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COMPOSIGOES E METODOS PARA REMOGAO DIRECIONADA DE ESCAPE

MUTACIONAL DE TERAPIAS DIRECIONADAS PARA O CANCER
Campo técnico

A presente inveng¢do relaciona-se de modo geral a
composi¢cBes e métodos para seu uso em combinagdo com
agentes terapéuticos para céncer para realizar a remogao
direcionada de escape mutacional.
Fundamento da invengdo

Novas descobertas na biologia de cancer forneceram a
oportunidade de desenhar agentes anticlncer especificos
para alvo e promoveram avangos no desenvolvimento de
farmacos. Essas descobertas tornaram possivel desenhar
moléculas com alta seletividade contra alvos especificos em
células cancerosas. Segota & Bukowski, Cleveland Clinic J.
Med. , 71(7) :551-560 (2004) . Por exemplo, o sucesso do
inibidor de tirosina quinase Bcr-Abl imatinib (Gleevec) no
tratamento de leucemia mieldide crdénica (CML) tem inspirado
grande expectativa para essa abordagem direcionada.
Capdeville e cols., Nature Reviews, 1:493-502 (2002). A
terapia direcionada para cédncer apresenta um problema
critico: os alvos desenvolvem mutagdes de escape gue levam,
finalmente, & resisténcia ao farmaco. Por exemplo, foi
relatado que as mutacdes urgem em pacientes que eram

inicalmente responsivos ac tratamento com Gleevec e que,

como um resultado dessas mutagdes, sdo refratarios a
tratamento adicional com Gleevec. Gone e cols., Science,
293:876880 (2001); Shah e cols., Célula cancerosa, 2:117-

125 (2002); Branford e cols., Blood, 99(9):37423745 (2002);
Deininger e cols., Blood, 105(7):2640-263 (2005); Walz e

cols., Critical Reviews 1in Oncology/Hematology 57:145-164



10

15

20

25

30

2/76

(2006) ; and Burgess e cols., The Scientific World Journal,
6:918-930 (2006). De modo similar, as muta¢des no receptor
de fator de crescimento epidérmico (EGFR) foram encontradas
em pacientes com cancer pulmonar de células ndo pequenas
(NSCLC) que se tornaram resistentes a agaoc de agentes
terapéuticos como gefitinib (Iressa) ou erlotinib (Tarceva)
gque visam especificamente EGFR. Kobayashi e cols., N. Engl.
J. Med., 352(8):786-792 (2005). Portanto, a eficacia desses
farmacos para céncer é significativamente 1limitada pela
ocorréncia de mutagdes de escape.

Assim, seria desejavel pelo menos minimizar a
ocorréncia de mutantes que surgem com a administragdo de
agentes terapéuticos e/ou profilaticos.

Métodos para despertar uma resposta imune sao
revelados, por exemplo, em Thyphronitis e cols., Anticancer
Research, Vol. 24:2443-2454 (2004) and Plate e cols.,
Journal of Cell Biology, Vol. 94:1069 (2005). Sistemas de
levedura sdo revelados, por exemplo, na Pat. U.S. No.
5.830.463, Stubbs e cols., Nature Med. 5:625-629 (2001); Lu
e cols., Cancer Research 64:5084-5088 (2004); e Franzusoff,
e cols., Expert Opin. Bio. Ther. Vol.5:565-575 (2005).

Todas as referéncias aqui citadas, incluindo patentes,
pedidos de patente e publicagdes de patente, sdo aqui
incorporadas em sua totalidade por referéncia.

Breve sumario da invencgido

S3do aqui fornecidas composi¢gdes e métodos para a
remogdo direcionada de um escape mutacional associado ao
cancer. Em um aspecto, a invengdo fornece métodos para
direcionar a remogdo de um escape mutacional em um

individuo em necessidade por administracdo ao individuo de
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uma quantidade eficaz de um agente terapéutico direcionado
em gque © agente terapéutico é sgelecionado do grupo gque
consiste em um inibidor de tirosina quinase, um inibidor de
Src gquinase, um agente que afeta a estabilidade de Bcr-Abl,
e um agente gque age em uma via de sinalizag¢do gue é abaixo
de Bcr-Abl e uma composigdo que compreende um ou mais dos
seguintes: i) um veiculo de levedura que compreende &acido
nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante
associado ao céncer, um fragmento desse que compreende uma
mutagdo, ou um mimetopo; ii) um veiculo de 1levedura gue
compreende pelo menos um polipeptideo mutante associado ao
cédncer, um fragmento desse gque compreende uma mutagdo, ou
um mimetopo; iii) um veiculo de levedura em associagdo com
pelo menos um polipeptideo mutante associado ao céncer, um
fragmento desse que compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;
iv) um veiculo de levedura que compreende &acido nucleico
que codifica pelo menos um polipeptideo mutante associado
ao cancer, um fragmento desse gque compreende uma mutagdo,
ou um mimetopo carregado de modo intracelular em uma célula
dendritica; ou v) um veiculo de levedura e pelo menos um
polipeptideo mutante associado ao cédncer, um fragmento
desse que compreende uma mutagdo, ou um mimetopo carregado
de modo intracelular em uma célula dendritica, em dgque o
polipeptideo mutante & conhecido por surgir ou surgiu com
pelo menos uma mutacgao especifica em resposta a
administrac¢do de um agente terapéutico e/ou profilatico
direcionado para céncer. Em alguns aspectos, o agente
terapéutico direcionado & um inibidor de tirosina dguinase.
Em um aspecto, o inibidor de tirosina quinase & imatinib.

Em outros aspectos, o inibidor de tirosina gquinase &
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selecionado do Jgrupo que consiste em imatinib, nilotinib,
PD1866326, PD180970, AP23464, BMS- 354825, ON012380, VX-
680, and BIRB-796.

Em outro aspecto, o agente terapéutico direcionado é
um inibidor de Src guinase. Em alguns exemplos, o inibidor
de Src gquinase é selecionado do grupo que consiste em
PD166326, PD180970, AP23464, BMS-354825, AZM475271, PP1,
PP2, AP-23236, CGP76030, e PD173955. Em outro aspecto, o
agente terapéutico direcionado é PKC41l2 ou SUl1248. Em
outros aspectos, o agente terapéutico direcionado afeta a
estabilidade de Bcr-Abl. Em alguns exemplos, o© agente
direciona proteinas “heat shock” ou outras proteinas de
chaperona gue se associam com Bcr-Abl. Em outros exemplos,
o agente & Geldanamicina/l17-AAG ou NVP-LAQ824.

Em outro aspecto, o agente terapéutico direcionado age
em uma via de sinalizacdo que & abaixo de Bcr-Abl. Em
alguns exemplos, o agente & selecionado do grupo dque
consiste em SCH66336, BAY-439006, CI-1040, 1.,Y294002,
wortmanina, OSU-03012, CCI-779, R115777, BMS-214662, UOl26,
PD184352, rapamicina, RAD0O1l, CCI-779, e AP23573.

A invengao também fornece kits para remogao
direcionada de escape mutacional associado ao céncer em um
individuo em gue o mutante de escapee €& conhecido por
surgir ou surgiu com pelo menos uma mutagdo especifica em
resposta & administragdo de um agente terapéutico e/ou
profildtico direcionado e em gue o kit compreende uma
composicdo de qualquer um dos agentes terapéuticos acima.

A invengido também fornece kits para remogao
direcionada de escape mutacional associado ao cancer em um

individuo em dgque o mutante de escapee é conhecido por
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surgir ou surgiu com pelo menos uma mutagdo especifica em
resposta & administragdo de um agente terapéutico e/ou
profilatico direcionado e em gque o kit compreende um
veiculo de levedura e pelo menos um polipeptideo mutante,
fragmentos desse que compreendem uma mutagdo, ou mimetopos.
Em um aspecto, o kit também compreende um agente
terapéutico e/ou profildtico direcionado. Em outro aspecto,
o kit também compreende material instrucional para o uso do
kit.

Breve descrigdo dos desenhos

A Figura 1 mostra uma curva de sobrevivéncia contra
leucemia BCR-ABL de tipo selvagem para camundongos de
controle vs. vacinados.

A Figura 2 mostra uma curva de sobrevivéncia contra
leucemia mutada para camundongos de controle vs. vacinados.

A Figura 3 mostra uma curva de sobrevivéncia para
camundongos vacinados imunizados com duas construgdes
diferentes de Tarmogen: GI-10,001 (Tarmogen contendo trés
muta¢des de escape (E255K, T315I e M351T)) e GI-10,002
(Tarmogen contendo uma mutagdo de escape (T315I)).

A Figura 4 mostra as contagens de células leucémicas
nos camundongos de controle vs. vacinados. Os camundongos
foram wvacinados com Tarmogen contendo a mutagdo de escape
T315I. O eixo y indica a percentagem de células GFP-
positivas. Os dois circulos abertos préximo ao 0 indicam
camundongos vacinados gque mostram muito pouca carga de
células leucémicas.

A Figura 5 mostra contagens de células leucémicas em
camundongos que n3io receberam vacinag¢do, vacinag¢do com GI-

10,001 (Tarmogen contendo trés mutagdes de escape (E255K,
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T3151 e M351T)) ou GI-10,002 (Tarmogen contendo uma mutagdo
de escape (T315I)).
Descrigdo detalhada da invengdo

H& uma necessidade por agentes farmacos profilaticos e
terapéuticos que visem especificamente vias gque s3do Unicas
para as células tumorais, mas had uma deficiéncia em que as
células tumorais sofrem mutagdo(s) gque permite gue elas
escapem ao agente farmaco e/ou tornem-se resistentes. Sao
aqui fornecidas composicdes e métodos para remogao
direcionada de escape mutacional associados aos agentes
terapéuticos ou profilaticos (também agqui referidos como um
polipeptideoc mutante). Essas composigdes e métodos podem
ser usados ©para despertar uma resposta dimune a um
polipeptidec mutante gque é conhecido por surgir ou dJque
surgiu em resposta a um agente de faArmaco direcionado, ou a
uma célula gque expressa o polipeptideo mutante. Em alguns
exemplos, a resposta imune é uma resposta imune celular, em
alguns exemplos a resposta imune & uma resposta humoral, e
em outro exemplo a resposta imune é tanto celular quanto
humoral. Em alguns exemplos, a resposta imune celular visa
eliminar a célula, como, por exemplo, uma célula cancerosa
ou uma célula gue sustenta progressdo tumoral gque escapou
do controle e compreende mutag¢des no polipeptideo wvisado
pelo agente de farmaco, mas a eliminagdo da célula ndo &
necessdria. Em alguns exemplos, a resposta imune celular
e/ou humoral blogqueard a proliferagdao ou replicacdo
celular.

Portanto, s3o aqui fornecidos métodos para despertar
uma resposta imune a um polipeptideo mutante, ou uma célula

que compreende acido nucleico que codifica um polipeptideo
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mutante e/ou expressa um polipeptideo mutante, que &
conhecido por surgir ou surgiu com uma mutagdo especifica
em resposta & administracdo de um agente terapéutico e/ou
profilatico(s). Em alguns exemplos, a resposta imune & uma
resposta imune celular. Em alguns exemplos a resposta imune
€ uma resposta imune humoral. Em outros exemplos a resposta
imune inclui tanto wuma resposta imune celular quanto
humoral. Em alguns exemplos, um polipeptideo mutante &
codificado por um oncogene e/ou & expresso por uma célula
cancerosa. Em alguns exemplos, um polipeptideo mutante &
associado a ou expresso por uma célula cancerosa. Em alguns

exemplos, o agente é direcionado a célula cancerosa. Em

alguns exemplos, ©o agente é uma molécula pequena ou
anticorpo.
0] agente terapéutico direcionado inclui, sem

limitagdo, agentes gque inibem a atividade de guinase das
proteinas cuja expressdo (ou superexpressdo) estd associada
ao desenvolvimento e progressdo de cancer. Exemplos de tais
gquinases incluem Bcr-Abl, Src, Src/Akt, EGFR, PDGFR, Raf,
Mek, Erk, PI3K, PDK, AKT, e mTOR. Em outros exemplos, os
agentes agem como inibidores gerais dessas proteinas e
outra proteina em sua via. Em alguns exemplos, os agentes
agem por meio de ligagdo direta ao sitio ativo da proteina
e em outros casos, os agentes causam mudan¢as alostéricas
na proteina de modo a afetar sua atividade. As composigdes
aqui descritas sdo usadas em combinagdo com esses agentes
terapéuticos direcionados para controlar e/ou eliminar os
mutantes de escape que se desenvolvem a partir do uso
desses agentes terapéuticos direcionados.

Técnicas gerais
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A pratica da presente inveng¢do empregara, a menos Jue
indicado de outra forma, técnicas convencionais de biologia
molecular (incluindo técnicas recombinantes) ,
microbiologia, bioclogia celular, bioquimica, dgquimica de
dcido nucleico, e imunologia, que sdoc bem conhecidas por
aqueles habilitados na técnica. Tais técnicas sao
explicadas totalmente na literatura, como , Methods of

Enzymology, Vol. 194, Guthrie e cols., eds., Cold Spring

Harbor Laboratory Press (1990); Biology and activities of
yeasts, Skinner, e cols., eds., Academic Press (1980);
Methods 1in yeast genetics : a laboratory course manual,
Rose e cols., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1990);

The Yeast Saccharomyces: Cell Cycle and Cell Biology,
Pringle e cols., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1997); The Yeast Saccharomyces: Gene Expression, Jones e
cols., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1993);
The Yeast Saccharomyces: Genome Dynamics, Proteina
Synthesis, and Energetics, Broach e cols., eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1992); Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda edicdo (Sambrook e cols., 1989)
e Molecular Cloning: A Laboratory Manual, terceira edigéao
(Sambrook and Russell, 2001), (referidos de modo unico
nessa como “Sambrook”); Current Protocols 1in Molecular
Biology (F.M. Ausubel e cols., eds., 1987, incluindo
suplemento até& 2001); PCR: The Polymerase Chain Reaction,
(Mullis e cols., eds., 1994); Harlow and Lane (1988)
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Publications, New York; Harlow and Lane (1999) Using
Antipbodies: A Laboratory  Manual Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (referidos de modo



10

15

20

25

30

9/76

Gnico nessa como “Harlow and Lane”), Beaucage e cols. eds.,
Current Protocols in Nucleic Acids Chemistry John Wiley &
Sons, Inc., New York, 2000) and Vaccines, S. Plotkin and W.

Orenstein, eds. 3®* edig¢do (1999).

Definicdes
Como aqui usado, as formas singulares “um”, “uma” e
“o/a” incluem referéncias no plural a menos que

explicitamente determinado em contrario.

Como aqui usado, “cancer” inclui, sem 1limitacdo,
melanomas, carcinoma de célula escamosa, cdnceres de mama,
carcinomas da cabega e pescogo, carcinomas da tiredide,
sarcomas de tecidos moles, sarcomas bsseos, cdnceres
testiculares, cénceres prostaticos, cénceres ovarianos,
cédnceres da bexiga, cénceres cuténeos, cénceres cerebrais,
angiossarcomas, hemangiossarcomas, tumores de mastdcitos,
cdnceres hepdticos primarios, clnceres pulmonares, canceres
pancreaticos, canceres gastrointestinais, carcinomas de
célula renal, neoplasias hematopoiéticas, leucemias, e
cdnceres metastaticos desses.

Como aqui usado, um “agente” ou “agente de farmaco”
terapéutico e/ou profilatico que é direcionado a uma célula
gignifica que o agente é direcionado a uma molécula(s)
associada ou funcional para causar a transformagdo de uma
célula ou sustentar a progressdo do tumor, no caso de
cdncer. Exemplos de agentes terapéuticos e/ou profilaticos
que s3do desenhados para serem direcionados a uma célula,
como uma célula cancerosa, sdo aqui revelados e séao
conhecidos na técnica.

Como aqui usado, um “polipeptideo mutante” engloba um

polipeptideo de comprimento total codificado no genoma bem
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como um fragmento desse desde gue o fragmento compreenda
uma mutagdo gue €& conhecida por surgir ou surgiu com uma
mutagdo especifica em resposta a um agente, como um agente
profilatico e/ou terapéutico. Tais polipeptideos mutantes
gque surgem com uma mutagdo especifica em resposta a um
agente, como um agente profildtico e/ou terapéutico
direcionado a uma célula, como uma célula cancerosa, sao
geralmente referidos na técnica como “mutantes de escape”.
Polipeptideos mutantes sd3o também aqui referidos como
“escape mutacional” bem como “mutante de escape”. Uma
mutagdo pode ser encontrada em gqualgquer regiao de um
polipeptideo de comprimento total e pode incluir uma
substituicao de aminodcido, inserc¢ao ou delecao ou
combinagdo desses, ou fusio de seqgBéncias ndo seqlenciais,
como encontradas em eventos de translocagdo. Em alguns
exemplos, um polipeptideo mutante que é conhecido por
surgir ou que surgiu com uma mutagdo especifica em resposta
aum agente ¢é imunogénico por si, ou seja, sem estar
associado a um adjuvante, ou outro vetor ou veiculo, como
um veiculo de levedura, mas 1isso ndo € necessario. Em
outros exemplos, um polipeptideo mutante que €& conhecido
por surgir ou gue surgiu em resposta a um agente &
imunogénico em associagdo com um adjuvante gque promove sua
antigenicidade.

