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RESUMO
“Péptidos antagonistas do antigénio carcinoembrionirio (CEA)”

O presente invento refere-se a preparacgdo e utilizagadoc de
péptidos que actuam como agonistas e antagonistas do antigénio
carcincembriondrio humano (CEA). Sado divulgados agonistas do
péptidec de CEA, CAPl, e ¢é demonstrada a sua utilidade no
aumento de respostas imunitdrias contra CEA.
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DESCRICAO
“Péptidos antagonistas do antigénio carcinoembrionirio (CEA)”

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a preparacgdo e utilizacdo de
péptidos que podem actuar como agonistas do antigénio
carcincembriondrio humano (CEA). Mails especificamente, o
péptide agonista de acordo com o presente invento pode ser
utilizado como imunogénio, sozinho ou em protocolos de
imuniza¢ao inicial e reforg¢os (prime/boost) com  outros
imuncogénios tais como rV-CEA, para uma variedade de condicdes
neoplédsicas. Estas podem incluir cancro colorrectal, cancro do
pulmdo, cancro pancreatico e cancro da mama. Assim, o presente
invento refere-se também & produ¢do e utilizagdo de vacinas
contra cancro. Os agonistas peptidicos de acordo com o
presente invento podem também ser utilizados para facilitar a
propagacac de células T, por exemplo, de pacientes vacinados,
para estudos de transferéncia adoptiva.

ANTECEDENTES DO INVENTO

Um dos principais desafios da imunoterapia moderna do
cancro ¢é a identificacdo de epitopos de linfécitos T
citotdxicos (CTL) a partir de antigénios associados a tumores
(TAA) definidos que promovem a lise de células tumorais. A
maioria dos antigénios nos cancros humanos ndo sdo especificos
dos tumores e 530 sobre-expressos em células malignas em
oposicao a células dos tecidos normais. Por isso, a imunidade
ao cancro em seres humanos pode residir principalmente no
desenvolvimento de uma resposta imunitdria eficaz dirigida
principalmente contra moléculas préprias qualitativamente
comuns a todos o0s tipos celulares.

O antigénio carcincembriondrio humano (CEA) ¢é uma
glicoproteina de 180 kDa expressa na maioria dos tumores do
cdlon, recto, estdbmago e pancreas (1), em cerca de 50% dos
carcinomas da mama (2) e em 70% dos carcinomas de pulmado (3).
O CEA ¢ também expresso em tecido fetal dos intestinos e numa
menor extensdo no epitélio normal do cdélon. A imunogenicidade
do CEA tem sido ambigua, com varios estudos a relatar a
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presenca de anticorpos anti-CEA em pacientes (4-7) engquanto
que outros estudos nao (8-10). O CEA fol primeiro descrito
como uma antigénio fetal especifico de cancro em
adenocarcinoma do tracto digestivo humanc em 1965 (Gold, P. e
Freeman, S.0., Exp. Med. 121: 439-462, 1965). Desde entao, o
CEA tem sido caracterizado como um antigénio da superficie
celular produzido em excesso em quase todos o0s tumores sdlidos
do tracto gastrintestinal humanc. O gene para a proteina CEA
humana foi c¢lonado (Oikawa et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 142: 511-518, 1987; Publicacdo Europeia EP 0346710).

Recentemente, foi relatada a primeira prova de uma
resposta de CTL humanos ao CEA (11; WO 96/26271). Este péptido
CAP1 apresentava o nivel mais alto de ligagdo a células T2
entre os varios péptidos de CEA testados com estimulacaoc das
células T vresultando na c¢riacdo de linhas de células T
citotdxicas. Identificamos um péptido 9-mero, designado CAP1
(com a sequéncia YLSGANLNL) (SEQ ID NO:1), com base na ligacgao
a HLA-A2 e na capacidade para gerar CTL especificos a partir
de c¢élulas mononucleares do sangue periférico (PMBC) de
pacientes de carcinoma dimunizados com um virus vacinia
recombinante expressando CEA (rV-CEA) . Por exenmplo, 0s
linfécitos do  sangue periférico (PBL) de 5 pacientes
apresentavam sinais de resposta de células T ao péptido CAP1L
apds imunizacdo com rV-CEA. Dois outros laboratdrios criaram
desde entdo CTL especificos para CAPl in vitro empregando
células dendriticas pulsadas com o péptido como células de
apresentacdao do antigénio (APC) (12). Foi recentemente
relatado (13) que os CTL especificos de CAPl podem ser gerados
a partir de PMBC de pacientes de carcinoma imunizados com ©
ALVAC-CEA recombinante da varicla avidria. VArios grupos
relataram também a criagdo de anticorpos anti-CEA e respostas
de células T proliferativas especificas de CEA apds imunizacao
com um anti-Id para um anticorpo monoclonal anti-CEA (mAb)
(14), proteina CEA recombinante (15) ou rV-CEA (16).

Varios investigadores introduziram CTL para antigénios
associados a tumores e virails através de estimulagao in vitro
de PBMC com um péptido imunodominante. Trabalho recente com ©
antigénio de melanoma gpl00 (17-19), um péptido da polimerase
de HIV (20) e o antigénio tumcral do virus do papiloma E6 (21)
demonstraram maior imunogenicidade apds modificacgdes das
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sequéncias peptidicas. Nestes estudos, as substituigbes foram
em posicgdes de dncora e pretendia-se que aumentassem a ligacédo
a antigénios do MHC de murideo ou humanos. Esta abordagem foi
baseada numa correlagaco demonstrada entre a imunogenicidade e
a afinidade de ligacdo do péptido a moléculas do MHC (complexo
de histocompatibilidade principal) de classe I para epitopos
de antigénios virais (22).

Investigadores anteriores trabalharam também com
fragmentos de CEA. Assim, Shively (1989), numa publicag¢do de
patente Europeia (EP 0343946 A2) relata varios fragmentos de
CEA que incluem um epitopo unico (tal como definido pela sua
reactividade com um anticorpo). O ultimo fragmento de CEA tem
177 aminodcidos de comprimento e contém a sequéncia 9-mero de
CAPl. Contudo, nao foram descritos fragmentos de CEA mais
curtos que incluissem a sequéncia de CAPL.

Em resumc, a utilizacdo de rV-CEA sozinho como agente
para reforgco da resposta imunitdria especifica de CEA de
rv-CEA sofre da desvantagem de estimular uma resposta
imunitdria ao virus vacinia. Contudo, a nova combinacdo de
rV-CEA e CAPl sugeriu-se-nos como um “protocolo de segunda
geragao” para o tratamento de pacientes de cancro.

E um principio aceite que gquando um péptido imunogénico &
modificado de wum modo conservado (p.ex., um aminodcido
hidréfcbo € substituide por um aminocacido hidrdfobo) é
provavel que o péptido modificado tenha wuma actividade
imunogénica semelhante com base na manutencdac da forma, da
carga e do cardcter hidrdéfobo da molécula.

Mais especificamente, um estudo de Madden (33)
identificou preferéncias de aminocdcidos especificos em
péptideos para a complexacdo do MHC, um passo precursor para o
reconhecimento de células T. Madden bem como outros
investigadores (31) sugerem que as posigdes dos aminodcidos
especificos em péptidos estdo disponiveis para o)
reconhecimento de células T.

Skipper et al. (40) descrevem a identificag¢do e
caracterizacao de um epitopo peptidico de ocorréncia natural
da tirosinase, em que a sequéncia peptidica difere da que ¢
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prevista a partir do ADN. Este péptido modificado ¢é
reconhecido por linfécitos T citotdxicos (¥CTL”) humanos
especificos da tirosinase mais eficazmente que o produto de
tradugdo directa e ¢é o Unico dos dois péptidos a ser
apresentado pelas moléculas HLA-AZ2.1 a superficie celular. A
modificagdo ¢ uma substituig¢do de uma asparagina por um acido
aspartico. Os autores sugerem que a asparagina é N-glicosilada
no reticulo endoplasmdtico durante a sintese proteica e ¢
desamidada apds a traducao.

No caso de CAPl, as &ncoras primaria e secunddria nas
posicdes 2, 9 e 1 estdo Jja ocupadas pelos aminocacidos
preferidos e foi assim tomada uma abordagem diferente para
melhorar a imunogenicidade do péptido através da tentativa de
aumentar a sua capacidade para se ligar ao TCR. Pareceu-nos
que através da altera¢do dos residuos de amincdcidos que se
espera gue contactem com o TCR se podia gerar um andlogo de
CAP1 com substituicdes em posicdes que ndo fossem de ancora de
MHC. Um tal andlogo poderia entdo representar um agonista
estimulante de células T capaz de estimular CTL de modo mais
eficaz que o péptido nativo. Os resultados anteriores apoiaram
o conceito de que alguns andlogos peptidicos podiam actuar
como antagonistas de células T através da inibicdao de
respostas ao péptido antigénico (23-29). Tal inibicdo foi
mostrada como sendo especifica de TCR e ndo podia ser
explicada através de competicgdo pela ligacdo do péptido a
proteina do MHC. De modo analogo, um agonista estimulante do
péptido seria um andlogo que aumentava a fungdo efectora sem o
acompanhamento de aumentos da ligagdo ao MHC. Procurdmos entio
aumentar a imunogenicidade de CAP1l através da andlise de
painéis de andlogos contendo substituig¢bes Unicas de
aminodcidos por residuos que previmos interagissem com ©
receptor de células T (TCR) dos CTL especificos de CAPl. O
presente invento refere-se a construgdo de um novo agonista
estimulante de c¢élulas T para o péptido CAPl, o primeiro
exemplo de tal para um epitopo de CTL humanos.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento refere-se a identificagdo de péptidos
que sdo tém alteragdes tunicas ou duplas de aminodcidos
relativamente a sequéncia peptidica de CAP1. O péptido CAP1
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fol identificado como um epitopo altamente 1munogénico do
antigénio carcincembriondrio (aqui referido como “CEA”), que &
capaz de estimular respostas de células T citoliticas (“CTIL")
especificas de CEA. O CEA é um antigénio da superficie celular
que se encontra em abundidncia em varios tipos de células
cancerosas. Assim, péptidos de CEA capazes de uma resposta de
CTL citolitica, tals como CAP-1 sdo potenciais imunogénios
para utilizacgdo em imunoterapia de cancro.

Os péptidos do presente invento sdo agonistas de CAP-1 e
CEA; 1isto é, facilitam a interacg¢do entre o complexo MHC da
célula de apresentacdo do antigénio e o complexo receptor de
células T (“TCR”). Assim, estes péptidos podem servir como
imunogénios para tratar e/ou vacinar pacientes com cancros que
expressem CEA. Também, estes péptidos podem ser utilizados
para estimular c¢élulas T em cultura para transferéncia
adoptiva de células T para pacientes de cancro. Quatro desses
péptidos possuem as sequéncias de aminodcidos:

1) YLSGADLNL (Agonista CAP1-6D) (SEQ ID NO:2);
2) YLSGADINL (Agonista CAP1-6D, 7I) (SEQ ID NO:3);
3) YLSGANINL (Agonista CAP1-7I) (SEQ ID NO:4); e

4) YLSGACLNL (Agonista CAP1-6C) (SEQ ID NO:5).

