéo, secrecdo ou outro seu funcionamento na auséncia da molécu-
la ou agente modulador. Estes termos nao implicam quantificagdo do au-
mento ou diminuicao. A modulagéo pode ser de qualquer magnitude sufici-

ente para produzir o desejado resultado e pode ser direta ou indireta.



10

15

20

25

30

12

O termo “imunomodulador’ como aqui usado refere-se a um me-
diador molecular que desempenha um papel na ativagdo, manutengéo, ma-
turagao, inibicdo, supressido ou aumento de uma resposta imune. _

O termo “molécula de MHC” refere-se a qualquer molécula com-
plexada a, associada com ou formando uma parte de um principal complexo
de histocompatibilidade. Uma “molécula MHC” por isso pode incluir um anti-
geno leucécito humano (HLA) de qualquer descrigdo, por exemplo, incluindo
mas néo limitado a HLA-DR (classe Il MHC), moléculas classe | MHC, ou
moléculas MHC né&o-classicas tais como, por exemplo, CD1a, CD1b ou
CDiec. | | ‘

O termo “outra molécula de superficie de célula” refere-se a
qualquer molécula expressa sobre a superficie de uma célula, e pode ou nao
incluir uma molécula co-estimuladora. O termo “molécula co-estimuladora”
refere-se a qualquer molécula cépaz de contribuir para, direta ou indireta-
mente, a transdugao de sinalizacao envolvendo uma molécula MHC.

Breve Descricao dos Desenhos

A presente invengdo sera agora descrita, por meio de somente
exemplo ndo-limitante, com referéncia aos desenhos acompanhantes.

Figura 1 Cpn10 reduz significantemente expreSséo de
HLA-DR em DC

DCs humanas foram diferenciadas de mondcitos na presenca de
GM-CSF e IL-4 por 5 dias. Conversao de mondcitos em DC com LPS foi ve-
rificada por andlises citométricas de fluxo de expressdo em superficie de
célula de CD1a e CD14. DC CD1a* CD14 foram ainda analisadas para ex-
pressao em superficie de célula do marcador de maturacao HLA-DR. DC
derivadas de monécitos cultivadas foram usadas para avéliar a capacidade
de Cpn10 modular maturacdo de DC induzida por LPS. A expressao de
HLA-DR foi inalterada sobre DC madura incubada com Cpn10 (A). Entretan-
to, regulagdo ascendente induzida por LPS sobre expressdo de HLA-DR ’foi
significantemente reduzida por Cpn10 (A vs. B, p = 0,0408; A vs. C, p =
0,0324; A vs. D, p = 0,0161) (B). Representativo de 3 experimentos inde-

pendentes.
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Figura 2 Cpn10 diminui liberagao de TNF-a constitutivo por
DC

DC derivadas de mondcitos cultivadas foram usadas para avaliar
a capacidade de Cpn10 modular liberagao de TNF-o. constitutivo. DC foram
incubadas com uma faixa de concentragdo de Cpn10 por 20 horas. Acumu-
lacao de TNF-o em sobrenadantes de cultura foi medida através de ELISA.

‘Dados mostrados sao representativos de 4 experimentos independentes.

Figura 3 Cpn10 reduz produgdo de IFN-y em uma reacgdo

de leucécito — mista primaria (MLR) |

DC derivadas de monécitos cultivadas foram usadas para avaliar a
capacidade de Cpn10 modular ativa¢éo de célula T através de DC em uma
reagdo leucdcito - mista primaria (MLR). DCs foram co-cultivadas com célu-
las T CD* por 6 dias e produ¢do de IFN-y foi medida nos sobrenadantes de
cUItura através de ELISA. Acumulagéo de IFN-y foi significantemente reduzi-
da por Cpn10.- Dados sao representativos de 2 experimentos independehtes.

Figura 4 Cpn10 nao afeta proliferagao de célula T em uma reagao
de leucdcito — mista primaria (MLR)

DCs derivadas de monécitos cultivadas e células T °®* aloge-
néicas isoladas foram co-cultivadas na presenga ou auséncia de Cpn10 por
6 dias. Proliferagao foi medida usando um kit de ensaio de proliferacao de
células CyQUANT de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Representati-
vo de 2 experimentos independentes.

Melhor Modo de Realizacdo da Invencao

Usando uma proteina marcada com fluorocromo, os inventores
mostraram que Cpn10 interage fortemente com células apresentando anti-
geno, principalmente células dendriticas. Dados de experimentos in vitro,
nos quais tanto células dendriticas (DC) mieldides como plasmacitdides de
PBMC foram especificamente suprimidas antes de estimulagdo com uma
faixa de ligantes TLR, mostraram dinamicas apreciavelmente alteradas de
producgéo de citocina na presenca de Cpn10. Além disso, os inventores de-
monstraram que DCs derivadas de mondcitos maturadas junto com Cpn10

redistribuiram um reduzido nivel de HLA-DR e outras moléculas co-
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estimuladoras a partir de compartimentos intracelulares para a superficie de
célula. Esta modulagéé descendente de expressdo de molécula classe Il
MHC e reduzida capacidade de apresentagdo de antigeno podem contribuir
para os efeitos antiinflamatérios totais de Cpn10. A

Em particular, para avaliar o efeito de Cpn10 sobre maturagao |
de DC, os inventores usaram DC derivada de mondcito gie foi extensivamen-
te caracterizada no passado (J. EXp. Med. 1994; 179:1109; Blood 2002; 99:
993; PNAS 1996; 93; 2588; Int. Immunol. 2004; 16: 767). DCS derivadas de
mondcitos imaturas sao células CD14” HLA-DR* CD1a*. Com ativagdo com
LPS, elas regulam ascendentemente HLA-DR e expressam ligantes estimu-
ladores para células T sobre a superficie de célula. Aqui € mostrado que
Cpn10 modula a extensao de maturagao de DC in vitro.

Os inventores por isso mostraram que Cpn10 regula descenden-

temente expressao de HLA-DR induzida por LPS na superficie de célula.

Esta reduzida expressao de HLA-DR pode ser consequente para reduzida
producdo de IFN-y por DC maturando (descrito em J. Immunol. 1989;
143:3781). Por outro lado, regulagéo descendente de HLA-DR induzida por
Cpn10 pode refletir uma mudanga na eficiéncia do caminho endocitico para
transporte de moléculas classe || MHC carregadas com antigeno para a su-
perficie de célula. Entretanto, dados aqui apresentados proporcionam clara
evidéncia de que a prevengado de maturacdo de DC e uma reduzida capaci-
dade de apresentagao de antigeno de DC e células B s@o um provavel modo '.
de acao de Cpn10 no melhoramento de doenga autoimune.

Da mesma maneira, a presente invengao prové métodos para
modulagao de uma resposta imune em um sujeito ou em pelo menos uma
célula da mesma, tecido ou 6rgao, através de modulagéb de nivel de ex-
pressao em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC, onde os
ditos métodos compreendem administracdo de uma quantidade efetiva de
chaperonina 10. | |

Os métodos ainda podem compreender modulagdo de uma res-
posta imune em um sujeito ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido

ou 6rgao, através de modulacao de nivel de expressdao em superficie de cé-
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lula de pelo menos um outra molécula de superficie de célula, compreen-
dendo administracdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC ndo-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP, ou HLA-DQ.

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma

_célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

lecionada do grupo compreendendo um macroéfago, célula dendritica ou cé-

A chaperonina 10 pode ser uma chaperonina 10 derivada natu-
ralmenté, produzida recombinantemente ou produzida sinteticamente. A cha-
pe'ronina 10 pode ser de origem eucaridtica. A chaperonina 10 pode ser de
origem mamifera. A chaperonina 10 pode ser chaperonina 10 humana.

. | A chaperonina 10 pode compreender a sequéncia de polipepti-
deos como mostrada em SEQ ID N2 1, SEQ ID N 2 ou SEQ ID N 3.
A chaperonina 10 pode ser acetilada ou nao-acetilada.

A chaperonina 10 pode ser administrada na forma de um polinu-
cleotideo codificando chaperonina 10. O polinucleotideo codificando chape-
ronina 10 pode ser localizado em uma construgdo genética, ligada opera-
veimente a um promotor. O polinucleotideo pode compreender a sequéncia
como mostrada em SEQ ID N2: 4. |

A presente invengdo também prové métodos para tratamento ou
preveng¢ao de uma doenga ou condicao em um sujeito através de modulagao
de nivel de expressao em superficie de célula de pelo menos uma molécula
MHC, onde os ditos métodos compreendem administragao ao sujeito de uma
quantidade efetiva de chaperonina 10. '

Os métodos ainda podem compreender tratamento ou preven-
cao de uma doenga ou condicdo em um sujeito através de modulagao de
nivel de expfesséo em superficie de célula de pelo menos uma outra molé-
cula de superficie de célula, compreendendo administragéb de uma quanti-
dade efetiva de chaperonina 10. A molécula MHC pode ser uma molécula

Classe i MHC, uma molécula Classe || MHC, ou uma molécula MHC nao-
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classica. A molécula Classe Il MHC por ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR,
HLA-DP ou HLA-DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-

- lula B.

A doenga ou condi¢cao pode resultar de, ou de outro modo pode
estar associada com, infecgao do sujeito através de um patégeno viral ou
bacteriano. A doenga ou condigao pode ser cancer, um distdrbio autoimune,
inflamacao, aiergia, asma ou doénga infecciosa.

A chaperonina 10 pode ser uma chaperonina 10 derivada natu-
ralmente, produzida recombinantemente ou produzida sinteticamente. A

chaperonina 10 pode ser de origem eucariética. A chaperonina 10 pode ser

- de origem mamifera. A chaperonina 10 pode ser chaperonina 10 humana.

A chaperonina 10 pode compreender a seqiiéncia de polipepti-
deos como mostrada em SEQ ID N2 1, SEQ ID N 2 ou SEQ ID N2 3.
A chaperonina 10 pode ser acetilada ou ndo-acetilada.