Como aqui usado, “adjuvantes” incluem, por exemplo, um
ligante de agonista para um receptor Toll-like (TLR) gue
desperta respostas de citocina de imunidade inata, e que
sdo relatados por serem associados & maturagdo e ativagdo
de células de apresentag¢do de antigeno (APC); segléncias de

nucleotideos de CpG; RNA de filamento uUnico ou duplo
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(agonistas de TLR7) ; porgdes lipidicas, como
lipopolissacarideo (LPS); mananas e glicanos, constituintes
de levedura (que sdo relatados por funcionarem através de
interacdo com TLRs 2, 4 e6); e veiculos de levedura, como
aqueles aqui descritos.

A administragdo de um polipeptideo mutante ou &cido
nucleico que codifica o polipeptideoc mutante (que pode ser
produzido por dqualgquer um dos métodos agqui revelados ou
conhecidos na técnica) “junto” com o agente ndo deve
significar que o polipeptideoc mutante e agente estdo sendo
administrados simultaneamente, embora isso seja englobado
nos métodos aqui revelados. Um polipeptideo mutante pode
ser administrado antes, concomitantemente ou depois da
administragdo do agente, ou uma combinag¢do dos acima. Um
polipeptideo mutante ou &cido nucleico dque codifica o
polipeptideoc mutante pode ser administrado horas, dias ou
meses depois do agente. Em alguns exemplos, a administragdo
de um polipeptideo mutante ou acido nucleico que codifica o
polipeptideoc mutante (que pode ser produzido por dgqualguer
um dos métodos aqui revelados ou conhecidos na técnica) é
anterior a administracao do agente, e pode ser
adicionalmente administrada depois da administrag¢do do
agente, em particular se o agente for conhecido por
interferir diretamente ou indiretamente com a proliferagdo
de qualquer tipo de célula.

Como aqui usado, um “mimetopo” refere-se a um epitopo
de peptideo que é capaz de imitar a capacidade de um
peptideo ou polipeptideo de despertar uma resposta imune, e
em alguns exemplos, uma resposta imune celular e/ou

humoral, ao polipeptideo alvo ou célula que expressa O
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polipeptideo alvo. Como agui usado um “mimetopo” inclui,
sem limitagdo, um peptideo que imita um ou mais epitopos de
uma proteina de polipeptideo mutante gque & conhecida por
surgir ou surgiu com uma mutag¢do especifica em resposta a
administragdo de um agente terapéutico e/ou profilatico.
Tais mimetopos podem ser desenhados com o uso de estruturas
geradas em computador de complexos MHC-peptideo e sitios de
ligagdo suposta com o receptor de célula T. Mimetopos
também podem ser obtidos por gerac¢do de amostras aleatdrias
de moléculas, como oligonucleotideos, peptideos ou outras
moléculas orgidnicas, e rastreamento de tais amostras para
sua capacidade de despertar uma resposta imune, como, por
exemplo, uma resposta imune celular, por métodos e ensaios
como aqui descritos e conhecidos na técnica.

Como aqui usado, “melhoria de um sintoma de uma doenga
ou infeccdo” inclui alivio, estabilizacdo, reversao,
retardo ou atraso de qualquer sintoma e/ou progressdo do
estado de doenga, gque pode ser medido por critérios
clinicos e/ou subclinicos.

Em alguns exemplos, uma “guantidade eficaz” de um
polipeptideo mutante (ou mimetopo desse), ou &cido nucleico
que codifica o polipeptideo mutante refere-se a uma
quantidade capaz de despertar uma resposta imune quando
administrada a um mamifero. Em alguns exemplos, a resposta
imune & uma resposta imune celular. Em outros exemplos a
resposta imune & uma resposta humoral. Em alguns exemplos a
resposta imune & uma resposta celular e humoral.

Como aqui usado, "‘mamifero”, “de mamifero” ou
“*hospedeiro mamifero” inclui humanos e primatas ndo humanos

como chimpanzés e outros simios e espécies de macacos;
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animais de fazenda como gado, carneiros, porcos, cabras e
cavalos; mamiferos domésticos como cies e gatos; animais de
laboratdrio que incluem roedores como camundongos, ratos e
porguinhos da India; passaros, que incluem passaros
domésticos, selvagem e de briga como galinhas, perus e
outros galinadceos, patos, gansos e outros. O termo ndo
denota uma idade particular. Portanto, individuos adultos,
juvenis, e recém-nascidos sdo abrangidos, bem como
mamiferos pré-natal.

Um “antigeno” refere-se a uma molécula gue contém um
ou mais epitopos (linear, conformacional ou ambos) ou
determinantes imunogénicos que estimulard3o um sistema imune
do hospedeiro, como um sistema imune de mamifero, para
fazer uma resposta especifica para antigeno humoral e/ou
especifica para antigeno celular. Um antigeno pode ser um
“imundgeno” por si ou junto com um agente gue promove sua
antigenicidade. O termo “antigeno” inclui proteina inteira,
proteina truncada, fragmento de uma proteina, peptideo e

mimetopo de peptideo. Os antigenos podem ser de ocorréncia

natural, ou variantes geneticamente construidas da
proteina. o termo “antigeno” inclui antigenos de
subunidade, (ou seja, antigenos que sdo separados e

distintos de um organismo inteiro com o qual o antigeno &
associado em natureza). Anticorpos como anticorpos anti-
idiotipo, ou fragmentos desses, e mimetopos de peptideo
sintético, que sdo peptideos sintéticos que podem imitar um
antigeno ou determinante antigénico, sdo também abrangidos
pela definig¢do de antigeno como aqui usada. Em alguns
exemplos, antigeno engloba um polipeptideo mutante ou gque &

obtido a partir de um polipeptideo mutante gue €& conhecido
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por surgir ou surgiu com uma mutacdo especifica em resposta

Cu
M

a um agente profilatico e/ocu terapduticc, ¢ pode sexr
ocorréncia natural ou sintético. Um antigeno pode ser té&o
pequeno gquanto um epitopo UGnico, ou maior, e pode incluir
miltiplos epitopos. Como tal, o tamanho de um antigeno pode
ser tao pequeno quanto 5-12 aminodcidos (por exemplo, um
peptideo) e tdo grande guanto uma proteina de comprimento
total, incluindo multimeros e proteinas de fusdo, proteinas
quiméricas, células inteiras, microorganismos inteiros, ou
porgdes desses (por exemplo, lisados de células inteiras
ou extratos de microorganismos). Deve-se perceber gque em
alguns exemplos (ou seja, quando o antigeno & expresso por
um vetor, tal como um vetor de levedura, ou virus de uma
molécula de &cido nucleico recombinante), o antigeno
inclui, sem limitag¢do, uma proteina, ou fragmento dessa,
proteina de fusdo, proteina quimérica, multimeros, em vez
de uma célula ou microorganismo inteiro.

Como aqui usado, ‘“epitopo” é aqui definido como um
sitio antigénico Gnico em um dado antigeno que & suficiente
para despertar uma resposta  imune, que pode ser uma
resposta imune celular e/ou humoral. Aqueles habilitados na
técnica reconhecerdo gque os epitopos da célula T sé&o
diferentes em tamanho e composi¢do dos epitopos de célula
B, e gue os epitopos apresentados na via de complexo de
histocompatibilidade principal Classe I (MHC) diferem dos
epitopos apresentados na via de MHC Classe II. Geralmente,
um epitopo de célula B incluird pelo menos cerca de 5
aminoacidos mas pode ser tdo pegueno quanto 3-4
aminodcidos. Um epitopo de célula T, cmo um epitopo de

linfécito T citotdéxico (CTL), incluirad pelo menos cerca de
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7-10 aminocacidos, e um epitopo de célula T helper pelo
menos cerca de 12-20 aminoacidos. Nesse contexto, o
antigeno pode ser um mimetopo que é mais eficaz para
ativagdo e amplificagdo de células T capazes de reconhecer
células que expressam o polipeptideo mutado. Normalmente,
um epitopo cujo reconhecimento por células T despertara a
remogdo de uma célula direcionada incluird entre cerca de 7
and 15 aminodcidos, como, 8, 9, 10, 12 ou 15 aminodcidos.
Como aqui usado, uma “resposta imunoldégica” ou
“resposta imune” a um polipeptideo mutante (ou mimetopo
desse) ou &acido nucleico que codifica o polipeptideo (ou
dcido nucleico capaz de se ligar ao polipeptideo mutante,
como, por exemplo, siRNA ou RNA anti-senso), ou composigdo
que compreende um polipeptideo ou &cido nucleico, inclui o
desenvolvimento em um mamifero de uma resposta imune
celular que reconhece o polipeptideo. Em alguns exemplos, a
resposta imune €& uma resposta imune humoral. Em alguns
exemplos, a resposta imune celular inclui adicionalmente
uma resposta imune humoral. A resposta imune pode serx
especifica para o polipeptideo mutante, mas isso ndo é
necessario. A resposta i1mune gue €& despertada pela
administra¢do de um polipeptideo mutante, ou acido nucleico
que codifica o polipeptideo, pode ser dqualquer aumento
detectavel em gqualgquer faceta da resposta imune (por
exemplo, resposta celular, resposta humoral, produgdo de
citocina), quando comparada a uma resposta imune na
auséncia da administra¢do do polipeptideo ou acido
nucleico. Uma resposta imune pode ser uma resposta
especifica de polipeptideo mutante, mas 1isso ndo &

necessario. Sdo englobadas na presente invengado composig¢des
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em associagdo com um polipeptideo mutante (ou mimetopo
desse), ou acido nucleico que codifica o polipeptideo
mutante que desperta a resposta imune.

Como aqui usado, uma “resposta imune humoral” refere-
se a uma resposta imune mediada por moléculas de anticorpo
ou imunoglobulinas. As moléculas de anticorpo da presente
inveng¢do incluem as classes de IgG (bem como subtipos IgGl,
IgG2a, e TIgG2b), IgM, IgA, IgDh, e IgE. Os anticorpos
incluem funcionalmente anticorpos de resposta imune
primaria bem como respostas de anticorpo de memdria ou
anticorpos de neutralizagdo séricos. Com relagdo & doenca
infecciosa, os anticorpos da presente invengdo podem servir
para, mas ndo sdo necessarios, neutralizar e ou reduzir a
infetividade do virus que codifica o polipeptideo mutante,
e/ou mediar anticorpo-complemento, ou citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) ao polipeptideo
mutante.

Como aqui usado, uma “resposta imune celular” é uma
mediada por linfdcitos T e/ou outros leucdcitos, incluindo,
sem limitagdo, células “natural killer” (NK) e macrdfagos.
Os linfbécitos T da presente invengdo incluem células T que
expressam subunidades alfa/beta de receptor de célula T ou
receptor gama/delta gque expressa c¢élulas T e podem ser
células T efetoras ou suppressoras.

Como agui usado, “linfdcitos T” ou “células T” sé&ao
linfdécitos que ndo produzem anticorpo gue constituem uma
parte do brago mediado por célula do sistema imune. As
células T surgem de 1linfdécitos imaturos gue migram da
medula Sssea para o timo, em que eles sgsofrem um processo de

maturacdo sob a direcdo de hormbénios timicos. As celulas T
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em maturagdo tornam-se imunocompetentes com base em sua
capacidade de reconhecer e de se 1ligar a um antigeno
especifico. A ativag¢do de células T imunocompetentes &
realizada gquando um antigeno se liga aos receptores de
superficie do 1linfécito. E conhecido que para gerar

respostas de célula T, o antigeno deve ser sintetizado ou

introduzido em células, subseqUentemente processado em
peptideos pequenocs pelo complexo de proteassomo, e
translocado para a via secretora do reticulo

endoplasmatico/complexo de Golgi para eventual associagédo
com proteinas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe I. Alternativamente, antigenos do
peptideo podem ser introduzidos do exterior das células
para deslocar os peptideos ja ligados em receptores de MHC-
I ou MHC-II. A imunidade funcional celular inclui células
de 1linfdécitos T citotdxicas especificas para antigeno
(CTL) .

Como aqgui usado, “células T killer especificas para
antigeno”, “CTL”, ou “células T citotdxicas” como aqui
usado referem-se a células que tém especificidade para
antigenos do peptideo apresentados em associagdo com
proteinas do MHC ou antigenos de 1leucdcito humano (HLA)
como as proteinas sdo referidas em humanos. Os CTLs da
presente invenc¢do incluem CTL ativado que foi ativado por
antigeno especifico no contexto de MHC; e CTL de memdria ou
CTL de recuperagdo para referir-se a células T que tornam-
se reativadas como um resultado de re-exposigdo ao antigeno
bem como CTL cross-reativo ou cross Glade. Os CTLs da
presente invenc¢do incluem células T CD4+ e CD8+. Os CTLs

especificos para antigeno ativados da presente invengao
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promovem a destruigdao e/ou lise de células do individuo
infectado com o ©patdgeno para o gual os CTL sao
egspecificos, bloqueando a entrada do patdgeno por meio de
secregdo de quimiocinas e citocinas que incluem, sem
limitag¢do, proteina inflamatdria de macrdfago 1 o (MIP-1
a), MIP-1 B, e RANTES; e a secre¢gdo de fatores sollveis gue
suprimem as infec¢des. A imunidade celular da presente
invengdo também refere-se a resposta especifica para
antigeno produzida pelo subconjunto T helper de células T.
As células T Helper agem para ajudar a estimular a funcdo,
e foco de atividade de células efetoras ndo especificas
contra células que apresentam peptideo em associagdao com
moléculas de MHC em sua superficie. Uma resposta imune
celular também refere-se a produgao de citocinas,
gquimiocinas e outras tais moléculas produzidas por células
T ativadas e/ou outros leucdcitos gque incluem aqueles
derivados de células T CD4 e CD8 e células NK. Uma
composigdo que desperta uma resposta imune celular pode
servir para sensibilizar um mamifero pela apresentagdo do
polipeptideo em associagdo com moléculas de MHC na
superficie da célula. A resposta imune mediada por célula &
direcionada a, ou prodxima, a células gque apresentam
antigeno em sua superficie. Além disso, 1linfdécitos T
especificos para antigeno podem ser gerados para permitir a
futura protegdo de um hospdeiro imunizado.

A capacidade de um polipeptideo ou antigeno particular
de estimular uma resposta imunoldgica mediada por célula
pode ser determinada por inGmeros ensaios conhecidos na
técnica, como por ensaios de linfoproliferacdo (ativagao de

linfécito), ensaios de morte de CTL, ou avaliag¢do por
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linfdécitos T especificos para o antigeno em um individuo
sensibilizado. Tails ensaios sdo bem conhecidos na técnica.
veja, por exemplo, Erickson e cols., J. Immunol. (1993)
151:4189-4199; Doe e cols., Eur. J. Immunol. (1994)
24:2369-2376. Outros métodos de medigdo de respostas imunes
mediadas por c¢élula idincluem a medigdao de citocinas
intracelulares ou secregdo de citocina por populagdes de
células T, ou por medigdo de células T especificas para
epitopo (por exemplo, pela técnica de tetrdmero) (revista
por McMichael, A. J., e O'Callaghan, C. A., J. Exp. Med.
187(9)1367-1371, 1898; Mcheyzer-Willjiams, M. G., e cols.,
Immunol. Rev. 150:5-21, 1996; Lalvani, A., e cols., J. Exp.
Med. 186:859-865, 1997).

Como aqui usado, uma “resposta imunoldgica”, ou
“resposta imune” engloba uma que estimule a produgdo de
CTLs, e/ou a produgdo ou ativacdo de células T helper e/ou
uma resposta imune mediada por anticorpo. “Linfdécitos T” ou
“células T” s8o linfdcitos que nao produzem anticorpo gque
constituem uma parte do bra¢o mediado por célula do sistema
imune. As células T surgem de 1linfdécitos imaturos que
migram da medula dssea para o timo, em que eles sofrem um
processo de maturag¢do sob a diregdo de hormdnios timicos.
Aqui, os linfécitos maduros se dividem rapidamente
aumentando para um grande numero. As células T em maturagdo
tornam-se imunocompetentes com base em sua capacidade de
reconhecer e de se 1ligar a um antigeno especifico. A
ativagio de células T imunocompetentes é realizada guando
um antigeno se liga aos receptores de superficie do
linfécito no contexto de apresentagdo por receptores de

MHC/HLA e co receptores.
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Como aqui usado, uma “composig¢do imunogénica” é uma
composigdo que compreende um polipeptideo mutante (ou que
inclui um mimetopo do epitopo mutado desse) ou A&cido
nucleico gque codifica o polipeptideo mutante que &
conhecido por surgir ou surgiu com uma mutagdo especifica
em resposta a um agente terapéutico e/ou profildtico, e
pode ou ndo compreender um adjuvante que promove a
antigenicidade de um polipeptideo mutante, em que a
administragdo da composig¢do a um mamifero resulta no
desenvolvimento de uma resposta imune celular, uma resposta
imune humoral ou uma resposta imune celular e humoral. Uma
composigdo imunogénica inclui uma composigdo que & capaz de
despertar uma resposta imune celular protetora, mas isso
n3do & necessario.