Os aminocdcidos sublinhados identificam as alteragbes de
aminodcidos relativamente a sequéncia peptidica de CAP-1. Os
péptidos CAP1-6D e CAP1-6D, 7I sdo péptidos especialmente
preferidos de acordo com o presente invento e tém uma
actividade aumentada em comparac¢ao com a actividade de CAP-1.
Os péptidos CAP1-7I e CAP1-6C tém uma actividade semelhante a
CAP-1.

O presente 1invento engloba estojos compreendendo um
péptide agonista e um vector compreendendo um gene codificando
CEA ou uma proteina CEA produzida de modo recombinante. Para
além disso, o} estojo pode incluir uma molécula
imuncestimulante.

OQutro objecto do presente invento € uma composicdo
farmacéutica compreendendo um ou mails péptidos agonistas
sozinhos ou em combinagdo com uma molécula imunoestimulante e
um transportador farmaceuticamente aceitdvel.



EP 1 447 414/PT

Outro aspecto do presente invento refere-se a utilizacéo
destes péptidos em Iimunoterapia do cancro. Os péptidos
agonistas sdo Uteis na estimulagdo de uma resposta imunitdria
citolitica a CEA, resultando na redugac e/ou prevencgdo de
tumores. Assim, © presente invento refere-se também a um
método de tratamento de pacientes de cancro com 0s péptidos
bem como uma vacina contra o cancro.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1A-1D: Efeito de substituigbes de aminodcidos

unicas no péptido de CEA, CAPl, sobre a lise por CEA de CTL

T-Vac8. Células CIlR-A2 foram marcadas com ''In e incubadas
durante 1 hora em pog¢os de fundo redondc (2000/pogo) com cada
péptide substituido a 1 (a cheio), 0,1 (a branco) e 0,01
(estriado) pg/ml. Os CTL T-Vac8 foram adicionados a
E:A= 1,45:1 e a libertacdo de isoétopo fol medida apds 4 horas.
A libertacdo esponténea foli determinada para cada péptido a
1 pg/ml. Todos os ensaios foram efectuados em triplicado. As
Figuras 1A-1D representam substituic¢Bes nas posicgdes p5 a p8,
respectivamente. Os aminocdcidos sao designados através do
cédigo de uma letra; o aminocdcido codificando a sequéncia
nativa de CAPl estd indicado em cada figura e ao longo da
margem direita.

Figuras 2A e 2B: CAPl e andlogos apresentam uma

sensibilidade diferente a citotoxicidade por CEA de CTL T-Vac$8

As células alvo T2 da Figura 2A e ClR-A2 da Figura 2B foram
marcadas com “'Cr e incubadas em placas de 96 pogos de fundo
redondo (10 000/pogo) com CAP1 (e) ocu os péptidos substituidos
CAP1-6D (O) ou CAP1-71 (¢) nas concentracdes indicadas. Apds
1 hora, CTL T-Vac8 foram adicionados a E:A= 2,5:1 e a
libertagao de isdétopo foi determinada apds 4 horas. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicado. NCA571 (A) ¢é um
péptido 9-mero obtido apds um alinhamentoc dptimo de CEA com o
gene relacionado NCA (11}).

Figuras 3A e 3B: Efeito de substituic¢des de aminoacidocs

unicas no péptido CAPl, sobre a ligagdo e a estabilidade de

complexos de HLA-A2., Células T2 foram colhidas em meic isento

de soro e depcis incubadas de um dia para o outro (10° por
poco) com os péptidos CAP1 (e), CAP1-6D (O) ou CAP1-7I (¢) nas
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concentracges indicadas (Figura 3A). As células foram colhidas
e ensaladas quanto a expressdo na superficie celular de
moléculas HLA-A2 através de coloracdo com mAb BB7.2 sensivel a
conformagac, anticorpo W6/32 especifico de HLA (ndao mostrado)
e anticorpo MOPC-195 de controlo do isotipo (ndo mostrado). A
intensidade média da fluorescéncia fol determinada numa
populacao celular viva, regulada.

Figura 3B: As células foram incubadas com o péptido a
100 pg/ml de um dia para © outro, depois lavadas para ficarem
sem péptido ndo 1ligado e incubadas a 37°C. ©Nos tempos
indicados, as células foram coradas para determinar a presenga
de complexos péptido-HLA-A2 a superficie celular. As barras de
erro indicam o EPM para duas experiéncias.

Figuras 4A e 4B: CTL geradeos a partir de individuos

aparentemente saudaveis com o péptido CAP1-6D reconhecem CAP1
e CAP1-6D. As linhas de CTL (designadas T-N1 e T-N2) foram
geradas com CAP1-6D e foram ensaiadas quanto & especificidade

do péptido. T-N1 foi ensaiada apds 5 ciclos de estimulacgdo a
uma razaoc de efector para alvo de 20:1 (Figura 4A)., T-N2 foi
ensaiada apds 10 ciclos a uma razdo de efector para alvo de
15:1 (Figura 4B). Os alvos CIR-A2 marcados com °Cr
(5000/pogo) foram dincubados com a quantidade indicada do
péptidc CAP1 (e) ou CAP1-6D (O). Apds 4 horas a quantidade de
isétopo libertada foi determinada num contador gama. Os
valores foram determinados a partir de culturas em triplicado.

Figuras 5A e 5B: As linhas de células T geradas com CAPl-

6D, mas ndo com CAPl, de dadores aparentemente sauddveis

reconhecem células tumorais expressando CEA endégeno. CTL T-N2

gerados com CAP1-6D (Figura b5A) e células T geradas com CAPL
nativo (Figura 5B) foram ensaiados apds 9 ciclos de
estimulagaoc in vitro contra os alvos tumorais SW480 e SW1463
(CEA", HLA-A2', e ¢ A, respectivamente), SKmel24 (CEA, -A2',
0) e K562 (0). As células tumorais foram cultivadas durante
72 horas na presenga de Yy-IFN para regular positivamente o
HLA. As células foram tripsinizadas e marcadas com °'Cr e
incubadas (5000 células/pogo) com CIL T-N2 a razdes crescentes
de efector para alvo. As culturas foram incubadas durante
4 horas e a quantidade de isdétopo libertada fol determinada
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num contador gama. Os valores foram determinados a partir de
culturas em triplicado.

Figura 6: Restrig¢do a A2.1 de MHC de classe 1 da linha de
CTL (T-N2) derivada do agonista CAP1-6D. A linha de CTL T-N2
foi utilizada como efectora para a célula alvo SW837 de

carcinoma do c¢6lon humano. SW837 ¢é positiva para CEA e
negativa para HLA-A2.1. SW837 foram infectadas a uma MOI de
10:1 com um vacinia recombinante contendo o transgene A2.1 (H)
ou um vacinia de tipo selvagem (A).

Figura 7A e 7B: CTL gerados com CAPl1-6D lisam tumores

positivos para CEA, positivos para HLA-AZ: Efeito da supra-
regulagdo de IFN. Os CIL T-N1 gerados com CAPl1-6D foram
ensaiados contra varias linhas celulares tumorais: SW480 (CEA®
e HLA-A2, ), SW11l6 (CEA' mas -A2, [0O) e CaOV3 (CEA mas
-A2%, 0). As células tumorais foram cultivadas 72 horas na

auséncia (Figura 7A) ou na presencga (Figura 7B) de y-IFN,
tripsinizadas e marcadas com 51Cr, e depois incubadas
(5000 células/pogo) com CTL T-N1 a razles crescentes de
efector para alvo. As culturas foram incubadas durante 4 horas
e a quantidade de isdtopo libertada foi determinada num
contador de raios gama. Os valcores foram determinados a partir
de culturas em triplicado.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

O presente invento é um agonista peptidico do epitopo de
CEA nativo, CAP-1 (SEQ ID NO:1). O agonista caracteriza-se
pela sua capacidade para eliciar 1linfdcitos T citotdxicos
especificos do antigénio gque inibem o crescimento ou matam
células de carcinoma que expressem CEA ou epitopos de CEA.

Os péptidos agonistas do presente invento compreendem
cerca de 8-13 aminodcidos, de preferéncia 9-10 aminodcidos.
Numa concretizacdo, o agonista compreende uma seqguéncia com
uma substituicdo na posicdo 6 em comparacdo com o CAP-1 nativo
(SEQ ID NO:1). Noutra concretizagao o agonista compreende uma
sequéncia com uma substitui¢do de aminocdcidos na posigdo 7 em
comparagao com © CAP-1 nativo (SEQ ID NO:1). Ainda noutra
concretizacgdao, o agonista compreende uma seguéncia com uma
substituicdo de aminodcidos na posicdo 6 e na posicdo 7 em
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comparagado com o CAP-1 nativo. O aminocdcido substituido serve
para aumentar a interacgdo do complexo de TCR nos linfécitos T
citotdxicos com o complexo ligando péptido-antigénio de MHC.
Tal interacgao aumentada resulta numa maior funcao efectora
dos linfécitos T citotdxicos.

Um exemplo de uma substituicdc inclui Asp e Cys na
posicdo 6 ou um Ile na posicao 7.

Numa concretizagdo, o© agonista peptidico compreende a
sequinte sequéncia de aminoacidos:

Posigdo de aminodcido 1 23 456 789

Péptido CAP-1 Nativo Y L S GANUILNIL (SEQ. ID NO:1)
Agonista Y L SGADTLNIL (SEQ. ID NO:2)
Agonista YL 8GADTINL (SEQ. ID NO:3)
Agonista YL 8 GANTNL (SEQ. ID NO:4)
Agonista YL SGACULNIL (SEQ. ID NO:5)

O péptido agonista do presente invento pode ser obtido
através de tecnclogia de ADN recombinante ou através de
sintese quimica de péptidos.

0 péptido agonista pode ser formuladc numa composicdo
farmacéutica em combinagao com um transportador
farmaceuticamente aceitdvel para utilizar como imunogénio num
mamifero, de preferéncia um ser humano. A composic¢ao pode
compreender ainda um ou mals constituintes diferentes para
aumentar a resposta imunitdria que incluem, mas ndo se limitam
a, moléculas imunoestimulantes tais como interleucina 2,
interleucina 6, interleucina 12, interferdo gama, factor de
necrose tumoral alfa, GM-CSF, B7.1, B7.2, ICAM-1, LFA-3, CD72
e ciclofosfamida.