A chaperonina 10 pode ser administrada na forma de um polinu-
cleotideo codificando chaperonina 10. O polinucleotideo codificando chape-
ronina 10 pode ser localizado em uma constru¢cao genética, ligada opera-
velmente a um promotor. O polinucleotideo pode compreender a sequéncia
como mostrada em SEQ ID N2: 4. A

A presente inveng¢do adicionalmente prové métodos para modu-
lagdo de nivel de expressdo em superficie de célula der pelo menos uma
molécula MHC em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma, te-
cido ou érgao, onde os ditos métodos compreendem admihistragéo_ de uma
quantidade efetiva de chaperonina 10. |

Os métodos ainda podem compreender modulagdo de nivel de
expressao em superficie de célula de pelo menos uma outra molécula ‘de
superficie de célula em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma,
tecido ou érgao, compreendendo administragdao de uma quantidade efetiva

de chaperonina 10.
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A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC n&o-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-

lula B.

A presente invencao ainda prové métodos para modulagao de

funcdo de uma célula apresentando antlgeno em um sujeito, ou em pelo

‘menos um seu tecido ou 6rgéo, onde os ditos métodos compreendem admi-

nistragdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

| A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendendo um macréfago, célula dendritica ou célula B.
, | A fungdo pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao para um nédulo linfatico, ativagcao de célula T ou proliferacdo de célula
T.

A p'res_ente invengcao além disso prové composicées quando u-
sadas para o tratamento ou prevengao de uma doenga ou cdndig:éo, onde as
ditas composi¢cdes compreendem chaperonina 10 junto com pelo menos um
carreador, diluente ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel, e onde a cha-
peronina 10 modula o nivel de expressao em superficie de célula de pelo
menos uma molécula MHC.

A chaperonina 10 pode ainda modular o nivel de expressao em
superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de cé-
lula.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC,. ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe
I MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macrofago, célula dendritica ou cé-
lula B.
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A presente invengdo também prové composicdes quando usa-
das para o tratamento ou prevencao de uma doenga ou condicao, onde as
ditas composigdes compreendem chaperonina 10 junto com pelo menos um
carreador, diluente ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel, e onde a cha-
peronina 10 modula a fungdo de uma célula apresentando antigeno em um
sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou érgao.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendendo um macroéfago, célula dendritica ou célula B.

A fungao pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao para umv nédulo linftico, ativacdo de célula T ou proliferagdo de célula
T.

A presente invencgao adicionalmente prové o uso de chaperonina
10 para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento ou prevengao
de uma doenca ou condi¢ao, onde a chaperonina 10 modula o nivel de ex-
pressao em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC.

A chaperonina 10 ainda pode modular o nivel de eXpresséo em
superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de cé-
lula. '

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe
Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B.

A presente invengao ainda prové o uso de chéperonina 10 para
a fabricacdo de um medicamento para o tratamento ou prevéngéo de uma
doenca ou condi¢ao, onde a chaperonina 10 modula a fun¢ao de uma célula
apresentando antigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido}ou
orgao.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo

compreendendo um macrofago, célula dendritica ou célula B.
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A fungdo pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢ao para um noédulo linfatico, ativagao de célula T ou proliferagao de célula
T.

A presente invengao além disso proVé métodos para modulagéo-
de producao, localizacdo dentro de uma célula e/ou expressao em superficie

de célula de um ou mais imunomoduladores em um suijeito, ou pelo menos

.uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, onde os ditos métodos compreen-

dem administragdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10, e onde a
chaperonina 10 modula o nivel de expresSéo em superficie de célula de pelo

“menos uma molécula MHC ou pelo menos uma outra molécula de superficie

de célula.

' A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma mo-
lécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula Classe
II MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.

A expressao em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do gfup_o compreendendo um macréfago, célula dendritica ou cé-
lula B. | ’

A presente invengdo também prové metodos para identificagao
de ufn composto que modula uma resposta imune, onde os ditos métodos
compreendem:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com um com-
posto candidato na presenca de Cpn10; e

(b) determinacéo de se expressao sobre a superficie da dita
célula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com o
dito composto candidato.

Os métodos ainda podem compreender:

(c) determinagédo de se expressao sobre a superficie da dita
célula de pélo menos uma outra molécula de superficie de célula é modula-
da com contato com o dito composto candidato.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma

molécula Classe || MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula
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Classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou

HLA-DQ.

'A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, célula dendritica ou
célula B.

A presente invencdo adicionalmente prové métodos para sele-
¢ao de uma pluralidade de compostos para identificar um composto que mo-
dula uma resposta imune, onde os ditos métodos compreendem:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com a dita

- pluralidade de compostos na presenga de Cpn10; e

(b) determinacao de se expressao sobre a superficie da dita

célula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com a

~ dita pluralidade de compostos.

Os métodos ainda podem compreender:

(c)  determinagado de se expressao sobre a supeﬁicie da dita
célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula é modula-
da com contato com a dita pluralidade de compostos.

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma
molécula Classe Il MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula
Classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou
HLA-DQ. |

A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma
célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-
lecionada do grupo compreendendo um macréfago, uma célula dendritica ou
célula B. |

A presente invencao ainda prové métodos para in‘dugéo de mo-
dulagao do nivel de expressao em superficie de célula de pelo menos uma
molécula MHC em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma, 'te-
cido ou 6rgao, onde os ditos métodos compreendem administracédo de uma
quantidade efetiva de chaperonina 10.

Os métodos ainda podem compreender modulagao do nivel de
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expressao em superficie de célula de pelo menos uma outra molécula de
superficie de célula em um sujeito, ou em pelo menos uma célula da mesma,
tecido ou 6rgao, compreendendo administracao de uma quantidade efetiva
de chaperonina 10. |

A molécula MHC pode ser uma molécula Classe | MHC, uma

molécula Classe || MHC, ou uma molécula MHC nao-classica. A molécula

Classe Il MHC pode ser HLA. O HLA pode ser HLA-DR, HLA-DP ou

HLA-DQ. ’
A expressdo em superficie de célula pode ser aquela de uma

“célula apresentando antigeno. A célula apresentando antigeno pode ser se-

lecionada do grupo compreendendo um macréfago, uma célula dendritica ou
célula B. |

A pfe‘senté invengdo além disso prové métodos para identifica-
géo de um composto que modula uma resposta imune, onde os ditos méto-
dos compreendem: | |

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com um co
mposto candidato na presencga de Cpn10; e

(b) determinagao de se a migracao da dita célula para um
nédulo linfatico ou a habilidade para ativar e/ou causar proliferagao de célu-
las T é modulada com contato com o dito composto candidato.

A célula pode ser uma célula apresentando antigeno. A célula
apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo compreendendo um
macroéfago, célula dendritica ou célula B.

. A presente invengdo também prové métodos para selegéb de
uma pluralidade de compostos para identificacdo de um composto que mo-
dula uma resposta imune, onde os ditos métodos compreendem:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com é dita
pluralidade de compostos na presenga de Cpn10; e

(b) determinacao de se a migracao da dita célula para um
nddulo linfatico ou a habilidade parta ativar e/ou causar proliferacao de célu-
las T é modulada com contato com a dita pluralidade de compostos.

A célula pode ser uma célula apresentando antigeno. A célula
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apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo compreendendo um
macrofago, célula dendritica ou célula B.

A presente inveng¢ao adicionalmente prové métodos para modu-
lagao de fungéo de uma célula apresentando antigeno em um sujeito, ou em
pelo menos um seu tecido ou érgao, onde os ditos métodos compreendem
administragao de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

A célula apresentando antigeno pode ser selecionada do grupo
compreendendo um macréfago, célula dendritica ou célula B.

A fungao pode ser selecionada do grupo compreendendo migra-
¢do para um'nédulo linfatico, at'ivagéo de célula T ou proliferagao de célula
T.

Aqueles versados na técnica apreciarao que de acordo com os

métodos da presente invengao Cpn10 pode ser administrada sozinha ou em

* conjungao com um ou mais agentes adicionais. Por exemplo, Cpn10 pode

ser administrada junto com um ou mais agonistas de TLR capazes de esti-
mularem um ou mais de TLR3, TLR4, TLR7 e TLR9. Adicionalmente, a pre-
sente invengdo contempla terapia de combinacgéo usando Cpn10 em conjun-.
¢ao com outras abordagens terapéuticas para o tratamento de doencas e
disturbios. Por exemplo, Cpn10 pode ser util no tratamento de doenc}a’s virais
que sao responsivas a terapia com interferons Tipo | tais como IFNB ou
IFNa. Ainda, na medida em que ativacao de TLR7 e TLR9 induzida por ago-
nista tenha sido previamente reportada para aperfeigcoar a resposta de tumo-
res para terapia de radiagdo, Cpn10 pode ser usada em conjungdo com te-
rapia de radiagdo para o tratamento de cancer.

Para tais terapias de combinagdo, cada componente da terapia
de combinagao pode ser administrado ao mesmo tempo, ou sequencialmen-
te em qualquer ordem, ou em momentos diferentes, de modo 'a prover o de-
sejado efeito. Alternativamente, os componentes podem ser formulados jun-
tos em uma unidade de dose simples como um produto combinagao. Quén-
do administrados separadamente, pode ser preferido que os componentes
sejam administrados através da mesma rota de administracao, embora nao

seja necessario que seja assim.
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Cpni0
De acordo com aspectos e realizagbes da presente invengéao,

um sujeito em necessidade de tratamento é administrado com uma quanti-
dade efetiva de Cpn10. Em particulares realizagées 0 sujeito a ser tratado é -
um ser humano, e da mesma maneira, o polipeptideo Cpn10 é o polipepti-
deo Cpni0 humano. Aqueles versados na técnica apreciarao que a preéisa

‘identidade do Cpn10 usado de acordo com a presente 'invengéo pode variar

dependendo de um numero de fatores, por exemplo, as espécies a serem

tratadas, de mbdo que a Cpn10 pode ser selecionada de modo a ser deriva-

“da das espécies a serem tratadas.