Como aqui usado, “composigdo profilatica” refere-se a
uma composicdo administrada a um mamifero ou hospedeiro que
é€ “imunologicamente naive” ou ndo foi previamente expostc
aoc antigeno do patdégeno ou um gue ndo gerou uma resposta
imune efeicaz para o patdgeno para prevenir doenga, como
céncer e infecgdo ou reinfeccgdo (no entanto, a presente
invengdo ndo requer que a infecgdo ou re-infecgdo seja
completamente evitada). As composi¢des profilaticas da
presente inven¢do ndo geram necessariamente a esterilizagdo
de imunidade no hospedeiro ou individuo ao gqual elas foram
administradas.

Como agui usado, “composigdo terapéutica” refere-se a
uma composigdo administrada a um individuo ou hospedeiro
que estd sujeito a clncer, e em alguns exemplos, progrediu
para um estado de doenga.

Como aqui usado, o termo “imunizac¢do,” “imunizar,” ou
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“imunizado”, refere-se ao processo de administragdo de uma
composigdo imunogénica a um mamifero vivo ou hospedeiro em
uma gquantidade eficaz para induzir uma resposta imune a
composigdo. Em alguns exemplos, a resposta imune inclui uma
resposta imune celular, por exemplo, uma resposta de célula
T citotdxica. Em alguns exemplos, a resposta imune inclui
uma resposta humoral, por exemplo, produgdo de anticorpo.
Em alguns exemplos, a resposta imune inclui tanto uma
resposta celular quanto humoral.
Composi¢des e métodos com base em levedura

Sdo aqui fornecidos vetores de levedura, veiculos de
levedura e composigdes com base em levedura gue compreendem
um polipeptideo mutante gue €& conhecido por surgir ou
surgiu com uma mutag¢do especifica em resposta a um agente.
Como aqui usado, os termos “vetor de levedura” e “veiculo
de levedura” sdo usados de modo intercambidvel e incluem,
sem limitacgdo, levedura inteira, um esferoplasto de
levedura, um citoplasto de levedura, uma levedura fantasma,
e um extrato subcelular de membrana de levedura ou fragdo
desses. Em alguns exemplos, uma c¢élula de levedura ou
esferoplasto de levedura & usado para preparar o veiculo de
levedura, gque, em alguns exemplos, compreende molécula de
acido nucleico que codifica o polipeptidec mutante, de modo
que o polipeptideo & expresso pela célula de levedura ou
esferoplasto de levedura. Em alguns exemplos, o veiculo de
levedura é obtido a partir de uma levedura ndo patogénica.
Em outros exemplos, o veiculo de levedura & obtido a partir
de uma 1levedura selecionada do grupo gque consiste em:
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluveromyces,

Hansenula, Candida e Pichia. Em alguns exemplos, o
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Saccharomyces & S. cerevisiae.

Em geral, o veiculo de levedura e polipeptideo mutante
podem ser associados por qualquer técnica aqui descrita. Em
alguns exemplos, o veiculo de levedura é carregado
intracelularmente com um polipeptideo mutante. Em outros
exemplos, o polipeptideo mutante €& covalentemente ou nédo
covalentemente anexado ao veiculo de levedura. Ainda em
exemplos adicionais, o veiliculo de levedura e o polipeptideo
mutante sdo associados por mistura. Em outros exemplos, o
polipeptideo mutante €& expresso recombinantemente pelo
veiculo de 1levedura ou pela célula de 1levedura ou
esferoplasto de levedura do qual o veiculo de levedura foi
derivado.

Consequentemente, sdo aqui fornecidos velculos de
levedura dgue englobam dgqualquer célula de levedura (por
exemplo, uma célula inteira ou intacta) ou um derivado
dessa que possa ser usado junto com um polipeptideo mutante
em uma composigdo, ou como um adjuvante. O veliculo de
levedura pode assim incluir, sem limitacgao, um
microorganismo de levedura vivo intacto (ou seja, uma
célula de 1levedura gque tem todos os seus componentes
incluindo uma parede celular), um microorganismo de
levedura morto intacto, ou derivados desses incluindo: um
esferoplasto de levedura (ou seja, uma célula de levedura
desprovida de parede celular), um citoplasto de levedura
(ou seja, uma célula de levedura desprovida de parede
celular e nlGcleo), uma levedura fantasma (ou seja, uma
célula de levedura desprovida de parede celular, nGcleo e
citoplasma), ou um extrato de membrana de levedura

subcelular ou fracdo dessa (também referida anteriormente
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como uma particula de levedura subcelular) .

Esferoplastos de levedura s3o tipicamente produzidos
por digestdo enzimdtica da parede celular da levedura. Tal
método & descrito, por exemplo, em n Franzusoff e cols.,
Meth. Enzymol. 194: 662-674, (1991). Os citoplastos de
levedura s&o tipicamente produzidos por enucleagdo das
células de levedura. Tal método &€ descrito, por exemplo, em
Coon, Natl. Cancer Inst. Monogr. 48: 45-55 (1978) .
Leveduras fantasmas s8o tipicamente produzidas por re-
selagem de uma célula permeabilizada ou lisada e podem, mas
ndo precisam, conter pelo menos algumas das organelas

daquela célula. Tal método & descrito, por exemplo, em

Franzusoff e cols., J. Biol. Chem. 258: 3608-3614 (1983)
and Bussey e cols., Biochim. Biophys. Acta 553: 185-196
(1979) . Um extrato de membrana de levedura subcelular ou

fragcdo desse refere-se a uma membrana de levedura que é
desprovida de um nGc¢leo ou citoplasma natural. A particula
pode ser de gualguer tamanho, incluindo tamanhos gque variam
do tamanho de uma membrana de levedura natural a
microparticulas produzidas por sonificag¢do ou outros
métodos de ompimento de membrana conhecidos por aqueles
habilitados na técnica, seguido por re-elagem. Um método
rara a produgdo de extratos de membrana de levedura
subcelulares é descrito, por exemplo, em Franzusoff e
cols., Meth. Enzymol. 194: 662674 (1991). Uma pessoa também
pode usar frag¢des de extratos de membrana de levedura que
contém porgdes de membrana de levedura e, quando o antigeno
é expresso recombinantemente pela levedura antes da
preparacdo do extrato de membrana de levedura, o antigeno

de interesse é parte do extrato. A levedura também pode



10

15

20

25

30

24/76

sofrer eletroporagdo ou pode ser carregada com antigenos
alvo, como peptideos.

Qualquer cepa de levedura pode ser usada para produzir
e um veiculo de levedura da presente invengdo. As leveduras

sdo microorganismos unicelulares dgque pertencem a uma de

trés classes: Ascomycetes, Basidiomycetes e Fungi
Imperfecti. Embora cepas patogénicas de 1levedura, ou
mutantes ndo patogénicas dessas possam ser usadas, em

alguns exemplos, cepas ndo patogénicas de levedura sdo
usadas. O género das cepas de levedura para uso nas
composigdes e métodos aqui revelados incluem Saccharomyces,
Candida (gque pode ser patogénica), Cryptococcus, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, &Schizosaccharomyces e
Yarrowia. Em alguns exemplos, as cepas de levedura incluem
Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia e
Schizosaccharomyces. Em alguns exemplos, a cepa de levedura
é Saccharomyces. As espécies de cepas de levedura incluem
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis,
Candida albicans, Candida kefyr, Candida tropicalis,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus neoformans, Hansenula
anomala, Hansenula polymoxrpha, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus var. Jlactis,
Pichia pastoris, Rhodotorula rubra, Schizosaccharomyces
pombe, e Yarrowia lipolytica. Deve ser observados que
inGmeras dessas espécies incluem varias subespécies, tipos,
subtipos etc. que devem estar incluidos nas espécies
anteriormente mencionadas. Em alguns exemplos, as espécies
de levedura incluem S. cerevisiae, C. albicans, H.
polymorpha, P. pastoris e S. pombe. Em alguns exemplos, S.

cerevisiae é usada por ser ela de manipulag¢do relativamente
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facil e ser “geralmente reconhecida como segura” ou “GRAS”
para uso como aditivos de alimentos (GRAS, norma proposta
pelo FDA 62F(18938, 17 de abril de 1997). Em alguns
exemplos, uma cepa de levedura que & capaz de replicar
plasmideos a um numero de cdpia particularmente alto, como
uma cepa de S. cerevisiae cir° & usada. Outras cepas TUteis
sdo conhecidas na técnica.

Em alguns exemplos, um veiculo de levedura da presente
invengdo é capaz de se fundir com o tipo de célula ao qual
o veiculo de levedura e o polipeptideo mutante estdo sendo
liberados, como uma célula dendritica ou macrdéfago, assim
efetuando a liberagdo particularmente eficiente do veiculo
de levedura, e em varios exemplos, o© antigeno, parao tipo
de célula. Como aqui usado, a fusdo de um wveiculo de
levedura com um tipo de célula alvo refere-se a capacidade
da membrana celular da levedura, ou particula dessa, de se
fundir com a membrana di tipo de célula alvo (por exemplo,
célula dendritica ou macrdfago), levando & formagdo
sincicial. Como agui usado, um sincicio é uma massa
multinucleada de protoplasma produzida pelo agrupamento de
células. E observado, no entanto, que a incorporacao de uma
porgcdo de direcionamento ou fusogénica no veiculo de
levedura, embora possa ser desejavel sob algumas
circunsténcias, ndo & necessario. Foi mostrado dgque os
veiculos de leveduras sdo prontamente retidos por células
dendriticas (bem como outras células, como macrbdfagos) .

Veiculos de levedura podem ser formulados em
composi¢gdes com base em levedura, incluindo composigdes
para administrag¢do direta a individuos sujeitos ou em risco

para clncer ou infecg¢do diretamente ou primeiramente
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carregadas ex vivo em um carreador como uma célula
dendritica, com o uso de inimeras técnicas conhecidas por
agqueles habilitados na técnica, antes da administragédo.

Sdo aqui fornecidos veiculos de levedura e composig¢gdes
que os compreendem, que compreendem pelo menos um
polipeptideo mutante para administragdo a um mamifero.
Também sdo fornecidos veiculos de levedura e composigdes
que os compreendem que compreendem dois ou trés
polipeptideos mutantes para administragdo ao animal. Esses
incluem vacinas com base em levedura que contém
polipeptideos mutantes com um, dois, trés ou mais mutantes
de escape para um agente profildtico conhecido ou
direcionado. Em um aspecto, os veiculos de levedura contém
uma mutagdo de escape. Em outros aspectos, os veiculos de
levedura contém duas mutacgdes de escape. Em outros
aspectos, os veiculos de levedura contém trés mutacgdes de
escape.

Em alguns exemplos, a composigdo compreende um ou mais
dos seguintes:

i). um veiculo de 1levedura que compreende Aacido

nucleico gue codifica pelo menos um polipeptideo mutante,

um fragmento desse que compreende uma mutag¢gdo, ou um
mimetopo;
ii). um veiculo de levedura que compreende pelo menos

um polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende
uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iii). um veiculo de levedura em associag¢do com pelo
menos um polipeptideo mutante, um fragmento desse due
compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iv). um veiculo de 1levedura que compreende Aacido
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nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante,
um fragmento desse gque compreende uma mutagdo, ou um
mimetopo carregado de modo intracelular em uma c¢élula
dendritica; ou

V). um veiculo de levedura e pelo menos um
polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende uma
mutagdo, ou um mimetopo carregado de modo intracelular em
uma célula dendritica, em gque o polipeptideo mutante &
conhecido por surgir ou surgiu com pelo menos uma mutagao
especifica em resposta & administragdo de um agente
terapéutico e/ou profildtico direcionado.

Tais composigdes podem incluir, um, dois, alguns,
varios ou uma pluralidade de ©polipeptideos mutantes
incluindo um ou mais dominios imunogénicos de um ou mais
polipeptideos mutantes, como desejado. Como agui usado,
polipeptideo inclui “antigeno” . Como agui usado, um
antigeno, incluil gualgquer porg¢do de uma proteina (peptideo,
fragmento de proteina, proteina de comprimento total), em
gque a proteina €& de ocorréncia natural ou sinteticamente
derivada, uma composic¢do celular (célula inteira, lisado de
célula ou células rompidas), um organismo (organismo
inteiro, lisado ou células rompidas), um carboidrato, um
lipideo, ou outra molécula, ou uma porgdo desses, em gue O
antigeno deperta uma resposta imune especifica para
antigeno (resposta imune humoral e/ou celular).

A levedura exibe varias das caracteristicas
particulares de complexos imuno-estimulantes, com a
vantagem adicional de que ela possui naturalmente
propriedades semelhantes a adjuvante e pode ser facilmente

construida para expressar mdltiplos polipeptideos,
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incluindo antigenos. Lu e cols., Cancer Research 64, 5.084-
5.088 (2004), demonstraram gue uma imunoterapia com base em
levedura foi capaz de despertar respostas imunes mediadas
por célula a tumores gue expressam oncoproteinas Ras que
portam uma mutag¢do de aminoacido UGnica. Os resultados
demonstraram a capacidade dos veiculos de levedura e
sistemas com base em levedura de direcionar imunoterapia
contra polipeptideos gque portam muta¢gdes de aminoacido
Gnicas. Portanto, sdo aqui fornecidos veiculos de levedura
e composigdes com base em levedura gque compreendem um
polipeptideo mutante(s) gque & conhecido por surgir ou que
surgiu em resposta a um agente, e métodos para uso deles
para despertar uma resposta imune ao polipeptideo mutante.
Em alguns exemplos, a resposta imune & uma resposta imune
celular. Em alguns exemplos, a resposta imune €& uma
resposta humoral. Em outros exemplos, a resposta imune &
tanto celular gquanto humoral. Em alguns exemplos
adicionais, o veiculo de levedura é construido para liberar
seletivamente o antigeno aos tipos de célula desejados.
Também €& fornecido um veiculo de levedura gque compreende
uma cepa de levedura capaz de produzir uma proteina
precursora heterdloga que tem um sitio de processamento de
aminodcido dibasico. Tal cepa de 1levedura é capaz de
processar corretamente a proteina precursora €m pelo menos
uma proteina de produto de clivagem.

Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante é
codificado por um oncogene, como, por exemplo, Ras. Em
alguns exemplos o polipeptideo mutante €é um antigeno
associado a tumor ou uma proteina expressa por células

cancerosas.
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Preparagdo de Vetores

S3o aqui fornecidas composi¢des gque compreendem um
vetor, como um veiculo de levedura, em associag¢do com um
polipeptideoc mutante. Tal associag¢do inclui a expressdo do
polipeptideo pelo vetor, como, por exemplo, por uma
levedura recombinante, introdugdo de um polipeptideo
mutante em um vetor, anexa¢do fisica do polipeptideo
mutante ao vetor, e mistura do vetor e polipeptideo
mutante, como em um tampao ou outra solugdo para
formulagdo. Tais métodos sdo considerados rotineiros para o
profissional habilitado.

Por via de ilustragdo, um vetor de levedura é descrito
abaixo. Em alguns exemplos, uma célula de levedura usada
para preparar o veiculo de levedura & transformada com uma
molécula de &acido nucléico heterdlogo que codifica um
polipeptideo mutante de modo que o© polipeptideo & expresso
pela célula de levedura. Tal 1levedura €& também referida
como uma levedura recombinante ou um veiculo de levedura
recombinante. A célula de levedura pode ser entdo carregada
em uma célula dendritica como uma célula intacta, a célula
de levedura pode ser morta, ou ela pode ser derivada como
por formag¢do de esferoplastos de levedura, citoplastos,
levedura fantasma, ou particulas subcelulares, dgualquer um
desses seguido por carga do derivado na cé&lula dendritica.
Esferoplastos de levedura tamem podem ser diretamente
transfectados com uma molécula de acido nucleico
recombinante (por exemplo, o esferoplasto €é produzido a
partir de uma levedura inteira, e entdo transfectado) para

produzir um esferoplasto recombinante gque expressa um

antigeno.
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De acordo com a presente invengdo, uma molécula de
dcido nucleico isolado, ou sequéncia de acidos nucleicos, &
uma molécula ou sequéncia de &cidos nucleicos que foi
removida de pelo menos um componente com o gqual ela é
naturalmente associada. Assim, “isolado” nao reflete
necessariamente a extensdo em que a molécula de &acido
nucleico foi purificada. Uma molécula de &cido nucleico
isolado Util para transfectar um vetor, como um veiculo de
levedura, inclui DNA, RNA, ou derivados de DNA ocu RNA. Uma
molécula de &cido nucleico isclado pode ser de filamento
duplo ou de filamento Unico. Uma molécula de acido nucleico
isolado Gtil na presente invencdo inclui moléculas de acido
nucleico que codificam uma proteina ou um fragmento dessa,
desde que o fragmento contenha pelo menos um epitopo Util
em uma composigdo da presente invengdo.

