(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENGAO

(11) Nimero de Publicacio: PT 1137792 E

(51) Classificagdo Internacional:
C12N 15/86 (2006.01) C12N 5/10(2006.01)
CO7K 14/705 (2006.01) A61K 39/00 (2006.01)
A61K 35/76 (2006.01) €12Q 1/00 (2006.01)

(22) Data de pedido: 1999.11.12
(30) Prioridade(s): 1998.12.09 US 111582 P
(43) Data de publicagao do pedido: 2001.10.04

(45) Data e BPI da concessao: 2007.05.09
056/2007

(73) Titular(es):

THERION BIOLOGICS CORPORATION

76 ROGERS STREET CAMBRIDGE, MA 02142US
THE GOVERNMENT OF THE UNITED STATES OF
AMERICA, AS REPRESENTED BY THE
SECRETARY, DEPARTMENT OF HEALTH AND

HUMAN SERVICES uUs
(72) Inventor(es):

JEFFREY SCHLOM us
JAMES HODGE us
DENNIS PANICALI us

(74) Mandatério:

LUISA MARIA FERREIRA GUERREIRO

PRACETA FERNANDO NAMORA, N2 7, 32 ESQ. 2820-598
CHARNECA DA CAPARICA PT

(54) Epigrafe: VECTOR RECOMBINADO QUE EXPRIME MOLECULAS COSTIMULANTES

MULTIPLAS E AS SUAS UTILIZACOES
(57) Resumo:



DESCRIGAO

VECTOR RECOMBINADO QUE EXPRIME MOLECULAS COSTIMULANTES
MOLTIPLAS E AS SUAS UTILIZAGOES

Campo da Invercao

A presente invencdo refere-se a um vector recombinadc que
compreende genes estranhos que codificam trés moléculas
costimulantes e, de um mcdo opcional, um gene estranho que
codifica um antigénio alvo. A invencdo refere-se ainda a um
virus recombinado que compreende genes estrankos que
codificam pelo menos trés moléculas costimulantes e, de um
modo opcional, um gene estranho que codifica pelo mencs um
antigénio alvo cu um set determinante antigénico imunolégico.
De um modo mais especifico, a preserte invencdo refere-se a
um poxvirus recombinado que compreende genes estranhos que
codificam pelo wenos as moléculas costimulantes: uma molécula
da familia B7, LFA-3 e ICAM-1 e, opcionalmente, um gene
estranho que codifica pelo menos um antigénio alvo ou um seu
determinante antigénico imunoldégico e usa-o como imunogénios
e como vaclinas. A presente invencdo refere-se a um zntigénio
que apresenta células transinfectadas, infectadas ou
transferidas por um vector recombinado que compreende genes
estranhos que ccdificam trés moléculas costimulantes e, de um
modo opcional um gene estranho codifica pelo menos um

antigénio alvo ou um seu determinante antigérico imunoldégico.

Antecedentes da Invencéo



A extensdo da resposta primédria das células T, que envolve a
sua activacéo, & sua expansdo e a sua diferenciacdo, é de
importancia primordial para uma resposta imunoldgica bem
sucedida a um artigénio. O inicio de uma resposta imunoldgica
exige pelo menos dcis sinais para a activacdo das células T
ingénuas pelas células que apresentam antigénio (APC) (1-5).
O primeiro sinal & um especifico do antigénio distribuido
através do receptor de células T através do péptido/complexo
de histocompetibilidade principal, e faz com que a célula T
entre ro ciclo das células. 0  segundo sinel, ou
“costimulatério”, é necessario pera a producdo e para a
proliferacdo de citoquina. Pelo menos trés tipos diferentes
de células que podem ser encontrados normalmente na
superficie da APC profissionel foram propostos como sendo
capazes de proporcionar o segundo sinal para a activacdo
critica de «células T: B7.1 (CD 80), molécula de adeséo
intracelular - 1 (ICAM-1; CD54), e antigénio associado-3(LFA-
3; CD58 humano; murina CD43) (2, 6, 7T) com funcdc de
leucdcito. Os ligantes de células T para estas moléculas
costimulatdrias sdo diferentes. B7-1 irterage com o CD28 e
com as moléculas de CTLA-4, o ICAM-1 interage com o complexo
CD11a/CD18) complexo (LFA-1/integrino J2), e o LFA-3 interzge
com as moléculas CD2 (LFA-2). Nido & sabido se estas moléculas
costimulatérias efectuam funcgdes equivalertes ou se efectuam
funcdes especializadas em etapas especificas de uma resposta
imunologicamerte induzida (2). Estas moléculas provaram de um
modo individual contribuir para costimular a proliferacdc de
células T iIin vitro (6). No entanto, como elas podem ser
expressas de um modo simulténeo em APC, foi dificil examinar

as poténcias relativas das moléculas costimulatdérias



individuais durante a inducdo da proliferacdo das células T

(2).

Foi prcposto gque tanto as moléculas de artigénio como as de
costimulatdério tenham de ser expressas na proximidade umas
das outras de modo & poderem engatar entre si de um modo
correcto a célula T e os receptores costimulatérios (8, 9),
em que a mistura de varios virus recombirados pode ser usada
para explorar a comparacdo potencial das moléculas de
costimulacdo. A desvantagem deste técnica reside, no entanto,
no facto de a mistura de trés ou mais virus ter uma
probabilidade estatisticamente inferior de co-infectar a
mesma célula, fazendo deste modo uma estrutura de genes
miltiplos muito mais desejével para ser tsada com trés genes

de moléculas costimulatérias.

A Patente WO 91/02805, publicada a 7 de Marco de 1991, revela
uma estrutura de um retrovirts recombinado que orienta a
expressdo de um antigénio alvo, uma proteina MHC e outras
proteinas envolvidas nas interacc¢des de imuridade que nao se
encontram presentes ou que se encontram sub-represertadas

numa célula alvo.

Akagi e outros, 1997, J. Immunotherapy Vol. 20 (1) 3847
revelam uma mistura de um virus de vacina recombinado
contendo um gere WNMUCl modificado (rvMUCl) e um virus de
vacina  recombinado contendo o gene para a molécula

costimulatéria de murina B7 (rv-B7).

Cavallo, P. e outros 1895, Eur. J. Immunol., 25:1154-1162

revela & transfeccdo de B7-1 cDNA passando pare o interior de



trés linhas de células tumcrais ICAM-1" & suficiente para

induzir a rejeicdo em ratos singénicos.

Chen, L. e outros 1984, J. Exp. Med., 179:523-532 revela um
vector de retrovirus de recombinacdo cortendo cDNA para a

murina B7, e o uso do vector na transducdo de vArios tumores.

Damie, N.K. e outrcs 1992, J. Immunol Vol 148 (N° 7): 1985
1992 revela o uso de um antigénio que apresenta um sistema de
cultura in vitrc independente de célula (APC) que consiste de
combinacbes imobilizadas de anticorpos monoclonais orientados
para o complexo de TCR/CD3 e chaminés soluveis de lg (RG) de
quatro moléculas ccestimulatdérias distintas associadas a APC
de modo a comparar as cepacidades destas mcléculas para

costimular a proliferacédc de células T.

Dubey C. e outros 1995 J. Immunol 155:42 - 47 revelam um
estudo da contribuicdo relativa de ICAM-1 : LFA 1 e
B7:CD28/CTLA-4 com caminhos mutuamerte estimulatérios na
activacdo das células T inocentes, utilizando ou o anticorpo
anti-CD 28 ou as lirhas de células de fibroblastos
transfectadas com I-E, o que exprime ou as moléctlas de
estimulacdo mutua, ICAM-1 sozinhas, B7-1 sozinha, ou ICAM-1 e

B7-1 sozinta.

Fenton, R.G. e outros 1998 vol 21, n° 2, pp 95108, revela a
transfeccdo da molécula de estimulacdo mutua do gene B7-1 em
trés linhes de células de melanoma humeno que exprimem HLA-
A2, e a sua capacidade para estimular as células T humanas

primédrias., As trés linhas de melanomas também expressavam



niveis detectédveis das moléculas de estimulacdo mutua ICAM-1

(CD54) e LFA-3 (CD58).

Gjorloff Wingren, A. e cutros 1995, Critical Reviews in
immunol 15 (3 & 4): 235-253 revelam qgue com a transfeccdo
simultanea de HLA-DR, B7 e LFA-3 parz &s células CHO, estas
moléculas cooperam na activacdo tanto das células T ingénuas
comoe nas de meméria e permitem respostas em concentragdes
pico molares do antigénio, enterotoxina dos estafilococos B

(SEB) .

Goldbach-Mansky, R. e outros, 1992, International Immunol. 4
(N¢ 12): 1351-1360 revelam que as células T CD4 respondem a
enterotoxira dos estafilococcs B (SEB) na presenca de LFA3,
ICAM-1 e a linha de células K562 da leucemia dos eritrdcitos,

células L de murina, e células L humanas B7 transfectado.

Hodge, J.W. e outros em 1994 Cancer Researsh 54:5552-5555
revelam a construcdc e a caracterizacdoc des virus de vacina

recombinados contendo os genes de murina B7.1 e B7.2.

Hodge, J.W. e outros em 1994 Cancer Researsh 55:5552-5555
Cancer Research 55:3598-3603 revelam uma mistura de vacciniz
murina recombinada B7.1 (rV-B7) mas a vaccinla recombinada
que exprime o gene carcino-embridérico humeno antigénicc (rv-

CEA) e 0 uso desta mistura parz a actividade anti-tumoral.

Parra e outros 1993, Scand J. Immunol 38:508-514, Parra e
outros 1994, J. Immunol 153:2479-2487, e Parra e outros 1997,
J. Immunol 458:637-¢42 revelam células de CHO transfectadas

com mclécules HLA-DR4 Lhumana (CHO-DR4); HLA-DR4 e B7 (CHO-



DR4/B7), HLA-CR4 e LFA-3 (CHO-DR4/LFA3); ELA-DR4 e ICAM-1

(CHO-DR4/ICAM-1); ou genes DR4, B7 e LFA-3 (CHO-DR4B7/LF2-3).

Thomas, R. e outros 1993 J. Immtnol. 151:6840-6852 revelam
que as células dendriticas acabadas de obter (DC) exprimem
densidades semelhantes de HLA-DR e as mcléculzas acessoédrias

LFA-3, ICAM-1 e B7 como mondcitos.

Uzendoski, K e outros, Maio de 1997, Human Gene Therapy
8:851-860 revelam & construgdo, a caracterizacido e as
consequéncias imunolégicas de um  virus de vaccinia
recombinado que exprime a mcléculez costimulatéria de murina,

ICAM-1.

A Pztente WO 96/10419 publicada a 11 de 2bril de 1996, do
PCT/US95/12624 revela o assunto objecto da presente em
relacdo a um vector viral recombinado simples gue incorpora
um ou meis genes ou tma porgdo do mesmo codifica uma molécula
imuno-estimulatédria e um ou mais genes ou uma porcdo dos

mesmos incluem um antigénio de um estado de doenca.

A Patente dos Estados Unidos n® 5 738 852, em nome de
Robinson e outros, revela um vector retroviral contendo uma
sequéncia de polinucleotidos que codifica um antigene zlvo de
um agerte infeccioso e uma sequércia de polinucleotidos que

codifica uma molécula costimuletdria B7.

A presente invencdo é um vector contendo codificacdo de DNA
estranha de ©pelo menos trés moléculas costimulatédrias
sozinhas ou em combinacdo com a codificacdoc de DNA estranho

em pelo menos um antigénio alvo ou uma sua estrutura



antigénica imunoldgica o que permite a expressdo funcional de

cada DNA estranho numa célula hospedeira infectada.

Resumo da Invencéo

A presente invencdo prcporciona um vector recombinado que
compreende genes estranhos ou exdgenos ou porgdes dos mesmos
que codificam trés moléculas costimulatérias. Os genes ou as
porcdes funciconais dos mesmos que codificam moléculas
costimulatdrias ccm utilidade na presente invencéo ircluem,
de um modo ndo limitativo, um membro da familia B7, e
moléculas ICAM-1, LFA-3, 4-1BBL, CD59, (D40, CD70, VCANM-1,
0X-40L, pcrg¢des funcionais e homdlogos humanos das mesmas., O
vector da presente invencdo pode ainda propcrcionar um gene
estranho que codifica pelo menos um antigénio alvo ou uma sua
estrutura antigénica em combinacio com o0s genes estranhos que
codificam trés moléculas costimulatdrias. O gene estranho
codifica pelo menos um antigénio alvo ou uma sua estrutura
antigénica pode ser derivada das células, dos tecidos ou dos
organismos como sejam 0s virus, as bactérias, 08
protozoédrios, oS parasitas, as leveduras, as células
tumorais, as células pré-neoplésicas, as células
hiperplasicas, as células especificas dos tecidos, ou os
antigénios sintéticos. O vector pode ainda proporcicnar um
gene estranho que codifica pelo menos uma de entre uma

combinacdo de citoquinas, de quimoquinas e de fit-3L.

O vector recombinado destinado a ser usado no grupo de acordo
com a presente invencdo consiste por vectores de bactérias,
vectores de virus, vectores baseados em &cide nucleico e

afins. Os vectores de virus recombinados incluem, de um modo
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ndo limitativo, o poxvirus, o adenovirus, o virus do herpes,
o alfevirus, o retrovirus, o picornavirus, o iridovirus e
afins. O poxvirus inclui de um modo néZo limitativo o ortopox,

o avipox, o stipox e ¢ capripox.

A preserte 1invencao proporciora um virus recombinado que
compreende genes estranhos ou porgdes dos mesmos que
codificam trés moléculas costimulatdérias para proporcionarem
uma resposta de imunidade aumentada para uma célula alvo,
para um antigénio alvo ou para o seu epitope imunolégico que
é superior do que uma resposta proporcionada por um virus de
recombinado que compreende um gene estranhc ou o0s genes que
codificam moléculas de codificacéo simples ou duplas. O virus
recombinado pode ainda proporcionar um gene estranho que
codifica pelo menos ur antigénio alvo ou um seu epitope
imunoldgico em combinacdo com o0s genes estranhocs que
codificam trés moléculas ccstimulatdrias. O virus recombinado
pode ainda proporcionar um gene estranho que codifica outros
tipos de moléculas imuno-estimulatdérias como sejam a
citogquina que inclui, de um modc n&o limitativo, IL-2, IL-12,
GM-CSF e outros tipos como sejam a quimoquinas ccmo sejam as
MIP1, MIP2, RANTES e afins, e Fit-3L que estimula a
proliferacdao de DC.

A presente invencdo proporciona ainda um poxvirus recombinado
que compreende virus estranhos ou porcgdes dos mesmos dque
codificam trés moléculas costimulatérias para proporcionarem
uma resposta imunoldgica aumentada a uma célula alvo, a um
antigénio alvo ou a um seu epitope imunoldgico gque seja
superior a uma resposta proporcionada por um poxvirus
recombinado que compreende um gene ou Vvarios genes estranhos

que codificam pelc mencs um antigénio alvo ou um seu epitope



imunoldgico em combinacdo com 08 genes estranhos que

codificam trés moléculas costimulatdrias.