O péptido agonista ¢ administrado a um mamifero numa
quantidade eficaz para gerar uma resposta imunitaria
especifica de CEA, de preferéncia uma resposta imunitaria
celular. A eficdcia do péptido ras mutante como imunogénio
pode ser determinada através de parametros in vivo ou in vitro
tal como sdo conhecidos na arte. Estes pardmetros incluem, mas
ndo se limitam a, ensaios de citotoxicidade especificos do



EP 1 447 414/PT
10

antigénio, regressdo de tumores expressando CEA ou epitopos de
CEA, 1inibigdo de células cancerigenas expressando CEA ou
epitopos de CEA, produgdo de citocinas e semelhantes.

Podem ser administrados pelo menos um ou mais péptidos
agonistas numa dose de cerca de 0,05 mg a cerca de 10 mg por
vacinagao do mamifero, de preferéncia cerca de 0,1 mg a cerca
de 5 mg por vacinacgdo. Podem ser proporcionadas varias doses
durante um periodo de semanas tal como indicado. Numa
concretizagao, ¢é proporcionada uma dose por més durante
3 meses. O péptido agonista pode ser administrado sozinho ou
em combinagdo com adjuvantes, incorporado em lipossomas
(Patentes U.S. 5643599, 5464630, 5059421, 4885172), com
citocinas, modificadores da resposta Dbioldégica ou outros
reagentes gque na arte se sabe aumentarem a resposta
imunitédria. Os adjuvantes incluem, mas ndo se limitam a, RIBI
Detox'”, QS21, alumen e adjuvante incompleto de Freund. Numa
concretizacao, o ©péptido ras mutante ¢ administrado em
combinacdo com Detox™ (RIBI Immunochem Research, Hamilton,
MT). RIBI Detox™ contém como ingredientes activos o esqueleto
da parede celular de Mycobacterium phlei e ¢ monofosforil-
lipido A de Salmonella minnesota R595 preparado como uma
emulsdo de 6leo-em-dgua com esqualeno e Tween 80.

Os péptidos agonistas podem também ser conjugados com
péptides auxiliares ou com grandes moléculas transportadoras
para aumentar a imunogenicidade do péptido. Estas moléculas
incluem, mas nao se lhes limitam, o péptido de influenza, ©
toxdide do tétanc e o epitopo CD4 do toxdide do tétano, a
exotoxina de Pseudomonas, poli-L-lisina, uma cauda lipidica, a
sequéncia de sinal do reticulo endoplasmdtico (RE) e
semelhantes.

Os péptidos do presente 1invento podem também ser
conjugados com uma molécula de imunoglobulina utilizando
métodos aceites na especialidade. A molécula de imuncglobulina
pode ser especifica para um receptor de superficie presente em
células tumorais mas ausente ou em guantidades muito baixas em
células normais. A imunoglobulina pode também ser especifica
para um tecido especifico. Um tal conjugado péptido-
imunoglobulina permite o direccionamento do péptido para um
tecido e/ou célula especificos.
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Outra forma eficaz do péptido agonista para criacado de
uma resposta imunitdria especifica do péptido num mamifero é
uma célula de apresentagdo do antigénio pulsada com o péptido
agonista. As células de apresentacaoc do antigénio incluem, mas
nao se limitam a, células dendriticas, linfécitos B,
mondcitos, macrofagos e semelhantes. Numa concretizacdo
preferida, a célula de apresentacao do antigénio pulsada com ©
péptido agonista é uma célula dendritica.

Os 1linfécitos T citotdxicos especificos de CEA e do
péptidec agonista podem ser criados in vivo ou 1in vitro através
de estimulagido de linfdcitos a partir de uma fonte com uma
quantidade eficaz de um agonista sozinho ou em combinacdo com
uma molécula imuncestimulante e/ou adjuvante ou numa
formulagao de lipossomas. As fontes de linfdécitos incluem, mas
nao se limitam a, sangue periférico, tecidos tumorais, nddulos
linféticos e efusdes tais como liquido pleural ou liquido
ascitico e semelhantes.,

Os 1linfécitos T citotdxicos especificos de CEA e do
péptido agonista sdao imunorreactivos com © agonista ou ©
péptide de CEA. 0Os linfécitos T citotdxicos inibem a
ocorréncia de células tumorais e de cancro e inibem o
crescimento ou matam células tumorais que expressem CEA ou
seus epitopos ou células tumorals que expressem um agonista.
Os linfdécitos T citotdxicos, para além de serem especificos do
antigénio, estao restringidos ao MHC de classe I. Numa
concretizacdo preferida os 1linfécitos T citotdxicos sdo
restringidos a HLA-AZ de MHC <classe I. Os linfécitos T
citotéxicos possuem um fendtipo CDS'.

Pacientes seleccionados possuindo c¢élulas de carcinoma
expressando CEA ou epitopos de CEA 540 vacinados
subcutaneamente até trés vezes a intervalos mensais com
adjuvante DETOX™ misturado com o agonista peptidico
apropriado. Podem também ser vacinados pacientes de carcinoma
com células mononucleares de sangue periférico autdlogas pré-
pulsadas ex vivo com um agonista peptidico sozinho ou em
combinagdo com um agonista peptidico. As respostas de
células T anti-CEA sdo avaliadas através de medig¢doc por
ensaios de proliferacgédo.
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A vacinacao com os péptidos agonistas de CEA do presente
invento induz respostas imunitdrias celulares anti-CEA
altamente especificas e sistémicas. Para além disso, ©
desenvolvimento de tais péptidos agonistas restringidos a MHC
de classe I possui implicag¢bes importantes para imunoterapia,
tanto activa (i.e., vacinag¢ao) como passiva (i.e., expansao
ex vivo para transferéncia celular adoptiva), que podem ser
utilizadas para a indugdo e propagacdo de respostas de CTL
CD8" especificos em pacientes de cancro.

Os pacientes com tumores sOlidos expressando CEA ou seus
epitopos, incluindo, mas ndo se limitando a, cancro do cdélon,
cancro do pulmido, cancro do pancreas, cancro do endométrio,
cancro da mama, cancro da tirdide, melanoma, cancro oral,
cancro da laringe, seminoma, cancro hepatocelular, cancro do
ducto biliar, leucemia mielobldstica aguda, carcinoma das
células basais, carcinoma de células escamosas, cancro da
préstata e semelhantes, Dbeneficiam de imunizacdo com 0s
péptidos agonistas. Os pacientes passiveis de tratamento
utilizando os péptidos agonistas do presente invento sado os
pacientes possuindo tumores com CEA ou epitopos de CEA.

Os péptidos podem ser guimicamente sintetizados sob
condigBes GMP e purificados através de HPLC até >95% de pureza
e liofilizados. As composigdes farmacéuticas sdo formuladas
através da reconstituicdo do péptido com um transportador
farmaceuticamente aceitavel tal como cloreto de sdédio. Num
exemplo, cada mililitro de solugdo contém 1500 pg de um
péptidec agonista mais 9,0 mg de cloreto de sdédio.

Quando o péptido agonista ¢ administrado com um adjuvante
¢ desejavel misturar o péptido com o adjuvante pouco antes da
administracdo a um paciente.

O péptido agonista pode ser administradc a um paciente
através de vdrias vias incluindo, mas ndo se lhes limitando,
subcuténea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal,
intravenosa e semelhantes. Numa concretizagdao o péptido
agonista ¢ administrado subcutaneamente. O péptido pode ser
administrado num ou mals locais a um paclente. Numa
concretizacao, o péptido, sozinho ou em combinacdo com um
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adjuvante, ¢ administrado em trés locais, subcutaneamente,
sobre os deltdides, as coxas e o abddmen.

Noutro método de geragdo de uma resposta imunitdria, as
células de apresentacdao do antigénio pulsadas com o péptido
agonista sdao administradas ao paciente numa quantidade eficaz
para gerar uma resposta imunitaria especifica do antigénio. As
células de apresentagdo do antigénio incluem, mas ndo se
limitam a, células dendriticas, linfdcitos B, mondcitos,
macréfagos e semelhantes. Numa concretizag¢do, as células
dendriticas sdo isoladas de um paciente através dos métodos
descritos em Romani, N. et al., 1994. As células dendriticas
isoladas sdo cultivadas in vitro com um péptido agonista
durante um periodo de cerca de 0,5 a cerca de 3 horas e séo
lavadas para remover o péptido nao 1ligado. As c¢élulas
dendriticas pulsadas com o péptido agonista sao transferidas
de novo para o paciente a uma concentracido de cerca de 10° a
cerca de 10° células dendriticas. Uma tal concentracdo é
eficaz na criacdo de uma resposta imunitdria no paciente
incluindo a criacgdo de linfdécitos T citotdxicos especificos do
péptidec agonista que sdo capazes de inibir o crescimento ou
matar células tumorais.

Os critérios para determinacao de uma resposta
antitumoral no paciente imunizado sdao como se segue:

1. Remissao Completa (RC): Completo desaparecimento de
todas as evidéncias de tumor e regresso dos testes andmalos a
niveis normais durante um minimo de 4 semanas.

2. Resposta Parcial (RP): Diminuig¢do em pelo menos 50%
no total dos produtos dos didmetros perpendiculares de todas
as lesBes medidas na auséncia de progressao de qualguer lesao
ou do aparecimento de quaisquer novas lesbes durante pelo
menos 4 semanas.

3. Doenca Estdvel (DE): Alteracdo mensuravel na doenca
demasiado pequena para verificar o0s regquisitos para resposta
parcial ou progressdo e o aparecimento de novas lesdes durante
pelo menos 12 semanas. Pode ndao haver agravamento dos
sintomas.

4, Doenga Progressiva (DP) ou Relapso: Tem de se
verificar qualquer um dos critérios abaixo para @ ser
considerada doenga progressiva:
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- Desenvolvimento de qualguer nova drea de doenca maligna
(mensurdvel ou palpdvel),

- Aumento (>25%) em qualquer d&rea de pré-tratamento de
doenca maligna mensurdvel.

A resposta imunoldgica a imunizagdo com os péptidos
agonistas ¢é avaliada através de ensaio de proliferacao
in vitro de células T e/ou ensaio citotdxico in vitro de
células T antes e apds a vacinacao.

O presente 1invento permite a imunizac¢do in vitro para
proliferacdo e criacdao de células T de linhas de células T
citotdéxicas para o péptido agonista especifico do tumor. A
cultura in vitro de células T especificas do péptido a partir
de células mononucleares do sangue periférico (PBMC), tecido
de ndédulo linfdtico (LNT) ou linfécitos infiltrantes do tumor
(TIL) com péptido agonista e IL-2 gera células T especificas
de CEA e do péptido agonista. Estas células T sdo testadas
quanto a citotoxicidade contra APC sensibilizados com péptido
agonista (células B transformadas com EBV autdlogas ou células
tumorais autdlogas) tal como agui descrito. 0Os clones de
células T gerados sao caracterizados fenotipicamente através
de citometria de fluxo quanto a expressdo de CD3, CD4 e CDS8.
Os linfécitos citotdxicos especificos do péptido agonista
podem ser adoptivamente transferidos para um paciente para
inibir ou matar células tumorais gue expressem CEA ou epitopos
de CEA. Os pacientes podem entao ser novamente imunizados com
péptidec agonista de preferéncia em adjuvante.