As moléculas de acido nucleico podem ser transformadas
em um vetor, como um veiculo de levedura, por qualguer
método conhecido na técnica, incluindo, sem limitacao,
difuséio, transporte ativo, fusao de lipossomo,
eletroporacado, sonificag¢do em banho, e engenharia genética.

As moléculas de &cido nucleico transformadas em
veiculos de 1levedura podem incluir sequéncias de &acidos
nucleicos gue codificam um ou mais polipeptideos mutantes.
Tais moléculas de &acido nucleico podem compreender regides
de codificagdo parciais ou inteiras, regibes reguladoras,
ou combina¢des dessas. Uma vantagem das cepas de levedura &
sua capacidade de carregar inUmeras moléculas de acido
nucleico e de serem capazes de produzir inGmeras proteinas
heterdlogas. Em alguns exemplos, um nimerco de antigenos a

serem produzidos por um veiculo de 1levedura é qualquer
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namero de antigenos que possam ser razoavelmente produzidos
por um veiculo de levedura, e tipicamente varia de pelo
menos um a pelo menos cerca de 5 ou mais. Em um exemplo,
cerca de 2 a cerca de 5 antigenos sdo produzidos pelo
veiculo de levedura.

Um polipeptideo mutante codificado por uma molécula de
dcido nucleico em um veiculo de levedura pode ser uma
proteina de comprimento total, ou pode ser uma proteina
funcionalmente equivalente em que os aminocdcidos foram
deletados (por exemplo, uma versdo truncada da proteina),
inseridos, invertidos, substituidos e/ou derivados (por
exemplo, acetilados, glicosilados, fosforilados, atado porxr
uma &ancora de glicerofosfatidil inositol (GPI)) de modo
gque a proteina modificada tem uma fung¢do bioldgica
substancialmente similar aquela da proteina natural (ou que
tem funcdo aumentada ou inibida quando comparada & proteina
natural, se desejado). As modificag¢des podem ser realizadas
por técnicas conhecidas na pratica gque incluem, sem
limitagdo, modifica¢des diretas a proteina ou modificagdes

a sequUéncia de acidos nucleicos que codifica a proteina com

o0 uso, por exemplo, de técnicas de DNA classicas ou
recombinantes para efetuar mutagénese aleatdria ou
direcionada.

A expressdo of polipeptideos mutantes em vetores &
realizada com o uso de técnicas conhecidas por aqueles
habilitados na técnica. Resumidamente, a molécula de Aacido
nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante
desejado € inserida em um vetor de expressdo detal maneira
que a molécula de acido nucleico é operacionalmente ligada

a uma seqiéncia de controle de transcrigdo para ser capaz
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de efetuar a expressdo constitutiva ou regulada da molécula
de &acido nucleico gquando transformada em uma célula de
levedura hospedeira. As moléculas de &acido nucleico dJue
codificam um ou mais polipeptideos mutantes podem ser n um
ou mais vetores de expressdo operacionalmente ligados a uma
ou mais seqUéncia de controle de transcrigdo.

Em uma molécula recombinante da presente invengdo, as
moléculas de &cido nucleico sdo operacionalmente ligadas a
vetores de expressdo que contém seqiiéncias reguladoras como
seqléncias de controle de transcricgédo, seqUéncias de
controle de tradugdo, origens de replicagdo, e outras
sequéncias reguladoras que sdo compativeis com o vetor e
gque controlam a expressdo de moléculas de &cido nucleico.
Em particular, as moléculas recombinantes da presente
invengdo incluem moléculas de &cido nucleico gue sdo
operacionalmente ligadas a uma ou mais sequéncias de
controle de transcrigdo. A frase “operacionalmente ligada”
refere-se a4 ligag¢do de uma molécula de acido nucleico a uma
seqiéncia de controle de transcrigdo em uma maneira gue a
molécula seja capaz de ser expressa quando transfectada (ou
seja, transformada, transduzida ou transfectada) em uma
célula hospedeira.

A sequéncia de controle de transcrigdo, gque pode
controlar a quantidade de proteina produzida, inclui
seqgliéncias que controlam a iniciag¢édo, alongamento, e
terminagcdo da transcrigdo. Sequéncias de controle de
transcri¢do particularmente importantes sdo aquelas dJue
controlam a iniciacdo da transcrigdo, como sequéncias de
ativacdo promotoras e acima. Intmeras seqUéncias de

ativacédo acima (UASs) , também referidas como
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intensificadoras sdo conhecidas e podem ser usadas em
vetores.

A transfec¢do da molécula de &acido nucleico em um
vetor pode ser realizada por qualquer método pelo qual a
molécula de &cido nucleico €& administrada na célula e
inclui, sem limitagédo, difusao, transporte ativo,
sonificagido em banho, eletroporacgédo, microinjecdo,
lipofecgdo, adsorgdo, e fusdo de protoplasto. As moléculas
transfectadas de &acido nucleico podem ser integradas em um
cromossomo ou mantidas em vetores extracromossdmicos com o
uso de técnicas conhecidas por aqueles habilitados na
técnica. No caso de levedura, citoplastos de levedura,
leveduras fantasmas, e extratos de membrana de levedura
subcelular ou fra¢des desses também podem ser produzidos de
modo recombinante por transfec¢gdo de microorganismos de
levedura intactas ou esferoplastos de levedura com as
moléculas de &cido nucléico desejadas, produzindo o
antigeno nela, e entdo manipulando os microorganismos ou
esferoplastos com o uso de técnicas conhecidas por aqgueles
habilitados na técnica para produzir citoplastos, fantasmas
ou extratos de membrana de levedura subcelulares ou fracgdes
desses contendo os antigenos desejados.

As condigdes eficazes para a produgdo de vetores
recombinantes e expressdo do polipeptideo mutante pelo
vetor incluem um meio eficaz em que o vetor pode ser
cultivado. Um meio eficaz é tipicamente um meio aquoso Jque
compreende fontes assimilédveis de carboidrato, nitrogénio e
fosfato, bem como sais adequados, minerais, metais e outros
nutrientes, como vitaminas e fatores de crescimento. O meio

pode compreender nutrientes complexos ou pode ser um meio
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minimo. Os vetores da presente invengdo podem ser
cultivados em vVAarios recipientes, gque  incluem, sem
limitag¢do, biorreatores, frascos de Erlenmeyer, tubos de
teste, placas de microtitulo, eplacas de Petri. A cultura é&
realizada em uma temperature, pH e conteGdo de oxigénio
adequados para a cepa de levedura. Tais condigdes de
cultura estdo dentro do conhecimento da pessoa de
habilidade comum na técnica (veja, por exemplo, Guthrie e
cols. (eds.), 1991, Methods in Enzymology, vol. 194,
Academic Press, San Diego) .

Em um exemplo da presente invengdo, como uma
alternativa a expressdo de um polipeptideo mutante em um
vetor, um vetor, como um veiculo de levedura €& carregado
intracelularmente no polipeptideoc mutante, ou peptideos ou
mimetopos que agem como epitopos para ativagdo da resposta
imune mediada por célula T contra as células gque portam o
polipeptideo mutado. Subseglientemente, o vetor, gue agora
contém intracelularmente os epitopos especificos para o
polipeptideo mutante, pode ser administrado ao paciente ou
carregado em um carreador como uma célula dendritica (como
abaixo descrito). Com relacgdo aos veiculos de levedura, o©s
polipeptideos mutantes podem ser inseridos diretamente nos
veiculos de 1levedura da presente invengdo por técnicas
conhecidas por aqueles habilitados na técnica, como por
difusdo, transporte ativo, fusédo de lipossomo,
eletroporagao, fagocitose, ciclos de congelamento-
descongelamento e sonificag¢do em banho.

Os veiculos de levedura que podem ser diretamente
carregados com um polipeptideo mutante ou peptideos que

visam os epitopos mutados incluem levedura intacta, bem
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como esferoplastos, fantasmas ou citoplastos, que podem ser
carregados com antigenos depois da produgdo, mas antes do
carregamento em células dendriticas. Alternativamente, a
levedura intacta pode ser carregada com o antigeno, e entéo
esferoplastos, fantasmas, citoplastos, ou particulas
subcelulares podem ser preparadas a partir deles. Qualquer
numero de antigenos pode ser carregado em um veiculo de
levedura, de pelo menos 1, 2, 3, 4 ou gqualguer namero
inteiro até& centenas ou milhares de antigenos, como seria
fornecido pela carga de um microorganismo, pela carga de
uma célula de tumor de mamifero, ou por¢des dessas, por
exemplo.

Em outro exemplo, um antigeno mutante & fisicamente
anexado ao vetor, como um veiculo de levedura. A anexacgao
fisica do polipeptideo mutante ao vetor pode ser realizada
por qualquer método adequado na técnica, incluindo métodos
de associagdo covalente e nao covalente dque incluem, sem
limitagdo, entrecruzamento quimico do polipeptideo mutante
a superficie externa do vetor, ou ligacdo bioldgica do
polipeptideo mutante & superficie externa do vetor, como
pelo uso de um anticorpo ou outro parceiro de ligag¢do. O
entrecruzamento quimico pode ser realizado, por exemplo,
por métodos que incluem ligag¢do de glutaraldeido, rotulagem
por fotoafinidade, tratamento com carbodiimidas, tratamento
com agentes gquimicos capazes de realizar ligagdes de di-
sulfeto, e tratamento com outros agentes quimicos de
entrecruzamento padrdo na técnica. Alternativamente, no
caso de levedura, um agente quimico pode fazer contato com
o veiculo de levedura dque altera a carga da bicamada de

lipideo da membrana da levedura ou a composigdo da parede
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celular de modo que a superficie externa da levedura mais
provavelmente se funde ou liga a antigencs gque tém
caracteristicas de carga particulares. O direcionamento de
agentes como anticorpos, peptideos de ligag¢do, receptores
solGveis, e outros ligantes também podem ser incorporados
em um antigeno mutante como uma proteina de fusdo ou
associados com um antigeno para ligagdo do antigeno ao
vetor.

Ainda em outro exemplo, o vetor e polipeptideo mutante
sdo associados um com o outro por um mecanismo de ligagdo
nao especifico ou ndo covalente mais passivo como por
mistura leve do vetor e o antigeno juntos em um tampdo ou
outra formulagdo adequada.

Em alguns exemplos da invengdo, um vetor e antigeno
mutante sdo ambos carregados de modo intracelular em um
carreador como uma célula dendritica ou macrdfago para
formar uma composigdo imunogénica. Uma célula dendritica
pode ser qualquer célula dendritica conhecida na técnica.
As células dendriticas s3oc células de linhagens de mondcito
e linfdécito, e sdo conhecidas por serem as células de
apresentagdo de antigeno mais potentes (APC) e por
estimular as ©respostas de cé&€lula T especificas para
antigeno. As células dendriticas maduras sdo tipicamente
identificadas como tendo os seguintes fendtipos de marcador
de superficie celular: MACS , CD80*, CD83*, CD86", CD40l1l°w,
CD54%, MHC Classe I e MHC Classe II, e sdo capazes de
captagdo de FITC-dextrano. A célula dendritica wusada na
composigdo da presente invengdo é em alguns exemplos,
isolada de um paciente ao qual a composigdo & administrada

(ou seja, células autdlogas). As células dendriticas podem
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ser isoladas da medula Ossea ou de sangue periférico. Tais
células podem ser geradas, por exemplo, de mondcitos do
sangue periférico por cultura mna presenga de fator
estimulante de coldnia de granuldécito macrdfago, IL-4, e

TNF-a, por exemplo. Outros métodos para isolar e gerar

células dendriticas s&o conhecidos na técnica. (veja, por
exemplo, Wilson e cols., 1999, Immunol 162: 3.070-8; Romani
e cols., 1994, J. Exp Med 180: 83-93; Cauxetal., 1996, J.
Exp Med 184: 695-706; e Kiertscher e c¢cols., 1996, J.

Leukoc. Biol 59: 208-18).

Para que as células dendriticas apresentem de modo
eficaz antigenos para células T nativas, células
dendriticas imaturas devem ser ativadas a maduras, como
definido pela supra-regulagdo de MHC e moléculas co-
estimulantes. A levedura fornece um estimulo de ativagado
podexroso para células dendriticas, através de receptores
Toll-like (TLRS) e receptores fagociticos (veja, por
exemplo, D.M. Underhill e B. Gantner, 2004, Microbes and
Infecction vol. 6: paginas 1.368-1.373; Takeda K. e Akira
S., 2005, International Immunology, vol. 17: paginas 1-14),
receptores de manana, glicano e dectina, resultando na
supra-regulagao de receptores imunes co-estimulantes,
moléculas MHC, e secrecdao de citocinas imunomoduladoras.
Além disso, quando a levedura ¢é pré-carregada com O
antigeno antes de ser carregada nas células dendriticas, é
fornecido antigeno para células dendriticas em pacotes
concentrados distintos que sdo avidamente internalizados,
assim aumentando de modo eficaz a gquantidade de antigeno
disponivel para o processamento. Como serd percebido pelo

profissional habilitado, vetores adicionais podem ser
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usados para carregar as cé€lulas dendriticas.
Varias formas em que a carga de ambos componentes pode
ser realizada sdo discutidas em maiores detalhes abaixo.

Como agui usado, o termo “carregada” e derivados desse

refere-se a insercgio, introdugio, ou entrada de um
componente (por exemplo, o veiculo de levedura e/ou
antigeno) em uma célula (porx exemplo, uma célula
dendritica). Para carregar um componente intracelularmente

refere-se & inserg¢do ou introdugdo do componente a um
compartimento intracelular da célula (por exemplo, através
da membrana plasmdtica e no minimo, no citoplasma, um
fagossomo, um lisossomo, ou algum espa¢o intracelular da
célula) . Para carregary um componente em uma célula faz-se
referéncia a qualquer técnica pela qual o componente &
forg¢ado a entrar na célula (por exemplo, por eletroporacgio)
ou & colocado em um ambiente (por exemplo, em contato com
ou préximo a uma célula) em que o componente devera
provavelmente entrar na célula por algum processo (por
exemplo, fagocitose). As técnicas de carga incluem, sem
limitagdo, difusdo, transporte ativo, fusdo de lipossomo,
eletroporagdo, fagocitose, e sonificacdo em banho. Em
alguns exemplos, os mecanismos passivos para a carga de uma
célula dendritica com o veiculo de levedura e/ou antigeno
sdo usados, tais mecanismos passivos incluem fagocitose do
veiculo de levedura e/ou antigeno pela célula dendritica.
No caso de levedura, o veiculo de 1levedura e o
polipeptideo mutante podem ser carregados na célula
dendritica aproximadamente ao mesmo tempo ou
simultaneamente, embora também seja possivel carregar um

componente na célula, seguido pelo outro em algum periodo
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posterior. Em alguns exemplos, o veiculo de levedura e O
polipeptideo mutante s3o associados um com o outro antes da
carga na célula dendritica. Por exemplo, um veiculo de
levedura recombinante que expressa um polipeptidec mutante
ou qgualguer outro complexo ou mistura de veiculo de
levedura ande polipeptideo mutante pode ser carregado em
uma célula dendritica. A célula dendritica pode ser
adicionalmente carregada com polipeptideo mutante livre, ou
seja, um polipeptideo que nido é diretamente associado com
um veiculo de levedura quando ele é introduzido (carregado)
na célula dendritica. A adigdo do polipeptideo livre com um
complexo de veiculo de levedura-antigeno pode fornecer uma
melhoria adicional da resposta imune contra o polipeptideo.
O polipeptideo(s) livre carregado na célula dendritica nédo
precisa ser o mesmo que o expressco pelo veiculo de
levedura, carregado no veiculo de levedura, ou associado
com o veiculo de levedura. Desse modo, a resposta imune
contra um alvo pode ser aumentada.