A presente invencdo proporciona ainda um poxvirus recombinado
que compreende uma sequércie de écidos nucleicos que codifica
e que exprime trés mclécules costimulatiorias, em que a
referida sequéncia de &cidc nucleico compreende uma sequéncia
de &4cido nucleico que codifica pelc meros utma molécula da
familia B7 de moléculas costimulatérias, uma sequénciz de
dcidos nucleicos que codifica uma molécula costimulatéria
ICAM-1 e uma sequéncia de &cidos nucleicos que codifica uma
molécula costimulatéria LFA-3. 0 virus recombinado
proporciona ainda uma rmultiplicidade de promotores de
poxvirus que regulam a expresséo de ceda um dos genes

estranhos.

A presente invencdo proporciona um virus recombinado
produzido ao permitir-se um vector plasmida que compreende &
codificacéo de DNA estranho que codifica moléculas
costimulatérias para que sofram a recombinac&c com um genoma
de virus parental de modo a produzir um virus recombinado que
tenha inseridoc no seu genoma o DNA estranho. O virus
recombinante produzido pela recombinacdo pode zinda conter
um gene estranhc que codifica pelo menos um antigénio alve ou
um seu epitope imunoldgico proporcionado pelo  vector
plasmida.

A preserte invencdo produz ainda um poxvirus recombinado
produzido permitindo um vector plasmida que compreende DNA
estranho que codifica a molécula costimulatéria, LFA-3, ICAM-
1l e pelo menos tma molécula da familia B7 de modo a que sofra

uma recombinacd&o com um geroma de poxvirus parental de modo a



produzir um pecxvirus recombinado tendo inserido no seu
interior o genoma do DNA estranho e uma multiplicidade de
promotores de poxvirus capazes de controlar a expressaoc do
DNA  estrarho. 0 poxvirus recombinado  produzido pela
recombinacdo pode ainda conter um gene estranho que codifica
pelo menos um antigénic alvo ou um seu epitope imunoldgico

proporcionado pelo vector plasmida.

Um objecto da presente invencdo € proporcionar um imunogene
para aumentar as respostas imunclégicas em relacdo As células
alvo, aos antigénios alvo ou aos seus epitopes imunoldgicos
compreenderdo um vector recombinado ou tendo sequéncias de
dcidos nucleicos estranhas que codificam trés moléculas
costimulatérias. O vector pode ainda compreender um &cido
nucleico estranho e uma sequéncia de 4cidos nucleicos que
codificam pelc menos um antigénio alvo ou tm seu epitope

imunolégico.

Um outro objecto da presente invencdo ¢é precporcionar um
imunogénio destinado a aumentar as respostas imunocldgicas em
relacdo &s células alvo, acs antigénios alvo ou aos seus
epitopes imunolégicos que compreendem um vector recombinado
tendo uma sequéncia de &acido nucleico que codifica trés
moléculas costimulatérias. O vector de virus recombinado pode
ainda compreender uma sequéncia de acido nucleico estranho
que codifica trés moléculas costimulatérias. O vector de
virus reconbirado pode ainda compreender uma sequéncia de
dcido nucleico estranha que codifica pelo meros um ou mais
antigenios alvo ou 0s seus epitopes imunolégicos.

Um outro objecto da presente invencdo ¢é preporcionar um

imunogénio para o aumento das respostas imunoldgicas em
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relacdo 2s células alvo, acs antigénios alvo ou aos seus
epitopes imunoldgicos compreendendo um vector de poxvirus
recombinado compreendendo uma sequéncia de é&cido nucleico
estranha que codifica as moléculas costimulatérias LFA3,
ICAM-1 e uma mclécula da farilia B7 e ume sequéncia de acido
nucleico estranha que ccdifice pelo menos um antigénio alvo

ou um seu epitope imunolégico.

O wvector de acordo com a presente invencdo proporciona uma
vacina destinada a estimular ou a aumentar as respostas
imunitédrias em relacdo as células alvo, aos antigénios alvo
ou aocs seus epitopes para a proteccdo e/ou para o tratamento
de estados de doenca. A wvacina de vector compreende
sequencias de Acidos nucleicos estrarhos que codificam
moléculas costimrulatérias. O vector de vacina pode ainda
compreender sequencias de &cidos nucleicos estranles e que
codificam trés moléculas costimulatérias. A vacina de vector
pode ezinda compreender sequéncias de &cidos nucleicos
estranhos que ccdificam ur ou mais entigénios alvo ou seus
epitopes imunoldgicos para a producdo de uma vacina

monovalente ou polivalente em relagdo a uma doenca.

A presente invencdo proporciona composicdes farmacétticas que
compreendem um vector que possul sequencias de acido nucleico
estranhas que codificam trés molécules ccstimulatdrias e um
transportador farmacologicamente aceitawel. O vector pode
ainda compreender uma sequéncia de acido nucleico estranha
que codifica pelo menos um antigénio alvo ou um seu epitope
imunoldgico. O vector pode ainda compreender ume sequéncia
nucleica que codifica uma citoquina, uma quemoquina, flt-3L,

ou uma combinacdoc dos mesmos.
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A presente invencdc proporciona uma composicdo farmacéutica
que compreende um vector de virus recombinado que compreende
genes estranhos ot exdgenos ou em que porcdes funcionais dos
mesmos codificam trés moléculas costimulatbébrias, em que um
gene estranho ccdifica pelc menos um antigénio alvo ou um seu
epitope imunoldégico, e um transportador farmacologicamente

acelitével,.

A presente irvencgdo compreende ainda composicdes
farmacéuticas que compreende um poxvirus recombinado que
compreende genes estranhos ou porcdes do mesmc que codificam
trés moléculas cestimulatérias e ur. transportador
farmacologicamente aceitdvel. O poxvirus recombinado pode
ainda compreender uma sequéncia de acido nucleico estranha
que codifica pelo menos um antigénio alvo ou um seu epitope

imunolégico.

Um outro aspecto da presente invencdo ¢é uma composicido
farmacéutica que compreende um poxvirus recombinado que
compreende genes estranhos ou porcgdes do mesmc que codificam
trés moléculas costimulatérias, e pode ainda compreender um
gene estranho ou uma porcdo do mesmo que codifica pelc menos
um antigénio alvo ou um seu epitope imunolégico, e um
transportador farmacclogicamente aceitdvel ou um seu epitope

imunolégico.

A presente irvencdo proporciona ainda uma canposicédo
farmacéutica que compreende um primeiro vector que compreende
genes estranhos ou porgdes funcionais dos mesmos que

codificam as moléculas costimulatédérias e um segundo vector

12



que ccmpreende genes estranhos gque codificam pelo menos um
antigénio alvo ou um set epitope imunoldgico e um

transportador farmacologicamente aceitavel.

A presente invencéo proporciona células hospedeiras
infectadas, transfectadas ot transduzidas com um primeiro
vector que compreende genes estranhos que codificam trés
moléculas costimulatdérias que provocam a expressdc das trés
moléculas costimulatdérias nas células hospedeiras. O primeiro
vector ou um segundo vector podem ainda proporcionar um gene
estranho que codifica pelo menos um antigénio alvo ou um seu

epitope imtnolégico para a célula hospedeira.

A presente invencdo prcporciona as células gue apresentam
antigénios (APCs) ou células infectadas com tumores,
transfectadas ou transduzidas um primeiro vector que
compreende genes estranhos ou produzidos no exterior que
codificam trés moléculas costimulatdrias provocando a
expressao ou a sobre-expresséao das trés moléculas
costimulatérias. O primeiro vector ou um segundo vector podem
ainda proporcionar um gene estranho que codifica pelo menos
um antigénio alvo ou um seu epitope imunoldégico em relacdo a

célula hospedeira.

A presente invencdo propcrcione ainda células hospedeiras
infectadas com um poxvirus recombinado provocando a expressao
das trés moléculas costimulatorias e, opcionalmente,
provocando a expressdo de um antigénio alvo ou de um seu

epitope imtnolégico.
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Um outro aspectc da presente invencidoc & uma célula dendritica
(DC) e um Seu  precursor infectado, transfectado ou
geneticamerte alterado de modo a aumentar a expressividade
dos genes que ccdificam trés moléculas costimilatérias
exdgenas. As células dentriticas e o0s seus precurscres podem
ainda ser alteradas geneticamente de modo a expressarem genes
estranhos que ccdificam pelo menos um antigénio alvo ou um
seu epitope imunolégico.

Um outro aspectc de presente invencdo é uma célula dendritica
e um seu precursor infectadc, transfectado ou geneticamente
alterado de modc a aumentar & expressividade dos genes que
codificam trés moléculas ccstimulatdérias exdgenas. As células
dentriticas e os seus precurscres podem ainda ser alteradas
geneticamerte de modo & expressarem denes estranhos que
codificam pelc menos um antigénio alvo ou tm seu epitope

imunoldgico.

A presente invencdo proporciona ainds uma célula dendritica
(DC) e um Seu  precursor infectado, transfectado ou
geneticamente zlterado de modo a aumentar a expressividade
dos genes que ccdificam uma molécula B7, ICAM-1 e LFA-3. As
células dentriticas e o0s seus precursores podem ainda ser
alteradas geneticamente de modo a expressarem genes estranhos
que codificam pelc mencs um antigénio alvo ou um set epitope

imunolégico.

A presente 1inverncdo proporciona processos e um vector
plasmida para a recombinacdo com um virus parental destinado
a produzir um virus recombinado capaz de expressar sequencias
de 4&cido nucleico estranhas que codificam trés moléculas

costimulatérias que ccmpreerdem (a) uma multiplicidade de
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promotores virais, (b) as sequéncias de A&cidos nucleicos
estranhos que codificam as trés moléculas costimulatoédrias,
(c) sequéncias de DNA qgue ladeiam &s estruturas dos elementos
(2) e (b) sendo as sequéncias que ladeiam nas extremidades 5
e 3’ homologas a uma regido de um genoma de virus parental em
que os elementos (a) e (b) se destinam a ser inseridos. O
vector plasmida pode ainda compreender uma seguéncia de &cido
nucleicc estranho que codifica pelo meros um antigénio alvo
ou um set epitope imunolédgico. O vector plasmida pode ainda

proporcionar utm gene que codifica um marcador seleccionavel.

A presente 1invercdo proporciona processos e um  vector
plasmida para a recombinagdo com tm poxvirus parental
destinado a produzir um poxvirus recombinado capaz de
expressar sequencias de &dcido nucleico estrankas que
codificam as moléculas costimulatédrias LFA-3, ICAM-1 e tma
molécula B7 que compreendem (a) uma multiplicidade de
promotores poxvirais, (b) as sequéncias de é&cidos nucleicos
estranhos que ccdificam as moléculas costimulatdérias LFA3,
ICAM-1 e uma molécula B7, (c) sequéncias de DNA que ladeiam
as estruturas dcs elementos (a) e (b) sendo as sequéncias que
ladeiam nas extremidades 5 e 3’ homologas a uma regido de um
genoma de virus parental em que os elementos (a) e (b) se
destinam a ser inseridos. O wvector plasmida pode ainda
compreender uma sequéncia de é&cido nucleico estranho que
codifica pelo menos umr antigénio alvo ou um st epitope
imunoldgico. O vector plasmida pode ainda  proporcionar um

gene que codifica um marcador seleccionavel.

Um aspecto da presente invencdo é um processo para aumentar

as respcstas imuroldédgicas num mamifero em pelc menos uma
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célula alvo, antigénio alvo cu seu epitope imunolégico
compreenderdo a administracdo de um primeiro vector que
compreende sequéncias de 4cidos nucleicos estranhas que
codificam trés moléculas costimulatérias, sendo cada uma das
moléculas costimulatdérias expressa numa célula no mmifero
numa quantidade eficaz para aumentar pelo mencs uma resposta
imunoldgica no wamifero. Genes ou suas porcgdes funcionais que
codificam moléculas costinmuletérias tendo utilidade para a
presente irvencdo incluem, de um modo ndo limitativo, um
membro da familia B7, ICAM-1, LFA-3, 4-1BBL, D59, <CD40,
CD70, VCAM-1, OX-40L e seus homdlogos e porcdes dos mesmos.
Uma sequéncia de &acidos nucleicos estranhos que codificam
pelo menos um antigénic alvo ou um seu epitope imuncldgico
podem ainde ser proporcionados no processo pelo primeiro

vector ou por um segundo vector.

Para além dos genes ou das suas porcdes que codificam trés
moléculas costimulatdrias, pode ser tawbém fornecida pelo
primeiro vector, pelo segundo vector ou pelo terceiro vector
uma seguéncia exdgena de acidos nucleicos ou de suas porcgdes
que codifiquem pelo menos uma ou uma combiracéo de outros
tipos de moléculas estimuladoras da imunidade. Qutros tipos
de moléculas estimuladoras da imunidade incluem as citoquinas
como sejam a IL-2, a IL-12, a GM-CSF e afins, as quimoquinas

como sejam a MIP1, a MIP2, & RANTES e afirs e a Flt-3L.

Um aspecto da presente invencdo é um processo destinado a
aumentar uma resposta de imunidade as células T especifica de
um antigénio num mamiferc para uma célula alvo, pam um
antigénio alvo ou para um  seu epitope imunolégico

compreenderdo a administracdc de um poxvirus estranho
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recombinado compreendendo sequéncias de &acidos nucleicos que
codificam trés moléculas costimulatdrias LFA-3, ICAM-1 e tma
molécula B7, sendo cada molécula costimulatéria expressa numa
célula no mamifero numa quantidade eficaz para aumentar pelo
menos uma resposta de imuridade da célula T em que o aumento
é superior ao somatdrio aditivo do aumento proporcionado pela

administracdo de moléculas costimulatdrias simples ou duplas.

Num outro processo para aumentar as respostas imunoldgicas,
as APCs ou as células de tumcres que exprimam genes estranhos
ou fornecidos exogenemente gque codifiquem trés moléculas
costimulatdérias sdo fornecidas a um mamifero ruma gquantidade
eficaz e suficiente para aumentar as respostas imunoldgicas,
A APC ou a célula de tumor pode ainda exprimir genes
estranhos que ccdificam pelo menos um antigénio alvo ou um
seu epitope para o aumento das respostas de imunidade. Um
antigénio alvo ou um seu epitope imunoldgico podem ser
administrados ao mamifero antes de, ao mesmo tempo que ou
depois da administracdo de APC ou da célula de tumor. De um
modo &adicional, ot de um modo alternativo, as APCs ou as
células de tumores sdo impulsionadas can pelo menos um
antigénio alvo ot um seu epitope imunoldgico antes da

administracdo ao mamiferc.