Cpn10 pode ser Cpn10 hativa, derivada naturalmente, recombi-
nante ou sintética. Métodos descritos em Morton et al., 2000 (Immunol Cell
Biol 78:603-607), Ryah et al., 1995 (J Biol Chem 270:22037-22043) e Johna-
sbn et al., 2005 (J Biol Chem 280:4037-4047) sdo exemplos de métodos de
produgédo abropriados para proteina Cpn10 recombinante e sintética.enq'uan-
to métodos descritos em Somodevilla — Torres et al., 2003 (Protein Expres-
sion and Purification 32:276-287), Ryan et al., 1995 (J Biol Chem 270:22037-

| 22043) e Zhang et al., 2000 (J Neurol Sci 182:5-15) sdo exemplos de apro-

priados métodos de produgao para proteina Cpn10 nativa e derivada natu-
ralmente embora aqueles versados enderecados apreciarao que a presente
invencéo ndo é limitada pelo método de purificagdo ou produgdo usado e
qualquer outro método pode ser usado para produzir Cpn10 para uso de
acordo com os métodos e composi¢des da presente invengao.

Polipeptideos Cpn10 e fragmentos de polipeptideos para uso de
acordo com a presente invengdo podem ser obtidos usando técnicas pa-
drdes de acido nucléico recombinante ou podem ser sintetizados, por exem-
plo, usando convencionais técnicas de sintese de fase liquida ou sdlida.
Peptideos Cpn10 podem ser produzidos através de digestao de um polipep-
tideo com uma ou mais proteinases como endoLys-C, endoArg-C, endoGilu-
C e staphylococcus V8-protease. Os fragmentos de peptideo digeridos po-
dem ser purificados através Ide, por exemplo, técnicas cromatograficas liqui-

das de alta performance (HPLC).
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Modalidades da invengdao também contemplam a administragéo
de um polinucleotideo codificando Cpn10. Em tais situacdes o polinucleoti-
deo é tipicamente operavelmente ligado a um promotor de modo que a a-
propriada sequéncia de polipeptideo é produzida seguindo administragao do
polinucleotideo ao sujeito. O polinucleotideo pode ser administrado a suijei-
tos em um vetor. O vetor pode ser um vetor plasmideo, um vetor viral, ou
qualquer outro veiculo apropriado adaptado para a insergao de sequéncias
estranhas, sua introdugdo em células eucaridticas e a expre_sséo das se-
qliéncias introduzidas. Tipicamente o vetor € um vetor de expresséo eucario-

tico e pode incluir sequéncias de controle de expressao e processamento

- como um promotor, um aperfeigoador, sitios de ligagcdo de ribossoma, sinais

de poliadenilagcao e seqliéncias de término de transcricdo. A construgao de

. &cido nucléico a ser administrada pode compreender ADN nu ou pode estar

- na forma de uma composic¢ao, junto com um ou mais carreadores farmaceu-

ticamente aceitaveis.

O polipeptideo Cpn10 pode ter a seqiéncia de aminoacidos co-
mo mostrado em SEQ ID N2 1. A seqliéncia de nucleotideos do polinucleo-
tideo codificando Cpn10 pode ser como mostrado em SEQ ID N% 4 ou mos-
trar suficiente identidade de seqliéncia a mesma para hibridizar par'a a se-
quéncia de SEQ ID N2 4. Em realizagGes alternativas, a sequéncia de nu-
cleotideos do polinucleotideo pode compartilhar pelo menos 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade |
com a sequliéncia mostrada em SEQ ID N2 4.

Dentro do escopo dos termos “polipeptideo” e “polinucleotideo”
como'aqui usados estdo seus fragmentos e variantes. Somente por exem-
plo, fragmentos de peptideos de Cpn10 como descrito em WO 95/15338 (is-
to é, “Chaperonin 10” PCT application N¢ PCT/AU94/00740) podem ser usa-
dos de acordo com aspectos e realizagdes da presente invengao.

' O termo “fragmento” refere-se a um acido nucléico ou sequéncia
de polipeptideo que codifica um constituinte ou € um constituinte de proteina
Cpn10 de inteiro comprimento. Em termos do polipeptideo o fragmento pos-
sui atividade biolégica qualitativa em comum com a proteina de inteiro com-



15

20

25

30

25

primento. Um fragmento biologicamente ativo de Cpn10 usado de acordo
com a presente invengao tipicamente pode possuir pelo menos cerca de
50% da atividade imunomoduladora da correspondente proteina de inteiro
comprimento, mais tipicamente pelo menos cerca de 60% de tal atividade, -
mais tipicamente pelo menos cerca de 70% de tal atividade, mais tipicamen-

te pelo menos cerca de 80% tal atividade, mais tipicamente pelo menos cer-

ca de 90% de tal atividade, e mais tipicamente pelo menos cerca de 95% de

tal atividade. _
O termo “variante” como aqui usado refere-se a moléculas subs-

‘tancialmente similares. Genericamente, variantes de sequéncia de acido nu-

cléico codificam polipeptideos que possuem atividade biolégica qualitativa
em comum. Genericamente, variantes de seqiiéncia de polipeptideo também
possuem atividade bidlégica qualitativa em comum. Ainda, estas variantes
dé seqliéncia de polipeptideo podem compartithar pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%,'70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de
identidade de sequéncia.

Ainda,_um polipeptideo variante pode incluir analogos, onde o
termo “analogo” significa um polipeptideo que é um derivado de uma Cpn10,
cujo derivado compreende adi¢do, supressao, substituicao de um ou mais
aminoéacidos, de modo que o polipeptideo retenha substancialmente a mes-
ma fungdo como Cpn10 nativa. E bem-cbnhecido na técnica que alguns a-
minoacidos podem ser trocavdos dentro de um polipeptideo sem alteragao de
atividade do polipeptideo (substituicbes conservativas). O termo “substitui-
¢ao conservativa de aminoacido” refere-se a uma substituicdo de um amino-
acido por outro aminoacido com similares propriedades dentro de uma ca-
deia de polipeptideo (seqiiéncia primaria de uma proteina). Por exemplo, a
substituicao do aminodcido carregado acido glutamico (Glu) por aminoacido
similarmente carregado acido aspartico (Asp) pode ser uma substituicao
conservativa'de aminodcido. Adicdes de aminoacidos podem resultar da fu-
sao de um polipeptideo Cpn10 ou seu fragmento com um segundo polipepti-
deo ou peptideo, tal como um marcador polihistidina, fusdo de proteina de

ligagdo de maltose, fuséo de glutationa S transferase, fuséo de proteina fluo-
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rescente verde, ou a adicao de um marcador epitopo tal como FLAG ou c-
myc. Por exemplo, o polipeptideo Cpm10 humano tipo selvagem pode com-
preender uma adicional metade tripeptideo GSM no terminus-N (SEQ ID N -
2, vide por exemplo, WO 95/15338, a descrigdo da qual € aqui incorporada
por referéncia) ou um adicional residuo alanina (A) no terminus-N (SEQ ID
N2: 3; WO 2004/041300 (isto é, “Chaperonin 10 immunosuppression” PCT
application N2 PCT/AU2003/00146.7)), a descricao do qual é aqui incorpora-
da por referéncia) ou um adicional residuo glicina (G) no terminus-N (SEQID
Ne: 5; PCT/AU2006/001278 (“Modified Chaperonin 10” PCT application)), a

descricdo do qual é aqui incorporada por referéncia. A presente invengdo

- também contempla o uso de polinucleotideos codificando tais formas modifi-

cadas de Cpn10.

Variantes de Cpn10 podem ser geradas através de mutagénese
de uma proteina Cpn10 ou mutagénese de um acido nucléico codificante, tal
como através de mutagénese randémica ou mutagénese direcionada de sitio
usando métodos bem-conhecidos por aqueles versados na técnica. Tais mé-
todos podem ser encontrados, por exemplo, em Current Protocols In Molecu-
lar Biology (Chapter 9), Ausubel et al., 1994, John Wiley & Sons, Inc., Nova
lorque, a descrigao da qual € aqui incorporada por referéncia. Variantes e
analogos também abrangem polipeptideos complexados com outras meta-
des quimicas, proteinas de fusdo ou de outro modo modificadas pds-
transicionalmente. Exemplos de apropriadas modificagbes sao descritos no
pedido de patente co-pendente N2 PCT/AU2005/000041, a descrigao da qual
é aqui incorporada por referéncia.

Ainda, o polipeptideo Cpn10 ou seu fragmento pode possuir ou-
tras modificagbes pos-traducionais, incluindo modificagéeé de cadeia lateral
como, por exemplo, acetilagao, amidinagao, carbamoilagéo, aliquilag:éo redu-
tora e outras modificagbes como sao conhecidas por aqueles versados na
técnica. |

Composicoes e Rotas de Administracdo

Em geral, composicdes apropriadas para uso de acordo com 0s

métodos da presente invencao podem ser preparadas de acordo com méto-
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dos e procedimentos que sdo conhecidos por aqueles versados na técnica e
da mesma maneira podem incluir um carreador, diluente e/ou adjuvante far-
maceuticamente aceitavel.

Composi¢cdes podem ser administradas através de rotas pa-
drbes. Em geral, as composi¢cdes podem ser administradas através da rota

parenteral (por exemplo, intravenosa, intraespinhal, subcutanea ou intra-

~muscular), oral ou tépica. Administracdao pode ser sistémica, regional ou lo-

cal. A particular rota de administragdo a ser usada em qualquer dada cir-
cunstancia dependerd de um numero de fatores, incluindo a natureza da

“condigdo a ser tratada, a severidade e extensdo da condigdo, a dosagem

requerida do particular composto a ser liberado e os potenciais efeitos cola-
terais do composto.