Em alguns exemplos, uma composig¢do dgque compreende o
polipeptideoc mutante ou &acido nucleico que o codifica,
compreende um ou mais adjuvantes, incluindo aqueles como
agui descrito, e/ou carreadores, embora isso ndo seja
necessario. Os adjuvantes s8o tipicamente substancias que
geralmente aumentam a resposta imune de um animal a um
antigeno especifico. Adjuvantes adequados incluem, sem
limitacio, agonistas de TLR como aqui descrito, sequUéncias
de CpG (veja, por exemplo, Krieg e cols. WO 96/02555), RNA
de filamento Unico, RNA de filamento duplo, adjuvante de
Freund, outros componentes da parede celular bacteriana

(incluindo LPS, flagelina), sais com base em aluminio, sais
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com base em céalcio, silica, polinucleotideos, toxdéides,
proteinas séricas, proteinas de revestimento viral, outras
preparagdes derivadas de bactéria, interferon gama,

adjuvantes de copolimero em bloco, como adjuvante Hunter's

Titermax (CytRx.TM., Inc. Norcross, Ga.), adjuvantes Ribi
(disponivel por Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton,
Mont.) ; e saponinas e seus derivados, como Quil A

(disponivel por Superfos Biosector A/S, Denmark) .

Os carreadores sdo tipicamente compostos gque aumentam
a meia-vida de wuma composicdo terapéutica no animal
tratado. Carreadores adequados incluem, sem limitagdo,
formulagdes poliméricas de liberagdo controlada, implantes
biodegradaveis, lipossomos, &leos, ésteres e glicdis.

As composigdes imunogénicas da presente invencao

também podem compreender um ou mais excipientes
farmaceuticamente aceitaveis. Como aqui usado, um
“excipiente farmaceuticamente aceitavel” refere-se a

qualquer substéncia adequada para liberagdo de uma
composigdo Gtil nos métodos da presente invengdao a um local
adequado in vivo ou ex vivo. Em alguns exemplos, os
excipientes farmaceuticamente aceitéveis sdo capazes de
manter um vetor (ou uma célula dendritica que compreende o
vetor) em uma forma gque, depois da chegada do vetor ou
célula em uma célula alvo, tecido, ou local no corpo, ©

vetor (associado com um polipeptideo mutante) ou a célula

dendritica (carregada com um vetor e antigeno mutante), é
capaz de despertar uma resposta imune, incluindo uma
resposta imune celular, uma resposta imune humoral, ou

ambas, no local alvo (cobservando que o local alvo pode sr

sistémico) . excipientes adequados da presente invengdo
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incluem excipientes ou fdérmulas que transportam, mas ndo
direcionam especificamente a composigdo ou vacina a um
local (também aqui referido como um carreador nao
direcionado). Exemplos de excipientes farmaceuticamente
aceitaveis incluem, sem limitac¢8o, &gua, solug¢io salina,
solug¢do salina tanponada por fosfato, solugdo de Ringer,
solugdo de dextrose, soluc¢des que contém soro, solucgdo de
Hank, outras solugdes agquosas fisiologicamente
equilibradas, ©&lecs, ésteres e glicdis. Carreadores agquosos
podem conter substdncias auxiliares adequadas necesséarias
para aproximar as condigdes fisioldgicas do receptor, por
exemplo, por aumento da estabilidade quimica e
isotonicidade. As substidncias auxiliares adeguadas incluem,
por exemplo, acetato de sédio, cloreto de sbdio, lactato de
sbdio, cloreto de potassio, cloreto de calcio, e outras
substéncias usadas para produzir tampdo de fosfato, tampédo
Tris, e tampdo de bicarbonato. As substéncias auxiliares
podem também incluir conservantes, como timerosal, m- ou o-
cresol, formalina e alcool benzol.
Cancer

Como aqui usado, céncer inclui qualgquer tipo de tumor
ou neoplasia, incluindo, sem limita¢do, céancer colo-retal,
melanomas, carcinoma de célula escamosa, canceres de mama,
carcinomas da cabega e pescogo, carcinomas da tiredide,
sarcomas de tecidos moles, sarcomas &sseos, canceres
testiculares, cénceres prostaticos, céanceres ovarianos,
canceres da bexiga, cédnceres cutaneos, canceres cerebrais,
angiossarcomas, hemangiossarcomas, tumores de mastdcitos,
cidnceres hepaticos primarios, cénceres pulmonares, canceres

pancreaticos, clnceres gastrointestinais, carcinomas de
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célula renal, neoplasias hematopoiéticas, leucemias, e
c@nceres metastaticos desses. A inveng¢do contempla as
leucemias em sua definigédo de “cdncer” . Leucemia

mielogénica crdénica é um tipo de cancer para o qual essa
inveng¢do contemplou o uso no tratamento e profilaxia.

Exemplos de antigenos de cdnceres especificos incluem,
sem limitacdo, MAGE (incluindo, sem limitacdo MAGES3,
MAGEA6, MAGEAl10), NY-ESO-1, gpl00, tirosina, EGFR, PSA,
PSMA, VEG-F, PDGFR, KIT, PMSA, CEA, HER2/neu, Muc-1, hTERT,
MART1, TRP-1, TRP-2, Bcr-Abl, e formas oncogénicas mutantes
de p53 (TP53), p'73, Ras, Raf, PTENSrc, p38, BRAF, APC
(polipose adenomatosa coli), myc, VHL (proteina de von
Hippel Lindau), Rb-1 (retinoblastoma), Rb-2, BRCAl, BRCA2,
AR (receptor de androgénio), Smad4, MDR1 e FLT3.

Em alguns exemplos, um antigeno de céncer &, ou &
obtido de, uma molécula (como uma proteina, um peptideo,
uma glicoproteina, ou um carboidrato) que & adequada para
direcionamento por um agente terapéutico e/ou profilatico.
Os alvos moleculares para agentes terapéuticos e/ou
profiladticos de <céncer sdo conhecidos na técnica, e

incluem, sem limitag¢do, receptores de superficie celular

(como tIrosina fosfatases receptoras, serine/treonina
guinases receptoras, etirosina guinases receptoras),
moléculas de sinalizacgédo intracelular (como tirosina

guinases intracelulares e outras moléculas de sinalizagdo
secundarias), e fatores de transcri¢ao, reguladores de
ciclo celular, componentes de proteassomo, proteinas
envolvidas na angiogénese, proteinas envolvidas no controle
da apoptose, e proteinasde chaperona.

Foi observado gque o direcionamento de agentes
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terapéuticos e/ou profilaticos para cancer resulta na
presenca de mutantes de escape, ou seja, polipeptideos
mutantes. Por exemplo, as mutag¢des foram encontradas em
Bcr-Abl que foram relatados por fazerem os individuos

previamente responsivos ao tratamento do Bcr-Abl inibidor

de tirosina gquinase imatinib (Gleevec) tornarem-se
resistentes ao tratamento. Gorre e cols., Science, 293:876-
880 (2001); Shah e cols., Cancer Cell, 2:117-125 (2002);

Branford e cols., Blood, 99(9):3742-3745 (2002); Deininger
e cols., Blood, 105(7):2640-263 (2005). De modo similar, as
mutagdes em EGFR também foram encontradas em pacientes com
cdncer pulmonar de células ndo pequenas (NSCLC) o que os
torna resistentes ao tratamento com gefitinib (Iressa) ou
erlotinib (Tarceva). Kobayashi e cols., N. FEngl. J. Med.,
352(8):786-792 (2005). A eficacia desses agentes anticéncer
é portanto significativamente limitada pelo surgimento de
polipeptideos mutantes.

Consegquentemente, sdo aqui fornecidas composig¢des
imunogénicas que compreendem polipeptideos mutantes
codificados por oncogenes e/ou expressos por células
cancerosas ou acido nucleico que codifica os polipeptideos
mutantes gque sdo conhecidos por surgirem ou gue surgiram
com uma mutagdo especifica em resposta a administracdo de
um agente terapéutico e/ou profilatico, bem como métodos
para despertar uma resposta imune ao polipeptideo mutante
ou célula gue expressa o polipeptideo mutante. Em alguns
exemplos, a resposta imune & uma resposta imune celular. Em
alguns exemplos, a resposta imune & uma resposta imune
humoral. Em outros exemplos, a regposta imune inclui tanto

respostas celulares gquanto humorais.
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Os polipeptideo mutantes de antigenos de cancer podem
ser pré-existentes no mamifero, ou seja, presentes no
momento do diagnéstico, e surgem seletivamente como um
resultado da administra¢d3o do agente terapéutico e/ou
profilatico(s). Alternativamente, os polipeptideoc mutantes
podem surgir como um resultado da pressdo imposta pelo
agente. A muta¢do pode estar localizada em qualquer posig¢do
de amino&cido no antigeno de céncer. Emboras as mutag¢des de
polipeptideos sejam descritas no contexto de uma mutagdo
Gnica, deve-se entender gue o polipeptideo mutante pode
compreender mais de uma (como duas, trés, quatro, cinco, ou
mais) muta¢des de aminoacidos.

Em alguns exemplos, o polipeptideoc mutante compreende
uma mutag¢do além da regido de jungdo em Bcr-Abl. Ber-Abl &
uma tirosina quinase constitutivamente ativa que resulta de
uma translocag¢do de DNA entre o cromossomo 9 e 22, e assim
funde os genes Bcr e Abl no cromossomo Filadelfia. Bcr-Abl
&€ relatado por ser causador da patogenoese de leucemia
mieldide crdnica (LMC) , e sua atividade de quinase
constitutiva central a sua capacidade de transformar
células hematopoiéticas in vivo. Imatinib (Gleevec, 2-
fenilaminopirimidina), um inibidor de tirosina quinase, &
um agente terapéutico para LMC. Varias mutagdes de escape

~

em BcrAbl que tornam a proteina resistentes a terapia com

farmaco (por exemplo, tratamento com Gleevec) foram
identificadas in vivo e In vitro. Deininger e cols., Blood,
105(7) :2640-2653 (2005); Azam e cols., Cell, 112:831-43
(2003) . Essas mutacdes estdo localizadas em varios dominios

de Bcr-Abl, incluindo, sem limitacd3o, um dominio de quinase

(como a alga P, a alca A, T315, a hélice C, a regido de
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contato SH3, ou a regido de contato SH2), o dominio cap, ©
dominio SH3, o dominio SH2, e outras regides de ligante. Em
uma modalidade, o© polipeptideoc mutante compreende E255K,
T3151, e M351T. Em outras modalidades, o polipeptideo
mutante compreende T3151. Em outras modalidades, o
polipeptideo mutante compreende E255K. Em outras
modalidades, o polipeptideo mutante compreende M351T. ainda
em outras modalidades, o polipeptideo mutante compreende
uma combinag¢do de dois dos seguintes: E255K, T315I, e M351T
(por exemplo, E255K/T315I ou T315I/M351T ou E255K/M351T).
em outra modalidade, o mutante de escape € V299L. Em outra
modalidade, ©o mutante de escape é T315A. Em outra
modalidade, o mutante de escape €& F317V. Em outra
modalidade, o mutante de escape €& F311I. para revisdes
sobre direcionamento de mutantes de escape para imanitib
(Gleevac) , veja, por exemplo, Walz e cols., Critical
Reviews 1in Oncology/Hematology 57:145-164 (2006) e Burgess
e cols., The Scientific World Journal, 6:918-930 (2006).

O antigeno de céncer pode conter uma ou mais mutagdes
em diferentes posigdes de aminodcido. Para Bcr-Abl e sua
resposta ao tratamento com imatinib (Gleevec), vVvarias
muta¢des de escape foram descritas na técnica. Em um
aspecto, a mutagdo é uma mutagdo de escape T315I. Em outro
aspecto, a mutagdo é uma mutagdo E255K. Ainda em outro
aspecto, a mutac¢do &€ uma mutag¢do M351T. Em outros aspectos,
as mutacdes s3o uma combinagdo de todas as trés E255K,
T315I e M351T. Em outros aspectos, as mutagdes s3do uma
combinacdo de duas das trés muta¢des acima reveladas (por
exemplo, E255K/T3151 ou T215I/M351T ou E255K/M351T). O

antigeno de céncer também pode conter outras mutag¢des, como
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muta¢des associadas com eventos de transformagio.

Em alguns exemplos, um polipeptideo mutante pode ser
um polipeptideo de fusdo gque contém miltiplos dominios
imunogénicos de um ou mais polipeptideos mutantes de
antigenos de céncer. Por exemplo, & conhecido que ha varias
diferentes muta¢des na proteina Becr-Abl gque surgem como
mutac¢des de escape mesmo com a administracgdo de Gleevec
(por exemplo, E255K, T315I, M351T, V299L, T315A, F317V, ou
F311I). Um polipeptideo mutante pode compreender uma ou
mais mutag¢des de Bcr-Abl na mesma posigdo e/ou em posigdes
diferentes e/ou combina¢des de muta¢des em mais de uma
posicédo.

Assim, em um aspecto, a invencgdo fornece um método
para direcionamento da remogdo de um escape mutacional em
um individuo em necessidade, por administragdo ao individuo
de uma quantidade eficaz de um agente terapéutico
direcionado e uma composicdo que compreende um ou mais dos
seguintes: i) um veiculo de levedura que compreende Aacido
nucleico gue codifica pelo menos um polipeptideo mutante
associado ao cancer, um fragmento desse que compreende uma
mutagdo, ou um mimetopo; 1ii) um veiculo de levedura dgue
compreende pelo menos um polipeptideo mutante associado ao
cédncer, um fragmento desse que compreende uma mutagdo, ou
um mimetopo; iii) um veiculo de levedura em associagdo com
pelo menos um polipeptideo mutante associado ao céncer, um
fragmento desse gque compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;
iv) um veiculo de levedura gque compreende &acido nucleico
que codifica pelo menos um polipeptideo mutante associado
ao cancer, um fragmento desse que compreende uma mutagdo,

ou um mimetopo carregado de modo intracelular em uma célula
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dendritica; ou v) um veiculo de levedura e pelo menos um
polipeptideo mutante associado ao céncer, um fragmento
desse que compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo carregado
de modo intracelular em uma célula dendritica, em que o
polipeptideo mutante é conhecido por surgir ou surgiu com
pelo menos uma mutacdo especifica em resposta a
administrag¢do de um agente terapéutico e/ou profilatico
direcionado para céncer.

O agente terapéutico direcionado pode ser gqualqgquer
tipo de céncer gque & usado para a profilaxia ou tratamento
de céncer. Exemplos ndo limitantes para o agente sdo: um
inibidor de tirosina guinase, um inibidor de Src guinase,
um inibidor duplo de Src/Abl, um agente que age sobre a via
de Ras/Raf/Mek, um agente que age na via de PI3K; um agente
gque age sobre as proteinas de chaperona que estédo
envolvidas em vias de transdug¢do de sinal oncogénico. A
combinag¢do do agente terapéutico e a metodologia de remog¢do
direcionada é eficaz para a eliminagdo de células due
contém uma mutagao de escape. Varios dos agentes
terapéuticos existentes nd3o eliminam as células com
mutagdes de escape embora elas possam eliminar o fendtipo
de tipo selvagem. Como tal, o agente isolado ou a
metodologia de remogao direcionada isolada ndo é tdo eficaz
guando usado por si quanto eles s3do usados em combinagdo um
com o outro.

Exemplos ndo limitantes de agentes terapéuticos
direcionados que agem como inibidores de tirosina quinase
sdao imatinib, nilotinib, PD1866326, PD180970, AP23464, BMS-
354825, ON012380, VX-680, e BIRB-796.

Exemplos nao limitantes de agentes terapéuticos
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direcionados gque agem como inibidores de Src dguinase sao
PDl166326, PD180970, AP23464, BMS-354825, AZM475271, PP1,
PP2, AP- 23236, CGP76030, e PD173955.

Exemplos nao limitantes de agentes terapéuticos
direcionados que afetam a estabilidade das proteinas dgue
estdo envolvidas em clncer (por exemplo, Bcr-Abl) incluem
proteinas “heat shock” ou outras proteinas de chaperona que
se associam com a proteina que estd envolvida em céncer. Em
alguns aspectos, o agente & geldanamicina/17-AAG ou NVP-
LAQ824.

O agente terapéutico direcionado também pode agir em
uma via de sinalizagdo que & abaixo de Bcr-Abl. Exemplos
das vias de sinalizagdo dque sdo contempladas no escopo
dessa invenc¢do incluem, sem limitag¢do, Ras, Raf, Mek, Erk,
Src, PI3K, PDK, ASK, mTOR. Exemplos ndo limitantes de
agentes que visam as vias de sinalizag¢do acima mencionadas
incluem: SCH66336, BAY-439006, CI-1040, 1.Y294002,
wortmanina, OSU-03012, CCI-779, R115777, BMS-214662, U01l26,
pPD184352, rapamicina, RADOQOO1, CCI-779, e AP23573. Em
adigdo, os agentes que visam proteina associada com a
ativagdo dessas vias s3o também contemplados no escopo da
inven¢do. Por exemplo, inibidores de farnesil transferase
como SCH66336, R115777, e BMS-214662, podem ser usados em
combina¢do com a metodologia de remogdo direcionada aqui
descrita.