A presente invencdo proporciona processos para o aumento das
respostas tumcrais num mamifero & uma célula alvo, & uma
antigénio alvo ou a um seu epitope imunoldgico ccmpreendendc
a administrecdo de um vector recombinado compreendendo
sequéncias de A&acido nucleico estrarhas que codificam trés
moléculas costimulatdérias para um mamifero numa quantidade

eficaz para aumertar uma resposta tumoral. O vector pode
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ainda compreender sequéncias de acido nucleico que codificam
pelo menos um artigénio alvo ou um seu epitope imunoldgico. A
presente invencdo proporciora ainda um anticorpo isolado ou
uma sua porcdo isolada em relacdo a tma célula alvo, a um
antigénio alvo ou a um seu epitope imunoclégico produzido por

intermédio do processc.

A presente invencdo proporciona ainda anticorpos especificos
para um antigénio alvo ou para um seu epitope produzido como
resposta & eadministracdo de um poxvirus recombinado
compreenderdo genes estranhos que codificam B7, ICAM-1 e LFA-
3 e genes que codificam um ou mais antigénios alvo ou seus

epitopes.

Breve Descric&c dos Desenhos

Estes e outros objectos, caracteristicas e muitas vantagens
associadas da presente invencdo serdo melhor compreendidas

aquando da leitura da descricdo detalhada da invencéao.

Figura 1. Estrutura do genoma do ©plasmida p T5032
compreenderdo sequencias de &cidc nucleico que codificam a
murina LFA-3, ICAM-1 e B7.1 ladezda por porcbes da regido

Hind III M do genoma da vaccinia.

Figura 2. Estrutura do genoma do plasmida p T5047
compreenderdo sequencias de acidc nucleico que codificam a
murina LFA-3, ICAM-1, B7.1 e gene lacZ, ladeada por porcdes

da regido Eind III J do genoma da vaccinia.

18



Figura 3. Estrutura do genoma do plesmida pT5031
compreenderdo sequencias de 4cidc nucleico que codificam a
murina LFA-3, ICAM-1, B7.1 e uma sequéncia de é&cidos
nucleicos que codifica CEA, ladeada por porgdes da regido

Hind III M do genoma da vaccinia,

Figuras de 4A a 4C. Estrutura do gencma de virts de vaccinia
recombinados que exprimem a costimulacdo de trés moléculas de
murina como (Figura 4C) ou sem (Figuras 4A e B) um antigénio
associado a um tumor. A Figura 4A ilustra uma estrutura de um
genoma de vaccinia recombinade vTl71. A Figura 4B ilustra uma
estrutura de um genoma de vaccinia recombinada vT199., A
Figura 4A ilustra uma estrutura de um genoma de vaccinia
recombinada vT172. Hind III M e Hind III J sdo os locais onde
se dé& a insercdoc dos genomas do poxvirus dos genes estranhos.
Os promotores 30K, 13; se/L, 7.5K, 40K e Cl sdo promotores de
poxvirus. Sdo ilustrados os locais de restricdo Bam HI e Hind
IITI nas sequéncias inseridas, com a disté&ncia de cada local
(em pares de guilobase) deste a extremidade 5’ da insercéo
(0) indicada acima de cada um dos locals entre paréntesis

(ndo se encontram desenhados & escala).

Figura 5. Estruture do genoma do plasmida pT8001
compreenderdo sequencias de acidc nucleico que codificam a
murina LFA-3, ICAM-1, B7.1 e gene lacZ, ladeada por porcdes

da regido BamEI J do genoma do pox aviario.

Figura 6. Estruture do genoma do plasmida pT5049

compreenderdo uma sequéncia de &cido nucleico que codifica o

antigénio associado ao tumor, CEZ e a murina LZA-3, ICAM-1,
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B7.1 em combinagdo com ¢ gene lacZ, ladeada por porcgdes da

regido BamEI J do gencma do pox aviario.

Figuras de 7A a 7D. Estrutura do genoma de virus recombinados
de pox de aviédrio que exprimem trés moléculas costimulatdrias
de murira com (Fig. 7B, 7C e 7D) ou sem (Fig. 7A) um
antigénio associado a um tumor (TAA). A Figura 7A ilustra =&
estrutura do genoma do pox de aviario recombinado vT222. A
Figura 7B ilustra a estrutura do genoma de um pox de aviario
recombinado vT 194, A ZFigura 7C ilustra a estrutura do genoma
do pox de aviédrio recombinado que exprime MUC-1, B7.1, ICAM-1
e LFA-3. A Figura 7D 1ilustra a estrutura do genoma do pox de
aviario recombinado que exprime um antigénio associedo a um
tumor, B7.1, ICAM-1 e LFA-3. BamEI J & o local da insercédoc do
genoma do virus de pox de aviario dos genes estranhos. se/L,
I3, 7.5K, Cl, 4CK e 30 K sdo promotores de virus pox, Pl - P5H
indicam cinco promotores de virus pox diferentes. BamHI e
HindIII sdo loceis de restricdo nas sequéncias inseridas e
encontram-se 1lustrados, com a distédncia de cada local (em
pares de quilobase) a partir da extremidade 5’ da insercio
(0) indicada acima de cada 1local entre paréntesis (ndo

tracado a escala).

Figura 8. Estrutura do genoma do plasmida  pT5064
compreenderdo sequéncias de &cidos nucleicos que codificam o
LFA-3 humano, o ICAM-1 humano, o B7.1 humanoc e o gene laci,
ladeada por pocrcdes da regido HindIII J do genoma da

vaccinia.

Figuras de 9& a 9C. Estrutura do genoma de virts de pox

recombinados que exprimemr trés moléculas costimulatéorias
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humanas LFA-3, ICAM-1 e B7.1 em conjunto com o gene lacZ com
(Figura 9B, C) ou sem (Figura 9A) um antigénio de tumor
associado, HindIII J é o local de insercdo do genoma do virus
da wvaccinia dos genes estranhos. BamHI J & o local da
insercdo do gencma do virus de pox de aviédrio. 30K, 13, sE/L,
40K e CI s&o prcmotores de virus pox. Pl - P5 indicam cinco
promotores de virus pox diferentes. BgIII e HindIII sé&o
locais de restricgdo ras sequencias inseridas e encontramse
ilustrados, com a disténcia de cada local (em pzares de
quilobase) a partir da extremidade 5’ da insercédo (0)
indicada acima de cada local entre paréntesis {(ndo tracado a

escala) .

Figura 10. Estrutura do genoma dc plasmida  pT8016
compreenderdo sequéncias de &dcidos nucleicos que codificam o
CEA (6D) e o LFA-3 humeno, o ICAM-1, o B7.1 e o gene lacZ da
E. coli, ladeada por porcgdes da regido HindIII J do genoma da

vaccinia.

Figura 11. Estrutura do genoma de um virus de vaccinia
recombinado vT238 que exprime CEZ (6D) e trés moléculas
costimulatérias humanas. EindIII J é o local de insercdc do
genoma do poxvirus dos genes estranhos. 40K, 30K, 13, sE/L, e

CI s&o promotores de virus de pox.

Figura 12. Estrutura do genoma de plasmida pT8019
compreenderdo sequéncias de &cidos nucleicos que codificam a
murina LFA-3, o ICAM-1, o B7.1 e o gene lacZ da E. coli,
ladeada por porgdes da regido BamHI J do geroma de pox de

aviario.
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Figura 13A e 13B. Estruturzs dos genomas de virus de pox de
avidrio recombinados que exprimem moléculas costimulatdrias
de murina ou humanas. A Figura 13A ilustra a estrutura de
genoma dos virts de pox de avidrio recombirados vI251. A
Figura 13B ilustra a estrutura do geroma do pox de aviédrio
recombinado vI232. BamHI J é o locezl da insercdo do genoma de
poxvirus dos genes estranhos. 30K, 13, SsE/L e Cl sao

promotores do poxvirus.

Figura 14, Estrutura do genoma dc  plasmida  pT5072
compreenderdo sequéncias de &cidos nucleicos que codificam o
LFA-3 humano, o ICAM-1 humano, o B7.1 humano e o gene lacZ de
E. coli, ladeada pcr porgdes da regido BamHI J do genoma da

pox de aviario.

Figura 15. Estrutura do genoma dc  plasmida  pT8020
compreenderdo sequéncias de acidos nucleicos que codificam o
MUC-1, a murina LFA-3, ICAM-1, B7.1 e o gene lacZ da E. ccli,
ladeada por porcgdes da regido BamHI J do geroma da pox de

aviario.

Figura 16A a 16D. Estruturas dos genomas de virus de pox de
aviario recombinados que exprimem moléculas costimulatéorias
de murina ou humanas. A Figura 16A ilustra a estrutura de
genoma dos virts de pox de aviério recombirados vT250. A
Figura 16B ilustra a estrutura do genoma do pox de aviario
recombinado vI242. A Figura 16C ilustra a estrutura do genoma
do pox de avidrio recombinado vT257. BamHI J & o local da
insercadao do genoma de poxvirts dos genes estranhos. 40K,

7.5K, 30K, 13, sE/L e Cl s&o promotores do poxvirus.
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Figura 17. Estrutura do genoma dc plasmida pT2186
compreenderdo sequéncias de acidos nucleicos que codificam o
MUC-1, a LFA-3 humana, ICAM-1, B7.1 e o gene lacZ da E. ccli,
ladeada por porcgdes da regido BamHI J do geroma da pox de

aviario.

Figura 18. Estrutura do genoma plasmida pT2187 compreendendo
sequéncias de 4&cidos nucleicos que codificam CEA (6D), a
LFA-3 humana, ICAM-1, B7.1 e o gene lacZ da E. coli, ladeada

por porgdes da regido BamHI J do genoma da pox de aviario.

Figura 19, Estrutura do genoma do  plasmide  pT5080
compreenderdo sequéncias de &cidos nucleicos que codificam
PSA, PSMA, LFA-3 humena, ICAM-1, B7.1 e o gene lacZ da E.
coli, ledeada por porgdes da regido BamHI J do genoma da pox

de aviério.

Figura 20. Estrutura do genoma dc  plasmida pT5085
compreenderdo sequéncias de &dcidos nucleicos que codificam a
LFA-3 da murina, ICAM-1, B7.1 e o gene lacz da E. coli,
ladeada por porgdes da regido de apagamento III do genoma de

MVA,

Figuras 21A e 21B. Estrutura do genome dos virus recombinados
MVA que exprimem as moléculas costimulatorias de murina ou
humanas com ou sem artigénios associados ao tumor. A Figura
21A ilustra a estrutura do genoma do MVA recombinado vI264. A
Figura 21B ilustra a estrutura do genoma do MVA recombinado
vI260. Apagamento III é o local da inser¢do no genocma do
poxvirus dos genes estranhos, 40K, 7,5K, 30K, 13, sE/L e Cl

sdo promotores do poxvirus.

23



Figura 22, Estrutura do genoma dc plasmida pT5084
compreenderdo sequéncias de &acidos nucleicos que codificam
PSA, PSMA, LFA-3 humana, ICAM-1, B7.1 e o gene lacZ da E.
coli, ladeada por porcdes da regido de apagamento III do

genoma de MVA,

Figura 23, Expressdo de superficie de molécula costimulatéria
a seguir a infeccdo com os virus recombirados. As células de
tumor MC38 foram infectadas durarnte 5 horas a 5 MOI
(multiplicidade da infeccdo; pfu/célula) com o virus
indicado. 2pds a infeccdo, as células foram marcadas com
anticorpos monoclonais titulados com FITC (MAb) especificos
da molécula costimuletdéria. As éareas a sombreado sdo a
intensidade da fluorescéncia da MAb especifica enquanto que
as areas ndo sombreadas sdo a irtensidade da fluorescéncia do
anticorpo de controlo do isétopo adequado (ver Materiais e

Processos) .

Figuras 24A e 24B. Efeito das mclécules costimulatérias
miltiplas na proliferacdo das células T. As células T de
murina irgénuas, na presenca de concentracdes veridveis de
Com A de modo a proporcionarem um primeiro sinal, foram alvo
de uma cultura em simulténeo com células de estimulador de
MC38 1infectadas ou com vwvectores de vaccinia recombinada
(Figura 24A) ou com pox de aviario recombinada (Figura 24B).
Os vectores reccmbinados eram de um tipo selvagem (isto &, V-
Wyeth ou WT-FP [quadrados abertos]), rV-B7-1 (Figura 25B),
rV-ICAM-1 ou rF-ICAM-1 (circulos fechados), rV-B7-1 ou rF-B7-
1 (losangos fechados) e rv-B7-1/ICAM-1/LFA-3 ou rF-CEA/B7-

1/ICAM-1/LFA-3 (quadrzdos fechados). As células de MC 38 ndo

24



infectadas s&o circulos abertos. O teste de proliferacio

encontra-se descrito em Materiais e Processos.

Figuras 25A a 25D. A especificidade da costimulagdo atribuida
através dos virus de vaccinia recombinados. As células T na
presenca de Com. A, foram alvo de uma cultura em simultédneo
com as células de estimulador MC38 infectadas com WVWyeth
(Figura 25A), rvV-B7-1 (Figura 25B), rV-ICAM-1 (Figura 25C), e
rV-LEA-3 (Figura 25D), de acordo com o indicado através de
circulos abertos. As células de estimulador infectades na
presenca de MAb encontram-se assinaladas como circulos
fechados e o anticorpo de controlo dos isdtopos encmtra-se

assinalado por tridngulos fechados,

Figura 26. A capacidade relativa de B7-1, ICAM-1, LFA-3 e a
expressdo em simultédneo de todas as trés moléculas
costimulatdérias de modo a darem origem ac segundo sinal para
a proliferacdo das células T. Na presenca de Com A (2,5
Og/ml), 100 000 células T foram alve de uma cultura
simulténea com 10 000 células MC38. As células de estimulador
MC38 que exprimem uma ou todas as moléculas costimulatédrias
foram &adicionadas aos recipientes em varias percentagens em
combinacdo ccm célules de estimuladcr infectadas com V-Wyeth
até um total de 10' MC38 célules/recipiente. As células MC38
foram infectadas com V-Wyeth (quadrados abertos), rvV-L7A-3
(triédngulos fechados), rV-ICAM-1 (circulos fechados), rV-B7-1
{losangos fechados) e rV-B7-1-ICAM-1-LFA-3 {(quadrados
fechades). As células foram mentidas numa cultura em
simultaneo durante 48 horas. Durante as 18 horas finais foi
adicionada °H-Tirimidina para medir a precliferacdo de células

T. O quadro irdica os valores de proliferacdc obtidos a
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partir de uma cultura em gue 3% das células de estimulador de
MC38 foram infectadas com os vectores ilustrados. Deste modo,
na presente experiéncia, a relacdoc final entre as células de
estimulador e as células T era de 0,003. Notese o efeito
relativamerte fraco do rvB7,1/ICAM sob estas condicdes de

acordo com o comparadc ccm rvV-B7/ICAM/LFA-3.