Geralmente, sao administradas entre cerca de 1x10° e
2x10™ células T citotdxicas por infusdo em, por exemplo, uma
a trés infusdes de cerca de 200 a cerca de 250 ml cada durante
um periodo de 30 a 60 minutos. Apds o termo das infusbes, ©
paciente pode ser tratado com um modificador da resposta
bioldégica tal como interleucina 2 (IL-2). No caso de IL-2, é
administrada IL-2 recombinante intravenosamente numa dose de
720 000 UI por quilograma de peso corporal de oito em oito
horas. Apds transferéncia adoptiva das células T citotdxicas
especificas do antigénio para o paciente, este pode
adicionalmente ser tratado com o péptido agonista utilizado
para preparar células T citotdxicas, para expandir mais o
numero de células T in vivo.
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Um péptido agonista pode ser codificado por uma sequéncia
de ADN e suas variantes.

Numa concretizagdo a sequéncia de ADN codificando o
péptidec agonista ¢ uma variante da sequéncia de ADN
compreendendo:

TAC CTT TCG GGA GCG AAC
Tyr Leu Ser Gly Ala 2Asn

CTC AAC CTC (SEQ. ID No: 6)

Leu Asn Leu (SEQ. ID No: 1).

Uma variante de SEQ ID NO:6 inclui, mas ndo se limita a,
um codac AIC (Ile) em vez do codao CTC (Leu na posigcao 7).
Outra variante de SEQ ID NO:6 inclui, mas ndo se limita a, um

coddao IGT (Cys) em vez do codao AAC (Asn na posigao 56).

Noutra concretizacdo, a sequéncia de ADN codificando o
péptidec agonista compreende:

TAC CTIT TCG GGA GCG GAC
Tyr Leu Ser Gly Ala Asp

CTC AAC CTC (SEQ. ID No: 7)

Leu Asn Leu (SEQ. ID No: 2)

e suas variantes.

Ainda noutra concretizacao, a sequéncia de ADN
codificando o péptido agonista compreende:

TAC CTT TCG GGA GCG GAC
Tyr Leu Sexr Gly Ala Asp

ATC AAC- CTC (SEQ. ID No: 8)

Ile Asn Leu (SEQ. ID No: 3)

ou suas variantes.

Estdao incluidas substituicgdes conservativas baseadas na
degenerescéncia dos coddes desde que a modificacgdo resulte num

péptide agonista funcionalmente equivalente ou num péptido com
maior imunogenicidade.
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Os vectores e plasmideos compreendendo uma sequéncia de
ADN codificando um péptidec agonista incluem, mas nao se
limitam a, um plasmideo de E. coli, um vector de Listeria e um
vector viral recombinante. Os vectores virais recombinantes
incluem, mas nao se limitam a, Orthopoxvirus, Avipoxvirus,
Capripoxvirus, Suipoxvirus, Vaccinia, baculovirus, adenovirus
humanos, 3v40, papilomavirus bovinos e semelhantes,
compreendendo a sequéncia de ADN codificando um péptido
agonista.

O péptido agonista recombinante pode ser obtido
utilizando um sistema de expressdo de baculovirus de acordo
com o método de Beil et al., J. Clin. Lab. Anal. 9: 261-268,
1995. Os vectores virais recombinantes podem ser construidos
através de métodos conhecidos na arte tais como em Patente
U.S. 5093258; WO 96/10419; Cepko et al., Cell 37: 1053-1062,
1984; Morin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 4626-4630,
1987; Lowe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3896-3900,
1987; Panicali e Paoletti, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:
4927-4931, 1982; Mackett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79: 7415-7419, 1982; WO 91/19803; Perkus et al., Science 229:
981-984, 1985; Kaufman et al., Int. J. Cancer. 48: 900-907,
1991; Moss, Science 252: 1662, 1991; Smith e Moss,
Biotechniques, Nov/Dez, ©pag. 306-312, 1984; Patente U.S.
4738846, Sutter e Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10847-
10851, 1992; Sutter et al., Virology, 1994; e Baxby e
Paoletti, Vacine 10: 8-9, 1992,

As células hospedeiras que podem expressar o ADN
codificandoc o péptido agonista transportado pelos vectores ou
plasmideos sSdo células hospedeiras procaridticas e
eucaridéticas e incluem, mas nao se limitam a, E. coli,
Listeria, espécies de Bacillus, células COS, células Vero,
fibroblastos de embrides de galinha, células tumorais, células
de apresentacao do antigénio e semelhantes. Quandc a célula
hospedeira ¢ uma célula de apresentacdo do antigénio, a célula
hospedeira deve expressar adicionalmente uma molécula de MHC
de classe I.

Relatdmos recentemente (11) evidéncias de respostas de
CTL a CEA em pacientes imunizados com rV-CEA. O péptido 9-mero
CAP1 foi empregue para expandir CTL in vitro devido: (a) a sua



EP 1 447 414/PT
17

forte ligagdoc a HLA-A2 e (b) & sua ndo identidade com outros
membros da familia de genes de CEA expressos em tecidos
normais. Os CTL foram gerados a partir de PBMC apds imunizacgido
de pacientes enquanto que o sangue pré-imunizacao dos mesmos
pacientes nao conseguiu proliferar. Adicionalmente, c¢élulas
dendriticas pulsadas com CAPl estimularam in vitro o
crescimento de CTL restringidos a —-A2 de sangue periférico de
pacientes de cancro ndo imunizados (12). Finalmente quando o0s
CTL foram gerados in vitro através de estimulagao com células
dendriticas codificando ARNm de CEA inteiro, a citotoxicidade
contra CAP1 foi superior a actividade contra seis outros
péptides de CER de ligacao a -A2 (S. Nair e E. Gilboa,
comunicagao pessoal ou observacdo nao publicada). Tais
resultados encorajam a nocgdo de que CAP1 ¢ um epitopo
imunodominante da molécula CEA,

O presente invento pretende melhorar a imunogenicidade do
péptidc CAP1 através da introdugcdo de substituicdes de
aminodcidos em posigdes que ndo sejam de Ancora para formar 0sS
péptides agonistas do presente invento. Quando se utilizou CTL
T-Vac8 como efector, o andlogo CAP1-6D sensibilizou as células
alvo para a lise muito melhor gue o préprio CAPl. Outros
estudos mostraram que a actividade citolitica de um segundo
CTL especifico de CAPl restringido a -A2, T-Vacz24, fol tao boa
ou melhor com CAP1-6D do que com CAPl. Estas demonstracdes de
maior reactividade nado se podiam explicar através de uma
melhor apresentagac pelo MHC de classe I. Finalmente, CAP1-6D
podia ser utilizado para estimular CTL in vitro a partir de
PBMC tanto de pacientes de carcinoma como de dadores normais.
Antes do presente invento, as tentativas para estimular CTL
anti-CAP1 de dadores normais utilizando esta mesma metodologia
ndc tinham tido sucesso. O presente invento refere-se a
estimulagdo de dadores normais com CAP1-6D em oposig¢do a CAPL
nativo onde a estimulag¢do com a sequéncia nativa ndo conseguiu
produzir actividade citotdxica especifica. Em contraste, a
estimulacdo com CAP1-6D produziu védrios CIL com reactividade
especifica anti-péptido CAP1 bem como reactividade
antitumoral. Assim, o péptido andlogo CAP1-6D & capaz de
seleccionar uma populagdo de CIL humanos especificos de CAPI1
mais eficientemente que o CAPl nativo. Um tal agonista pode
encontrar aplica¢des no desenho de wvacinas dirigidas por
células T contra carcinomas que expressem CEA.
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O presente invento refere-se também a uma criacado e
expansdao mais eficientes de células T especificas de tumores
para imunoterapia adoptiva. Nos ultimos anos foi alcangado um
grande progresso na caracterizacgdo de péptidos antigénios
associados a tumores que podem ser apresentados a CTL pelos
antigénios HLA de classe I. Em casos onde as mutagbes geram
neo-antigénios tais como ras (35, 36), pd3 (37, 38) ou
B-catenina (39) pontualmente mutado as estratégias de
vacinacac direccionam-se para a nova sequéncia sob o
pressuposto de que o sistema imunitdrio ndo é “tolerante” a um
antigénio gue nunca viu. Mais recentemente foi proposto que 0s
nec-antigénios podem também surgir através de desamidagdes
pos—-traducao (29, 40). Contudo, em muitos casos o©s alvos
pretendidos para terapia tumoral ndo sdo neo—-antigénios mas em
vez disso antigénios oncofetais ou de diferenciagaoc normais
que sao sobre-expressos ou expressos ectopicamente por células
malignas. E este o caso do CEA (41). Em tais situagBes, os
modelos que invocam *“tolerdncia” prevéem que o sistema
imunitdrio tenha encontrado estes antigénios e seja menos
capaz de lhes responder. Este quadro cldassico fol confrontado
em anos recentes com numercosos relatos de imunidade provocada
a antigénios de diferenciagdo sobre-expressos, oncogenes e
genes supressores tumorais (37, 38, 42-44). Contudo, ¢&
frequentemente dificil em termos experimentais gerar e
expandir células T com a actividade antitumoral desejada e ¢
portanto desejavel considerar novas estratégias para a criagao
de CTL.

Foram descritos alguns péptidos de ligagdo de classe II
nos quais substituic¢des aumentam as respostas de clones de Th
humanos e de murideo sem aumentar a ligacdo a antigénios de
classe II (29, 45-47). Contudo, entre os péptidos de classe I
humanos, as unicas substituig¢des descritas para a criagdo de
CTL foram as que aumentam a ligagdoc a HLA (17-20). As
substituic¢des nesses estudos foram dirigidas a residuos nas
posicbes de Ancora primArias e secunddrias que definem o©s
motivos de ligacdo aos antigénios do MHC de classe I. Até as
substituig¢bes dirigidas a wuma posigdc nao ancora (19)
alcangaram o seu efeito de estimulag¢do através do aumento da
ligagdc a HLA-A2. O analogo CAP1-6D no presente relatdrio
representa o0 gue parece ser uma classe diferente de péptidos
de CTL substituidos, agonistas que aumentam o reconhecimento
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do ligando péptido-MHC pelo receptor de células T e produzem
uma maior funcdo efectora sem aumentcs na ligacao. Tanto
quanto sabemos este é o primeiro destes péptidos agonistas
estimulantes descrito para um CTL humano.