Além do direcionamento de proteinas como Bcr-Abl,
outros agentes terapéuticos para céncer sdo direcionados
para outros alvos como FLT3, PDGFR, VEGR, PKC, e c-Kit,
como discutido em maiores detalhes abaixo. Em algumas

modalidades, D816V e V560G sdo muta¢des de escape em c-Kit
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que podem ser direcionadas pelas metodologias aqui
descritas. A remogao direcionada para escape mutacional
também pode ser usada em combinagdo com agentes
direcionados para os alvos acima mencionados e qualquer
outro antigeno de céncer e/ou proteinas associadas ao
cldncer. Por exemplo, PKC412 e sunitinib (SU11248) podem ser
usados para o direcionamento de FLT3, PDGFR, VEGR, PKC, e
c-Kit. A remocgdo direcionada para escape mutacional também
pode ser usada em combina¢do com agentes para tratar outros
cinceres, como sindrome hipoeosindfila resistente a
imatinib (HES) ou tumor do estroma gastrointestinal (GIST).

Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante compreende
uma muta¢do em EGFR. EGFR & uma tirosina gquinase receptor
que tem um papel fundamental na iniciag¢do da divisdo
celular tanto em c¢élula normal guanto cancerosa. Em
inGmeros tipos de cénceres, incluindo céncer pulmonar de
célula nao preguena (NSCLC) e glioblastoma (céncer
cerebral), & relatado que EGFR é superexpresso ou mutado, e
acredita-se que essas mudang¢as estejam associadas a
formagcdo e crescimento de tumores. Dois inibidores orais de
anilinoquinazolina EGFR de tirosina guinases, gefitinib
(Iressa) e erlotinib (Tarceva), foram aprovados nos Estados
Unidos da América para tratamento de NSCLC. Uma mutagdo de
escape, T790M, foi encontrada em EGFR que €& relatada por
tornar o individuo mamifero resistente ao tratamento com
Iressa ou Tarceva. Como tal, o uso de remo¢do direcionada
para escape mutacional também pode ser feito em combinagdo
com Iressa ou alternativamente, com Tarceva para tratar
individuos que desenvolveram mutagdes de escape para esses

agentes.
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Consequentemente, s3o aqui fornecidas composigdes Jque
compreendem um polipeptideo mutante de EGFR (ou mimetopo
desse) ou Aacido nucleico que codifica EGFR e métodos para
seu uso para despertar uma resposta imune. Em alguns
exemplos, a resposta imune & uma resposta imune celular. Em
alguns exemplos, a resposta imune é uma resposta imune
humoral. Em outros exemplos, a resposta imune inclui tanto
regsposta imune celular quanto humoral. Em alguns exemplos,
o polipeptideo mutante compreende uma mutag¢do no dominio de
quinase de EGFR.

Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante compreende
uma mutag¢do no receptor de fator de crescimento derivado de
prlaquetas (PDGFR). PDGFR & uma tirosina quinase receptora.
A ativacdo de PDGFR é relatada como sendo critica para a
progressdo de varios tipos de cédnceres como glioblastoma,
dermatofibrossarcoma protuberans, e LMC. Portanto, sdo aqui
fornecidas composigdes que compreendem um polipeptideo
mutante de PDGFR (ou mimetopo desse) ou acido nucleico que
codifica PDGFR e métodos para seu uso para despertar uma
resposta imune. Em alguns exemplos, a resposta imune & uma
resposta 1imune celular. Em alguns exemplos, a resposta
imune & uma resposta imune humoral. Em outros exemplos, a
resposta 1imune inclui tanto uma resposta imune celular
quanto humoral. Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante
compreende uma mutagdo no dominio de gquinase de PDGFR.

Em algumas modalidades, o polipeptideo mutante
compreende uma muta¢do de KIT. KIT € uma tirosina quinase
receptora para fato de célula tronco (SCF). A ativagdo de
KIT por muta¢des no dominio de guinase € relatada como

sendo associada a tumor do estroma gastrointestinal (GIST)



10

15

20

25

30

51/76

e outros tipos de tumores. Mutacdes de escape frequentes,
como D816V ou V560G, em c-kit foram descritas em pacientes
tratados com Gleevec. Veja, por exemplo, Walz e cols.,
Critical Reviews in Oncology/Hematology, 57:145-164 (2006).
Consequentemente, sdo aqui fornecidas composi¢des que
compreendem um polipeptideo mutante de KIT (ou mimetopo
desse) ou &cido nucleico que codifica KIT e métodos para
seu uso para despertar uma resposta imune. Em alguns
exemplos, a resposta imune & uma resposta imune celular. Em
alguns exemplos, a resposta imune é uma resposta imune
humoral. Em outros exemplos, a resposta imune inclui uma
resposta imune tanto celular gquanto humoral. Em alguns
exemplos, o polipeptideo mutante compreende uma mutag¢do no
dominio de quinase de KIT. Em alguns exemplos, o
polipeptideo mutante compreende a mutag¢do T670I com relagdo
ao polipeptideode KIT de tipo selvagem.

Portanto, sdo aqui fornecidas composigdes que
compreendem tais polipeptideos mutantes (ou mimetopos
dessesg) ou &acido nucleico que codifica os polipeptideos
mutantes e métodos para seu uso para despertar uma resposta
imune. Em alguns exemplos, a resposta imune & uma resposta
imune celular. Em alguns exemplos, a resposta imune & uma
resposta imune humoral. Em outros exemplos, a resposta
imune inclui uma resposta imune tanto celular quanto
humoral. Em alguns exemplos, um polipeptideo mutante que é
conhecido por surgir ou gue surgiu com uma mutagdo
especifica em resposta a um agente & imunogénico por si, ou
seja, sem ser associado com um adjuvante mas isso ndo é
necessario. Em outros exemplos, um polipeptideoc mutante gue

é conhecido por surgir ou gue surgiu em resposta a um
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agente é& imunogénico em associacdo com um adjuvante, como
um ligante ou agonista de receptor Toll-like, ou seqUéncia
de nucleotideos de CpG, ou outro vetor ou veiculo, como um
veiculo de levedura, gue promove sua antigenicidade.
Portanto, as composi¢des aqui descritas sd8o usadas
para despertar uma resposta imune a um polipeptideo mutante
em um mamifero, gque compreende a administragdo ao mamifero
de uma quantidade eficaz da composigdo junto com o agente
terapéutico e/ou profilatico direcionado. Em alguns
exemplos, a composigdo compreende um ou mais dos seguintes:
i}). wum veiculo de 1levedura que compreende Aacido

nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante,

um fragmento desse gue compreende uma mutagdo, ou um
mimetopo;
ii). um veiculo de levedura que compreende pelo menos

um polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende
uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iii). um veiculo de levedura em associagdo com pelo
menos um polipeptideo mutante, um fragmento desse dgue
compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iv). um veiculo de 1levedura gue compreende Aacido
nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante,
um fragmento desse gue compreende uma mutag¢do, ou um
mimetopo carregado de modo intracelular em uma célula
dendritica; ou

v) . um veiculo de levedura e pelo menos um
polipeptideo mutante, um fragmento desse gque compreende uma
mutacdo, ou um mimetopo carregado de modo intracelular em
uma célula dendritica, em dgue o polipeptideo mutante &

conhecido por surgir ou surgiu com pelo menos uma mutagdo
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especifica em resposta a administragdo de um agente
terapéutico e/ou profilatico direcionado.

Adicionalmente, as composi¢des podem ser usadas na
preparacgdo ou manufatura de medicamentos para despertar uma
resposta imune a um polipeptideo mutante em um mamifero
junto com um agente terapéutico e/ou profilatico
direcionado. Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante &
um oncogene, um antigeno associado a tumor ou um
polipeptideo expresso pela célula cancerosa. Em alguns
exemplos a célula cancerosa & selecionada do grupo dJue
consiste em cancer colo-retal, melanomas, carcinoma de
célula escamosa, cénceres de mama, carcinomas da cabeca e

pescogo, carcinomas da tiredide, sarcomas de tecidos moles,

sarcomas bsseos, cidnceres testiculares, cédnceres
prostaticos, canceres ovarianos, cénceres da Dbexiga,
cénceres cutdneos, cénceres cerebrais, angiossarcomas,
hemangiossarcomas, tumores de mastdcitos, cédnceres
hepaticos primarios, cénceres pulmonares, cédnceres
pancreaticos, cénceres gastrointestinais, carcinomas de
célula renal, neoplasias hematopoiéticas, leucemias, e

cdnceres metastaticos desses.

Em alguns exemplos a resposta imune & uma resposta
imune celular. Em outros exemplos a resposta imune é uma
resposta imune humoral. Ainda em outros exemplos a resposta
imune inclui uma resposta imune tanto celular gquanto
humoral.

Alem disso, as composi¢des aqui descritas sdo usadas
para tratar uma doenga em um mamifero, gque compreende a
administragdo ao mamifero de uma quantidade eficaz da

composicdo, em que a doenga € associada com um polipeptideo
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mutante gque & conhecido por surgir ou surgiu com pelo menos
uma mutagdo especifica em resposta & administragdo de um
agente terapéutico e/ou profiladtico direcionado. Em alguns
exemplos as composigdes sdo usadas Jjunto com o agente
terapéutico e/ou profildtico direcionado. Além disso, as
composig¢gdes podem ser usadas na preparacg¢do ou manufatura de
medicamentos para o tratamento da doenga em um mamifero
junto com um agente terapéutico e/ou profilatico
direcionado. Em alguns exemplos, o polipeptideo mutante, é
um oncogene, um antigeno associado a tumor ou um
polipeptideo expresso por uma célula cancerosa. Em alguns
exemplos a c¢élula cancerosa & selecionada do Jgrupo dJue
consiste em cancer colo-retal, melanomas, carcinoma de

célula escamosa, canceres de mama, carcinomas da cabeca e

pescog¢o, carcinomas da tiredide, sarcomas de tecidos moles,

sarcomas bsseos, canceres testiculares, cadnceres
prostaticos, canceres ovarianos, canceres da bexiga,
cdnceres cuténeos, cdnceres cerebrais, angiossarcomas,
hemangiossarcomas, tumores de mastdcitos, cadnceres
hepaticos primarios, cadnceres pulmonares, cénceres
pancreaticos, canceres gastrointestinais, carcinomas de
célula renal, neoplasias hematopoiéticas, leucemias, e

cdnceres metastidticos desses. Em alguns exemplos a doenga é
clncer.

Métodos de identificac¢ao de novos polipeptideos
mutantes em um antigeno de cdncer gue surgem como um
resultado da administragdo de agentes s8o conhecidos na
técnica. As mutacdes de escape ilidentificadas por métodos in
vitro mostraram um alto grau de correlacgdo com agquelas que

se desenvolvem in vivo. Veja, por exemplo, Azam e cols.,



10

15

20

25

30

55/76

Cell, 112:831-843 (2003); Cools e cols., Cancer Research,
64:6385-6389 (2004); Blencke e cols., Chem. Biol., 11:691-
701 (2004). Por exemplo, Azam e cols., forneceram um método
de rastreamento para a identificagdo de polipeptideos
nmutantes resistentes a agentes antic@ncer direcionados para

alvo, que é geralmente aplicavel a gqualquer par agente-

polipeptideo mutante (Azam e cols., Biol. Proced. Online,
5(1) :204-210 (2003)). Resumidamente, o cDNA gue codifica o
polipeptideo mutante alvo & clonados em um vVvetor de

clonagem e submetido a mutagénese aleatdria, criando uma
biblioteca de muta¢des no polipeptideo de céncer alvo. A
biblioteca €& entdo introduzida em células suscetiveis ao
tratamento com o agente. As coldnias que sdo resistentes ao
tratamento com o agente sdo entdo selecionadas na presenga
do agente terapéutico, isoladas, e sequenciadas para
revelar as mutag¢des supostas. Para validar o fendtipo
resistente de cada wmutagdo candidata, também podem ser
criadas mutag¢des no c¢DNA nativo de novo por mutagénese
sitio-direcionada. Os c¢DNAs mutantes sdo introduzidos em
cé€lulas sensiveis a fdrmaco para confirmar seus fendtipos
resistentes a farmaco. A resisténcia a farmaco também pode
ser confirmada por ensalios de proliferagdo celular. As
mutacdes também podem ser analisadas para suas
consequéncias estruturais por mapeamento em um modelo da
estrutura em cristal da proteina.
Composigdes e formulagdes farmacéuticas e administragdo
dessas

Sdo aqui fornecidas composigdes que compreendem
vetores em associagdo com um polipeptideo mutante, due

incluem composicdes a serem administradas a um paciente
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diretamente ou primeiramente carregadas em um carreador
como uma célula dendritica, com o uso de intmeras técnicas
conhecidas por aqueles habilitados na técnica. Por exemplo,
os vetores podem ser secos por liofilizag¢ao ou congelados
por exposig¢do a nitrogénio 1liquido ou gelo seco. As
composigdes gue compreendem veiculos de levedura também
podem ser preparadas por embalagem de levedura em um bolo
ou um comprimido, como & feito para 1levedura usada em
operagdes de cervejaria ou de panificag¢do. Em adigdo, antes
da carga em uma célula dendritica, ou outro tipo de
administrag¢do, os vetores também podem ser misturados com
um excipiente farmaceuticamente aceitavel, como um tampdo
isotbénico que é tolerado pela célula hospedeira. Exemplos
de tais excipientes incluem &gua, solug¢do salina, solug¢do
de Ringer, solugdo de dextrose, solugdo de Hank e outras
solugdes aquosas fisiologicamente equilibradas. Veiculos
nao aquosos, como Oleos fixados, &6leo de gergelim, oleato
de etila, ou triglicerideos também podem ser usados. Outras
formula¢gdes Gteis incluem suspensdes que contém agentes
intensificadores de viscosidade, como polietileno glicdis
(PEG) carboximetilcelulose de sbdio, sorbitol, glicerol ou
dextrano. Os excipientes também podem conter gquantidades
menores de aditivos, como substdncias gue aumentam a
isotonicidade e estabilidade quimica. Exemplos de tampdes
incluem tampdo de fosfato, tampd3oco de bicarbonato e tampdo
Tris, enquanto exemplos de conservantes incluem timerosal,
m- ou o-cresol, formalina e alcool benzilico. As
formula¢des padrido podem ser injetdveis ligquidos ou sdélidos
que podem ser capturados em um liquido adequado como uma

suspensdo ou solug¢do para injegdo. Portanto, em uma
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formulagdo ndo liquida, o excipiente pode compreender, por
exemplo, dextrose, albumina sérica humana, e/ou
conservantes aos quals adgua estéril ou solugdo salina podem
ser adicionados antes da administracao.

sao aqui fornecidos métodos que compreendem a
administragdo de uma composicgdo (como uma composigao
imunogénica) que compreende um vetor em associag¢do com um
antigeno mutante a um mamifero em risco por céncer ou
infecg¢do ou sujeito ao cancer ou infecgdo. Os métodos sdo
geralmente Uteis para despertar uma resposta imune, gue em
alguns exemplos, & uma resposta imune celular no mamifero.
Acredita-se que tais métodos sejam UGteis em despertar uma
resposta imune celular a um polipeptideo mutante que surgiu
em resposta a um agente(s) ou &€ gue surgird em resposta a
um agente; asgsim minimizando ou revertendo a resisténcia ao
agente, e/ou estendendo a eficacia do agente e/ou
minimizando, reduzindo ou revertendo alguns sintomas da
doenca ou infeccio.

Portanto, sdo aqui fornecidos métodos para minimizar a
resisténcia a um agente profildtico e/ou terapéutico em um
mamifero, que compreende a administragdo ao mamifero de uma
quantidade eficaz de uma composi¢do dgque compreende um
vetor, como, por exemplo, um veiculo de levedura, em
associagdo com um polipeptideo mutante gque surgiu em
resposta ao agente. Também, sdo aqui fornecidos métodos
para reduzir a resisténcia a um agente administrado a um
mamifero em risco de doenga ou infecg¢do ou sujeito a doenga
ou infeccdo, seja o agente administrado profilaticamente
e/ou terapeuticamente, gue compreendem a administrag¢ao ao

mamifero de uma quantidade eficaz de uma composig¢do junto
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com o agente, em que a referida composi¢do compreende,

a. um célula, vetor ou virus gque compreendem Aacido
nucleico que codifica o polipeptideo mutante;

b. uma célula, vetor ou virus em associagd3o com O
polipeptideoc mutante;

c. o polipeptideo mutante, ou um peptideo (mimetopo)
que desperta uma resposta imune ao polipeptideo mutante; ou

d. acido nucleico gque codifica o polipeptideo mutante,
ou acido nucleico, como siRNA ou RNA anti-senso que se liga
ao Aacido nucleico, em que uma quantidade eficaz da
composigdo &€ administrada junto com o agente.