Figuras 272 a 27D. Efeito da costimulacdo nes populacdes
especificas de células T. As células T de murina CD4" (Figura
272) ou CD8 foram postas em cultura simultdnea com células
MC38 ndo infectadas (circulo aberto) ou as células infectadas
com  V-Wyeth {(quadrados  abertos), rV-LFA-3 {tridrgulos
fechados), rV-ICAM-1 (circulos fechados), rV-B7-1 (losangos
fechados) e rV-B7-1/ICAM-1/LFA-3 (quadrados fechados) com uma
relacdo de 10:1 durante 48 horas na presenca de varias
concentracbes de Com A, Durante as 18 horas finegis foi
adicionada ‘H-Tirimidina para medir a prcliferacdo de células
T. As Figuras 27C e 27D ilustram as respostas de proliferacgéo
das células purificadas de cp4t e de CD8, respectivamente,
quando alvo de uma cultura em simulténeo na presenca das
células de estimulador MC38 infectadas por vector na uma

baixa concentracdo de Com A (0,625 Og/ml).

Figuras de 28A a 28D. Efeito da estimulagdoc em simultineo na
producdc de citoquina. As células T de murina CD4" (Figuras
28A e 28C) ou CD8 (Figuras 28B e 28D) foram purificadas de
acordo com o descrito em Materiais e Processos e alvo de uma
cultura em simultldreo com as células de estimulador
infectadas com vector MC38 durente 24 horas na presenca de

2,5 Jg/ml de Com A. Os fluidos sobrenadantes foram enalisados
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para a produg¢do de IL-2 (Figuras 28A e 28B) e IZN-U (Ziguras

28C e 28D) através de captacdo por ELISA.

Figuras de 292 a 29C. Efeito da estimulac¢do em simulténeo na
expressdo da citoquina dc RNA, Figura 29A; células T de
murina CD4' ou CD8' foram postas em cultura simultdnea com
células de estimulador MC38 infectadas com V-Wyeth (caminho
A), 1rv-B7-1 (caminho B), rV-ICAM-1 (caminho C), rV-L7A-3
(caminho D), ou rV-B7-1/ICAM-1/LFA-3 (caminho E) com uma
relacdo de 10:1 entre as células T e as células de
estimulador durante 24 horas na presenca 2,5 Og/ml de Com A.
A seguir a cultura, ¢ RNA das células T foil analisado através
de uma enalise de prctecgdo de RNAse de amostras mGltiplas. A
representacdo quantitativa dos resultados de auto radiografia
encontra-se normalizeda para & expressido do gene Lospedeiro
L32 na TFigura 29B (células CD4') e na Figura 29C (células
CD8'). A ordem das barras do histcgrama (da esquerda para a
direita) é de MC38/V-Wyeth MC38/B7-1, MC38/CAM-1, MC38/LFA-3

e MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3.

Figura 30. Ratos C57BL/6 (5 por grupo) receberam
administracdes de  HBSS (quadrados fechados) ot foram
vacinados com 10 pfu rV-CEA (tridngulos fechados) ou rV-
CEA/TRICOM (circulo fechado). Cem dias mais tarde os ratos
receberam uma inoculacédo com 1 x 10°MC38 células de carcinoma
que exprimem a CEA e a sobrevida foil vigiada. Todos os ratos
com excepcgdo dos do grupo rV-CEA/TRICOM desenvolveram tumcres
que excediam os 20 mmr em comprimento ou em largura, ou quando
os ratos estavam moribundos. Figura 30; numa segunda
experiéncia, os ratos C57BL/6 foram vacinados com 107 pfu rv-

CEA, com rV-CEAB7,1, com rV-CEA/TRICOM ou com tampdc HBSS. As
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respostas linfoproliferativas foram células T de antraz
sujeitas a estudo foram analisadas 22 dias apés a vacinacéo.
Os valcres representam o indice de estimulacdo do cpm medio
dos mesmos em relacdo & média. O desvio padrdc nunca excedeu
10%. Os antigénios usados foram Com 2 (5 [g/ml), CEA (100
Og/ml) e a ovalbumina (100 Og/ml)

Figura 31. Ilustra um esquema de um teste costimulatério in

vitro de células denditricas.

As Figuras 32A e 32B ilustram a resposta de proliferacdo das
células T da CD4" ingénta (Figura 33A) ou da CD8 ingérua
(Figura 33B) estimulada com DCs de progenitor infectadas com
rV-B7-1/I1CaM-1/LFA-3 ou DCs irnfectados com rV-B7-1/ICAM-

1/1LFA-3 ou V.Wveth (grupo de controlo).

A Figura 34 ilustra a reaccdo mista do linfécito (MLR) dos
esplendcitos de Balb/C em contraste com as células
dendriticas C57bl/6 infectadas com 25 MOI de V-Wyeth cu V-
TRICOM. °‘H-timidina intrcduzidz no dia 3, colheita no dia 4,
DC (ndo infectada), DC (infectada com V-Wyeth), DC{(infectada

com rV-TRICOM) .

A Figura 35 ilustra a resposta de proliferacdo das células T
do respondedcr (CAP-M8 especifico das células T para o
péptido CEA 8) a varias relacgdes de APC colkidas no diz 5
apds a estimulacdo com as DCs impulsionadas com o péptido
infectadas com rV-TRICOM e descensou durante 2 dias com 2
u/ml (rdoc é recessaric APC ou péptido). Péptidc 8- (EAQNTTY)
no teste com uma concentracdc final de lug/ml. °H-timidina

adicionada no dia 2, as células T recolhidas no dia 3.
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0=(DC (v-Wyeth) -pep e J=DC(rV-TRICOM) os resultados do péptido

encontram-se na linha de base.

Figuras 36A e 36B. Eficécia da infeccdo de poxvirus das
células dendriticas (DC) da murina. As DC foram infectadas
com 25 MOI rV-TRICOM ou com 50 MOI rF CEA/TRICOM durante 5
horas. As DC infectadas com vectores TRICOM apresentam uma
capacidade aumentada para estimular as células T ingénuas.
Todas as populacdes de DC foram alvo de uma cultura em
simultdneo durante 48h com as células T a uma relacd de 10:1
na presenca de distintas concentracées de Com A para
proporcionarem ¢ sinal -1. ‘H-timidina foi adiciocnads durante
as 18 h finais, Figura 36A: DC ndo afectades (quadrados
fechados) DC com infeccédo falsa (losargos falsos) ou DC
infectadas com V-WT (tridngulos fechkados invertidos), rV-B7.1
(triédngulos ebertos) ou rV-TRICOM (circulos abertos). Figura
36B: DC (quadrados fechados) DC com infeccdo falsa (losangos
falsos) ou DC infectadas com V-WI (trié&ngulos fechados
invertidos), rV-B7.1 (tridngulos abertos) ou rV-TRICOM

(circulos abertos).

Figuras 37A a 37F. Actividade alcestimulatdéria aumentada por
DC infectedas com vaccinia (Figuras 37 A, C, E) ou vectores
de pox de avidrio (Figuras 37 B, D, F). As DC nao infectadas
(losangos fechados) ou as DC irfectadas com um certo tipo de
vectores de pox de aviario selvagem (V.WT ou F-WT, triargulos
invertidos fechados), rV-B7.2 ou rF-B7 (tridngulos abertos)
ou rV-TRICOM ou rF-TRICOM (circulos cbertos) foram alvo de
uma cultura em simulténeo com células T alogénims (Figuras
372-D) ou sinegéricas (Figuras 37E-F) durante 5 dias. A °H-

timidina foi adicionada dureante as 18 h finais.
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Figuras 38A a 38F, Efeito da irfeccdo de vaccinia das DC na
proliferacéo de células T especificas de péptido. As células
DC n&o infectadas (quadrados fechedos) DC com infeccdo falsa
{losangos falsos) ou DC infectadas com VWT ({tridngulos
fechados irvertidos), rV-B7.1 (trié&ngulos abertos) ou rV-
TRICOM (circulos abertos) foram alvec de wuma cultura em
simulténeo com células T especificas de pétido OVA (Figuras
38 A, C, E) ou com as células T especificas de péptido CAR-MS
(Figuras 38 B, D, F). As condic¢des experimentais incluiram um
rdcio de célula estimulador fixa de 10:1 na presenca de
varias concentracdes dos péptidos apropriados (Figura 38 A-
D), de péptidos de controlo negativo {(quadradcs abertcs quer
VSVN (Figura 38A) ou FLU-NP (Figura 38B), ou como uma
concentracdo fixa de péptido de 1 UM na presenca de varios

rdclos de estimulador (Figuras 38E e F).

Figuras 394 e 39B. O efeito da irfeccido de rV-TRICOM com DC
amadureceu com TNE-0J ou com CD40. A DC (quadrados fechados)
ou as DC em cultura ou com 100 ng/ml de TNF-O (tridrgulos
aberteos) ou com 5 Og/ml de CD40 mAb (circulos abertos) para
as Ultimas 24 horas de cultura foram usados para estimular o
resultado especifico das células T CAP-M8 (Figura 38A4). A
proliferacdo das células T CAP-M8 como resposta a estas
populacdes de DC apbds a infeccdc com 25 MOI rVvTRICOM (Figura
39B) . Pera todos os pairéis, a relzcido de células T DC era de
10:1 enquanto gque a corcertracdo de péptido de CAP-M8 era de
1 0Og/ml. Os circulos fechados indicam a proliferacio de
células T CAP-M8 estimuledas com todas as populacdes de DC na

presenca de um péptidc de VSVN de 1 UOg/ml.
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Figuras 40A a 40H. Efeitc da infecgdo com vacciria das D
aquando de inducdo da actividade CTL., As DC (Figura 40b) ou
as DC infectadas com V-WI (Figura 40C), ou rV-TRICOM (Figura
40D) foram impulsicnadas com 100M OVA de péptido durarte 2
horas. As populacdes de CD foram administradas de um modo
intravenoso aos ratos (1 x 10° células/rato). Os ratcs do
grupo de contrelo foram imurizados de um modo subcuténeo com
100 Og de péptido OVA em adjuvante Ribi/Detox (Figura 40A).
Catorze dias mais tarde os foliculos foram colhides e
estimulados de novo durante 6 dias com o péptido
correspondente, sendo avaliada a sua capacidade litica quando
comparada com as células EL-4 impulsionadas ou com péptidos
OVA (quadrezdos fechados) ou com péptidos VSVN (quadrados
abertos). 0Os numeros ilustram a actividade CTL da forma como
a mesma se encortra expressa em unidades liticas. Encontra-se
também ilustrado o efeito da infecgdo com vaccinia nas DC
aquando de inducdo da actividade CTL. As DC (Figura 40F) ou
as DC infectadas ccm V-WT (Figura 40G) ou rV-TRICOM (Figura
40H) foram impulsionadas com 10 [IM CAP-M8 de péptidc durante
2 h. As poptlacdes de CD foram administradas de um modo
intravenoso aos ratos (1 x 10° células/rato). Os ratcs do
grupo de contreclo foram imurizados de um modo subcuténec com
100 Og de péptido OVA em adjuvante Ribi/Detox (Figura 403).
Catorze dias mais tarde os foliculos foram colhidos e
estimulados de novo durante 6 dias com o péptido
correspondente, sendo avaliada a sua capacidade litica quando
comparada com as células EL-4 impulsionadas ou com péptidos
OVA (quadredos fechados) ou com péptidos VSVN (quadrados
abertos). 0Os numeros ilustram a actividade CTL da forma como

a mesma se encontra expressea em unidades liticas,
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Figuras 41A a 41C. Efeito das imunizag¢des multiplas com DC
infectadas com vaccinia na actividade CTL. DC (quadrados
fechados), ou DC infectadas com V-WT (tridngulos invertidos
fechados) ou rV-TRICOM (circulos abertos) foram impulsionados
com 10 [OM CAP-M8 de péptido durante 2 h. As populagdes de CD
foram administradas de tm modo intravenoso aos ratos (1 x 10
células/rato) 1, 2 ou 3 vezes em intervalos de 7 dias. Os
ratos do grupo de controlc foram imurizados de um modo
subcutdaneo com 100 g de ©péptido CAP-M8 em &zdjuvante
Ribi/Detox (cruzes). Cetorze dias mals tarde os foliculos
foram colhidos e estimulados de novo durante 6 dias com ¢
CAP-M8, sendo avaliada a sua capacidade 1litica quando
comparada com as células EL-4 impulsionadas com CAP-M8 ou com

péptido de cortrolo VSVN (néo ilustrado).

Figuras 42A e 42B, Efeito dos esplendcitos infectados com
TRICCM da vaccinia e da pox de aviario ne proliferacdo das
células T. As células T de murira ingénua foram cultivadas em
simultédneo com esplendcitos autologos infectados ou com
vaccinia recombinada ou com vectores de pox de aviario. A
cultura em simulténeo foili efectuada ccm condigbes variédveils
de Com A como Sinal 1. Os vectores recombinados eram do tipo
selvagem (isto é&, V-WT, FP-WT, losango aberto), rV-B7-1 ou
rF-B7-1 (circulcs abertos) ou rV-TRICOM cu rF-TRICOM
(quadrados fechados) . Os esplenécitos nao infectados
encontram-se indicados como tridngulos abertcs.

Figuras 43A a 43D. Efeito dos esplerdcitos infectados com o
vector TRICOM em células T alogénices. As células T ingénuas
Balb/C foram alvo de uma cultura em simultdneoc com C578 1/6
esplendcitos infectados com vaccinia recombirada (Figura 432

e C) ou vectores de pox de aviédrio (Figuras 43B e D) pcr 2
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dias (Figuras 43A e B) cu por 5 dias (Figura 43C e 43D). Os
vectores recombinados eram V-WI ou FP-WT, em fcrmato de
losango aberto, rV-B7-1 ou rF-B7-1 (circulos abertos) ou rv-
TRICCM ou rF-TRICONM (quadrados fechados). Os esplendcitos nao
infectados encontram-se indicados como tridngulos abertos. A
proliferac&o induzida pelas DC é indicada como quadrados

fechados.

Figuras de 44A a 44r. Efeito dos esplendcitos infectados com
rV-TRICOM em populagdes especificas de células T. As células
T de murina ingénua foram fraccionadas com sub populacdes de
CcD3", cD4' e CD8'. As células T foram alvo de uma cultura em
simulténeo quer com BMDC autologas ndo infectadas ou com
esplendcitos infectados com vectores de vaccinia
recombinados. A variac¢do nas concentracdes de Cor A (Figuras
44A-C) ou a variacdo no rumero de células de estimulador
(Figuras 44D-F) prcporcionaram o} primeiro sinal. A
proliferacdo de células T como resposta ao BMDC maduro
encontra-se indicada como quadrados abertos e os esplerdcitos
nio infectados encontram-se indicados como tridngulos
abertos. Os vectores recombinados eram de um tipo selvagem

(V-WT, losangos abertos) ou rV-TRICOM (quadrados fechados).