E improvadvel que a susceptibilidade litica aumentada dos
alvos na presengca de CAPl-6D seja devida a uma melhor
apresentacdo do antigénio. Experiéncias de ligacdo mostram gue
HLA-A2 apresenta o CAPl nativo e os analogos CAP1-6D e CAP1-71
de modo aproximadamente igual. Outra possibilidade ¢é que
CAP1-6D apresente uma actividade aumentada  porque é
apresentado por mais de um alelo e T-Vac8 é promiscuo para com
os complexos péptido-MHC. Contudo, T-Vac8, T-Vac24 e CTL
derivados de pacientes ndo imunizados apresentaram uma lise
melhorada com CAPl-6D. Uma vez que HLA-AZ2 é o Unico MHC de
classe I nos alvos empregues, a melhor lise nao pode ser
devida ac recrutamento de outro MHC de classe I.

Uma vez que o0s CIL anti-CAPl1 de multiplos dadores
demonstram uma reactividade cruzada agonista é possivel que
CAP1-6D possa ser utilizado para estimular o crescimento de
CTL de numerosos individuos -A2. Fomos encorajados pelas
diferencas bastantes distintas entre T-Vac8 e T-Vac24 na
grandeza da resposta ao agonista; 1isto implica que cada
efector utiliza diferentes segmentos do gene de TCR e Jque
estes podem mesmc assim reconhecer tanto a sequéncia nativa
como a substituig¢ao CAP1-6D, A capacidade de CAPl1-6D para
actuar como agonista com células T que expressem diferentes
receptores de células T amplia claramente © seu potencial
terapéutico. Assim, o presente invento refere-se também a
estimulacdo com o agonista e a subsequente criagdo de
células T que reconhecem a seqguéncia normal em individuos nao
imunizados. Tais individuos presumivelmente nunca encontraram
a sequéncia modificada e uma vez que o© agonista ¢é mais
eficiente a desencadear uma resposta de células T, tais
agonistas poderiam ser capazes de seleccionar CTL mais
facilmente que os imunogéniocs baseados na sequéncia nativa.

Para que os CTL derivados dos péptidos sejam reagentes
terapéuticos uteis ¢é essencial demonstrar gque podem lisar
células tumorais que expressem antigénioc enddgeno (48, 49).
Antericrmente (11, mostrdmos que as células tumorais
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processam CEA e apresentam antigénios reconhecidos pelos CTL
gerados através de estimulagcac com CAPl. De acordo com O
presente invento, os CTL criados a partir de dadores normais
através de estimulagao com CAPl-6D sao também capazes de
reconhecer células tumorais alogeneicas positivas para CEA e
positivas para  HLA-AZ. Estas células T nao conseguemn
reconhecer células tumorais negativas para -A2 nem células
positivas para -A2 que ndo tenham expressdo de CEA.

Mostramos também que os CTL seleccionados com o agonista
CAP1-6D podem ser mantidos subsequentemente através de
estimulagdo com a sequéncia CAPl nativa. Esta é uma importante
verificacdo uma vez que 0s CTL em pacientes, estabelecidos in
vivo através de imunizacdoc activa ou transferidos de modo
adoptivo  apds expansao ex vivo, apenas provavelmente
encontrardo a sequéncia nativa. Isto permite que os CTIL sejam
mantideos durante um periodo alargado in vivo.

Uma das razdes originais para seleccionar e testar CAPI
foi a sua ndo identidade com outras sequéncias relatadas no
genoma humano, Previa-se portanto gque seria improvavel que
quailsquer respostas imunitdrias obtidas danificassem tecidos
normais pocssuindo outros antigénios. Por esta razac foi
efectuada uma pesguisa semelhante das Dbases de dados de
proteinas para os péptidos CAP1-6D e CAP1-7I gque revelou que
estes ndo estao relatados como seguéncias humanas noutro local
no Genebank (Genetics Computer Group, Madison, WI). Contudo,
duas sequéncias semelhantes, YLNVQDLNL (SEQ ID NO:9) e
YLHDPEFNL (SEQ ID NO:10), estao relatadas para antigéniocs do
virus da peste suina africana e do virus do sarampo,
respectivamente. Estas sequéncias encaixam no motivo de
consenso para HLA-A2 e permitem portanto que individuos
infectados expressem antigénios que reagem de forma cruzada
com CAPl. Uma possibilidade interessante é que a presenga de
CTL anti-CAP1 nalguns pacientes represente um exemplo de
mimetismo de epitopos (50).

Dois relatdérios recentes sugerem que residuos de
asparagina modificados poderiam aumentar a imunogenicidade dos
péptides de MHC de classe I. Skipper et al. (40) utilizaram
CTL criadecs em culturas mistas de linfdcitos e células
tumorais para identificar antigénios em extractos de células
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de melanoma. Um péptido antigénico era 1idéntico em 8 de 9
posicdes a uma sequéncia de tirosinase, com uma substituicao
de asparagina para &acido aspartico na posigcdc 3. Quando
testados wutilizando péptidos sintéticos, os CTL eram mais
activos contra o péptido com Acido aspartico do que contra o
péptidc contendo a asparagina geneticamente prevista. Estes
autores especulam que desamidacdes pds-tradugdao possam gerar
péptidos antigénicos a partir de antigénios de diferenciacédo
normais. Recentemente, Chen et al. (51) relataram a criacao de
CTL de murideo para um derivado de succinimida estabilizado de
um péptido antigénico contendo asparagina. Embora estes CTL
pudessem matar alvos pulsados com o peéptido de asparagina
natural, fizeram-no com menos sensibilidade. Eles levantam a
possibilidade da desamidacgdo de proteinas in vivo e in vitro
poder produzir intermedidrios transientes de succinimida que
representem autoligandos alterados capazes de provocar uma
resposta imunitdria. ©Noutro extremo, Kersh e Allen (52)
substituiram uma asparagina de contacto com TCR por A&acido
aspartico num péptido de hemoglobina e aboliram a capacidade
de resposta a um clone Th de murideo. Presentemente nao
podemos excluir a possibilidade da maior reactividade de
CAP1-6D ser devida a desamidag¢do da sequéncia nativa que por
sua vez inicia a resposta que detectdmos com CAPl. Contudo, a
nossa repetida incapacidade para criar CTL anti-CAPl a partir
de PBMC pré-imunizados dos mesmos pacientes de guem geramos
CTL apdés a 1imunizacdo, argumenta contra isto. Também, as
desamidacdes putativas nao podiam contribuir para ©
reconhecimento de outros andlogos tais como CAP1-6C ou CAP1-7I
pelos CTIL T-Vac8. Em vez dissc parece mais razoavel Jque Os
receptores de células T de ambos, T-Vac8 e T-Vac24, bem como
das novas linhas aqui descritas, possam reconhecer algum
desvio da sequéncia CAPl nativa.

Em resumo, a sintese de andlogos de um péptido de CEA
imunodominante com substitui¢fes de aminodcidos nas posigdes
previstas como potencialmente interagindo com o receptor de
células T permitiu-nos identificar um agonista estimulante.
Este agonista foi reconhecido por dois CTL de CEA diferentes e
aumenta a actividade de um deles em 2-3 ordens de grandeza. O
agonista foi também capaz de estimular o crescimento de CTL a
partir do sangue periférico de dadores normais ndo imunizados
com mais facilidade que a sequéncia peptidica nativa. Mais
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importante, os CTIL gerados utilizando o agonista estimulante
foram capazes de reconhecer e lisar alvos apresentando a
sequéncia nativa, incluindo linhas celulares tumorais
expressandc CEA enddgeno. De acorde com o presente invento, a
caracterizacao deste péptido agonista estimulante facilita
imunoterapias antitumorais mails agressivas quando empregue
como imunogénio in vivo ou para a expansao ex vivo de CTL
antitumorais autdlcocgos. A abordagem sintética empregue de
acordo com o presente invento é também Util no melhoramento da
imunogenicidade de outros epitopos peptidicos de CTL.

MATERIAIS E METODOS

PEPTIDOS

Um painel de substituig¢fes Unicas de aminocdcidos para as
posi¢des pb a p8 do péptido de CEA CAPl foi feito através da
gquimica do f-moc wutilizando tecnologia de pinos (Chiron
Mimotopes, Victoria, Austrdlia). CAP1 (YLSGANLNL) e CAP1-6D
(YLSGADLNL), de pureza superior a 96%, foram também produzidos
por Multiple Peptide Systems (San Diego, CA). 0Os péptidos
adicionais CAP1-71 e NCA571 foram sintetizados num
sintetizador Applied Biosystems 432A e apresentavam pureza
superior a 90% em HPLC de fase inversa em C18.

LINHAS CELULARES
T-Vac8 (53) e T-Vac24 (11) sdo CTL humanos especificos

para o péptido de CEA CAPl, Estas linhas celulares foram
geradas através de estimulacdao in vitro de PBMC utilizando
CAP1 e IL-2, de acordo com métodos anteriormente
publicados (11). Resumidamente, o0s PBMC apds imunizacdo eram
de individuos HLA-A2+ com carcinoma avangado aos quais tinha
sido administrado rV-CEA num ensaio de Fase I. Os PBMC foram
isolados em gradientes de meio de separag¢do de linfdcitos
(Organon Teknika, Durham, NC) e foram colocadas 2x10° células
em pogos de placas de cultura de 96 pogos estéreis (Coming
Costar, Cambridge, MA) Jjuntamente com 50 ng/ml de péptido.
Apds 5 dias de incubagdo a 37°C numa atmosfera humidificada
contendo CO, a 5%, o0s sobrenadantes foram removidos e
substituidos por meio contendo 10 U/ml de IL-2 humana (uma
oferta de Surgery Branch, NCI). As culturas foram alimentadas
com IL-2 de 3 em 3 dias durante 11 dias e foram depois
novamente estimuladas com PBMC (5x10°) autélogos irradiados
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(4000 rad) e péptido. IL-2 fresca foi proporcionada a cada
terceiro dia e foram feitas novas estimulacdes subsequentes de
2 em 2 semanas. Os CTL sdo mantidos em meio RPMI completo
(GIBCO/BRL, Grand Island, NY) com glutamina (GIBCO/BRL),
penicilina, estreptomicina e sorc de um banco humanc AB a 10%
(Gemini Bioproducts, Inc., Calabasas, CA).

A linha <celular ClR-A2 (proporcionada pelo Dr. W.
Biddison, ©National Institute of ©Neurological Disorders and
Sroke, National Institutes of Health, Bethesda, MD) é mantida
em RPMI completo com soro fetal bovino a 10% (FBS, Biofluids
Inc., Rockville, MD), glutamina, aminodcidos ndo essenciais e
piruvato (Biofluids) e 1 mg/ml de G418. A 1linha celular
174.CEM-T2 (proporcionada pelo Dr. P. Creswell, Yale
University School of Medicine, New Haven, CT) ¢é deficiente no
processamento do péptido enddbgeno e é mantida em meio de
Iscove (GIBCO/BRL) com FBS a 10%. Tanto a linha CI1R-A2 como T2
apresentam péptidos exdgenos com HLA-AZ.