Em alguns exemplos, a composigdo compreende um ou mais
dos seguintes:

i). um veiculo de levedura que compreende acido

nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante,

um fragmento desse que compreende uma mutag¢do, ou um
mimetopo;
ii) . um veiculo de levedura que compreende pelo menos

um polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende
uma mutagdo, ou um mimetopo;

1ii). um veiculo de levedura em associagdo com pelo
menos um polipeptideo mutante, um fragmento desse que
compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iv). um veiculo de 1levedura que compreende &acido
nucleico que codifica pelo menos um polipeptideo mutante,
um fragmento desse que compreende uma mutag¢do, ou um
mimetopo carregado de modo intracelular em uma célula
dendritica; ou

V). um veiculo de levedura and pelo menos um

polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende uma
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mutagdo, ou um mimetopo carregado de modo intracelular em
uma c¢élula dendritica, em qgue o polipeptideo mutante &
conhecido por surgir ou surgiu com pelo menos uma mutagdo
especifica em resposta a administragdo de um agente
terapéutico e/ou profilatico direcionado.

Em alguns exemplos, a composigdo & capaz de despertar
uma resposta imune celular. Em outros exemplos, a resposta
imune € uma resposta imune humoral. Em outros exemplos, a
resposta imune inclui tanto wuma resposta imune celular
quanto humoral.

Em alguns exemplos dos métodos, a composigdo
compreende i, adjuvante. Em outros exemplos, a composigdo
também compreende um agonista ou ligante para um receptor
Toll-like ou um receptor fagocitico ou ambos. Em outros
exemplos, a composigio compreende um veiculo de levedura.
Anda em outros exemplos, a composigdo compreende uma
seqléncia de CpG. Em outros exemplos, a célula & uma célula
dendritica. Em alguns exemplos, o mamifero & um ser humano.

Também sdo aqui fornecidos vetores, que incluem, por
exemplo, veiculos de levedura, virus e composigdes, como,
por exemplo, composigdes com base em levedura due
compreendem veiculos de levedura, que incluem composig¢des
imunogénicas, para uso nos métodos para despertar uma
resposta imune especifica para polipeptideo mutante em um
mamifero que fol, sera, ou estd sendo administrado com o
agente(s). Em alguns exemplos, o mamifero esta em risco
para o desenvolvimento de uma doenga, e um vetor associado
com um polipeptideo mutante, um fragmento desse que
compreende uma muta¢do ou um mimetopo, e/ou composigdes que

compreendem tal vetor, sdo administrados profilaticamente,
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antes, concomitantemente e/ou depois do agente. Em outros
exemplos, o mamifero & submetido & doenga e um vetor
associado com um polipeptideo mutante, e/ou composigdes que
compreendem tais vetores, é administrado terapeuticamente,
antes, concomitantemente e/ou depois do agente. A
administracdo de tais veiculos de levedura em associagdo
com um polipeptideo mutante pode ser feita, por exemplo,
para aumenta a suscetibilidade do mamifero a um agente
terapéutico e/ou profildtico; e/ou para aumentar a eficacia
terapéutica de tais agentes; e/ou na extensdo do ciclo de
vida eficaz de tais agentes. Em alguns exemplos, um
polipeptideo mutante é identificado antes da administragdo
de um vetor ou composigdo como aqui descrito, e em outros
exemplos, um polipeptideo mutante é previsto para ocorrer
resposta a um agente.

As composig¢des agui descritas que compreendem vetores,
como veiculos de levedura, em associagao com um
polipeptideo mutante, um fragmento desse que compreende uma
mutagdo ou um mimetopo, e o agente terapéutico ou
profilatico pode ser administrado simultaneamente ou
sequencialmente, antes ou depois da administra¢dao do
agente(s) . A administracdo simultanea engloba a
administra¢do junto com uma composigdo ou alternativamente,
como composig¢des separadas. Em alguns exemplos, o agente e
polipeptideo mutante, ou &acido nucleico gque o codifica,
estdo em diferentes formulag¢des e sd3o administrados
simultaneamente e separadamente. Como sera percebido, em
alguns exemplos, em gque o agente e polipeptideo mutante, ou
dcido nucleico gue o codifica, sdo administrados

sequencialmente, a administragdo pode ser em uma base
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didria, semanal, ou mensal como for considerado adequado
pelo profissional para o mamifero. O termo “administracdo
simultédnea” como aqui usado, significa que a composig¢do que
compreende o veiculo de levedura e o agente terapéutico sao
administrados no mesmo dia. A composi¢do que compreende O
polipeptideo mutante ou o agente terapéutico pode ser
administrada primeiramente. Quando administrada
simultaneamente, a composig¢do gue compreende o velculo de
levedura e o agente terapéutico podem ser contidos na mesma
dosagem (ou seja, uma dosagem unitdria que compreende tanto
a composig¢do gue compreende o veiculo de levedura gquanto o
agente terapéutico) ou em dosagens distintas (por exemplo,
a composicdo que compreende o veiculo de levedura é contida
em uma forma de dosagem e o agente terapéutico & contido em
outra forma de dosagem) .

Em alguns exemplos, a composigdo gque compreende o
polipeptideo mutante € administrada como um “tratamento de
acompanhamento”, ou seja, depois do tratamento do agente
ter sido iniciado ou depois de um aumento em um sintoma da
doenga sex obsexrvado. No entanto, a composigdo que
compreende o vetor, como um veiculo de levedura, também
pode ser administrada antes de o tratamento com o agente
terapéutico ou profilatico ter sido iniciado.

Os métodos agui descritos também podem
compreende3r a administra¢do de um vetor e um polipeptideo
mutante a um mamifero, em que o vetor e o polipeptideo ndo
estdo em complexo um com o outro, ou seja, © polipeptideo
ndo é recombinantemente expresso pelo vetor, carregado no
vetor, ou fisicamente anexados ao vetor. O vetor e o

polipeptideo mutante podem ser misturados em uma formulacgdo
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antes da administrac¢do ao individuo, ou administrados
separadamente. O processo de administragdo pode ser
realizado ex vivo, como por introdugdo por células

dendriticas carregadas com o veiculo de levedura, ou in
vivo. A administracdo ex vivo refere-se a realizag¢do de
parte da etapa reguladora fora do mamifero, como
administragdo de uma composi¢do da presente invengdo a uma
populagdo de células (células dendriticas) removidas de um
mamifero sob condi¢gdes de modo que o vetor e o polipeptideo
mutante sejam carregados na célula, e devolugdo das células
ao mamifero. A composigdo que compreende um vetor pode ser
entdao devolvida a um mamifero, ou administrada a um
mamifero, por qualquer modo adequado de administracgdo.

A administragdo de uma composig¢do, gque inclui uma
composigdo que compreende uma célula dendritica carregada
com um vetor e polipeptideo mutante, pode ser, por exemplo,
sistémica, ou mucosa. As vias de administragdo serao
aparentes para aqueles habilitados na técnica, dependendo
do tipo de condigdo, do polipeptideo mutante usado, e/ou da
populag¢do de células alvo ou tecido. Os métodos de
administracao incluem, sem limitacgao, administracgado

intravenosa, administrag¢do intraperitoneal, administragdo

intramuscular, administrag¢ao intranodal, administracgdo
intracoronariana, administracédo intra-arterial (por
exemplo, em uma artéria cardtida), administracao
subcutéanea, liberacao transdérmica, administracgado
intratraqueal, administrac¢ao subcuténea, administracgdo

intra-articular, administra¢do intraventricular, inalag¢do
(por exemplo, aerossol), intracraniana, intra-espinhal,

intra-ocular, aural, intranasal, oral, administracao
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pulmonar, impregnagdo de um cateter, e injeg¢do direta a um
tecido. As wvias de administracdo incluem: intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, intradérmica, intranodal,
intramuscular, transdérmica, inalada d, intranasal, oral,
intra-ocular, intra-articular, intracraniana, e intra-
espinha liberacgéao parenteral pode incluir as vias
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapleural,
intrapulmonar, intravenosa, subcuténea, por cateter atrial
e cateter venoso. A liberag¢do auricular pode incluir gotas
auriculares, a 1libera¢do intranasal pode incluir gotas
nasais ou injeg¢do intranasal, e a liberagac intra-ocular
pode incluir colirios. A liberag¢do por aerossol (inalagao)

também pode ser realizada com o uso dos métodos padrdoc na

técnica (veja, por exemplo, Stribling e cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 189:11277-11281 (1992). Por exemplo, em um
exemplo, uma composig¢do que compreende um veiculo de

levedura pode ser formulado em uma composigdao adequada para
liberag¢do nebulizada com o uso de um dispositivo de
inala¢do adequado ou nebulizador. A liberag¢doc oral pode
incluir sélidos e liguidos gue podem ser tomados através da
boca, e & Util no desenvolvimento de imunidade de mucosa e
j& gque as composigdes gque compreendem os veiculos de
levedura podem ser facilmente preparadas para liberagdo
oral, por exemplo, como comprimidos ou capsulas, bem como
ser formuladas em produtos alimenticios e bebidas. Outras
vias de administracio gque modulam a imunidade mucosa sdo
Gteis no tratamento de céncer ou doenca infecciosa. Tais
vias incluem brbnguica, intradérmica, intramuscular,
intranasal, outra via inalatdéria, retal, subcutéanea,

tépica, transdérmica 1, vaginal e uretral. A via de
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liberagdo & qualgquer via de liberacido de uma composigdo que
compreende um veiculc de levedura ao sistema respiratdrio,
incluindo, sem limitacgado, inalacgdo, intranasal,
intratraqueal e outras.

A administragdo eficaz de uma célula, vetor, como um
veiculo de levedura, ou virus, ou composigdo gque compreende
uma célula, vetor, virus ou veiculo de levedura como aqui
descrito a um mamifero em risco ou sujeito & doenga ndo
requer dgue o mamifero seja protegido da doeng¢a. Os
pardmetros de dose eficaz podem ser determinados com o uso
de métodos padrdo na técnica que sdo adequados para
minimizar ou reduzir os sintomas de doenga, ou minimizar a
progressao da doenga. Tais métodos incluem, por exemplo, a
determinac¢do de taxas de sobrevivéncia, efeitos colaterais
(ou seja, toxicidade) e progressdo ou regressdo da doenga.

Para uso com um veiculo de levedura, um tamanho de
dose UGnica adequadas & uma dose que seja capaz de despertar
uma resposta imune em um mamifero, em alguns exemplos, uma
resposta imune celular, que pode ser uma resposta imune
especifica para antigeno, quando administrada uma ou mais
vezes por um periodo de tempo adequado. Como sera
compreendido pelo profissional habilitado, a dose da
composigdo necessiria para despertar uma resposta imune
depende de intmeros fatores. Uma pessoca habilitada na
técnica pode determinar facilmente tamanhos adequados de
dose uUnica para administragdo com base no tamanho do
mamifero e da via de administracgdo.

Uma dose UGnica adequada de uma composigdo que
compreende um vetor em associag¢do com um polipeptideo

mutante & uma dose que & capaz de fornecer de modo eficaz
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um vetor e/ou polipeptideo mutante a um dado tipo de
célula, tecido, ou regido do corpo do paciente em uma
gquantidade eficaz para despertar uma resposta imune, gquando
administrada uma ou mais vezes por um periodo de tempo
adequado. No caso de levedura, uma dose Gnica de um veiculo
de levedura da presente invengdo é de cerca de 0,004 YU
(4x103 células) a cerca de 100 YU (1x10° células), como 0,1
YU (1x10° células) a cerca de 100 YU (1x10° células) por
dose (ou seja, por organismo), incluindo qualquer dose
intermediaria, em aumentos de 0,1x10° células (ou seja,
1,1x10°, 1,2x10°%, 1,3x10° etc.). Em uma modalidade, 2 YU (2
x 107 levedura) sdo usados. Essa faixa de doses pode ser
usada de modo eficaz em qualquer organismo de gualquer
tamanho, incluindo camundongos, macacos, humano, etc.
Quando a composicdo é administrada por carga do veiculo de
levedura e antigeno mutante em células dendriticas, uma
dose UGnica de uma composig¢do aqui descrita €& de cerca de
0,5 x 10° a cerca de 40x10° células dendriticas por
mamifero por administragio. Em outros exemplos, uma dose
Gnica é de cerca de 1x10° a cerca de 20x10° células
dendriticas por individuo, e ainda outros exemplos de cerca
de 1x10° a cerca de 10x10° células dendriticas por
mamifero. Uma dose “de reforg¢o” de uma composigdo gue
compreende um veiculo de levedura como aqui descrito pode
ser administrada quando a resposta imune contra o antigeno
mutante declinou, ou como necessidrio para fornecer uma
resposta imune ou induzir uma resposta de memdéria contra um
polipeptideo mutante particular. As doses de reforgo podem
ser administradas de cerca de 1 semana a Vvarios anos depois

da administragdo original. Em um exemplo, um esquema de
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administragdo & um em que de cerca de 1x10° a cerca de
1x10° equivalentes de célula de levedura de uma composigdo
é administrado semanalmente por 3 meses, a semanalmente por
1 més (5 doses) seguido por administrag¢do mensal.

Em alguns exemplos, uma composigédo de célula
dendritica que compreende um veiculo de levedura como aqui
descrito contém de cerca de 0,5 X 10° a cerca de 40 X 10°
células dendriticas por dose Unica por paciente, e em outro
exemplo, de cerca de 1 x 10° a cerca de 10 x 10° células
dendriticas por dose UGnica por paciente. Essas doses sdo
dadas para um ser humano tipico ou outro primata. As doses
adequadas para outros animais podem ser determinadas por
aqueles habilitados na técnica. Por exemplo, para um
camundongo, uma dose adequada & de cerca de 1 x 10° a cerca
de 3 x 10° por dose tnica por camundongo. Outras doses
podem ser determinadas pelo profissional habilitado e esta
dentro da capacidade daqueles habilitados na técnica. Uma
composigdo eficaz para administrar a um mamifero contém de
cerca de 0,5 x 10° a cerca de 40 x 10° células dendriticas
por dose Unica por individuo mamifero.

Estara O&bvio para pessoa habilitada na técnica que o
nimero de doses administradas a um mamifero & dependente da
natureza do veiculo de levedura e da resposta de um
mamifero & administragdo. Assim, estd dentro do escopo da
presente invengdo gque um numero adequado de doses incluem
qualquer nGmerc necessario para o objetivo desejado. Por
exemplo, a dosagem repetida pode aumentar o numero de
cé€lulas T disponiveis para atacar células alvo. A dosagem e
freqiéncia da administrag¢do podem ser ajustadas durante a

administracdo como sera aparente parao profissional
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habilitado.

Uma pessoa habilitada na técnica também pode monitorar
os efeitos da dosagem pelo uso de modelos animais, como
modelos de leucemia em camundongo. Tais modelos de
camundongo sao facilmente conhecidos por pessoa habilitada
na técnica. Um método de monitorar o efeito da dosagem é o
monitoramento da taxa de sobrevivéncia dos camundongos
(vacinado e ndo vacinados) depois de uma dose ou uma dose
de reforgo. Outros métodos de monitoramento do efeito da
dosagem & a medigdo da percentagem de células leucémicas
pelo tempo. Existem alguns modelos de camundongo em que as
células leucémicas sdo marcadas com um marcador, como uma
proteina verde green fluorescente (GFP). As células GFP-
positivas indicam células leucémicas e podem ser
monitoradas em varios compartimentos do corpo, como medula
Ossea.

Kits

Sdo aqui fornecidos kits para a realizagdo de qualquer
um dos métodos aqui descritos. Os kits da invengdo podem
compreender pelo menos um veiculo de levedura e pelo menos
um polipeptideo mutante associado ao céncer que & conhecido
por surgir ou surgiu com uma mutag¢io especifica em resposta
a4 administragdo de a um agente de farmaco terapéutico e/ou
profildtico direcionado. O kit também pode compreender um
agente de farmaco terapéutico e/ou profilatico. Em alguns
exemplos, o agente de firmaco & direcionado para as células
cancerosas. Exemplos de agentes incluem, sem Ilimitagdo,
imatinib, nilotinib, PD166326, PD180970, AP23464, BMS-
354825, ON012380, VX-680, BIRB-796, AZM475271, PP1l, PP2,

AP-23236, CGP76030, PD173955, Geldanamicina/l17-AAG, NVP-
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LAQ824, SCH66336, BAY-439006, CI-1040, LY254002,
wortmanina, 0OSU-03012, CCI-779, R115777, BMS-214662, U01l26,
PD184352, rapamicina, RAD0O1l, CCI-779, AP23573, PKC41l2 ou
8U11248. O kit também pode compreender instrugdes para a
realizagdo do método agqui descrito.

Os kits que compreendem um componente uUnico terdo
geralmente o componente englobado em um recipiente (por
exemplo, um frasco, ampola, ou outro recipiente de
estocagem adequado). Do mesmo modo, os kits que incluem
mais de um componente também podem ter os reagentes em
recipientes (separadamente ou em uma mistura) .