Figuras 452 a 45F. Efeito das células de espinal medula
infectadas com rV-TRICOM em populacdes especificas de células
T. As células T de murina ingénua foram fraccionadas com sub
populacdes de CD3', CD4' e CD8'. As células T forem alvo de
uma cultura emr simultédneo quer com BMDC autologas nac
infectadas ou com esplendcitos infectzdos com vectores de
vaccinia recombinados. A variacgdo nas concentracgdes de Con A

(Figuras 45A-C) ou a variacdo no numero de células de
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estimulador (Figuras 45D-F) prcporcionaram o primeiro sinal.
A proliferacdo de células T como resposta ao BMDC maduro
encontra-se indicada como quadrados abertos e os esplerécitos
nao infectados encontram-se indicados como  tridngulos
abertos. 0s vectores recombinados eram de um tipo selvagem

(V-WT, losangos abertos) ou rV-TRICOM (quadrados fechados).

Figuras 46A a 46D, Efeito dos esplendcitos infectados com rv-
TRICCM nas células de espinal medula (BM) nas células T de
meméria  CD8'  especificas de péptidos. As células T
especificas de CAP-M8 foram alvo de ura cultura em simulténeo
com esplendécitos autologos (Figtras 46A e B) ou com as
células da espinal medula (Figuras 46C e D) infectadas com
vectores de vaccinia recombinados. A anadlise fol efectuada
usando dois conjuntos de condigdes: a) uma relacdo fixa de
10:1 de células de estimulador recombinadas que foram alvo de
uma cultura na presenca de varias concentractes de péptido
CAP-M8 (Figuras 46A e 46C) ou b) uma concentragdo fixa de
péptido (luM) a vérias relacdes de estimulador de resposta
(Figuras 46B e 46D). Os vectores recombinados eram do tipo
selvagem (losangos abertos) e rV-TRICOM (quadrados fechados).
Os esplendécitos nédc infectados ercortramse ilustrados comc
sendo tridngulos abertos. Os BM encontramse ilustrados comc

sendo quadrados abertcs.

Figura 49. Ilustra a producdo de IFN-0 por parte das células
T humanegs isoladas do PBMC usando células dentriticas humanas
infectadas com r=7-TRICOM impulsionada com péptido da Gripe

58-66.
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Figura 50. Ilustra a producdo de IEN-00 por parte das células
T humanes isoladas do PBMC usando células dentriticas humanas
infectadas com rF-TRICOM ou ccm rF-B7.1 impulsionada com

péptido da Gripe 58-66 em varias relacdes de efeitos APC.

Figura 51. Ilustra a producdo de IFN-0 por parte das células
T humenas do dador 868 wusando células dentriticas humanas
infectadas com rF-TRICOM ou ccm rF-B7.1 impulsionada com
péptido HPV (11-20) apds uma ou duas simulacdes 1in vitro

(IVS) .

Figura 52. Ilustra a producdo de IEN-J por parte das células
T humanas usando células dentriticas humanas infectadas com
rF-TRICCM ot com r=7-B7.1 impulsionada com péptido EPV (11-
20) .

Figura 53. Ilustra a producdac de IEFN-00 por parte das células
T humanas tsando células dentriticas humanas infectadas com
rF-TRICOM ou comr rF-B7.1 impulsionada com péptido HPV (11-20)

a varias concentracdes.

Figura 54, Ilustra a producido de IFN-0 por parte das células
T humanas tsando células dentriticas humanas infectadas com
rF-TRICOM ou com rF-B7.1 impulsiorada com péptido HPV E7 11-
20 a varias relacbes de efeitos de APC.

Descricdo Detalhada da Invencédo

Apresente invencio é unr vector recombinado que compreende

genes estranhos que codificam trés moléculas de estimulacio
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simultinea em combinacido, ou as porcgdes funcionalmente

activas de cada molécula costimulatdria.

De zcordo com a forma aqui usada uma porcdo funcionalmente
activa é tutma porcdo da molécula que é responsdvel pela
ligacdo ao seu ligante respectivo, desencadeando um sinal
costimulatdrio adequado para a activacdo das células imunes.
Um processo para a determinacdo da actividade funcional & o
acesso a inducdo de proliferacdo de células T ingénuas
distribuindo a molécula costimulatdria a uma célula alvo em
vitro de acordo com o aqui descrito. Uma porc&c funcicnal da
molécula costimulatéria estimula um aumerto de pelo menos 20%

na proliferagdo de células T.

O termo gene estranho ot sequéncia de acido nucleico estranha
ou uma porgdo funcional dos mesmos da forma agqui usada é um
gene, ura sequéncia de acido nucleico ou uma sua Porcado
funcional que ¢é proporcicnada de um modo exdgeno por um
vector recombinado de modo a albergar uma célula ou um
organismo. O gene estranho ou uma sua porcdo que é fornecido
a célula hospedeira ou ao organismo hospedeiro pode ser uma
que ndo se encortre presente de um modo enddgeno na célula ou
no organismo hospedeiro ou de pode estar presente de um modo
enddégeno e ser furcional ou ndc funcioral. No caso em que um
gene enddgeno furcional se encontra presente na célula
hospedeira ou ro organismo hospedeiro, o gene estranho ou
fornecido pelo exterior ou tma por¢do funcional do mesmo tem

como resultado uma expressdo excessiva do produto do gene.

Os vectores recombinados da presente invencgdo sdo Utels para

proporcionarem uma resposta imunoldgica aumentada as células

36



do sistema imuncldgico incluindo de um modo n& limitativo os
T linfécitos, os B linfécitos, as células NK, as células que
apresentam antigénios (APCs) e afins. O aumento da resposta
imunoldgica usando os vectcres recombinados que exprimem trés
moléculas costimulatérias é sinergético quardo comparado com
0 uso de uma Unica molécula costimulatdria ou com o uso de
duas moléculas costimulatérias no aumento das respostas
imunoldgicas. A resposta imunoldégica pode ser uma resposta
imunolégica humecral e/ou celular e pode ser direccionada a um
antigénio alvo especifico ou a um seu epitope ou pode ser um
efeito de aumento ou de regulacido imunclégico generalizado
como o demonstrado pela libertacdao aumentada da citoquina,
pelo aumento na proliferacdo pelas células imunclégicas, pela
capacidade aumentada de resposta do agente mitogérico e
afins. O aumento de uma resposta de imunidade inclui de
preferéncia a hiper estimulacdo ou a estimulacdo das células
T com elevada 1intensidade (HITS) como um resultado da
estimulacdo usandc vectores de recombinacdo de acordo com a
presente invencdo cu células trarsfectadas, transduzidas ou
induzidas pelo vector recombinado de acordo ccm a presente

invencédo.

Os genes estranhos que codificam as moléculas costimulatédrias
podem ser obtidos a partir de uma pluralidade de origens. A
escolha da origem dos geres estrenhos que codificam as
moléculas costimulatdérias pode depender das espécies que vao

ser imunizadas ou tratadas usando o vector recombinante.

Os genes estranhos que codificam as moléculas costimulatdrias
podem ser derivados da murina, derivados dos seres humanos,

derivados dos simios, e podem ser sirtetizados quimicamente
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com bezse nos genes dos memiferos. O0OS genes estranhos que
codificam as moléculas costimulatorias podem ser ainda
derivados aviadrios ou sintetizados quimicamente com base nos
genes de moléculas costimulatérias aviarias. Os vectores
recombinados da presente invencdo s&o Uteis como genes
imunoldgicos e como vacinas na estimulacdoc de um aumento de
uma resposta imunolégica as células alvo, aos antigénios alvo
e aos seus epitopes imunoldégicos. Um tal nivel de aumentc de
uma resposta imunolégica usando o©s presentes vectores
recombinados compreendendo genes que codificam trés moléculas
costimulatérias ndoc pdde ser obtido usando uma molécula

costimulatdéria simples ou duple.

Os genes ou as suas porcgSes funcionais que codificam as
moléculas costimulatdrias sdo Uteis na presente invencdo e
incluem, de um mode ndo limitative, B7.1, B7.2, ICAM-1, 4-
1BRBL; B7.1, ou B7.2, ICAM-1, L7TA-3, 4-1BBL; CD59, VCAM-1; e
B7.1 ou B7.2, CD59, (D40, 4-1BBL, CD70 e VCAM-1, B7.1 ou
B7.2, 0X-40L, 4-1BBL; e &fins dependendo da resposta
imunoldégica desejada e da doenca ou da condicdo a ser
tratada. Com base na resposta imunoldgica sinergética
dramidtica conseguida wusando um vector recombinadc que
codifica uma ou duas moléculas costimulatérias, um vector
recombinado codifica quatro, cinco ou mais moléculas
costimulatérias que irdo resulter ntma resposta imunocldgica
sinergética ou numa resposta imunoldgica igual a/superior a
que usa um vector recombinado que codifica trés moléculas

costimulatérias.

B7 representa uma familia de moléculas costimuletdrias que

sdo membros da super familia de genes 1lg. Os membrcs incluem
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a murina B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86), B7.1 e B7.2 e sdo
ligantes neturais de CD28/CTLA-4 (CD152). A sequéncia de
genes da murina B7.1 & revelada em Freeman e outros (J.
Immunol. 143: 2714-2722, 1989) e em GENBANK sob o rumero de
acesso X60958. A sequéncia de genes da murina B7.2 encontra-
se revelada em Azuma e outrcs (Nature 366: 76-79, 1993) e em

GENBANK sob o numero de acesso L25606 e MUSB72X.

Os homdlogos humaros das moléculas costimulatdrias da murina
e as sues porcdes funcionais encontramse dentro do ambito da
presente invencdo e apresentam uma utilidade em particular
nos vectores recombinados para o uso clirico humeno. O
homologo humano das moléculas costimulatdrias da murina B7Y
incluem CD80, o homologc da murina B7.1 e CD86, o homologo de
B7.2. A sequéncia de genes dos humanos B7.1 (CD80) encontra
se revelada em GENBANK sob o nrumero de acesso M27533, e a
sequéncia de genes dos humanos B7.2 (CD86) é revelada pelo
nimero de acessc U04343 e AF099105. Pode ser requerida uma

licenca para pdr a presente invencdo na prética.

Para ¢ uso na presente invencdc, um vector recombinado pode
conter uma sequéncia de é4cidos nucleicos estranhe que
codifica a molécula da familia de moléculas costimulatdrias
B7, ou uma combinacdoc de moléculas costimulatérias B7 ou suas
porcgdes funcionais para além das outras moléculas
constituintes. A ccmbinacdo de moléculzs wstimulatérias B7
inclui, de um modo nr&o limitativo, duas ou mais moléculas
B7.1, duas ou mais moléculas B7.2, B7.1 e B7.2 e afins. Numa
das forras de realizacdo o vector recombinado contém uma

sequéncia de 4cidos nucleicos estranha que codifica a
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molécula B7.1 em combinegdo com sequéncias de 4cidos

nucleicos que codificam LFA-3 e ICAM-1.

A molécula de adesdo intracelular 1 (murina ICAM-1. CD54) e o
homélogo humano, CD54, actua também como uma molécula
costimulatéria. O seu ligante é um antigénio associzdo com a
fung¢do de leucécitc 1 (LFA-1, CD1l1 a/CD18) que se encontra
expressa na superficie de linfécitos e de granulécitos. O
gene para a murina ICAM-1 encontra-se revelado em GEnBank sob
o numero de acesso J03132. Numa forma de realizacdo, o vector
recombinado pode da presente invencdo contém uma sequéncia de
dcidos nucleicos estranha que codifica pelo menos uma
molécula de murina ICAM-1, homologce humano, outro homologo
mamifero ou suas porcSes funcionais para além das sequéncias
de A4cidecs nucleicos estranhas que codificam duas ou mais

moléculas costimulatérias adicionais.

0 antigénio de funcdo de leucédcito da molécula costimulatdria
3, a murina LFA-3 e o seu homologo humano LFA-3 (CD58), uma
glicoproteina de glicosil-fosfatidilo inositol 1ligeda, & um
membro da familiz CD2 dentro da super familia dos genes da
imunoglobulina. O ligante naturel da L7A-3 é o CD2 (LFA-2)
que se encontra expresso em timocitos, em células T, em
células B e em células NK. O gere da murina LFA-3 encontra-se
revelado em GenBenk sob o ntmero de zcessc X53526 e o gene

para o homologo humanc revelado no numero de acesso Y00636.

0 antigénio da célula T 4-1BBL é ume molécula costimulatéria
que transmite sinais costimuletdrios em culturas de células T
estimuladas por antigénics e em activacio impulsionada por

lectina dos timocitos (Hurtado, J.C. e outros J. Immunol.
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158(6): 2600-25609, 1897). 4-1BBL pertence ao factor de
necrogse do tumor da super familia do receptor, um grupo de
moléculas de superficie das células ricas em cisteina (Vinay,
D.S. e outros, Seminars in Immunolcgy, 1998, Vol. 10, pp.
481-489). O gere da murina 4-1BBL ercontra-se revelado em
GenBank sob o ntmero de acesso U02567. O gene para o homologo
humano, hu4-1BBL encontra-se relevado em GenBank sob o numero

de acesso U03397.

0X-40L é uma proteina de membrana do tipo II com ume analogia
limitada em relacdo ao TNF e ser estimuladora em relacdc as
células OX-40" in vitro. A murina e a humana OX-40L cDNAs
apresentam uma analogia de 68% ao nivel rucleotidio e d ed6%
ao nivel de arinoécido. 0 0X-40L humano estimula
exclusivamente as células T humanas enquanto que a 0X%40L de
murina estimula tarto as células T humanas como as dos ratos.
APC exprime OX-40L e pode transmitir ¢ OX-40L: o sinzl &
0S40R durante a apresentacdo de antigénios &s células T CD4 .
A sinalizacdo de 0X-40L é importente pare a diferenciacdo das
células dendriticas humanas e leva a uma producdo acrescida
de IL-12, de 1INF-UJ, IL-1B e IL-6 {(Weinberg, A.D. e outros
1998 Seminars in Immunology, Vol. 10: 471-480). OX-40L e uma
potente molécula costimulatédria para prender as respostas de
células T (D4 primidrias, wusadas em combinacdoc ccm B7-1

(Granaglia, I. e outrcs 1988 J. Immunology, Vol. 161: 6510-7.

Os vectores que sdo Uteis na presente invencdo sdo capazes de
provocar a expressao de pelo menos trés ou mails genes
estranhos, de preferéncia de cindo ou mais genes estranhos.
Os vectores TUtels na presente invencdo incluem qualquer

vector que seja capaz de provocar a expressdao funcional de
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trés produtos de genes de nmoléculas costimulatdrizs nc
interior de uma célula hospedeira. Para além dos genes que
codificam trés moléculas costimulatérias, o vector é ainda
capaz de provocar a expressdo de pelo meros um gene estranho
que codifica pelo menos um antigénioc alvo ou um seu epitge

imunoldégico assim comc um mercedor gue pode ser seleccicnado.