As linhas celulares tumorails positivas para CEA Sw480,
SW1463, SW1116 e SW837 foram obtidas a partir da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) e passadas
semanalmente no respectivo meio de cultura descrito no
catdlogo de ATCC. A 1linha de melanoma negativa para CEA
SKmelz24 (proporcionada pelo Dr. S. Rosenberg, National Cancer
Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD) foi
passada semanalmente em RPMI 1640, FBS a 10% e 10 pg/ml de
gentamicina (Life Technologies). O tumor do ovadrio CaOv3
negativo para CEA fol proporcionado pelo Dr. R. Freedman (MD
Anderson Cancer Center, Houston TX) e foil cultivado em RPMI
com FBS a 15%, glutamina, 12 pg/ml de insulina (Sigma, St.
Louis, MO), 10 upg/ml de hidrocortisona (Biofluids) e 10 pg/ml
de gentamicina. Todas as linhas tumorais foram tripsinizadas
com Tripsina/Versene (Biofluids) durante 5-10 minutos antes da
marcacdo com o 1sétopo para ensaios de CTL. O alvo assassino
natural (NK) altamente sensivel K562 foi obtido a partir de
ATCC e passado semanalmente com RPMI 1640, FBS a 10%.

CRIAGAO DE CTL
As linhas de células T T-N1 e T-N2 foram geradas a partir

de dois dadores normals positivos para HLA-A2 através de
estimulagdoc in vitro com o© péptido como se segue. Para o
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primeiro ciclo de estimulacao, as células T foram
positivamente seleccionadas através de crivo em baldes
MicroCellector CD3+ (Applied Immune Sciences, Santa Clara,
CA)., Células CD3+ (3xlO6) foram cultivadas com 10° células
174.CEM-T2 que foram previamente infectadas com virus wvacinia
expressando B7 humana a uma multiplicidade de infecg¢gdo de 10,
pulsadas com 50 npg/ml de péptido CAP1 ou CAP1-6D e 2 ug/ml de
microglobulina (2 humana (Intergen, Purchase, NY) e irradiadas
(10000 rad). As culturas foram incubadas a 37°C numa atmosfera
humida contendo CO; a 5%, em baldes T25 em RPMI com SOro
humano a 10%, glutamina 2 mM e 10 pg/ml de gentamicina num
volume total de 10 ml com 2x10’ PBMC autélogos drradiados
(2500 rads) como células de alimentagao. Apds 24 horas em
cultura foram adicionadas 10 U/ml de hulL-2 e 0,1 ng/ml de
rIL-12 (R & D Systems, Minneapolis, MN). Apds 9 dias em
cultura, as células foram novamente estimuladas utilizando
células EBV-B autdlogas irradiadas (10000 rads) pré-incubadas
com 25 pg/ml de péptido a uma razdo de 2,5:1 de células
estimulantes para células T, e foram novamente adicionadas
IL-2 e IL-12, 24 horas depois. A concentracgdo de péptido foi
reduzida a metade com cada ciclo subsequente de estimulacgao
até ser alcangada uma concentracdo final de 3,12 ng/ml.

Adicionalmente, foram gerados CTL a partir de PBMC apds
imunizacdo de pacientes de cancro Vac8 através de estimulacao
com CAP1-6D de acordo com procedimentos ja publicados (11).

ENSATIO DE CTL
As células alvo foram marcadas com °'Cr ou ~In, depois

incubadas a 2000-10000 por pog¢o com ou sem péptidos em placas
de microtitulo de fundo redondo (Corning Costar). Uma hora
depois, foram adicionadas as células T. Os sobrenadantes foram
colhidos (Skatron, 1Inc., Sterling VA) apds 4 horas e a
libertacdao de isodtopo fol medida. Todos o©s ensailos foram
efectuados em triplicado e a percentagem de libertacao
especifica foi calculada de acordo com:

(libertacédo observada - libertacdo espontéanea) X 100

(libertagdo méxima - libertag¢do esponténea)
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onde a libertacdo espontdnea ¢ obtida através da omissdo das
células T e a libertacdo maxima ¢é obtida através da adicdo de
Triton x100 a 1%.

ENSAIO DE LIGAGAQO
A ligacdo dos péptidos a HLA-RZ foi avaliada através de

incubac¢do com células 174.CEM-T2 com processamento deficiente
e medigdo da estabilidade dos complexos péptido-A2 da
superficie celular (30). Resumidamente, as c¢élulas foram
colhidas e lavadas com RPMI isento de soro, depois incubadas
de um dia para o outro a 1-2x10° células/pogo com varias
concentracdes de péptidos. No dia seguinte, as células foram

recolhidas, lavadas em PBS com Ca’’, Mg*'

e FBS a 0%, depois
divididas em aliquotas para uma andlise de citometria de fluxo
de cor tUnica. As células foram incubadas 1 hora em gelo sem
anticorpo, com anticorpo anti-AZ A2,69 (One Lambda, Inc.,
Canoga Park, CA) ou com anticorpo de controlo com © mesmo
isotipo UPC-10 (Organon Teknika), depois lavadas e coradas
1 hora com Ig de cabra anti-ratinho marcado com fluoresceina-
isotiocianato (FITC) (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL). A coloragao da superficie celular foi mediada
num citdémetro de fluxo Becton Dickinson (Mountain View, CA) e
a intensidade média da fluorescéncia (MFI) para 10000 células
vivas fol representada num grafico contra a concentracdo de

péptido.

UTILIZACAO DA CADEIA DE TCR
Os CTL T-N1 foram cultivados tal como descrito durante

5 ciclos de estimulagdo antigénica utilizando o andlogo
CAP1-6D. A linha foi entdo dividida e foram mantidas culturas
em duplicado com CAPl ou CAP1-6D durante 5 ciclos adicionais
de estimulacdo. As células T purificadas em Ficoll (5x10°)
foram coradas com um painel de 19 anticorpos monoclonais de
muridec anti-VB e 2 anti-Va para regides varidveis do receptor
de células T «af humanas. As células foram incubadas com
10 pg/ml de anticorpos purificados durante 30 minutos a 4°C.
Os monoclonais ndo marcados utilizados foram: VB3.1 clone
8rl10, VB5(a) clone 1Cl, Vp5(b) clone W1ll2, VBS(c) clone LC4,
Vp6.7 clone 0OT145, VB8(a) clone 16G8, V(12 clone S511, VP13
clone BAM13, Vo2 clone Fl e Vol2.1 c¢clone 6D6 (T Cell
Diagnostics, Woburn, MA) e VB18 (Immunotech, Westbrook, ME).
As células foram coradas com 10 pg/ml de anticorpo IgG de
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cabra anti-ratinho marcado com FITC (Southern Biotechnology
Associates) durante 30 minutos no escuro. Os monoclonais
marcadeos directamente foram: Vp11, Vvp21.3, Vvp13.6, Vp14, Vple,
VBE17, VP20 e VP22 marcados com FITC e VB9 e V(23 marcades com
PE (Immunotech). As células foram fixadas com paraformaldeido
a %, lavadas com tampdo FACSFlow (Becton Dickinson) e
analisadas utilizando um citdémetro de fluxo Becton Dickinson.

EXEMPLOS

Péptidos CAP1 Substituidos
Varios factores foram considerados ao decidir que

posicdes examinar quanto aos efeitos sobre a actividade das
células T. Experiéncias de sequenciagdo e mapeamento definiram
um motivo de ligagao no qual a posigao 2 e o terminal C
(posicdo 9 ou 10) sdo criticos para a apresentagdo do péptido
por HLA-AZ (para revisao, ver 31). Adicionalmente, Tyr na
posicdoc 1 foi identificado como uma ancora secunddria eficaz
(20, 32). Uma vez que o péptidc de CEA CAPl possul Jja os
aminocdcidos preferidos nestas trés posigdes estes residuos ndo
foram alterados. Em vez disso, centrdmo-nos nos residuos que
se previa que interagiam com o TCR na esperanga de descobrir
andlogos que estimulassem células T citotdxicas humanas
especificas de CAPl. Estudos de cristalografia de raios X de
vadrios péptidos ligados a HLA-A2 sollvel sugerem que todos 0s
péptides de ligacdo assumem uma conformagac comum no sulco de
ligagac ao péptido (33). Quando foram examinados c¢inco
péptides modelo, os residuos 5 a 8 sobressaem para fora do
sulco de 1ligagdo e ficam potencialmente disponiveis para
ligagdo a um TCR. Por essa razao foi produzido um painel de
80 péptidos andlogos de CAPl nos quals os residuos nas
posigbes 5 a 8 (pb-p8) foram sintetizados com cada um dos
20 aminodcidos naturais. Os péptidos sdo designados CAPl-pAA,
onde p se refere a posigdo no péptido e AR se refere ao
aminodcido de substituicdo, utilizando o cdédigo de aminodcidos
de uma letra; i.e., para CAPl1-6D a posigdo 6 é ocupada por
dcido aspartico.
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Maior Sensibilidade de CTL dos Alvos ao Andlogo CAP1-6D
Os efeitos destas substituicdes de aminodcidos sobre o

potencial de reconhecimento do TCR foram estudados utilizando
uma linha de CTL humanos especificos de CAPl e restringida a
HLA-A2, designada T-Vac§. Resumidamente, T-Vac8 foi gerada tal
como descrito nos Materiais e Métodos através de estimulacgao
com péptido in vitro de PBMC de um paciente ao qual tinha sido
administrado rV-CEA. Para a pesquisa d1nicial, T-vVac8 foi
utilizada num ensaio de citotoxicidade para medir a libertacao
de "MIn a partir de células CIR-A2 marcadas incubadas com cada
membro do painel de péptidos (a trés concentragdes de
péptide). A libertacdo espontédnea a partir dos alvos (na
auséncia de T-Vac8) fol determinada para cada péptido
individual.

Os resultados estdo presentes nas Figuras 1A a 1D. Das
80 substituigdes Unicas de aminodcidos, a maioria nao
conseguiu activar citotoxicidade de T-Vac8. Contudo, seis
substituic¢des independentes conservaram a reactividade. Na
posicédc 5, trés analogos CAP1-5F, CAP1-51 e CAP1-58
proporcicnaram estimulacdo, embora a niveis reduzidos em
comparagdo com o proéprio CAPl. Na posicao 6 as substituicgdes
CAP1-6C e CAP1-6D activaram citotoxicidade de T-Vac8 e pareceu
serem iguais ou melhores que CAP1 uma vez que foram mais
activos na concentragdo peptidica intermédia (0,1 ug/ml). Na
posicdc 7 o© analogo CAP1-7I também pareceu ser activo.
Finalmente, na posigdo 8 nenhum andlogo foi <capaz de
sensibilizar alvos para lise por T-Vac8. 0Os dois andlogos mais
activos (CAP1-6D e CAP1-7I) foram entdo analisados em detalhe,
omitindo CAP1-6C devido a preocupagdo com a formacdo de
dissulfuretos sob condigdes oxidantes.