Em geral, 'composigées apropriadas podem ser preparadas de
aCordo com métodos que s@o conhecidos por aqueles versados na técnica e
podem incluir um diluente, adjuvante e/ou excipiente farmaceuticamente a-
ceitavel. Os diluentes, adjuvantes e excipientes tém de ser “aceitaveis” em
termos de serem compativeis com os outros ingredientes da composigéo, e
nao prejudiciais para seu receptOr. |

Exemplos de carreadores ou diluentes farmaceuticamente acei-
taveis sdo agua desmineralizada ou destilada; solugao salina; éleos de base
vegetal como 6leo de amendoim, dleo de agafrao, 6leo de oliva, 6leo de se-
mente de algodao, dleo de rhilho, Oleos de sésamo como 6leo de amendoim,
6leo de agafrao, 6leo de oliva, éleo de semente de algodao, 6leo de milho,
oleo de sésamo, 6leo arachis ou 6leo de coco; 6leos de silicone, incluindo
polissiloxanos, como metil polissiloxano, fenil polissiloxano, e metil fenil po-
lissiloxano; silicones volateis; 6leos minerais como parafina liquida, parafina
mole ou esqualano; derivados de celulose como metil celulose, etil celulose,
carbdxi metil celulose, sodio carbdxi metil celulose ou hidrdxi propil metil ce-
lulose; alcandis inferiores, por exemplo, etanol ou isopropanol; aralcandis
inferiores; polialquileno glicois inferiores ou alquileno glicéis inferiores, por
exemplo, polietileno glicol, polipropileno glicol, etileno glicol, propileno glicol,

1,3-butileno giicol ou glicerina; ésteres de acido graxo como palmitato de
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isopropila, miristato de isopropila ou oleato de etila; polivinil pirridona; agar;
carrageenan; goma tragacanto ou goma acacia, e geléia de petréleo. Tipi-
camente, o carreador ou carreadores formardo de 10% a 99,9% em peso
das composigdes. _

As composigbes da invengao podem estar em uma forma apro-
priada para administragdo através de inje¢cao, na forma de uma formulagao
apropriada para ingestio oral (como capsulas, comprimidos, caplets, elixires,
por. exemplo), na forma de uma pomada, creme ou lo¢do apropriada para
administracao tépica, em uma forma apropriada para liberagdo como uma
gota ocular, ém uma forma de aerossol apropriada para administracao atra-
vés de inalagao, tal como inalagdo intranasal ou inalagao oral, em uma forma
apropriada para administracdo parenteral, ou seja, injecao subcuténea, in-
tramuscular ou intravenosa.

| Para administragdo como uma solugao ou suspens&o injetavel,
diluentes ou carreadores parenteralmente aceitaveis nao-téxicos podem in-
cluir, solugao de Ringer, solu¢ao salina isotdnica, solugao salina tamponada
com fosfato, etanol e 1,2-propileno glicol. Alguns exemplos de apropriados
carreadores, diluentes, excipientes e adjuvantes para uso oral incluem 6leo
de amendoim, parafina liquida, sodio carboxi metil celulose, metil Celulose,
alginato de sédio, goma acacia, goma tragacanto, dextrose, sacarose, sorbi-
tol, manitol, gelatina e lecitina. Em adi¢cdo estas formula¢tes orais podem
conter apropriados aromatizantes e agentes corantes. Quando usada em '
forma de capsula, as capsulas podem ser revestidas com compostos tais
como monoestearato de glicerila ou diestearato de glicerila que retarda de-
sintegracgao.

Adjuvantes tipicamente incluem emolientes, émulsificantes, a-

gentes espessantes, conservantes, bactericidas e agentes tamponantes.

Formas sdlidas para administragao oral podem conter ligantes
aceitaveis em pratica farmacéutica humana e veterinaria, adogantes, agén-
tes desintegrantes, diluentes, aromatizantes, agentes de revestimento, con-
servantes, lubrificantes e/ou agentes de retardo de tempo. Apropriados ligan-

tes incluem goma acacia, gelatina, amido de milho, goma tragacanto, algina-
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to de sodio, carbdxi metil celulose, ou polietileno glicol. Apropriados adocgan-
tes incluem sacarose, lactose, glucose, aspartame ou sacarina. Apropriados
agnetes desintegrantes incluem amido de milho, metil celulose, polivinil pirro-
lidona, goma guar, goma xantana, bentonita, acido alginico ou égar. Apropri-
ados diluentes incluem lactose, sorbitol, manitol, dextrose, caolin, celulose,

carbonato de calcio, silicato de calcio ou fosfato de dicalcio. Apropriados a-

.gentes aromatizantes incluem éleo de hortela, éleo de gaultéria, aroma de

cereja, laranja ou framboesa. _

Apropriados agentes de reveStimento incluem polimeros ou co-
polimeros de acido acrilico e/ou acido metacrilico e/ou seus ésteres, ceras,
élcooi'svgraxos, zeina, shellac ou gluten. Apropriados conservantes incluem
benzoato de sédio, vitamina E, alfa tocoferol, acido ascdrbico, metil parabe-
no, propil parabeno ou bissulfito de sddio. Apropriados lubrificantes incluem
eétearato de magnésio, acido estearico, oleato de sodio, cloreto de sddio ou
talco. Apropriados agentes de retardo de tempo incluem monoestearato de
glicerila, ou diestearato de glicerila.

Formas liquidas para administragao oral podem conter, em adi-
¢ao aos agentes acima, um carreador liquido. Apropriados carreadores liqui-
dos incluem agua, 6leos tais como 6leo de oliva, dleo de amendoim, éleo de
sésamo, 6leo de girassol, éleo arachis, 6leo de coco, parafina liquida, etileno
glicol, propileno glicol, polietileno glicol, etanol, propanol, isopropanovl, glice-
rol, alcoois graxos, triglicerideos, ou suas misturas.

Suspensdes para administracao oral ainda pode compreender
agentes dispersantes e/ou agentes de suspensdo. Apropriados agentes de
suspénséo incluem sédio carbdxi metil celulose, metil celulose, hidréxi propil
metil celulose, polivinil pirrolidona, alginato de sédio ou alcool acetilico.
Apropriados agentes dispersantes incluem lecitina, polioxietileno ésteres de
acidos graxos como acido estearico, mono- ou dioleato, estearato ou laurato
de polioxietileno sorbitol, mono- ou dioleato, estearato ou laurato de polioxie-
tileno sorbitano e similares. |

As emulsdes para administracdo oral ainda podem compreender

um ou mais agentes emulsificantes. Apropriados agentes emulsificantes in-
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cluem agentes dispersantes como exemplificado acima ou gomas naturais
COmo goma guar, goma acéacia ou goma tragacanto. _

Métodos para prepara¢ao de composi¢cdes administraveis paren-
teralmente s&o visiveis para aqueles versados na técnica, e sao descritos
em mais detalhes em, por exemplo, Remington’s Pharmaceutical Science,
15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., aqui incorporado por refe-
réncia. '

As formulagdes tdpicas da presente invengao compreendem um
ingrediente ativo junto com um ou mais carreadores aceitaveis, e opcional-

mente outros ingredientes terapéuticos. Formulagées apropriadas para ad-

- ministragdo tdpica incluem preparagdes liquidas ou semiliquidas apropriadas

para penetragao através de pele para o sitio onde o tratamento é requerido,

tais como linimentos, logées, cremes, pomadas ou pastas, e gotas apropria-

- das para administragao ao olho, ouvido ou nariz.

Gotas de acordo com a presente invencao podem compreender
solugdes ou suspensdes aquosas ou oleosas. Estas podem ser preparadas
através de diséolugéo de ingrediente ativo em uma solugdo aquosa de um
agente bactericida e/ou fungicida e/ou qualquer outro apropriado conservan-
te, e opcionalmente incluindo um agente tensoativo. A resultante solugao
entdo pode ser clareada por filtracao, transferida para um apropriado recipi-
ente e esterilizada. Esterilizagdo pode ser obtida através de: autoclavagem
ou manuteng¢édo a 90-100°C por meia hora, ou através de filtragdo, seguida
por transferéncia para um recipiente através de uma técnica asseéptica.
Exemplos de agentes bactericidas e fungicidas apropriados para inclusao
nas gotas sdo nitrato ou acetato de fenil mercurico (0,002%), cloreto de ben-
zalconio (0,01%) e acetato de clorhexidina (0,01%). Apropriados solventes
para a preparacdo de uma solugao oleosa incluem glicerol, alcool diluido e
propileno glicol. .

| Logbes de acordo com a presente invengéo incluem aquelas a-
propriadas para aplicagao a pele ou olho. Uma logao ocular pode compreen-
der uma solugdo aquosa estéril opcionalmente contendo um bactericida e

pode ser preparada através de métodos similares aqueles descritos acima
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em relagdo a preparagao de gotas. Lo¢des ou linimentos para aplicagao a
pele também podem incluir um agente para acelerar secagem e para resfriar
a pele, tal como um alcool ou acetona, e/ou um umectante tal como glicerol,
ou dleo como dleo de mamona ou dleo arachis. |

Cremes, pomadas ou pastas de acordo com a presente inven-

¢ao sao formulagbes semi-solidas do ingrediente ativo para aplicac@o exter-

_na. Elas podem ser fabricadas através de mistura de ingrediente ativo em

forma pulverizada ou finamente dividida, sozinho ou em solugdo ou suspen-

sao em um fluido aquoso ou ndo-aquoso, com uma base graxa ou nao-

graxa. A base pode compreender hidrocarbonetos tais como parafina dura,

mole ou liquida, glicerol, cera de abelha, um sabdo metalico; uma mucila-
gém; um Oleo de origem natural como 6leo de améndoa, milho, arachis,
mamona ou oliva; gordura de 1a ou seus derivados, ou um &cido graxo tal
cbmo acido estearico ou oléico junto com um alcool tal como propileno glicol
ou macrogols. |

A composicao pode incorporar qualquer tensoativo apropriado
tal como um tensoativo aniénico, catidnico ou ndo-iénico tal como sorbitano
ésteres ou seus derivados polioxietileno. Agentes de suspensao tais como
gomas naturais, derivados de celulose ou materiais inorganicos como silicas
siIicoSas, e outros ingredientes como lanolina, também podem ser incluidos.