Os vectores de acordo com a presente invencdo incluem, de um
modo ndo limitativo, os vectores bacterianos como sejam a
Salmonela, os vectores virais, vectores baseados em &cidos
nucleicos e afins. Os vectcres virais incluem, de um modo n&o
limitativo, o pcxvirus, o virus da Herpes, o adenovirus, o
alfavirus, o retrovirus, o picornavirus, o iridovirus, e
afins: os poxvirus que s&o Utels ne presente invencdo incluem
os vectores de replicacdo e de ndo replicacdo. Tais poxvirus
incluem, de um modo ndo limitativo, o ortopox como seje a
vaccinia, o pox de esquilo, o pcx de coelho e afins, a
avipox, a suipox, a capripox e afins. Os poxvirus podem ser
seleccionados de entre o grupo que consiste por vaccinia-
Copenhagen, vaccinia da estripe Wyeth, wvaccinie da estripe
MVA, NYVAC, pox de aviario, TOVAC, pox dos canédrios, ALVAC,
pox suina, e afins. Numa forma de reslizacdo o vector
recombinado é um virus de vaccinia. Numa outra forma de

realizacdo o vector recombinadc é um pox de aviario.

Um vector preferido da presente invencdo & um virus
recombinado, de preferéncia um poxvirus. 0Os pcxvirus que séo
Uteis na presente 1invencdo apresentam varios atributos,
incluindo (i) a distribuicdo eficaz dos genes para os trés
tipos de células, incluindo o APC e as células de tumores;

(ii) elevados niveis de expressdo de proteinas; (iii) a
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apresentacdo 6ptima de antigénios ao sistema imunitério; (iv)
a capacldade de obter respostas imunitédrias mediadas pelas
células assim como respostas de anticorpos; (v) a modificecédo
genética das células, provisdria ao invés de permanente, e
(vi) a capacidade para usar combinacdes de poxvirus dos
diferentes géneros pols ndo sdo reactivos entre si sob o
ponto de vista imunoldgico. Os poxvirus parentais uUteis na
construcdo dos poxvirus recombinzdos de acorde com a presente
invencdo incluem, de um modo ndo limitativo, ¢ virus ortopox
como seje o virus de wvaccinia replicedo (Perkus e outros
Science 229: 981-984, 1985; Katufman e outros Int. J Cincer
48: 200-907, 1991; Moss Science 252: 1662, 1991), os virus de
vaccinia muito atenuados como sejam o MVA, a vaccinia
modificada Ankara (Sutter e Moss, Proc. Nat’l Acad. Sci.
U.S.A. 89: 10847-10851; Sutter e outros Virology 189%4),
vaccinia Copenhagen e NYVAC: poxvirus das aves (l15) como
sejam os virus da pcx de aviario (15), o poxvirus dos
candrios, como sejam ¢ ALVAC e afins (Baxby e Paocletti,
Vaccine 10: 8-9, 1992; Rinns, M.M, e cutros (Eds) Recombinant
Poxviruses CRC Press, Inc., Boca Raton 1992; Papletti, E.
Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 93: 11349-11353, 1996) e poxvirus

dos suinos, poxvirus dos caprinos e afins.

Numa forma de realizacdo o poxvirus parental é& um virus de
vaccinia. Numa forma de realizacdo em particular, o virus da
vaccinia é uma estirpe Wyeth ou um seu derivado. Um derivado
da estirpe Wyeth inclui, de um mode n&o limitativo vIBC33 a
que falta um gene funcicnal KI1L e afim. Numa outra forma de
realizacdo, o virus é Dry-Vax, disponivel como vacina da
variola nos Centros de Controlo das Dcencas, Atlanta, GA.

Numa outra forma de realizacdo, o© poxvirus parental é uma
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estirpe da pox de avidrio, por exemplo POXVAC-TC (Schering-

Plough Corporation), e afins,.

0 vector recombinado da presente invencado tem a capacidade de
infectar, de transferir ou de transduzir as <células
hospedeiras num hospedeiro. O hospedeiro inclui, de um modo
ndo limitativo, os mamifercs, os péssaros, os peixes e afins.
As células hcspedeiras sdo quaisquer células que podem ser
sujeitas a infeccdo, a transfeccdo ou a transducd por parte
do vector recorbirado e que é capaz de exprimir os genes
estranhos do wvector recombinado a niveis funcionais. As
células hospedeiras incluem, de um modo ndo limitativo, o APC
profissional e as células de precursor gue apresentam
antigénios como sejam os monécitos, os macrodofagos, as DC, as
células de Langerhans e afins. 0 vector recombinado de acordo
com a presente invencédo pode ainda infectar as células do
tumor ou outros tipos de células como sejam os fibroblastomas
ou as células de musculos. A infecgdo das células hospedeiras
permite a molécula ccostimulatéria exdgena estranha e a
expressdo da seqguéncia de é&cidos nucleiccs estranhos que
codificam os antigénios alvo <caso estes se encontrem
presentes no vector reccmbinado. As células hospedeiras
exprimem, ou sdo trabalhades de modo a exprimirem, as
moléculas edequadas MEC (HLA) de Classe I ou II para a
apresentacdo dos antigénios adequada para as células CD4
e/ou CD8'. Deste modo, gqualguer célula de mamiferc pode ser
trabalhada de modo & tornar-se num antigénio adequado
apresentando células que exprimem trés moléculas

costimulatérias.
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0 wvector vrecombinado de acordo com a presente invencio
compreende pelo menos um elemento de controlo da expressio
que se encontra ligado de um modo operacional & sequéncia de
dcido nucleicc. 0s elementos de controlo da expressdo sido
inseridos no vector de modo a controlarem e a regular a
pressdo da sequéncia de acido nucleico (Ausubel e outros,
1987, em “Current Protocols in Molecular Biolcgy, John Wiley
and Sons, Nova Iorque, Nova Icrque). A expressao dos
elementos de controlo é conhecide na técnica e inclui os
promotores. Os promotores sdo Uteis na presente invencdo séo
0s promotores de poxvirus conhecidos na técnica que incluem,
de um mcdo ndo limitativo, o 30K, o 13, o skE/L, o 7.5K, ¢
40K, o Cl e afins., A sequéncia de é&cidos nucleicos do
promotor 30k encontra-se revelada ro Acesso GenBank n°
M35027, com o©s numercs de base de 28 012 a 28 423 (sentido
contrario). A sequéncia de &cido nucleico de 13 encontra-se
revelada ro Acesso GenBark n® J03399 com os numeros de base
de 1 100 a 1 3C1 (sentido contrério). A sequéncia de &cidos
nucleicos do prorotor 7,5k encortra-se revelada no Acessc
GenBank n® M35027, ccm os numeros de base de 186 550 a 186

680 (sentido contréaric).

O promctor 40K enccntra-se revelado em GENBANK sob o numero
de acesso M13209 com os ntmeros de base de 9700 a 9858
(antimensageiro) . A sequéncia de écido nucleico do promotor
Cl encontra-se revelada em GENBANK sob o numero de acesso
M59027 com o©s numeros de base de 1 a 242, e na Patente dos
Estados Unidos n® 5 093 258, A sequéncia do promotor sE/L
encontra-se revelada na Referéncia 16. Pcdem ser usados
outros promotcres de poxvirus como sejam, por exemplo, OsS

revelados por Davison e Moss (J. Mol. Biol. 210: 749-769
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(1989) . Qualquer um destes promotores pode ser sintetizado

usando os processos habituais da técnica.

A sequéncia de dcidos ntcleicos depende da sua temporizacdo e
do seu nivel de expressdo., Os promotores precoces ou 08
promotores precoces/demorados sdo cs preferidos. Numa forme
de rezlizagdo preferencial, o promotor ou a combiragdo de
promotores usados permitem a expressdo oOptima de cada
molécula costimulatoria num hospedeiro infectado de modo a
proporcionar uma resposta imunoldgica sirergética. Numa forma
de realizacdo preferencial, cada um dos genes estrenhos que
codificam uma molécula costimulatédria é controlade por um

promotor separado e distinto.

No casc dos vectores nucleicos de base adcida, as estruturas
podem ser ou acido nucleico (DNA ou RNA) ou estar associados
com/ou encapsulados num transportador de lipidos. De um modo
opcional, o transportador de lipidos e/ou a estrutura podem
proporcional a sinalizacdc e/ou a expressdo de uma célula
alvo em particular ou o respectivo plural. Os vectcres
simples de DNA podem ser preparados através dos processos
descritos na Patente dos Estados Unideos n® 5 827 703. Para a
regido de inicio da transcricdo, ou elemento promotor,
qualquer regido pode ser usada desde que propcrcione ¢ nivel
desejado de transcricdo da sequéncia de DNA que interesse. O
inicio da transcricido pode ser uma regido nativa ou homologa
em relacdo & célula hospedeirs ou em relacdo ao DNA que vai
ser transcritc, ou que seja estranho ou externo a célula
hospedeira e/ou a sequéncia de DNA a ser trenscrita. Os
elementos promotores eficazes para a transcricgdo do inicio do

DNA simples incluem, de um modo n&o limitativo, o promotor
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prematuro SV40 (virus dos macacos 40, o promotor RSV (Rous
sarcoma virus) o principal promotcr de adenovirus, o CMV
humano (cytomegalovirus) sendo este um promotor I precoce
imediato, e afins. Os vectores com base em &cidos nucleicos
podem ser entregues a um hospedeiro usando ums seringa, um
cateter ou um dispcsitivo de injeccdo sem agulha, como seja

uma pistola de genes.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo é fornecido um
vector recombinado que compreende uma sequéncie de &cido
nucleico estranha que codifica uma primeira molécula
costimulatdéria cu uma porcdoc funcional da mesma sobre o
controlo de um primeiro promotor, uma sequénciea de A&cido
nucleico que codifica uma segunda molécula costimulatdria ou
uma porcdo funcional da mesma sob o controlo de um segundo
promotor e de tma sequéncia de Acido nucleico estranha que
codifica uma terceira molécula costimulatéria ou uma porgac
funcional da mesma sob o cortrolo de um terceiro promctor. O
vector recombinado pode ainda proporcionar uma sequéncia de
dcido nucleico estranha que codifica um antigeneo ou uma
porgdo imurolégica do mesmo sob o controlo de um quarto

promotor.

Numa forma de realizacdc da presente invencdo é proporcionado
um poxvirus reccmbinado que compreende uma sequéncia de &cido
nucleico que codifica LFA-3 uma porcgdo funcionzl do mesmo sob
o controlo de um promotor de poxvirus 30K, uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica ICAM-1 umra porcdo funcional do
mesmo sob o controleo de um promotor de poxvirus 13,e uma
sequéncia de A&cido rucleico que codifica B7,1 uma porcgido

funcional do mesmc sob o cortrolo de um promotor de poxvirus
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sE/L. um exemplc de uma tal estrutura de poxvirus recorbinade
é a vaccinia vT1l71 de acordo com o ilustrado na Figura 11A. O
poxvirus recombinado pode ainda proporcionar uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica um antigenio associado a um tumor
ou uma porgdo imuncldégice do mesmo. Uma forma de realizacéo
da invencdo é a vaccinia recombinada vT172 de acordoc com o©
ilustrado ra Figura 4C.

Numa forma de realizacdc da presente invencdo é proporcionado
um poxvirus reccmbinado que compreende uma sequéncia de &cido
nucleico que codifica B7,1 sob o controlo de um promotor de
poxvirus sE/L, uma sequéncia de acido nucleico que codifica
LFA-3 sob o cortrolo de um promotor de pexvirus 13, e uma
sequéncia de acido nucleicc que codifica ICAM-1 ou uma porgio
do mesmo sob o contrclo de um promotor de poxvirus 7,5K. De
um modo opcioral a estrutura compreende ainda uma sequéncia
de é4cido nucleico que codifica pelo menos um antigenio alvo
ou um epitope imunolégico do mesmo e/ou uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica um marcador que pode ser
seleccionado. Uma forma de realizacdo de uma tal estrutura de
poxvirus recombinado é a vacciria vT199 de acordo com o©
ilustrado na Figura 4B contendo um gene lacZ como ¢ marcador

que pode ser seleccionadc.

Numa forma de realizacdc da presente invencdo um vims de pox
de avidrio recombinado compreende uma sequéncie de é&cido
nucleico que codifica B7,1 sob o cortrolo de um promotor de
poxvirus sE/L, uma sequéncia de &acide nucleico que codifica
LFA-3 sob o cortrolo de um promotor de pcxvirus 13, e uma
sequéncia de &acido nucleico que codifica ICAM-1 ou uma porcao
do mesmo sob o contrcle de um promotor de poxvirus 7,5K. um

exemplo desta fcrma de realizacdo é o pox de aviadrio vT222 de
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acordo com o ilustrado no Figura 4A. Um virus de pox de
avidrio recombinado pode ainda compreender uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica um antigenio alvo, CEA, sob o
controlo do promotor de poxvirus 40K e uma sequéncia de &cido
nucleico que codifica um marcado que pode ser seleccionado,
lacZ sob o controlo do promotor de poxvirus Cl. um exemplo
desta forma de realizacdo é o pox de avidrio vT194 de acordo

com o ilustrado na Figura 4B,

Numa outra forma de realizacdo, um virus de pox de aviédrio
recombinadoc que compreerde uma seguéncia de Zcido nucleico
que codifica o antigenio associado ao tumor MUC-1 ou uma
porcé&o do mesmo sob ¢ controlo do promotor 40K, uma sequéncia
de Acido nucleico que codifica LFA-3 uma porcdo funcional do
mesmo sob o controleo de um promotor de poxvirus 30K, uma
sequéncia de &cido nucleico que codifica ICAM-1 uma porcao
funcional do mesmc sob o cortrolo de um promotor de poxvirus
13, e uma sequéncia de é&cido nucleico que codifica B7,1 uma
porcédo funcional do mesmo scb o ccntrolo de um promotor de
poxvirus sE/L. O virus de pox de aviario pode compreender uma
sequéncia de éacido nucleico que codifique gqualquer antigenio
associado a um tumcr ou ura porgdo do mesmo e sequencias de
dcido nucleicc que codifiquem LFA-3, ICAM-1 e B7,1 sob o
controlo de uma pluralidade de promotores como ilustredo na

Figura 4D.

Uma cutra forma de realizacdo da presente invencdo & um
vector recombinado que compreende as sequéncias de 4acido
nucleico que codificam os homdélogos humancs das moléculas

costimulatérias LZA-3, B7 e ICAM-1. O vector recombinado pode
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ainda possibiliter que os promotores adequados permitam a
expressdo de cada sequéncia numa célula hospedeira infectada.
Uma forma de realizacdo do vector recombinado & vT224

ilustrado ra Figura 9.