Preparag¢des mais puras (90-96%) de CAPl nativo e dos
andlogos CAP1-6D e CAP1l-7I foram sintetizadas e comparadas num
ensaio de CTL ao longo de uma variedade mais ampla de
concentracges peptidicas, wutilizando duas 1linhas celulares
diferentes como alvos (Figura 2A e 2B). Empregando células T2
o andlogo CAP1-6D foi pelo menos 10° vezes mais eficaz que O
CAP1 nativo. A actividade 1litica de CAP1-6D esteve a 1/2 do
maximo a 10 pg/ml (Figura 2A). Em contraste, o andlogo
CAP1-7I e a sequéncia CAPl nativa eram compardveis um com ©
outro ao longo de toda a variacdc de titulacdaoc do péptido e
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apresentaram metade da lise mdxima a 10° ng/ml. Empregando as
células CIlR-A2 como alvos, CAP1-6D foi de forma semelhante
entre 10° e 10° mais eficaz a mediar a lise que CAP1
(Figura 2B).

O péptido CAP1-6D foil também testado utilizando uma
segunda linha de células T especificas de CEA, T-Vacz4 (11).
Esta linha foi gerada a partir de PBMC apds vacinagdo com
rV-CEA de wum paciente de carcinoma diferente através de
estimulagdo in vitro com o péptido CAPl nativo; em contraste
com T-Vac8 predominantemente CD8+, T-vacZ4 possul uma elevada
percentagem de células duplamente positivas CD4+CD8+ (11). Num

ensaio de 1libertacdo de H

In de 4 h empregando T-Vacz4,
CAP1-6D foil ligeiramente mais eficaz (lise de 30%) que a
sequéncia de CAPl nativa (lise de 20%); embora as diferencgas
ndo fossem tao pronunciadas como com T-Vac8, a maior
sensibilidade ao analogo foi observada em trés experiéncias
separadas. O péptido andlogo envolveu claramente o aparelho

litico de um segundo CTL especifico de CAPI.

Andlogos e Péptido Nativo Mostram uma Apresentag¢do Idéntica
através de HLA-A2
A maior eficacia de CAP1-6D em ensaios de CTL podia ser

devida a uma melhor apresentagdo pelo alvo. 0Os analogos de
CAPl mais activos foram testados quanto a ligagdo a HLA-A2
através da medigdo da HLA-A2 da superficie celular na linha
celular humana com transporte deficiente T2, Quando comparados
ao longo de uma variacdo de concentragdes de 4 log, o CAPI
nativo e os dois analogos CAP1-6D e CAPl-7I apresentaram-se
todos igualmente em c¢élulas T2 (Figura 3). Adicionalmente,
experiéncias de dissociagdo indicam que os complexos de HLA-A2
que se formam com os 3 péptidos nao mostram diferencas
aprecidveis na estabilidade (Figura 3 - 1inser¢do). Quando
células T2 pulsadas com péptido foram lavadas para remocgdao do
péptide ndo ligado, as semividas dos complexos péptido-A2 a
superficie celular foram de 12,5 h (CAP1l), 9,7 h (CAP1-6D) e
10,8 h (CAP1-7I). Se alguma coisa, o complexo formado com o
péptidc agonista parece ligeiramente menos estavel. Uma vez
que ndo existem diferengas na ligagdo a HLA-A2, a eficacia
melhorada de CAP1-6D nos ensaios de CTL parece ser devida a um
melhor envolvimento pelo receptor de células T, uma
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caracteristica comportamental de um péptido agonista
estimulante.

Os CTL Humanos Gerados com CAP1-6D Também Reconhecem CAP1
Nativo

O agonista CAP1-6D poderia ser util em aplicagdes
experimentails e clinicas se pudesse estimular o crescimento de
CTL especificos de CEA a partir de pacientes com carcinomas
estabelecidos. Numa experiéncia, PBMC apds imunizacao com
rV-CEA de um paciente de cancro VacB8 (o mesmo paciente rV-CEA
a partir do qual foram estabelecidos os CIL T-Vac8) foram
estimulados in vitro «com CAPl1-6D e apdés 5 ciclos de
estimulacdo foram ensaiados quanto a actividade de CTL contra
alvos revestidos com CAPl ou CAPl1-6D. Esta nova linha
demonstrou actividade citotdxica dependente do péptido contra
células alvo revestidas com CAP1-6D ou CAPl nativo (Tabela 1).

Mostrou-se Jja que o0s PBMC poés-imunizacido de pacientes
Vac8 e Vac24 produzem actividade de CTL quando estimulados com
CAP1 enguanto que o0s PBMC pré-imunizacdo eram negativos (11,
34), Para além disso, as tentativas anteriores para estimular
a actividade de CTL a partir de dadores sauddveis nao
imunizados com o péptido CAPl ndo tiveram sucesso. Para testar
se 0 péptidoc agonista é de facto mais imunogénico que o CAP1
nativo tentdmos gerar CTL de dadores sauddveils ndc imunizados
utilizando CAP1-6D. PBMC HLA-A2+ de individuos aparentemente
saudédveis foram estimulados in vitro com CAPl ou com ©
agonista CAPl1-6D. ApOs 4 ciclos de estimulacdo in vitro, as
linhas celulares foram ensaiadas gquanto a especificidade
contra células ClR-A2 pulsadas com CAP1 ou CAP1-6D.

Embora as estimulag¢bes com CAPl ou com o péptido CAP1-6D
tenham produzido linhas de c¢élulas T, 1lise especifica do
péptido foi apenas obtida nas linhas geradas com CAP1-6D. Duas
linhas de células T independentes de diferentes dadores foram
derivadas utilizando CAPl1-6D e foram designadas T-N1 e T-N2
(Figura 4A e Figura 4B, respectivamente). Ambas as linhas de
CTL lisam alvos ClR-AZ pulsados com © péptido CAPl nativo.
Contudo, ¢ obtida wuma lise mais eficiente wutilizando o
agonista CAP1-6D. Os CTL T-N1 reconhecem CAPl1-6D a uma
concentracdo peptidica 3-10 wvezes inferior a CAPl e T-N2
reconhece o agonista 100 vezes melhor que CAPl. Em contraste,
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as tentativas para gerar uma linha de células CTL a partir de
dadores normais através de estimulacdo com CAPl resultaram em
linhas sem lise dependente do péptido e perda das linhas em
ciclos iniciais de estimulacao. Assim as tentativas para gerar
linhas de células T utilizando os dcis péptidos demonstraram a
capacidade de CAPl-6D para actuar como agonista nado sé no
estddio efector, na lise dos alvos, como também na seleccdc de
células T que estdo presumivelmente a baixas frequéncias de
precursores.

Para determinar se os CTL estabelecidos com o agonista
podiam ser mantidos com a sequéncia de CAP1 nativa, a T-N1 foi
cultivada durante 5 <ciclos tal como descrito utilizando
CAP1-6D, depois dividida em culturas em duplicado mantidas no
agonista ou em CAPl. T-Nl1 continuou a <crescer quando
estimulada com ambos o0s péptidos e respondeu a ambos o0s
péptidos em ensaios de CTL. A anadlise fenotipica da utilizacgido
de TCR em T-N1 indica que a maioria das células (71%) utiliza
VB1lz2, com uma populacdo menor que utiliza VB5.3 (Tabela 2). O
mesmo padrdo de utilizagdo de TCR VP foi observado apds a
mudanca das células para CAPl durante 5 ou mais ciclos de
estimulacdo. Este padrdo de utilizacdo de VP foi distinto do
de T-Vac8. Estes dados indicam que o agonista pode seleccionar
células T que estdo provavelmente a baixa frequéncia de
precursores mas que uma vez seleccionadas, tais CTL podem ser
mantides com o CAPl nativo.

CTL Gerados com CAP1-6D Lisaram Especificamente Células
Tumorais CEA', HLA-A2"
Foram conduzidos estudos para determinar a capacidade dos

CTL gerados com © agonista estimulante para lisar células
tumorais humanas expressando endogenamente CEA, T-N1 e T-N2
foram testadas contra um painel de células tumorais que sao
CEA'/A2" (SW480 e SW1463), CEA'/A2  (SW11l6) ou CEA /A2" (CalOv3
e SKmel24). Uma linha de células T (T-N2) do dador normal foi
testada gquanto a capacidade para lisar alvos tumorais
expressando endogenamente CEA. Os CTL T-N2 gerados com ©
agonista lisaram células tumorais expressando CEA e HLA-A2Z ao
mesmo tempo gque ndo exibiam lise tituldvel de células de
melanoma SKmel24 CEA /A2" (Figura b5A). Nao foi observada lise
significativa de K562. Em contraste, as linhas celulares
geradas através de estimulacdo com CAP1 nativo ndao mostraram
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actividade antitumoral detectdvel (Figura 5B). A restricdo a
HLA-AZ.1 das respostas de T-N2 a alvos tumorais positivos para
CEA fol ainda demonstrada através da lise especifica de uma
célula tumoral positiva para CEA, negativa para HLA-AZ2.1,
Sw837, apés infecgdo com uma construgdo vaccinia-A2.l1
(rv-A2.1). Nao fol observada lise quando os alvos SW837 foram
infectados com o vacinia de tipo selvagem de controlo sem ©
transgene de A2.1 (Figura 6).

A capacidade de uma linha de CTL (T-N1) derivada de um
segundo dadcor para matar alvos de carcinoma expressando CEA
enddgeno é mostrada na Figura TA e 7B. T-N1 lisou
especificamente células de tumor SW480. Isto é drasticamente
aumentado até 79% de lise através de pré-tratamento das
células tumorais com IFN-y, um tratamento que aumenta a
densidade a superficie celular de HLA-A2 e CEA. A
especificidade da morte de T-N1 ¢ demonstrada através da sua
incapacidade para lisar tumores CEA /A2® tais como o tumor
derivado do ovdrio CaOV3, o tumor melanoma SKmel24 ou o alvo
NK K562. Finalmente, a restricdo por HLA-AZ2 ¢ demonstrada
através da incapacidade de T-N1 para lisar células tumorais
CEA'/A2™ SW111l6 (Figura 7A), mesmo apds tratamento com IFN-y
(Figura 7B).