As composicdes também podem ser administradas na fdrma de
lipossomas. Lipossomas sao genericamente derivadas de fosfolipideos ou
outras substancias lipideos, e sdo formadas por cristais liquidos hidratados
mono- ou multilamelares que sao dispersos em um meio aquoso. Qualquer
Iipidéo metabolizével e fisiologicamente aceitavel, nao-téxico, capaz de for-
mar lipossomas pode ser usado. As composicdes em forma de lipossoma
podem conter estabilizantes, conservantes, excipientes e similares. Os lipi-
deos preferidos sdo os fosfolipideos e as fosfatidil colinas (lecitinas), ambas
naturais e sintéticas. Métodos para formagao de lipossomas sdo conhecidos
na técnica, e em relagao a isto € feita especifica referéncié a: Prescott, Ed.,
Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y.

(1976), p. 33 et seq., o conteudo do qual € aqui incorporado por referéncia.
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As composi¢cdes podem ser conjugadas a um arranjo de deriva-
dos de polietileno glicol (PEG). A adicao de PEG a proteinas (PEGilagéo) é
um método bem estabelecido para diminuicdo de taxas de depuragao de
proteinas em plasma, pelo que aumentando sua eficiéncia (Nucci et al.,
1991, Adv. Drug Del. Vide. 6:133). Adicionais efeitos benéficos de PEGilagéo
podemincluir maior estabilidade de proteinas, diminuida imunogenicidade, |
aperfeicoada solubilidade e diminui’da susceptibilidade a protetlise (Sheffield
W. 2001, Curr Drug Targets Cardiovasc Haematol Disord. 1:1-22). Moléculas
de PERG contém a estrutura de repeti¢éo basica de -(OCH3CH,),-OH e sao
classificadas‘em grupos de acordo com seu peso molecular. Derivados de

PEG sdo conjugados a proteinas para aumentar seu raio hidrodinamico e

~em geral, seu aumento em meia-vida esta diretamente relacionado ao tama--

nho da cadeia PEG ligada (Sheffield W. 2001, Curr Drug Targets Cardiovasc

- Haematol Disord. 1:1-22).

As composi¢coes também podem ser administradas na forma de
microparticulas. Microparticulas biodegradaveis formadas de | polilactideo
(PLA), polilactideo-co-glicolideo (PLGA), e epsilon-caprolactona (-capro-
lactona) tém sido extensivamente usadas como carreadores de farmacos
para aumento de meia-vida em plasma e pelo que prolongando eficacia (R.
Kumar, M., 2000, J Pharm Pharmaceut Sci. 3(2) 234-258). Microparticulas
foram formuladas para a liberagdo de uma faixa de candidatos farmacos in-
cluindo vacinas, antibiéticos, € ADN. Além disso, estas formulacdes 'foram '
desenvolvidas para varias rotas de liberagao incluindo injecdo subcutanea
parenteral, injecao intravenosa e inalagao.

As composi¢des podem incorporar uma matriz de liberagdo con-
trolada que é composta por acetato isobutirato de sacarosé (SAIB) e solven-
te organico ou mistura de solventes organicos. Aditivos polfmeros podem ser
adicionados ao veiculo como um modificador de liberagdo para ainda au-
mentar a viscosidade e diminuir a taxa de liberagao. SAIB um aditivo de ali-
mento bem-conhecido. Ele é um derivado de sacarose inteiramente esterifi-
cada, muito hidrofébico, em uma razdao nominal de seis grupos isobutirato

para dois acetato. Como um éster misto, SAIB n&o cristaliza mas existe co-
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mo um liquido viscoso claro. Mistura de SAIB com um solvente organico
farmaceuticamente aceitavel como etanol ou alcool benzilico diminui a vis-
cosidade da mistura suficientemente para permitir injecdo. Um ingrediente
farmacéutico ativo pode ser adicionado ao veiculo de liberacao SAIB para -
formar uma solucdo de SAIB ou formulagdes em suspensao. Quando a for-

mulagdo é injetada subcutaneamente, o solvente difunde a partir da matriz

_permitindo o farmaco SAIB ou misturas de polimero de SAIB-farmaco esta-

belegca como um depésito formando in situ.

Para os propodsitos da presente invengdo moléculas e agentes

‘podem ser administrados a sujeitos como composi¢cdes tanto terapeutica-

mente como preventivamente. Em uma aplicacdo terapéutica, composicoes
sdo administradas a um paciente ja sofrendo de uma doenga, em uma quan-
tidade suficienté para curar ou pelo menos impedir parcialmente a doenca e
s_Uas complicagdes.

VA composicao deve prover uma quantidade da molécula ou
agente suficiente para tratar efetivamente o paciente.

@) nAl've‘I de dose terapeuticamente efetiva para qualquer paciente
particular dependera de um'a variedade de fatores incluindo: o disturbio sen-
do tratado e a severidade do disturbio; atividade da molécula ou agente em-
pregado; a composi¢ao empregada; a idade, peso de corpo, saude geral,
sexo e dieta do paciente; o tempo de administra¢ao; a rota de administragao;
a taxa de sequestro da molécula ou agente; a duragao do tratamento; farma-
cos usados em combinagdo ou coincidentes com o tratamento, junto com
outros fatores relacionados bem-conhecidos em medicina.

Aqueles versados na técnica podem ser capazes, através de
experimentacao rotineira, de determinar uma quantidade nao-toxica, efetiva,
de agente ou composto que pode ser requerida para tratar doengas aplica-
veis. ‘ .

Genericamente, uma dosagem efetiva é esperada estar na faixa
de cerca de 0,0001 mg a cerca de 1000 mg por kg de peso de corpo por 24
horas; tipicamente, cerca de 0,001 mg a cerca de 750 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 0,01 mg a cerca de 500 mg por kg de peso de
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corpo por 24 horas; cerca de 0,1 mg a cerca de 500 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 0,1 mg a cerca de 250 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 1,0 mg a cerca de 250 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas. Mais tipicamente, uma faixa de dose efetiva € esperada
estar na faixa de cerca de 1,0 mg a cerca de 200 mg por kg de peso de cor-
po por 24 horas; cerca de 1,0 mg a cerca de de 100 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 1,0.hg a cerca de 50 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 1,0 mg a cerca de 25 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 5,0 mg a cerca de 50 mg por kg de peso de
corpo por 24 horas; cerca de 5,0 mg a cerca de 20 mg por kg de peso de

- corpo por 24 horas; cerca de 5,0 mg a cerca de 15 mg por kg de peso de

corpo por 24 horas.

Alternativamente, uma dosagem efetiva pode ser até cerca de

- 500 mg/mz. Genericamente, uma dosagem efetiva é esperada estar na faixa

de cerca de 25 a cerca de 500 mg/m?, preferivelmente cerca de 25 a cerca .
de 350 mg/m?, mais preferivelmente cerca de 25 a cerca de 300Amg/m2, ain-
da mais preferivelmente cerca de 25 a cerca de 250 mg/m?, mesmo mais
preferivelmente cerca de 50 a cerca de 250 mg/m?, e ainda mesmo mais
preferivelmente cerca de 75 a cerca de 150 mg/m?. |

Tipicamente, em aplicagdes terapéuticas, o tratamento pode ser
pela duragdo do estado de doenga.

Ainda, sera visivel para aqueles versados na técnica que a
quantidade e espagcamento otimizado de dosagens individuais serao deter-
minados através da natureza e extenséao do‘estado de doenga sendo trata-
do, a forma, rota e sitio de administracao, e a natureza do particular ser indi-
vidual tratado. Também, tais condicdes 6timas podem sef determinadas a-
través de técnicas convencionais.

Também sera visivel para aqueles versados na técnica que o
curso otimizado de tratamento, tal como, o numero}de doses da composigéo
dada por dia para um definido numero de dias pode ser determinado por a-
queles versados na técnica usando convencional curso de testes de deter-

minagao de tratamento.
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Agonistas e antagonistas de Cpn10

A presente invengdo também contempla 0 uso de agonistas e
antagonistas de Cpn10 e métodos de sellegéo e producao de tais agonistas e
antagonistas. |

Agonistas e antagonistas de Cpn10 podem ser especificamente
desenhados ou selecionados de acordo com o seu efeito sobre TLR3, TL-R4,

' TLR7 e/ou TLR9 sinalizando e secre¢ao de imunomodulador.

Anticorpos podem atuar como agonistas ou antagonistas de

Cpn10, ou seus fragmentos ou analogos. Preferivelmente apropriados anti-

“corpos sdo preparados a partir de regides ou fragmentos discretos do poli-

peptideo Cpn10, em particular aqueles envolvidos em atribuir atividade pro-
tease e/ou ligagao de parceiro ou substrato. Um polipeptideo Cpn10 antigé-
nico contem pelo menos cerca de 5, e preferivelmente pelo menos cerca de
1_0 aminoacidos. ‘ ‘

Métodos para geragao de aprdpriados anticorpos serao facil-

mente apreciados por aqueles versados na técnica. Por exemplo, um anti-

corpo monoclonal anti-Cpn10, tipicamente contendo por¢cdes Fab, pode ser

preparado usando a tecnologia de hibridoma descrita em Antibodies-A Labo-
ratory Manual, Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.
(1988).

Em esséncia, na preparagao de anticorpos monoclonais direcio-
nados para Cpn10, ou seu f}ragmento ou analogo, qualquer técnica que pro-
porcione a producédo de moléculas de anticorpos através de linhas de células
continuas em cultura pode ser usada. Estas incluem a técnica de hibridoma
originalmente desenvolvida por Kohler et al., 1975, Nature, 256:495-497,
assim como a técnica de trioma, a técnica de hibridoma de célula-B humana
(Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72), e a técnica de hibridoma-
EBV para produzir anticorpos monoclonais humanos (Cole et al., in Mono-
clonal Antibodies and Cancer Therapy, pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc., (1985)).
Linhas de células produzindo anticorpos, imortais, podem ser criadas através
de técnicas outras que nao fusao, tal como transformacéo direta de linfécitos

B com ADN oncogénico, ou transfecgao com virus Epstein-Barr. Vide, por
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exemplo, M. Schreier et al., “Hibridoma Techniques” (1980); Hammerling et
al., “Monoclonal Antibodies and T-cell Hybridomas” (1981); Kennett et al.,
“Monoclonal Antibodies” (1980). _

Em suma, um meio de produgao de um hibridoma do qual o an-
ticorpo monoclonal é produzido, um mieloma ou outra linha de célula de au-
toperpetuacao é fundida com linfécitos obtidos do bago de um mamifero hi-
perimunizado com uma sua porgéo de ligacdo de fator de reconhecimento
ou fator de reconhecimento, ou uma sua porgéo de ligagdo de ADN especifi-
co de origem. Hibridomas produzindo um anticorpo monoclonal util na prati-
ca desta invéngéo sdo identificados por sua habilidade para reagao imune
com o presente fator de reconhecimento e sua habilidade para inibir especi-
ficada atividade transcricional em células alvos.