A presente invencdo proporciona vectores plasmidos que
compreendem uma sequéncia de é&cido nucleico estranha que
codifica trés moléculas costimulatérias. Numa forma de
realizacdo, as sequéncias de &dcido nucleico estranhas sdo
seleccionadas de modo a codificarem trés moléculas
costimulatdrias seleccioradas de entre o grupo que inclui B7,
ICaM-1, LFA-3, 4-1BBL, CDb9, dedDd, cd70, VCAM-1, OX-40L e
afins. Numa forma de realizacdo da presente invencdo, o0s
vectores plasmidas compreendendo uma sequéncia de Acido
nucleico estranha codificando a molécula costimulatdédria B7,
uma sequéncia de 4cido nucleico estranha que codifica imé&
molécula costimulatéria ICAM-1 e uma sequéncia de é&cido
nucleico estranha que codifica uma molécula costimulatéria
LFA-3. Os vectores plasmida de acordo com a presente invencdo
fornecem ainda pelo meros uma sequéncia de promotor fpara
controlar a expressdo das moléculas costimulatérias. Numa
forma de realizacdo preferencial cada sequéncie de é&cido
nucleico que codifica ume molécula costimulatdéria é
controlada por uma sequéncia de promotor discreto separado.
Para o uso na marcacdoc de um poxvirus recombinado, o0s
vectores plasmida proporcionam ainda sequéncias de Acido
nucleico virais de separacéo provenientes de uma regiZo ndo
essencial de um genoma de um poxvirus. As sequéncias de
dcidos nucleicos virals de separacdo orientam a insercao das
sequéncias estranhas num genoma de poxvirus parental através

da recombinacdo hombloga. Os vectores plasmida da presente
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invencdo podem ainda compreender um ou mals marcadores
seleccionédveis para & escolha e identificacdo dos genes
recombinados que contem o DNA estranho inserido tal como sé&o
conhecidas ne técnica e incluindo de um modo ndo limitado a
vaccinia K1L e a gama de genes hospedeiros, o gene lacz da E.
Coli, os genes de resisténcia aos antibidticos, o gene que

codifica a O-glucuoronidase e afirs.

Numa forma de realizacdo de presente invencdo um vector
plasmida & compreende uma sequéncia de &cido nucleico que
codifica LFA-3 sob o controlo de um promotor 30K, uma
sequéncia de &cido nucleico que codifica ICAM-1 sob o
controlc do promotor 13, e uma sequéncia de acido nucleico
que codifica B7,1 sob o controlo de um promotor de sE/L,
ladeado por porcgdes da regido Hind III M do genoma de
vaccinia. Numa forma de realizacdo, o vector plasmida

apresenta-se da forma ilustrada na Figura 1 como pT5032.

Uma outra forma de realizacdo da presente invencdo compreende
uma seguéncia de 4&cido nucleico que codifica B7 scb o
controlo de um promotor sE/L, uma sequéncia de acido nucleico
que codifica LFA-3 sob o controle de promotor 13, e uma
sequéncia de &cido nucleico que codifica ICAM-1 sob o
controlo de um promotor de poxvirus 7,5K. O vector plasmida
pode ainda compreender um gene lacZ alimentado por uma
sequéncia de promotor distinta. ©Estas seguéncias estéo
ladeadas por porgdes da regido Hind III J do genoma de
vaccinia. Numa forma de realizacdo, o vector plasmida

apresenta-se da forma ilustrada na Figura 2 como pTh047.

51



Numa outra forma de realizacdo o vector plesmida compreende,
em combinacdo com as sequéncias de Acido nucleico que
codificam B7, ICAM-1,e LFA-3, uma sequéncia de &cido nucleico
que codifica pelo mencs um antigenio alvo ou um epitope
imunclégico do mesme. E proporcionado um promotor para
controlar a expressdo dc antigenio alvo. Uma forma de
realizacdo particular do vector plasmide encontra-se
ilustrada como pT5031 na Figura 3 e compreende uma sequéncia

de acido nucleico que codifica o antigenio alvo, CEA.

Numa ottra forma de reelizacgdo particular o vector plasmida
compreende uma sequéncia de acido nucleico que codifica o
antigenio associadc ao tumor, CEA, sob o controlc do promotor
40K, uma sequéncia de é&cido nucleico que codifica B7 sob o
controlo do promotor sE/L, uma sequéncia de 4acido nucleico
que codifica LFA-3 sob o controlo de um promotor 13 e uma
sequéncia de é&cido nucleico que codifica ICAM-1. O vector
plasmida pode ainda compreender um gene lacZ sob o controlo
do promotor Cl de acordo com o ilustrado na Figura ¢ como
pT5049. O plasmida pT5049 foi depositado na American Type
Culture Colletion, 10801 University Boulvard, Manassas, VA
20110 em 13 de Novembro de 1998 com o numero de acesso ATCC

203481 de acordo com cs termos do Tratado de Budapest.

Numa outre forma de realizac&o do vector plasmida, o vector
compreende ura sequéncia de Acido nucleico que codifica
hulFA-3 sob o controlo do promotor 30K, uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica huICAM-1 sob o controlo dc
promotor 13, e huB7,1 sob o contrclo do promotor sE/L. Uma
forma de realizacdo particular do vector plasmida encontra-se

ilustrada como pT5064 na Figura 8 que foi depositedo na ATCC
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em 13 de Novembro de 1998 com o nurero de zcesso ATCC 203482

de acordo com os termcs do Tratado de Budapest.

0 vector plasmida da preserte invencdo pode apresentar-se sob
a forma de utm conjunto para ser tusado em processos para
gerarem vectcres reccmbinados. 0 conjunto pode ainda
proporcionar um virus parental e outros reagentes usados no
processo de recombinacéo.

A presente invencdo proporciona ainda processos para gerar
poxvirus recombinados que compreendem sequéncias de &cido
nucleico que codificam trés moléculas costimulatorias. Um
processc para gerar o0s poxvirus recombinados é conseguido
através da recombinacdo homologa in vivo entre o DNA do
genoma do poxvirus parental e um vector plasmida que ¢é
portador das sequercias heterogéneas que vado ser inseridas de
acordo com o revelado ra Patente dos Estados Unidos n® 5 093
258. 0Os vectores plasmida destinedos a introducdo de
sequéncias estranhas no interior dos poxvirus s&o elaborados
através de processos padrdo da tecnologia de DNA recombinzdo
(36) . Os vectores plasmida contém um ou mais genes quiméricos
estranhos, em que cada um compreende um promotor de poxvirus
ligado a uma sequéncia de codificacdo de proteinas ladeada
por sequéncias virais provenientes de uma regido nao
essencial do geroma do poxvirus. O plasmida é transfectado
para o interior de célules infectadas com poxvirus parentais
usando processos de transfeccdo aceites ra técnica, e a
recombinacdo entre sequencias de poxvirus no plasmida e o DNA
correspondente no genoma viral parental que resulta na
insercdao no interior do genoma viral dos genes quiméricos
estranhos provenientes do plasmida. Os virus recombinados séo

seleccionados e purificados usando qualquer uma de entre uma
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pluralidade de sistemas de seleccdo e de triagem como 0s que
sdo conhecidos ra técnica (14). 2 insercdo dos genes
estranhos no genoma de vaccinia é confirmada pela anédlise da
cadeia de reaccido da polimerase (PCR). A expressdo dos gemes
estranhos é demonstrada pela anédlise Western Blot. Um
processo alternetivo para gerar poxvirus recombinados &
conseguido através da ligacgdo directa (Pleiderer e outros J.
Gen Virol 76: 2957-22962, 1995; Merchlinsky e outros Virol
238: 444-451, 1997).

0 uso do vector recormrbirado compreendendo sequencias de &cido
nucleico que ccdificam trés moléctlas costimulatorias em
combinagdo com uma sequéncia de éacido nucleico que codifica
pelo menos um antigenio alvo ou um seu epitope é util para
aumentar uma respcsta imune contra o antigenio alvo ou o seu
epitope, e aumentar a resposta imune contra as células que
exprimem o antigenio alvo ou o seu epitope. A magnitude da
resposta imune contra o antigenio alvo o epitope ou as
células que exprimem o antigenio alvo obtidas usando o vector
recombinadc da presente invencdo é significativamente meis
elevada do que a conseguida usando sistemas que empregam uma

molécula costimulatoria simples ou dupla.

O vectcr recombinado codifica trés moléculas costimulatorias
em combinacdo com uma sequéncia de é4cido nucleico que
codifica um antigerio alvo ou um seu epitope imunoclégico para
proporcionar uma resposta imunolégica cinergética a0
antigénio alvo cu ao set epitope. Nume forma de realizacdo um
poxvirus recombinado proporciona uma sequéncia de 4cido
nucleico que codifica B7, ICAM-1, e LFA-3 em ccnjunto com uma

sequéncia de é4cido nucleico que codifica pelo menos um
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antigenio alvec ou epitope imunoldgico do mesmo. Em alguns
casos pode ser benéfico proporcionar mais de uma sequéncia de
dcido nucleicc para dar origem a trés antigenios alvo ou
epitopes imunoldgicos com o objectivo de ter uma vacina

multivalente.

0 antigenio alvo da forma aqui useda, é utma antigénio ou um
epitope imunolégico do antigenio gque & crucial no
reconhecimento imune e na eliminacdo ou controleo final do
agente que causa a doenca ou do estado de doencga de um
mamiferc. O recorhecimento imune pode ser celular e/ou
humoral. No caso de patogenios intracelulares e do cancro o
reconhecimento imune é de preferéncia uma resposta de um

linfocito T.

0 antigenio alvo pode ser derivado ot isolad a partir do
micro organismo patogénico como sejam os virus incluindo o
HIV, (Kcrber e outros, eds HIV MNolecular Immunology Data
Base, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, New México
1977) gripe, herpes simplex, virus do papiloma humano
(Patente dos Estados Unidos n® 5 718 054), hepatite B
(Patente dcs Estados Unidos n® 5 780 036), a hepatite C
(Patente dos Estados Unidos n° 5 709 995), ERV,
Citomegalovirts (CMV) e afins. O antigenio alvo pode ser
derivado ou isolado a pertir de bactérias patogénicas como
sejam a clamidia (Patente dos Estados Unidos n® 5 869 608),
micobactéria, legionela, meningeococus, estreptococos do
grupo A, salmorela, listéria, hemofilus influenza (Patente

dos Estadeos Urnidos n® 5 955 596) e afins.
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0 antigénio alvo pode ser preparado ou isclado a pertir de
levedura patogénica incluindo Aspergillus, Céndida invasiva
(Patente dos Estados Unidos n® 5 645 992), Nocardia,

Histoplasmosis, Criptcspcridia e afins.

O antigénio alvc pode ser preparado ou isolado a partir de um
protozodric patogérico e de parasitas patogénicos incluindo,
de um modo ndo limitativo, Pneumosistis carinii, Tripanosome,
Leishmania (Patente dos Estados Unideos n® 5 965 242),
Plasmédio {Patente dos Estados Unidcs n® 5 589 343) e

Toxoplasma gordii.

0 antigénio alvo inclui um antigénio associado a um estado
preneoplasico ou hiperplésico. O antigénio zlvo pode ser

também associado com, ou provocar, © cancro.

Um tal antigenic alvo pode ser tma antigenio especifico de um
tumor, um antigerio asscciedo a um tumor (TAA) ou um
antigenio do tecido, o seu epitcpe, e o seu epitope agonista.
Alguns antigenio alvo incluem de ume forma ndc limitativa, o
antigenio carcino-embrionico (CEA) e seus epltopes como sejam
o CAP-1, o CAP-1-6D (46) e afins {(numero de acesso GenBank
M29540) , MART-1 (Kawakami e outros, J. Exp. Med. 180: 347-
352, 1994) , MAG-1 (Patente dos Estados Unidos n® 5 750 395)
, MAG-3, GAGE (Patente dos Estados Unidos n°® 5 648 22¢), GP-
100 (Kawakami e outros, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 91: 6458
6482, 19%2), MLTC-1, MUC-2, oncogene elvo de uma mutacdoc nea
ponta, o0s oncogenes normais e alterados nas pontas pb3
(Hollstein e outros Nucleic Acids Res. 22: 3551-3555, 189%94) ,
PSMA (Israeli e cutros Cancer Res. 53: 227-230, 1993),

tirocinase (Kwon e outros PNAS 84: 7473-7477, 1987), TRP-1
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(Gp75) {(Choen e outros Nucleic Acid Res. 18: 2807-2808, 1990;
Patente dos Estados Unidos n® 5 840 839), NY-ESO-1 (Chen e
outros PNAS 94: 1914-1%818, 1997), TRP-2 (Jackson e outros,
EMBOJ, 11: 527-535, 1992), TaAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-
2/neu/c-erbB2, (Patente dos Estados Unides n° 5 550 214),
BRC-I, BRC-II, bcr-abl, pax3/fkhr, ews-fli-1, modificacgdes de
TAA e tecido de antigénio especifico, variantes de estripe de
TARA, epitope agcnista, e outros semelhantes. Qutros TAA podem
ser identificados, 1solados e <clonados ©pelos prccessos
conhecidos na técnica, tal como o0s que sdo revelados na
Patente dos Estedos Unidos n°® 4 514 506. © antigenic alvo
pode ainda incluir um ou mais factores de crescimento e

variantes de estripe de cade um deles.