As instru¢gdes em relagdo ao uso do kit para a
realizag¢do da inveng¢do geralmente descrevem como o contelddo
do kit deve ser usado para realizar os métodos da invencdo.
As instrugdes supridas nos kitg da invengdo sdo tipicamente
instru¢des escritas em um rdtulo ou inserc¢do (por exemplo,
uma folha de papel incluida no kit), mas instrugdes 1lidas
em magquinas (por exemplo, instru¢des em um disco de
armazenamento magnético ou &ético) sdo também aceitaveis.

Embora a inven¢do anterior tenha sido descrita em
algum detalhe por via de ilustragdo e exemplo para
objetivos de clareza de compreensdo, sera aparente para
aqueles habilitados mna técnica que certas mudangas e
modificagdes podem ser praticadas. Portanto, as descrigdes
e exemplos ndo devem ser interpretados como limitantes do
escopo da invencgido.

EXEMPLOS
Exemplo 1 Construgdo de veiculos de levedura que
compreendem muta¢des de escape

O objetivo desse exemplo €& descrever construgdes de
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levedura que contém mutantes de escape conhecidos porx
ocorrer com a administracdo de Gleevec.

Vetores com base em levedura gue eXxpressam cerca de
400 aminodcidos da porcao 2Abl de p210 Bcr-Abl foram feitos.
Esses vetores estavam sob o controle de um promotor
constitutivo TEF2 (fator de alingamento de transcrigdo 2).
As leveduras que contém as seguintes construgdes foram
cultivadas, coletadas, lavadas com PBS, mortas por calor a
56 graus C por 1 hora, lavadas novamente com PBS e entao
ressuspensas em PBS para administragdo aos camundongos.

As seguintes seqUéncias foram usadas para gerar varias
constru¢gdes de levedura:

Construgdo #1 VK13 — BASM — VAX El1.E2.E3

MADEAPNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNG 50
OGWVPSNYITPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESS 100
PGQRSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVAD 150
GLITTLHYPAPKRNKPTIYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGKVY 200
EGVWKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTR 250
EPPFYITIEFMTYGNLLDYLRECNRQEVSAVVLLYMATQISSATEYLEKK 300

NFIHRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seqg. N°:
1)

Essa construgdo contém trés mutantes de escape: E255K,
T3151, e M351T.

Essa seqliéncia foi modificada em V227I e N336S, dque
correspondem a uma mudanga dos residuos humanos para
residuos que podem corresponder a residuos de camundongo.
A sequifncia de MADEAP no inicio foi adicionada a seqiéncia
de Bcr-Abl para estabilidade de expressdo de levedura. O

texto em negrito, sublinhado mostra mutagdes que

correspondem a mutantes de escape (E255K, T315I, e M351T).
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Os Ultimos 6 residuos sdo um tag de hexahistidina. Os 328
amincécidos entre a sequéncia de MADEAP e o tag de
hexahistidina s&8o do dominio de guinase Abl humana. O
aminodcido final & um cbédon de parada (*).

Construgdo #2 VK14 —VAX E2 ONLY

MADEAPNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNG 50
QGWVPSNYITPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESS 100
PGQRSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVAD 150
GLITTLHYPAPKRNKPTIYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGEVY 200
EGVWKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTR 250
EPPFYITIEFMTYGNLLDYLRECNRQEVSAVVLLYMATQISSAMEYLEKK 300

NFIHRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seq. N°:
2)

Essa construgdo contém apenas um mutante de escape:
T315I. Essa sequéncia foi modificada em V227I e N336S, dque
correspondem a uma mudanga dos residuos humanos para
residuos gque podem corresponder a residuos de camundongo.
A seqUéncia de MADEAP no inicio foi adicionada & sequéncia
de Bcr-Abl para estabilidade de expressdao de levedura. O
texto em negrito, sublinhado mostra mutagdes que
correspondem a mutantes de escape (T315I). Os Ultimos 6
residuos sdo um tag de hexahistidina. A sequéncia entre a
seqiéncia de MADEAP e o tag de hexahistidina s8oc do dominio
de qguinase Abl humana. O aminocdcido £final & um cdédon de
parada (*).

Construgdo #3 VK15 — JCN-BAM — VAX b3a2

MADEAPCFRSFSLTSVEOQMLTNSCVKLOQTVHHIPLTINKEDDESPGLYG 50
FLHVIVHSATGFKQSSKALQRPVASDFEPQGLSEAARWNSKENLLAGPSE 100
NDPNLFVALYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW 150
VPSNYTTPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESSPGQ 200
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RSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVADGII 250
TTLHYPAPKRNKPTIYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGEVYEGV 300
WKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTREPP 350

FYIITI EFMTYGNLLDYLRECNRQEVSAV VLLYMATQISSAMEYLEKKNFI 400
HRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seq. N°: 3)

Essa construgdo & Bcr-2bl de tipo selvagem com
residuos de camundongo na jungdo de Bcr e Abl. Essa
sequéncia foi modificada em V227I e N336S e duas mudancas
aos residuos acima da juncdo de Bcr-Abl humana que foram
substituidos com aminodcidos de camundongo correspondentes,
que corresponde a uma mudancga dos residuos humanos para
residuos gque correspondem a residuos de camundongo (essas
mudang¢as sdo indicadas acima em negrito com um duplo
sublinhado) . A sequéncia de MADEAP no inicio foi adicionada
a sequéncia de Bcr-Abl para estabilidade de expressdo de
levedura. Os tltimos 6 residuos sao um tag de
hexahistidina. A seqgiéncia entre a segquéncia de MADEAP e o
tag de hexahistidina s&8o da quinase Bcr-Abl humana que
contém 97 residuos acima da jungdo de Ber-Abl. O aminoacido
final & um cdédon de parada (*).

Construgdo #4 E2 totalmente humano ONLY

MADEAPNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNG 50
QGWVPSNYITPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESS 100
PGQRSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVAD 150
GLVTTLHYPAPKRNKPTIYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGEVY 200
EGVWKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTR 250
EPPFYIIIEFMTYGNLLDYLRECNRQEVNAVVLLYMATQISSAMEYLEKK 300

NFIHRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seqg. N°:
4)

Essa construcido contém residuos totalmente humanos de
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Bcr-Abl com uma mutagdo de escape, T315I. A seqUéncia de
MADEAP no inicio foi adicionada a sequéncia de Bcr-Abl para
estabilidade de expressdo de levedura. O texto em negrito,
sublinhado s8o mutag¢gdes gque correspondem ao mutante de
escape (T315I). Os 1Qltimos 6 residuos sdo um tag de
hexahistidina. Os 328 aminocdcidos entre a seqUéncia de
MADEAP e o tag de hexahistidina sdo do dominio de quinase
Abl humana. O aminodcido final & um cdéddon de parada (*).

Construgdo #5 seqiéncia de tipo selvagem de Bcr-Abl

totalmente humana que contém jungdo

MADEAPCFRSFSLTSVELQMLTNSCVKLQTVHSIPLTINKEDDESPGLYG 50
FLHVIVHSATGFKQSSKALQRPVASDN' EPQGLSEAARWNSKENLLAGPSE 100
NDPNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW 150
VPSNYITPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESSPGQ 200

RSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVADGLI 250

TTLHYPAPKRNKPTVYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGEVYEGV 300
WKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTREPP 350
FYIITEFMTYGNLLDYLRECNRQEVNAVVLLYMATQISSAMEYLEKKNFI 400

HRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seq. N°:5)
Essa construgdo é a seqUéncia de Bcer-Abl de tipo
selvagem humana gue contém a Jjungdo de Bcr e Abl. A
seqiéncia de MADEAP no inicio foi adicionada a seqiéncia de
Bcr-Abl para estabilidade de expressdo de levedura. Os
Gltimos 6 residuos sdo um tag de hexahistidina. A sequéncia
entre a sequéncia de MADEAP e o tag de hexahistidina sédo da
sequéncia de Ber-Abl humana que contém 97 residuos acima da
jungdo de Bcr-Abl. O aminodcido final & um cdédon de parada
(*) .
Construgdo #6 El1.E2.E3 totalmente humanos

MADEAPNLFVALYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNG 50
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QGWVPSNYITPVNSLEKHSWYHGPVSRNAAEYLLSSGINGSFLVRESESS 100
PGQRSISLRYEGRVYHYRINTASDGKLYVSSESRFNTLAELVHHHSTVAD 150
GLITTLHYPAPKRNKPTVYGVSPNYDKWEMERTDITMKHKLGGGQYGKVY 200
EGVWKKYSLTVAVKTLKEDTMEVEEFLKEAAVMKEIKHPNLVQLLGVCTR 250
EPPFYIIIEFMTYGNLLDYLRECNRQEVNAVVLLYMATQISSATEYLEKK 300

NFIHRDLAARNCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDHHHHHH* (Id de Seq. N°:
6)

Essa construgdo contém trés mutantes de escape: E255K,
T315I, e M351T. A sequéncia de MADEAP no inicio foi
adicionada &a sequUéncia de Bcr-Abl para estabilidade de
expressdo de levedura. O texto em negrito, sublinhado
mostra mutag¢des gque correspondem a mutantes de escape
(E255K, T315I, e M351T). Os uUltimos 6 residuos sdo um tag
de hexahistidina. Os 328 aminocdcidos entre a seqgiéncia de
MADEAP e o tag de hexahistidina sdo do dominio de quinase
Abl humana. O aminoacido final & um cdédon de parada (*).
Exemplo 2 Modelo de camundongo de leucemia

O modelo de camundongo de leucemia foi usado segundo o
qual os camundongos foram injetados com um retrovirus gque
contém varias formas de Bcr-Abl. Essas células leucémicas
foram construidas para expresser a proteina verde
fluorescente (GFP) , um marcador para objetivos de
monitoramento.

Os camundongos foram imunizados 3 vezes em intervalos
de duas semanas com 2 YU levedura (20 milhdes de
leveduras). A dose foil com 500.000 células de leucemia no
7° dia apds a UGltima vacinacdo. Os estudos de camundongo
foram divididos em duas partes:

Havia 2 grupos de camundongos no experimento #1:

(1) O primeiro grupo ndo foil imunizado mas recebeu
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dose de LMC de tipo selvagem rotulado com GFP (Bcr-Abl mas
sem mutag¢des de escape) (5 animais). (2) o segundo grupo de
camundongos foi imunizado com uma vacina com base em
levedura gue contém proteina Abl que porta trés mutagdes de
escape encontradas em tratamento com Gleevec (Bcr-Abl com 3
epitopos TAME - E255K, T315I, M351T, aka GI-10.001) e entdo
com dose de de LMC de tipo selvagem rotulado com GFP (Bcr-
Abl mas sem muta¢des TAME) (5 animais)

Os resultados foram como se segue:

A Figura 1 mostra as curves de Kaplan-Meier, gque foram
idénticas para esses grupos
- todos os camundongos morreram no mesmo periodo de 24
horas no 10° dia. Os camundongos vacinados tiveram nOmerocs
elevados de células T e B em seus bag¢os também confirmando
a administrag¢do da vacina com base em levedura e indicando
uma ativac¢do imune inata geral para a vacina administrada.

Havia 3 grupos de camundongos na parte 2 dos estudos
de camundongo:

(1) O primeiro grupo ndc foi imunizado mas recebeu
dose de LMC T315I rotulado com GFP (Bcr-Abl com 1 mutacao
TAME - T3151) (5 animais).

(2) o segundo grupo de camundongos foi imunizado com
uma vacina com base em levedura que contém proteina Abl que
porta trés mutagdes de escape (Bcr-Abl com 3 epitopos TAME
- E255K, T315I, M351T) e entdo com dose de 1LMC T315I
rotulado com GFP (Bcr-Abl com 1 mutacdo TAME - T3151) (3
animais) .

(3) O terceiro grupo de camundongcs foi imunizado com
a vacina com base em levedura que contém proteina Abl com

uma mutacdo de escape (Bcr-Abl com 1 epitopo TAME - T315I),
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e entdo com dose de LMC T315I rotulada com GFP (Bcr-Abl com
1 mutagdoc TAME - T315I) (4 animais)

os resultados s3o como se segue:

A TFigura 2 mostra as curvas de Kaplan-Meier, gue
mostraram uma clara vantagem na sobrevivéncia para os
camundongos vacinados. Nos grupos de controle (grupo #1),
todos os camundongos morreram em um periodo de 24 horas nos
dias 10-11 (5/5 morte). Em contraste, no grupo vacinado de
camundongos todos sobreviveram depois do 11° dia. N&o houve
camundongos mortos de um total de 7 camundongos no Jgrupo
vacinado no 13° dia, e dois camundongos sobreviveram pelo
menos além do 35° dia.

A Figura 3 mostra as curvas de Kaplan-Meier para o
mesmo grupo de camundongos com os camundongos vacinados
também delineados naqueles gue receberam a vacina com as
trés mutagdes de escape (GI-10.001) e agqueles que receberam
a vacina com a mutag¢do T315T.

A partir das figuras 1-2, & aparente que a metodologia
de remogdo direcionada visa as células com a mutag¢do de
escape(s) e ndo Bcr-Abl de tipo selvagem. Como tal, ela
fornece uma ferramenta muito Util para o reconhecimento
imune de células leucémicas que escaparam em face de
agentesg terapéuticos existentes para célncer. Figuras 2 e 3
mostram que cada um dos tipos de vacina serad eficaz para
direcionar a destruig¢do de células Jgue exXpressam uma
mutacdo de escape. O uso de cada vacina pode ser feito para
prolongar a sobrevivéncia dos camundongos dgue receberam
doses de células leucémicas. O uso de um cassete de mutagédo
maltipla ou um cassete de mutagdo Gnica pode ser feito para

direcionar células gue expressam mutac¢do de escape.
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Quando a percentagem de células leucémicas foi medida
na segunda parte do experimento, os camundongos vacinados
tiveram diminuic¢do estatisticamente significativa na
percentagem de células leucémicas em seu sangue no 10° dia
quando comparados a camundongos ndo vacinados. Esses
resultados sdo mostrados na Figura 4. Os dois pontos
abertos préximos ao marco 0 indicam camundongos com carga
muito peguena ou nenhuma carga detectavel de célula
leucémica.

A Figura 5 mostra a carga leucémica como distribuido
pelas diferentes vacinas. Tanto GI-10.001 (mutag¢do tripla)
guanto GI-10.002 (mutagdo T3157T) sdo eficazes para
direcionar as células imunes gue expressam a mutagdo de

escape.
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Reivindicagdes
1. Método para direcionamento da remog¢do de um escape

mutacional em um individuo em necessidade caracterizado

pelo fato de que compreende a administra¢do ao individuo de
uma quantidade eficaz de um agente terapéutico direcionado
em gue o agente terapéutico & selecionado do grupo dJue
consiste em um inibidor de tirosina quinase, um inibidor de
Src guinase, um agente que afeta a estabilidade de Bcr-Abl,
e um agente que age em uma via de sinalizagdo que & abaixo
de Bcr-Abl e uma composigdc que compreende um ou mais dos
seguintes:

i) um veiculo de levedura gque compreende Aacido
nucleico gue codifica pelo menos um polipeptideo mutante
associado ao céncer, um fragmento desse que compreende uma
mutagdo, ou um mimetopo;

ii) um veiculo de levedura que compreende pelo menos
um polipeptideo mutante associado ao céancer, um fragmento
desse que compreende uma mutagdo, ou um mimetopo;

iii) um veiculo de levedura em associagdo com pelo
menos um polipeptideo mutante associado ao céncer, um
fragmento desse que compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo;

iv) um veiculo de 1levedura gque compreende &cido
nucleico qgque codifica pelo menos um polipeptideo mutante
associado ao cancer, um fragmento desse gue compreende uma
mutacdo, ou um mimetopo carregado de modo intracelular em
uma célula dendritica; ou

v) um veiculo de levedura e pelo menos um polipeptideo
mutante associado ao céancer, um fragmento desse dque
compreende uma mutag¢do, ou um mimetopo carregado de modo

intracelular em uma célula dendritica,



2/2

eém que o polipeptideo mutante & conhecido por surgir
ou surgiu com pelo menos uma mutagdo especifica em resposta

4 administragdo de um agente terapéutico e/ou profilatico

direcionado para céancer.
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Resumo
COMPOSI¢6ES E METODOS PARA REMOCKO DIRECIONADA DE ESCAPE
MUTACIONAL DE TERAPIAS DIRECIONADAS PARA O CANCER
Sdo aqui fornecidas composig¢des e métodos para remog¢ao
direcionada de escape mutacional na presen¢a de agentes
terapéuticos para célncer. As composigdes gue compreendem Os
veiculos com base em levedura s&do usadas em combinagdo com

outros agentes terapéuticos para céncer.
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