Um anticorpo monoclonal util na pratica da presente invencao

- pode ser produzido através de iniciagdo de uma cultura de hibridoma mono-

clonal compreendendo um meio nutriente contendo um hibridoma que secre-
ta moléculas de anticorpos da apropriada especificidade de antfgeno. A cul-
tura é mantida sob condicdes e por um tempo suficientes para o hibridoma
secretar as moléculas de anticorpo no meio. O meio contendo anticorpo é
entao coletado. As moléculas de anticorpo entdao podem ser isoladas através
de técnicas bem-conhecidas.

Similarmente, existem varios procedimentos conhecidos na téc-
nica que podem ser usados para a produgéo de anti'corpos policlonais. Para
a produgao de anticorpo policlonal anti-Cpn10, varios animais hospedeiros
podem ser imunizados através de inje¢do com Cpn10, ou um seu fragmento
ou andlogo, incluindo mas nao limitado a coelhos, galinhas, camundongos,
ratos, ovelha, cabras, etc. Ainda, o polipeptideo Cpn10 ou .seu fragmento ou
analogo pode ser conjugado a um carreador imunogénico, por exemplo, al-
bumina de soro bovino (BSA) ou hemocianina de limpeta fechadura (KLH).
Também, varios adjuvantes podem ser usados para aumentar a resposta
imunoldgica, incluindo mas nao limitado a Freund’s (completo e incompleto),
géis minerais como hidroxido de aluminio, substancias tensoativas como

lisolecitina, polidis piurdnicos, polidnions, peptideos, emulsdes de éleos, he-
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mocianinas de limpeta fechadura, dinitrofenol, e adjuvantes humanos poten-
cialmente uteis como BCG (bacilo Calmette-Guerin) e Corynebacterium par-
vum.

Selecao para o anticorpo desejado também pode ser realizada
através de uma variedade de-técnicas conhecidas. Ensaios para ligagao i-

munoespecifica de anticorpos podem incluir, mas nao sdo limitados a, en-

_saios radio — imunes, ELISASs (ensaio imunossorvente ligado a enzima),

ensaios imunes de sanduiche, ensaios imunorradiométricos, rea¢des de pre-

cipitacdo de difusdo em gel, ensaios de imuno difusdo, ensaios imuno in situ,

‘Western blots, reagbes de precipitagdo, ensaios de aglutinagdo, ensaios de

fixacdo de complemento, ensaios de imunofluorescéncia, ensaios de protei-
na A, e ensaios de imunoeletroforese, e similares (vide, por exemplo, Au-
subel et al., eds., 1994, Current protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John
\_Niley & Sons, Inc., New York). Ligacao de anticorpo pode ser detectada em
virtude de le marcador detectavel sobre o anticorpo primario. Alternativa-
mente, o anticorpo pode ser detectado em virtude de sua ligagdo com um
anticorpo secuhdério ou reagente que é apropriadamente marcado. Uma
variedade de métodos sao ‘conhecidos na técnica para detécgéo de ligacao
em um ensaio imuno e estao dentro do escopo da presente invencgao.

O anticorpo (ou seu fragmento) elevado contra Cpn10 ou um seu
fragmento ou analogo tem afinidade de ligagao para Cpn10. Preferive'lmente,
o0 anticorpo (ou seu fragmento) tem afinidade de ligagdo ou avidez maior que
cerca de 10° M”', mais preferivelmente maior que cerca de 10° M, mais pre-
ferivelmente ainda maior que cerca de 10’ M e mais preferivelmente maior
que cerca de 108 M.

Em termos de obtengcdo de uma quantidade apropriada de um
anticorpo de acordo.com a presente invengao, pode-se fabricar o anticor-
po(s) usando fermentagdao em batelada com meio isento de soro. Apés fer-
mentagdo o anticorpo pode ser purificado via um procedimento multietapas
incorporando cromatografia e etapas de inativagao/remocao viral. Por exem-
plo, o anticorpo pode ser primeiro separado por cromatografia de afinidade

de Proteina A e entdo tratado com solvente/detergente para inativar quais-
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quer virus envelopados em lipideo. Ainda purificagao, tipicamente através de
cromatografia de troca de anion e cation pode ser usada para remover resi-
duais proteinas, solventes/detergentes e acidos nucléicos. O anticorpo puri-
ficado pode ser ainda purificado e formulado em solugéo salina 0,9% usando
colunas de filtracao de gel. A preparacao volume formulada entdo pode ser |
esterilizada e filtrada de virus e dispensada.

Agonistas e antagonistas outros que ndo anticorpos também s&o
contemplados. Um agonista ou antagonista candidato pode ser identificado
através de habilidade para formar um complexo molecular com TLR3, TLR4,
TLR7 ou TLR9, e opcionalmente um agoni‘sta de TLR3, TLR4, TLR7 ou

- TLR9. Ainda, um antagonista candidato pode ser identificado por uma habili-

dade para prevenir ou interromper formagdo de um complexo molecular
compreendendo Cpn10, e TLR3, TLR4, TLR7 ou TLR9, e opcionalmente um

- agonista de TLR3, TLR4, TLR7 ou TLR9.

Técnicas e procedimentos para identificagdo e produgdo de a-.
gonistas e antagonistas sao bem-conhecidas por aqueles versados na técni-
ca, incluindo selegdo de bibliotecas de moléculas tais como bibliotecas qui-
micas sintéticas tais como bibliotecas combinatoriais, sele¢do assistida por
computador de bases de dados estruturais, modelagem e/ou desenho assis-
tido por computador, ou técnicas biofisicas mais tradicionais que detectam
interagdes de ligagdo molecular.

A presente invengao sera agora ainda descrita em maiores deta- 'v
Ihes por referéncia aos seguintes exemplos especificos, que nao devem ser
construidos em qualquer maneira como limiténtes do escopo da invengao.

Exemplos
Cpn10 humana recombinante

Para os experimentos descritos nos exemplos abaixo, Cpn10
humana recombinante (GenBank Accession N° X75821) foi produzida em E.
coli como descrito em Johnson et al., 2005 (J Biol Chem 280:4037-4047).
Pureza foi determinada ser >97% por SDS-PAGE. Aliquotas congeladas de
Cpn10 foram descongeladas somente uma vez antes de uso. Todas as bate-

ladas de Cpn10 mostraram a mesma atividade molar como E. coli Gro-ES
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em ensaios de redobra rhodanese mediada por Gro-EL (dados nao mostra-
dos).
Exemplo 1 — Materiais Genéricos e Métodos

Cultura de célula e moléculas sinalizantes de célula

RPMI suplementado (SPP-036) contendo 2-mercapto etanol (2-
ME) 50 uM (Gibcb) e aminoacido nao-essenciais 1% (Gibco) foi usado em

.todos os experimentos de cultura de células, junto variadamente com GM-

CSF humano recombinante (R&D systems, #215-GM, Lot No AR115021), IL-
4 humano recombinante (R&D systems, #204 IL, Lot No. AG235051), micro-

“pérolas CD14* (Miltenyi #130-050-201, Lot No 5050927008) e LPS de E. coli

(Sigma #L6529, Lot No 015K4103).
Geracdo de DC Imatura

PBMCs foram preparadas a partir de voluntarios saudaveis
(_LTP-062.02).' Estoques de PBMCs foram estocados em crio-tubos em nitro-
génio- Il’quido (LTP-063-03). Mondcitos foram purificados através do uso de
micropérolas CD14"* de acordo com as instrugdes do fabricante. 5x10” mo-
nécitos CD14* foram semeados em frascos de 75 cm? em 20 mL de RPMI
suplementado contendo 2-ME e aminoacidos ndo-essenciais. Para gerar DC
imatura, GM-CSF (10 pg/mL) plus IL-4 (10 ug/mL) (GM-CSF/IL-4-DC) foi a-
dicionado as culturas. No dia 4 de cultura, 10 mL de meio recente contendo
citocinas foram adicionados. | |

Maturacdo de DC na presenca ou auséncia de Cpn10

DCs imaturas foram colhidas no dia 5, lavadas e revestidas em
placas de 6 cavidades em uma concentragdo de 1x10° células/cavidade em
3 mL de RPMI suplementado/cavidade. Maturagao de DCs foi induzida por
LPS (0,12 ng/mL) por 20 horas. Cpn10 (10 ug/mL) foi adicionada 1 hora an-
tes da adicao de LPS. | |

Imuno fenotipificacdo de superficie de célula

DCs maduras foram colhidas, lavadas e marcadas por 30 minu-
tos a 4°C usando os seguintes anticorpos monoclonais (mAb) conjugados a -
APC-Cy7, -PE ou —APC de BD: CD14-APC-Cy7, HLA-DR-APC, CD1a-PE,
CD11c-PE, CD80-PE, CD83-PE, CD86-PE e CD40-PE. Controles isotipicos
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usados foram 1gG;-APC-Cy7, -APC e —PE. Células mortas e debris foram
excluidos das andlises nas bases de suas propriedades de dispersao de luz.
As andlises foram realizadas em um citémetro de fluxo BD FACS-Array.

Analises de liberacao de citocina por DC

DCs foram colhidas no dia 5 de cultura, lavadas e revestidas em
placas de micro - diluicdo de fundo chato em 1x10%mL. DCs foram matura-
das com LPS (0,15 ng/mL) por 20 horas. _

Para avaliar o efeito de Cpn10 sobre produgédo de citocina de
DC, Cpn10 (0,1-10 ug/mL) foi adicionada uma hora antes da adigao de LPS.
Sobrenadantés foram colhidos e estocados a ~20°C. Acumulagdo de TNF-
alfa em sobrenadantes de cultura seguindo incubagdao de DCs com Cpn10
por 20 horas foi avaliada por ELISA usando um R&D DuoSet Kit de acordo
com instrugdes do fabricante.