Tabela 1: CTL gerados através de estimulagdo com o andlogo
CAP1-6D a partir de PBMC de um paciente HLA-AZ imunizado com
rVCEA

lise
razdo efector/alvo sem péptido CAP1 CAP1-6D
25:1 10% 41% 40%
6,25:1 0,5% 38% 46%

As células T foram ensaiadas apds 5 estimulacgdes 1in
vitro, A actividade citotdxica foi determinada num ensaio de
libertacdo de 4 horas com o péptido a 25 ng/ml.
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Tabela 2: Utilizacao do TCR da linha de CTL estabelecida com o
agonista CAP1-6D

T-N1° T-N1°¢

Q

Utilizacdo do TCR? % de positivos MFI % de positivos MFI

VR12 71 83 70 83
VB5.3 18 47 20 57
vp3.1 6 48 8 46
VB8 3 30 6 26
VR13.6 2 19 3 39
vp12.1 3 43 3 40

a

Determinada através de andlise de FACS utilizando um painel de
19 anticorpos V( e 2 Vo (ver Materiais e Métodos). S&o mostrados
apenas o0s anticorpos corados positivamente.

" Linha de CTL seleccionada e mantida com o agonista CAP1-6D tal
como descrito na seccdo Materiais e Métodos.

® Linha de CTL seleccionada com o agonista CAP1-6D durante 5 ciclos

de estimulacdo e mantida com CAPl durante mais 10 ciclos.
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<211> 9

<212> PRT
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<400> 1
Tyr Leu Ser Gly Ala Asn Leu Asn Leu
1 5

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Tyr Leu Ser Gly Ala Asp Leu Asn Leu
1 5

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Tyr Leu Ser Gly Ala Asp Ile Asn Leu
1 )
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<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Tyr Leu Ser Gly Ala Asn Ile Asn Leu
1 5

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Tyr Leu Ser Gly Ala Cys Leu Asn Leu
1 5

<210> 6

<211> 27

<212> RDN

<213> Homo sapiens

<400> 6
tacctttegg gagcgaacct caaccte 27
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<210> 7

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
tacctttegg gageggacct caaccte 27

<210> 8

<211> 27

<212> RDN

<213> Homo sapiens

<400> 8
tacctttegg gagecggacat caaccte 27

<210> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Tyr Leu Asn Val Gln Asp Leu Asn Leu
1 s

<210> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Tyr Leu His Asp Pro Glu Phe Asn Leu
1 5

<210> 11

<211> 27

<212> RDN

<213> Homo sapiens

<400> 11
tacctttcgg gagcgaacat caaccte 27

<210> 12

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
tacctttegg gagegtgtcet caaccte 27
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REIVINDICACOES

1. Péptido compreendendo um agonista de uma sequéncia
nativa de ligacao a MHC de Classe I:

YLSGANLNL (3SEQ ID NO:1),

123456789

em que o agonista varia numa substituicdo de amincdcidos na
posicdc 6 e/ou na posigdo 7 de SEQ ID NO:1 e o referido
agonista possui maior imunogenicidade em comparagac com a
sequéncia nativa.

2. Composicac farmacéutica compreendendo pelo menos um
péptide de acordo com a reivindicagdo 1 e um transportador
farmaceuticamente aceitdvel.

3. Composicao farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 2 compreendendo ainda uma molécula
imuncestimulante.

4. Composicgaoc farmacéutica de acordo com a

reivindicacdo 3 em que a molécula 1muncestimulante &
seleccionada de entre o© Jgrupo que consiste em IL-2, B7.1,
B7.2, ICAM-1, LFA-3, CD72 GM-CSF, TNFa, INFy, IL-12, IL-6 e
suas combinagdes.

5. Composigao farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 2 compreendendo ainda uma molécula de HLA de
classe I ou uma célula expressando uma molécula de HLA de

classe I.
6. Composicgao farmacéutica de acordo com a
reivindicacgdo 2 compreendendo ainda um fdrmaco

quimioterapéutico, um antibidtico, um fadrmaco antiviral, um
farmaco antifungico ou ciclcfosfamida.

7. Composicgao farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 2 compreendendo ainda um adjuvante.
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8. Composicao farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 7 em que o adjuvante é seleccionado de entre o
grupo que consiste em alumen, adjuvante incompleto de Freund,
0S21 e Ribi Detox'.

9. Conjugado péptido-imunoglobulina compreendendo o
péptidc de acordo com a reivindicagcdo 1 e uma molécula de
imuncglobulina.

10. Composicgao farmacéutica de acordo com a

reivindicacao 2 em que o péptido é incorporado num lipossoma.

11. Conjugado péptido-molécula transportadora
compreendendo o péptido de acordo com a reivindicacdo 1
conjugado com uma molécula transportadora.

12. Conjugado péptido-molécula transportadora de acordo
com a reivindicacdao 11 em que a molécula transportadora &
seleccionada de entre o grupo gue consiste num péptido de
influenza, toxdide do tétanc, epitopo CD4 do toxdide do
tétano, exotoxina A de Pseudomonas, poli-L-lisina, uma cauda
lipidica e uma sequéncia de sinal do reticulo endoplasmatico.

13. Estojo compreendendo o péptidc agonista de acordo
com a reivindicacdo 1 e um vector compreendendo uma sequéncia
de &cido nucleico codificando CEA.

14. Estojo de acordo com a reivindicagéo 13
compreendendo ainda uma molécula imunoestimulante.

15. Composicgao farmacéutica de acordo com
reivindicacao 5, em que a molécula de HLA de Classe I ¢&
HLA-AZ.

16. Estojo de acordo com a reivindicacgdo 13, em que o
CEA codificado compreende um epitopo YLSGANLNL (SEQ ID NO:1).

17. Estojo de acordo com a reivindicagao 14, em que a
molécula imunoestimulante é GM-CSF.

18. Péptido de acordo com a reivindicagdo 1 para
utilizacdo em medicina.
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19. Utilizacéo do péptido de acordo com a
reivindicacdo 1 para a preparagédo de uma composicdo
farmacéutica para imunoterapia de cancro.

20, Utilizagao de acordo com a reivindicacgdao 19, em que
a imunoterapia de cancro inclui tratamento e/ou vacinagdo de

um paciente com um cancro que expressa CEA.

21, Utilizacgdo de acordo com a reivindicacdo 19 ou 20,
em gue O cancro ¢ seleccionado de entre o grupo gue consiste
em cancro colorrectal, cancro do c¢délon, cancro do pulmao,
cancro do péancreas, cancro do endométrio, cancro da mama,
cancro da tirdide, melanoma, cancro oral, cancro laringeo,
seminoma, cancrc hepatocelular, cancro do ducto biliar,
leucemia mieloblastica aguda, carcinoma das células basais,
carcinoma das células escamosas e cancro da prostata.

Lisboa,



EP 1

Percentagem de lise especifica

Percentagem de lise especifica

447 414/PT

45

25

13

45

35

2

13

1/8
K T v T4 v s« U Tt b 710 11 1] N
~— (AP-1 :
N
: -
H T .
l’*ﬁf A ?-:__;-‘T'ﬁ ?Pe! EJ 0 ]é
L [ q N -
R G kL A
A CDEF SHI X LMNPGQR S TY WY
Residuo de aminoéacido
FIG, 1A
R 1 t‘ 1 1 oo ¥ |8 1 i L 1] IR T i 1 A
E.. | - CAP-1 J
- :
N T 7]
w4510 - -r-ﬁ Fﬁ%ﬁ Jﬁﬁ +, .
Ny T I
1 1 ] | . 1 1 . 1 I 1 ] i 1 1 b 1

ACDEFGHIKLMNPQRSTV‘HY

Residuo de aminoacido

FIG. 1B

(cd) grgoy

(9d) 9/gusy



EP 1 447 414/PT

Percentagem de lise especifica

. Percentagem de lise especifica

43

25

15

5

-5

1
w

25

15

2/8

Loy

--— CAP-1

|rl11l11i-rr"l‘""!"l"'r‘1—'r'-l'—r—‘

S S L O T
Py By TF vy

LN IR S D N N

ACDEFGSGHIKLULMNPOGQRSTY WY

Residuo de aminoécido

FIG. IC

- -— CAP-~1
C
-
-
L B a4
§ =F 1§ ¥
| N A ol S S T N ¥ ' ) O S NS I A B |

ACDEF GHIKLMNPQRST VWY

Residuo de aminoécido

FIG. ID

(2d) 11608

(gd) gzGusy



EP 1 447 414/PT

3/8

U T T O T S [ T N ) A O N U N OO B

120 ¢

i
= (=] (o) m (=
o o w 3]
—

el oadse os)| 2p Wabejusolad

pg de péptido/ml

FIG

. 2A

(EEENE TN AN NEENAN NN

(]
(-]

[=)
R 8 8 8 &

eol0ads9 as|| ep wabejusoalad

ug de péptido/ml

FIG.

2B



EP 1 447 414/PT

4/8

1260

1000

800

Linihy Mt At BN B Bua bbit Sany ma |

600

400

Intensidade média da fluorescéncia

ug de péptido/ml

FIG. 3A

120

% dos complexos restantes

l'llllrll_l'._lll

60
49
L ) -
@ 0 2 4 b 8
tempo (h)



EP 1 447 414/PT

5/8

2 38 8 8
1t I"I"I'l Ty r'rl'r 1 |']1"r1'rTm“lT1'|‘|“rT1‘1'rr'|1-rrﬁ

Percentagem de lise especifica

20

40

30

20

io.__;_',u,ui 1 L ] "[UJL[ !?f'lll: H _LUJJ]i 2
10™? 107! 10’

pg de péptido/ml

FIG. 4A

80
;Iq_ -
LT ——g
§ 80 //- i =)
s -
® 70 @
& t
g o /
f
3 S0 /
£ !
g {
© 0 !
5 /
s owp
o Vi T
20 A L
—3
‘0 b1y i| Pty 1 ‘|!I|ll! 1 !I]‘lll‘ 1 s
1073 107! 100 10!
ug de peptido/ml

FIG, 4B



EP 1 447 414/PT

6/8

50

20

10

Percentagem de lise especifica

LI S R S (BN N D B I B I B e ]

_10 [ | L : [ S A o |

razdo E:A

FIG, SA

50

30

20

Percentagem de lise especifica

TITTFITTFITTTI VI T T i ryETTrrryrTInorTid

LI T T I 1 | L 1 4\;1 L il
10 100

razdo E:A

FIG. 9B



EP 1 447 414/PT
7/8

25 r
- A
§ 20 - e
.8 i e
a i e
§ oL ¥
/
g ,
] - 7
° - /
e of
s - 7/
B - /
= B .
8 5 " ¥ - =
g Uk "
L. e
0 1 ' F U T R TN B I 1
3 10 30

razdo efector:alvo

FIG. ©



EP 1 447 414/PT

Percentagem de lise especifica

Percentagem de lise especifica

30

20

10

100

80

60

40

20

Il'lI'll'l'l‘j"]ll!"lll’1ler"

8/8

alvos ndp tratadas

—
-h."-
oy
o,
6~ 5 2
N m Lod 2%
10 100
razdo efectoralvo
FIG. 7A
-
 alvos tratados com IFN-
-
fun
B
-
-
=
L. B e
T B N -".“1&%_‘_‘_]_3

razao efector:alvo

FIG, 7B



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