Ensaio de reacao de leucdcito mista primaria (MLR)

Células T CD4" foram purificadas de sangue recente através do
uso de CD4 T cell Isolation Kit Il (Miltenyi, # 130-091-155, Lot No
5060928051) de acordo com instrugdes do fabricante. Pureza de células T
foi verificada rotineiramente através de citometria de fluxo. Um total de 1x10°
células T foi co-cultivado com 1x10* DCs na presenca ou auséncia de Cpn10
(0,1-10 ng/mLO por 6 dias. Sobrenadantes foram coletados e analisados pa-
ra acumulagdo de IFN-y através de ELISA. Proliferagdo de células foi avalia-
da usando um kit de ensaio de proliferag:éo CyQUANT (Molecular Probes # |
C35006, Lot N2 45179") de acordo com as instrugdes do fabricante.

Exemplo 2 — Cpn10 reduz maturacéo de DC in vitro

DC derivada de mondcito cultivado foram usadas para avaliar a
capacidade de Cpn10 modular maturagao de DC em respbsta a LPS. Con-
versao de mondcitos em DC foi verificada por analises citométricas de fluxo
de expressdo em superficie de célula de CD1a e CD14. DCs CD1a* CD14
foram ainda analisadas para expressao em superficie de célula dos maréa-
dores de maturagdo HLA-DR, CD40, CD80, CD83 e CD86. A intensidade de
fluorescéncia média (MFI) de HLA-DR em resposta a LPS (Figura 1) foi sig-

nificantemente reduzida quando Cpni0 foi adicionada durante o periodo de
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maturagdo (p<0,05). Em contraste; a expressdao de HLA-DR foi inalterada
sobre DC madura incubada com Cpn10, na auséncia de agonista. (Figura 1
e representativa de 3 experimentos independentes).

Em adicao, foi verificado que quando'que quando DCs derivadas
de mondcito foram incubadas junto com Cpn10 por 20 horas antes de teste
de fluido sobrenadante, houve uma significante e dependente de dose dimi-

_nui¢do na liberagao constitutiva de TNF-alfa no fluido de cultura de células.

Estes resultados podem refletir a habilidade de Cpn10 para reduzir ativagao
de célula (Figura 2, representativa de 4 eXperimentos independentes).

'Exemplo 3 — Modulacdo de Cpn10 de estimulacdo de célula T por DC

A capacidade de Cpn10 modular estimulagéo de célula T por DC
em uma reagao de leucécito mista primaria (MLR) pode ser investigada junto
com andlises do efeito de Cpn10 sobre maduracédo de DC em resposta'a
Iigantes como prostaglandina Ej, IL-1B, IL-6 e TNF-o. ou CD40L trimérico
soluvel. Como mostrado na Figura 3, DCs derivadas de monécito cultivadas

foram usadas para avaliar a capacidade de Cpn10 modular a ativacdo de

célula T em resposta a co-cultura com células T CD4" alogenéicas por 6 dias

antes de teste de sobrenadante de cultura de célula para prddugéo de IFN-y.
Dados mostrados na Figura 3 (representativos de dois experimentos inde-
pendentes) indicam que acumulagéo de IFN-y foi significantemente reduzida
por Cpn10. Dados mostrados na Figura 4 demonstram que Cpn10 néo afeta
proliferagdo de célula T durante uma MLR primaria, como determinado atra-
vés de ensaio de proliferagao de célula CyQUANT. (Dados na Figura 3 sao
representativos de dois experimentos independentes).

Exemplo 4 — Composices para tratamento

De acordo com o melhor modo de realizagdo da invengdo aqui
provida, especificas composi¢des preferidas sao esbogadas abaixo. Os se-
guintes sao para serem construidos como exemplos meramente ilustrativos
de composigées e ndo como uma limitagdo do escopo da presente invengao
em qualquer maneira. |

Exemplo 4(a) — ComposicéoA para administracao parenteral

Uma composi¢ao para inje¢ao intramuscular pode ser preparada
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para conter 1 mL de agua tamponada estéril, e 1 mg de um composto apro-
priado. | 4

Similarmente, uma composi¢do para infusdo intravenosa pode -
compreender 250 mL de solugéo de Ringer estéril, e 5 mg de um composto
apropriado.

Exemplo 4(b) — Composicdo injetavel parenteral

Uma composi¢ao apropriada para administragéo através de inje-
¢ao pode ser preparada através de mistura de 1% em peso de um composto
apropriado em 10% em volume de propileno glicol e agua. A solugdo € este-

rilizada através de filtragao.

Exemplo 4(c) — Composicéo de capsula

Uma composi¢cao de um composto apropriado na forma de uma
capsula pode ser preparada através de enchimento de uma capsula de gela-
tina dura de duas pegas padrao éom 50 mg do agente ou composto, em for-
ma pulverizada, 100 mg de lactose, 35 mg de talco e 10 mg de estearato de
magnésio. | |
Exemplo 4(d) — Composi¢céo de gota ocular

Uma composi¢ao tipica para liberagdo como uma gota ocular é

esbocada abaixo:

Composto apropriado 0,3¢g
Hidroxi benzoato de metila 0,005 g
Hidroxi benzoato de propila 0,06 g
Agua purificada para cerca de 100,00 mL

Os hidréxi benzoatos de metila e propila sao dissolvidos em 70
mL de agua purificada a 75°C, e a resultante solugdo é deixada resfriar.
O apropriado composto é entao adicionado, e a solugao ésterilizada por fil-
tracdo através de um filtro membrana (0,22 um de tamanho de poro), e as-
septicamente embalado em recipientes estéreis.

Exemplo 4(e) — Composicao para administracao por inalacao

Para um recipiente de aerossol com uma capacidade de 20-30
mL: uma mistura de 10 mg de um composto apropriado com 0,5-0,8% em

peso de um agente lubrificante, tal como polissorbato 85 ou acido oléico, é
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dispersa em um propelente, tal como freon, e colocado em um recipiente de
aerossol apropriado para administra¢ao de inalagao oral ou intranasal.
Exemplo 4(f) — Composi¢cao de pomada

Uma tipica composi¢ao para Iibyeragéo como uma pomada inclui
1,0 g de um composto apropriado, junto com parafina mole branca para -

100,0 g, dispersa para produzir um produto homogéneo, uniforme.
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REIVINDICACOES

1. Método para modulagao de uma resposta imune em um suijei-
to ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou érgéo, através de
modulagédo de nivel de expressd@o em superficie de célula de pelo menos
uma molécula MHC, em que o dito método compreende administragdo de
uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o dito méto-
do ainda compreende modulacdao de uma resposta imune em"um sujeito ou
em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, através de modula-
¢ao de nivel de expressao em sUperﬁcie de célula de pelo menos uma outra
molécula de superficie de célula, compreendendo administracdo de uma
quantidade efetiva de chaperonina 10.

3. Método para tratamento ou prevengdo de uma doenga ou

- condicdo em um sujeito através de modulagdo de nivel de expressdo em

superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC, em que o dito méto-
do compreende administracao ao sujeito de uma quantidade efetiva de cha-
peronina 10. ' '

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que o dito méto-
do ainda compreende tratamento ou prevengdo de uma doenga ou COndigéo
em um sujeito através de modulagao de nivel de expressao em superficie de
célula de pelo menos um outra molécula de superficie de célula, compreen-
dendo administracdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10. |

5. Método para modulagdo de nivel de expressao em superficie
de célula de pelo menos uma molécula MHC em um sujeito, ou em pelo me-
nos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, em que o dito método compre-
ende administracdo de uma quantidade efetiva de chaperohina 10.

6. Método de acordo com a reivindicagcao 5, em que o dito méto-
do ainda compreende modulagdo de nivel de expressao em superficie de
célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula em um éu-
jeito, ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, compreen-
dendo administracdo de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 2, 4
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ou 6, em que a outra molécula de superficie de célula é uma molécula co-
estimuladora.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
7, em que a molécula MHC é selecionada do grupo compreendendo uma
molécula Classe | MHC, uma molécula Classe Il MHC, e uma molécula MHC
nao-classica. ' |

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, em que a molécula
Classe Il MHC é selecionada do grupo compreendendo HLA-DR, HLA-DP e

- HLA-DQ.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
9, em que a expressao em superﬁcieA de célula é aquela de uma célula apre-
sentando antigeno.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, em que a célula
apresentando‘ antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macro-
fago, uma célula dendritica e uma célula B. A

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1 a

11, em que a chaperonina 10 é uma chaperonina 10 derivada natu'ratmente,

produzida recombinantemente ou produzida sinteticamente.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
12, em que chaperonina 10 é de origem eucariotica.

14. Método de acordo com qUanuer uma das reivindicagcbes 1 a
13, em que chaperonina 10 é de origem mamifera.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, em que a chape-
ronina 10 é chaperonina 10 humana. -

| 16. Método de acordo com a reivindicacao 15, em que a chape-

ronina 10 compreende a sequéncia de polipeptideos como mostrada em
SEQID N2 1, SEQ ID N% 2 ou SEQ ID N¢: 3.

17. Método de acordo com a reivindicacdo 16, em que a chape-
ronina 10 é acetilada ou no-acetilada. ‘

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
17, em que chaperonina 10 é administrada na forma de um polinucleotideo

codificando chaperonina 10.
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19. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o polinu-
cleotideo codificando chaperonina 10 esta localizado em uma construgéo
genética, ligada operavelmente a um promotor. 7

20. Método de acordo com a reivindicagdo 18 ou reivindicacao
19, em que o polinucleotideo compreende a sequéncia como mostrada em |
SEQ ID N2 4.

21. Método para modulagdo de fungdo de uma célula apresen-
tando antigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou érgéo,
em que o dito método compreende administracdo de uma quantidade efetiva
de chaperonina 10. | ‘

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, em que a célula
apresentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macro-
fago, célula dendritica ou célula B..

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21
ou 22 em que a fungao € selecionada do grupo compreendendo migracao
para um nodulo linfatico, ativagao de célula T ou proliferagdo de célula T.

24. Composicdo quando usada para o tratamento ou prevengao
de uma doenga ou condi¢do, em que a dita composi¢cao compreende chape-
ronina 10 junto com pelo menos um carreador, diluente ou adjuvanfe’ farma-
ceuticamente aceitavel, € em que a chaperonina 10 modula o nivel de ex-
pressdo em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC.

25. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 24, em que a
chaperonina 10 ainda modula o nivel de expressdo em superficie de célula
de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula.

26. Composi¢cao de acordo com a reivindicacdo 25, em que a
outra molécula de superficie de célula é uma molécula co-e‘stimuladora.

27. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 24 a 26, em que a molécula de MHC é selecionada do grupo compre-
endendo molécula Classe | MHC, uma molécula Classe |l MHC, e uma rﬁo-
lécula MHC nao-classica.

28. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 27 em que a mo-
lécula Classe Il MHC é selecionada do grupo compreendendo HLA-DR,
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HLA-DP e HLA-DQ.

29. Composicao de acordo com a qualquer uma das reivindica-
¢Oes 24 a 28, em que a expressao em superficie de célula é aquela de uma
célula apresentando antigeno. » | |

30. Composicao de acordo com a reivindicagao 29, em que a

célula apresentando antigeno € selecionada do grupo compreendendo um

.macréfago, uma célula dendritica e uma célula B.

31. Composi¢do quando usada para o tratamento ou prevengéo

de uma doenca ou.condi¢ao, em qUe a dita composicdo compreende chape-

“ronina 10 junto com pelo menos um carreador, diluente ou adjuvante farma-

ceuticamente aceitavel, e em que a chaperonina 10 modula a fun¢éo de uma
célula apresentando antigeno em um suijeito, ou em pelo menos um seu te-
cido ou 6rgao.

| 32. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 31, em que a
celula apresentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um
macréfago, uma célula dendritica ou célula B.

33. Composu;ao de acordo com a relvmdlcagao 31 ou reivindica-
¢do 32, em que a fungdo é selecionada do grupo compreendendo migragao
para um nédulo linfatico, ativagéo de célula T ou proliferagao de célula T.

34. Uso de chaperonina 10 para a fabricacado de um medicamen-
to para o tratamento ou prevengao de uma doenga ou condi¢ao, erh que a
chaperonina 10 modula o nivel de expressao em superficie de célula de pelo
menos uma molécula de MHC.

35. Uso de acordo com a reivindicagao 34, em que a chaperoni-
na 10 ainda modula o nivel de expressao em superficie de célula de pelo
menos uma outra molécula de superficie de célula.

36. Uso de acordo com a reivindicagdo 35, em que a outra molé-
cula de superficie de célula é uma molécula co-estimuladora.

37. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34 a
36, em que a molécula MHC ¢é selecionada do grupo compreendendo uma
molécula Classe | MHC, uma molécula Classe || MHC, e uma molécula MHC

nao-classica.
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38. Uso de acordo com a reivindicagdo 37 em que a molécula
Classe Il MHC é selecionada do grupo compreendendo HLA-DR, HLA-DP e
HLA-DQ. ' ‘ |

39. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 34 a
38, em que a expressdao em superficie de célula é aquela de uma célula a-
presentando antigeno.

40. Uso de acordo cdm a reivindicagdo 39, em que a celula a-
presentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macrofa-
go, uma célula dendritica e uma célula B.

41, Uso de chaperonina 10 para a fabricagdo de um medicamen-

- to para o tratamento ou prevengdo de uma doenga ou condi¢do, em que a

chaperonina 10 modula a fun¢gdao de uma célula apresentando antigeno em
um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou 6rgao.

42. Uso de acordo com a reivindicagéo 41, em que a célula a-
presentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macréfa-.
go, uma célula dendritica ou uma célula B.

43. Uso de acordo com a reivindicagdo 41 ou reivindicagio 42,
em que a fungao é selecionada do grupo compreendendo migracao para um
nddulo linfatico, ativacao de célula T ou proliferacao de célula T. |

- 44. Meétodo para modulag@o de produgdo, localizagéo dentro de
uma célula e/ou expressdao em superficie de célula de um ou mais imuno-
moduladores em um sujeito, ou pelo menos uma célula da mesma, tecido ou
6rgéo, em que o dito método compreende administragdo de uma quantidade
efetiva de chaperonina 10, e em que a chaperonina 10 modula o nivel de
expressdao em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC ou
pelo menos uma outra molécula de superficie de célula. |

45. Método de acordo com a reivindicacao 44, em que a outra
molécula de superficie de célula é uma molécula co-estimuladora.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 44 ou reivindicagao
45, em que a molécula MHC é selecionada do grupo compreendendo uma
molécula Classe | MHC, uma molécula Classe Il MHC, e uma molécula MHC

nao-classica.
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47. Método de acordo com a reivindicagao 46 em que a molécu-
la Classe || MHC é selecionada do grupo compreendendo HLA-DR, HLA-DP
e HLA-DQ.

48. Método de acordo com qua_lquer‘ uma das reivindiCagées 44
a 47, em que a expressao de superficie de célula é aquela de uma célula
apresentando antigeno. »

49. Método de acordo com a reivindicagdao 48, em que a célula
apresentando antigeno € selecionada do grupo compreendendo um macré-
fago, uma célula dendritica e uma célula B.

50. Método para identificagdo de um composto que modula uma
reSpos’ta imune, em que o dito método compreende:

' (a) contato de uma célula ou extrato de célula com um composto
candidato na presenga de Cpn10; e
_ | (b) determinagdo de se expressao sobre a superficie da dita cé-
lula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com o dito
composto candidato.

51. Método de acordo com a reivindicagao 50, em que o dito mé-
todo ainda compreende: | |

(c) determinacgédo de se expressdo sobre a superficie da dita cé-

lula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula € modulada

com contato com o dito composto candidato.

, 52. Método para sele¢dao de uma pluralidade de compostos para
identificar um composto que modula uma resposta imune, em que o dito me-
todo compreende:

| (a) contato de uma célula ou extrato de célula com a dita plurali-
dade de compostos na presenca de Cpn10; e
(b) determinacao de se expressao sobre a superficie da dita cé-
lula de pelo menos uma molécula MHC é modulada com contato com a dito
pluralidade de compostos. '
53. Método de acordo com a reivindicagdo 52, em que o dito mé-
todo ainda compreende:

(c) determinagao de se expressdo sobre a superficie da dita cé-
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lula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula é modulada
com contato com a dita pluralidade de compostos.

54. Método para indugdo de modulacdo do nivel de expressao
em superficie de célula de pelo menos uma molécula MHC em um sujeito,
ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou 6rgao, em que o dito
método compreende administragao de uma quantidade efetiva de chapero-
nina 10. | v

55. Método de acordo com a reivindicagao 54, em que o dito mé-
todo ainda compreende modulagdo do nivel de expressao em superficie de

célula de pelo menos uma outra molécula de superficie de célula em um su-

- jeito, ou em pelo menos uma célula da mesma, tecido ou orgao, compreen-

dendo administragao de uma quantidade efetiva de chaperonina 10.
56. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 51,

- 53 ou 55, em que a outra molécula de superficie de célula € uma molécula

co-estimuladora.

57. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées 50
a 56, em que a molécula de MHC é selecionada do grupo compreendendo
uma molécula Classe | MHC, uma molécula Classe Il MHC, e uma molécula
MHC nao-classica. |

58. Método de acordo com a reivindicagdo 57, em que a molécu-
la Classe Il MHC é selecionada do grupo compreendendo HLA-DR, HLA-DP
e HLA-DQ.

59. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 50
a 58, em que a expressao em superficie dé célula é aquela de uma célula
apresentando antigeno. '

60. Método de acordo com a reivindicagao 59; em que a célula
apresentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macré-
fago, uma célula dendritica, e uma célula B.

61. Método para identificacdo de um composto que modula uma
resposta imune, em que o dito método compreende:

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com um composto

candidato na presenga de Cpn10; e
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(b) determinagao de se a migragao da dita célula para um nédulo
linfatico ou a habilidade para ativar e/ou causar proliferacao de células T é
modulada com contato com o dito composto candidato.

62. Método para selecao de uma plufalidade de compostos para
identificacdo de um composto que modula uma resposta imune, em que o
dito método compreende: _

(a) contato de uma célula ou extrato de célula com a dita plurali-
dade de compostos na presenca de Cpni0; e

(b) determinacéo de se a magragao da dita célula para um nodulo

linfatico ou a habilidade para ativar e/ou causar proliferagdo de células T é

modulada com contanto com a dita pluralidade de compostos.
' 63. Método de acordo com a reivindicagdo 61 ou relvmdlcagao
62, em que a celula é uma célula apresentando antigeno.
64. Método de acordo com a reivindicagao 63, em que a célula
apresentando antigeno € selecionada do grUpo compreendendo um macré-
fago, uma célula dendritica ou célula B.

65.'Método para modulagédo de fungdo de uma célula apresen-

tando antigeno em um sujeito, ou em pelo menos um seu tecido ou 6rgao,

em que o dito método compreende administragdo de uma quantidade efetiva
de chaperonina 10.

66. Método de acordo com a reivindicagao 65, em que é célula
apresentando antigeno é selecionada do grupo compreendendo um macré-
fago, célula dendritica, ou célula B.

67. Método de acordo com a reivindicagdo 65 ou reivindicagdo
66, em que a fungao € selecionada do grupo compreendendo migragao para

um nédulo linfatico, ativagao de célula T, ou proliferagao de célula T.
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RESUMO
Patente de Inven¢do: "REGULAGAO DAS RESPOSTAS IMUNE POR MO-
DULAGAO DA FUNGAO DO ANTIGENO PRESENTE EM CELULAS". |
A presente invengdo refere-se ao uso de chaperonina 10 para
modular a fungdo de células apresentando antigeno. Mais particularmente a
invencgdo reside na modulagdo de expressdo em superficie de célula de
moléculas de MHC tal como HLA.
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