Possiveis &antigenios de tumores humanos e antigenios
especificos dos tecidos assim como ©0s seus epitopes
imunoldgicocs para servirem de alvos usando a presente
invencdo incluem, de um mcdo ndo limitativo, os que se

encontram exemplificados na tabela 1.
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Tabelz 1
Antigenics e Epitopes Reconhecidos pelas Células T

Antigenios Alvo Elemento Péptido Imunoldgico N° SEQ. ID
restritivo Epitope

Antigenios de tumores alvo Humanos reconhecidos pelas Células T
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~1 oy O b Lo DN

[ee)]

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
37
25
26
27
28

29

30

gp 100 HLA-A2 KTWGQYWZY
HLA-A2 ITDQVPPSV
HLA-A2 YLEPGPVTA
HLA-A2 LLDGTATLR
HLA-AZ2 VLYRYGSFSV

MARTI-/Melan 2 HLA-A2 AAGIGILTV
HLA-A2 ILTVILGVL

TRP-1 (GP75) HLA-A31 MSLOROFLR

Tirosinase HLA-A? MLLAVLYCL
HLA-A2 YMNGTMSQV
HLA-B44 SEIWRDIDF
HLA-A24 AFLPWHRLF
HLA-DR4 ONILLSNAPLGPQFP
HLA-DR4 SYLQDSDPDSFQD

MAGE-1 HLA-AL EADPTGHSY
HLA-Cwlé6 SAGEPRKL

MAGE-3 HLA-A 1 EVDPIGHLY
HLA-A2 FLWGPRALV

BAGE HLA-Cwlé6 AARAVFLAL

GAGE-1, 2 HLA-Cwo YRPRPRRY

n-acetilglucosa-

miniltransferase HLA-A2 VLPDVFIRC

-V HLA-A24 AYGLDFYIL

pl5 YLSGANLNL (CAPI)

CEA YLSGANLNL (CAPI-6D)
HLA-A24 SYLDSGIHF

0 catenin HLA-B44 EEKLIVVLFEF

MUM-1 HLA-A2 ACDPHSGHEV

CDK4 HLA-A2 HSAVVGIL

HER-2/neu

(Carninoma da HLA-A2 KIFGSLAFL

mama e ovario)

Virus do HLA-A2 YMLDLOQPETT

papiloma humaro

E6, E7 Sem PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA

(carcinoma do restricdo a (e porcdes)

colo) MHC

MUC-1 Com
restricdo a FLTPKKQCVDLHVISNDVCA-

(carcinoma da MHC QVHPQKVTK

mama, ovario e FLTPKKLQCV

pancreas) KLQCVDLHV

PSA A2, A3 VISNDVCAQV

QVHPQKVTK

33
34
35
36
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Para orgenismcs que contem um genoma de DNA, um genhe que
codifica um antigenio alvo ou um seu epitope que interesse é
isolado do DNA do genoma. Para organismos com geromzs de RNA
o gene desejado pode ser isolado & partir de cépizs cDNA do
genoma. Se estiverem disponiveis mapas de restricdo do
genoma, o freagmento de DNA que contem o gene gue irteressa é
separadc por digestdo de restricdo de endcnuclezse através
dos processos habituais na técrice. Er casos em dque o gene
desejado foi previamente clonado o©s genes podem ser
facilmente obtidos a partir dos clones disponiveis. De um
modo alternativo, se a seqguéncia de DNA do gene for
conhecida, o gene pode ser sintetizado através de qualquer
uma das técnicas corvercionais para a sintese dos Aacidos

desoxirribonucleicos.

Os genes que codificam um antigenio que interessa podem ser
amplificados clonando o gene num hospedeiro bactericida. Para
este fim, podem ser usados varios vectores procarioticos de

clonagem. Os exemplos sac as plasmidas pBR322, pUC e pEMBL.

Os genes gque codificam pelo mencs um entigenic alvo ou um seu
epitope imunoldégico podem ser preparados para a insercdo nos
vectores plasmida concebidos pars a recombinacgdo com um virus
através de técnicas padrdo. Em geral, os genes clonados podem
ser retirados do vector de clonagem procariotico através da
digestdo da enzima de digestdo. Na maioria decs casos, o
fragmento retirado 1iréd conter a totalidade da regido de
codificacdo do gene. O fragmento de DNA que é portador do
gene clonado pode ser modificedo de acordo com as

necessidades, por exemplo, pera tornar as extremidades do
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fragmento compativeis com os locais de inserc¢do dos vectores
de DNA usados para a recombinacdo com um virus, sendo entdo
purificados antes de serem inseridos no intericr dos vectores
nos locais de clivagem de endonucleose de restricdo (locais

de clonagem) de acordc ccm o aqui descrito.

Podem ser tratadas ou evitadas doengas através do uso da
presente 1invencdo estando entre as doencas as gue 880
causadas por virus, por bactérias, por fungos, por parasitas,
por protczoérios, por células cancerosas e afins. O vector
recombinado compreendendo trés moléculas costimulatérias pode
ser usado como um ircrementador generalizado da imunidade e
como tal ¢é util no tratamento de doengas cuja causa
etiologica nédc é conhecida. Os estados pré neoplasicos ou
hiperplasicos que podem ser tratados ou evitados usando um
vector recombinado de acordo com a presente invenc¢do incluem,
de um ndc limitativo, os estados pré neoplasicos ou
hiperplasicos como sejam os pdlipos do cbdlon & dcenca de

Crohn, as colites ulcercosas as lesbOes da mama = afins.

Os cancros que podem ser tratadcs usando o vector recombinado
de acordo com a presente invencdo incluem, de modo ndo
limitativo, o) melanoma priméario oL metastatico, c
adenocarciroma, o carcinome das células escamosas, o)
carcinoma aderocescamosas, timora, o linfoma, o sarcoma, ©
cancro do pulmé&c, o cancro de figado, o linfoma ndo Hodgkins,
o linfoma de Hodgkins, as leucemias, o cancro do utero, o
cancro de mama, o cancrc da prostata, o cancro dcs ovarios, o
cancro do péancreas, o cancro do célor, mieloma trés, o
neuroblastoma, o NPC, o cancro da bexiga, o cancro do colo do

Utero, e afins.

6l



A presente invencdc prcporciona uma composicdo farmacéutica
que compreende um vector recombinado contendo genes estranhos
que codificar trés moléculas costimulatorias num veiculo
farmacologicamente aceitédvel. Trés geres que codificam uma
molécula costimulatdéria fazem parte do vector recombinado e
podem ser seleccionadas de entre o grupo de genes que
codificam B7, ICaAM-1, LFA-3, 4-1BBL, CD59, CD40, CD70, VCAM-
1, 0X-40L e afins. O wvector recombinado pode ainda
compreender uma sequéncia de acido nucleico que codifica pelo
menos um antigenio alvc ou o epitope imunoldégico do mesmo.
Numa outra forma de realizacdo, a composicdo farmacéutica
compreende um primeiro vector recombinado que compreende
genes estranhos que codificam trés moléculas costimulatoédrias,
um segundo vector recombinado que compreende sequenciais de
dcido nucleico que codificam pelo menos um antigenio alvo ou
0 seu epitope imunclégico e wum veictlo farmacologicamente
aceitdvel. A administragdo da composicdo farmacéutica fornece
as células hospedeiras os genes estranhos que codificam trés

moléculas costimulatorias.

Numa fcrma de realizacéao, a composicdo farmacéutica
compreende um pcxvirus recombinedo contendo genes estranhos
que codificar trés moléculas costimulatérias num veiculo
farmacologicamente aceitdvel. O poxvirus recombinado pode
ainda conter uma sequéncia de 4acido nucleicc que codifica
pelo menos um artigenio alvo ou o seu epitope imunolégico ou,
de um modo alternativo, pode ser fornecido um segundo
poxvirus recombinado que codifique pelo mencs um antigenio

alvo ou o epitope imunclégico do mesmo.
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A presente invencdo proporciona uma composigdo farmacéutica
que compreende um poxvirts recombinado constituido por uma
sequéncia de &cidc nucleico que codifica de B7,1 a B7,2, uma
sequéncia de &cido nucleico que codifica ICAM-1, e uma
sequéncia de é4dcido nucleico que codifica LFA-3 e um veiculo
farmacologicamente aceitdvel. Para além da estrutura B7,
ICAM-1, LFA-3, o) poxvirus recombinado da composicao
farmacéutica pode airda compreender uma sequéncia de é&cido
nucleico que codifique pelo menos um antigenio alvo ou © seu
epitope imunolégico ou a sequéncia de acido nucleico que
codifique pelo menos um antigerio alvo ou o seu epitope
imunoldgico podem ser fornecidos na composigdo através de um

segundo poxvirus recombinado.

A composicdo farmacéutica pode ainda compreender moléculas
imunoestimuladoras adicionadas a partir do exterior de acordo
com  © conhecido na técnice incluindc as moléculas
costimulatérias B7, ICaM-1, LFA-3, 4-1BBL, CD59, CD40, CL70,
VCAM-1, OX-40L e afins e/ou citoquinas incluindc de uma
forma ndo limitativa IL2, JM-CSF, TNFL, IFNL, IL-12, RANTES,
MIP-1lJ, Fit-3L (Patentes dos Estados Unidos n®°s 5 554 512; 5
843 423) e afins por motivos de sinergia adicional ou aumento
da resposta de dimunidade. As citoquinas e as proéprias
quimoquinas pcdem ser fornecidas na composicdo ou, de uma
modo alternetivo, as citoquinas e as quimogquinas podem ser
fornecidas por um vector viral recombinado que codifique a

citogquina ou a quimoquina.

A presente invencdo também diz respeito a processos de
tratamento ou de preverncdo de uma doenca provocada pelos

micro orgarismos patogénicos ou pelo cancro aqui revelados.
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No processoc de tratamento, a administrezcdo do wvector
recombinado da invencédoc pode ter uma finalidade “profilédtica”
ou “terapéutica”. Quando fornecido de um modo profildtico o
vector recombinado da presente invencdo é fornecido antes de
qualgquer sintoma. A administrezcdo profilatica do vector
recombinado vector recombinado serve para eviter ou para
mitigar qualquer infeccdo ou doenca subsequentes. Quando
fornecido de um modo terzpéutico o vector recombinado é
fornecido aquando ou apbdés o desencadeamento de um sintoma de
infeccdo ou de doenca. Deste mcdo, a presente irvencdo pode
ser fornecida ou antes da esperada exposicdo ao agente
causador da doenga ou dos estados de doenca ou apds o inicic

da infeccdo ot da doenca.

0O termo “dose wunitdria” ro contexto do material a ser
inoculado refere-se a unidade fisicemente discretes adequadas
como dosagens unitdrias para mamiferos, em que cade unidade
contem uma quantidade previamente determinada de um vector
recombinado calculada de mcdo a produzir o efeito imunogénico
desejado em associacdo com o diluente requerido. As
especificagdes da inovadora dose unitédria de wum material
destinado a ser incculado de acordo com a preserte invendo
sdo ditedas pelas e dependentes das ceracteristicas tnicas do
virus recombinado e do efeito imunoldgico particular que vai

ser alcancado.

0 material a ser inoculado é habitualmente preparado como uma

solucdo num diluente tolerével (aceitdvel) comc seja o0 soro

fisioldgico, o soro fisioclégico tamponado com fosfato ou
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outro diluente fisiologicamente tolerado e afins de modo a

formar uma composicdo farmacoldgica aquosa.

A via de inoculacdo pode ser & raspagem, intravenosa (I.V.),
intramuscular (I.M.), subcutdnea (S.C.), intradermica (I.D.),
intraperitonial (I.P.), intratumorzl e afins, o que tem como
resultado a emissdo de uma respcsta de proteccdo contra o
agente que provcca a doenca. A dose é administrada pelo menos
uma vez. Podem ser admiristradas doses subsequentes de acordc

com o prescrito.

Numa forma de realizacido sidc empregues regimes aceleradores
heterogenios. Num dos exemplos, o hospedeiro é imunizado pelo
mencs ume vez com um primeiro vector como seja um vector
baseado er Acido nucleico. As imunizagdes seguintes séc
efectuadas com um vectcr de poxvirus. Num outro exemplo, o
hospedeiro é em primeiro lugar imunizado com um primeiro
vector de poxvirus e de seguida com um segundo vector de

poxvirus de um género diferente,

Ao administrar-se a um mamifero, de preferéncia um humano, o
vector recombinado da presente invencdo, a dosagem a dosagem
do vector recombinado administrado ird varizr dependendo de
factores como sejam a idade, o peso, a altura, o sexo, a
situacdo médica geral, a histérie médica anterior, a
progressdoc da doerca, os incémodos provocados pelo tumor num

mamiferc e afins.

Em termos gerais, & desejavel <fornecer ao receptor uma
dosagem de virus recombinado compreendida entre cerca de 10

e cerca de 10" unidades de formacdo de placa muito embora
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possa ser administrada uma dose inferior ou uma dose mais

elevada.

A definic&o genética de antigenios associados ao tumor e de
antigenios especificos do tumor permite o desenvolvimentc de
vacinas especificas de antigenios alvo destinadas ao
tratamento do cancro. A insercdo de um gene que seja um
antigenio de um tumcr no genoma dos poxvirus recombinados em
conjunto com  ©Os genes que codificam trés moléculas
costimulatdrias é um sistema poderoso para que se consiga
obter uma resposta de utma unidade especifica em termcs de
prevencdo em individuos com risco aumento de desenvolvimento
de cancro (imunizacdo preventiva), de modo a diminuir o
tamanho dos tumores antes de cirurgia de modo a evitar a
recorréncia da dcenca apds a cirurgia primdria (vacinacio
anti-metastédtica) ou entdoc para aumentar o numero de
linfocitos citotoxicos (CIL) in vivo melhorardo deste modo a
sua eficdcia na erradicacdo dos tumores difusos (tratamento
da doenca estabelecida). Os virus recombinados da presente
invencao podem provocar uma resposta de imunidade ex vivo em
linfocitos auto logos (CDSU, quer linfocitos T citotoxicos
e/ou células T de auxilio CD4" ou células NK antes de serem
transferidas de wvolta pera o paciente gue possui o tumor

(imunoterapia adoptiva).

Nos tratamentos de cancro os vectores recombinados podem ser
introduzidos numr mamifero cu entes de qualquer prova de
cancro como seja um aderocarcinoma ou para mediar a regressdo
da doenca rum mamifero afectado com um cancro como seja um

adenocarciroma.
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Dependendo da dcenca ou da cordicdo fisica & ser tratada e do
processo de tratamento, o vector recombinado pode, ou néo,
compreender uma sequéncia de acido nucleico que codifique um
antigenio alvo cu um seu epitope imunoldgico para além dos
genes que codificam trés moléculas costimulatorias. O
antigenio alvo ou o set epitope imunocldgico podem ser
fornecidos de um modo endbgeno pela célula hospedeira
infectada com o vector recombinado como, por exemplo, uma
célula de tumor pode de um modo enddgeno expressar um
antigenio associado & um tumor ou um seu epitope e pode nao
exigir & adicdo de utm gene estrenho gque codifique um
antigenio associado a um tumor exdgeno. No caso em gue um
antigenio associado a um tumor ndo se encontre presente, nédo
seja expresso ou gue seja expresso a niveis muito baixos numa
célula hospedeira, ©pode ser proporcionado um antigenio
associado a um tumor exdgero codificado por um gene estranho.
De um modo adicicnal, podem ser proporcionados diferentes
antigenios associados a tumores codificados por genes. O gene
estranho gque codifica um antigenio associado a um tumor
ex6geno pode ser proporcionado pelo mesmo vector recombinado
que compreende genes que codificam trés moléculas
costimulatorias ou pode ser proporcionado por um segundo
vector recombirado numa mistura com ¢ primeirc vector

recombinado.

Exemplos de processos para a administrzcdo de vector
recombinado em mamiferos incluem, de um modo ndo limitativo,
a exposicdo das células de tumor ao virus recombinado ex
vivo, ot a 1njeccdo do vector recombirado no hospedeiro
afectado através de administrzcdo intravenosa, $.C., I.D., ou

I.M.. De tm modo alternativo o vector recombinado ou a
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combinacdo de vectores recombirados podem ser alvo de
administracdo local por injeccdo directa na lesdo cancerosa
ou no tumor ou a aplicecéo tépica num veiculo
farmacologicamente aceitéavel. A  quantidade de  vector
recombinado que é portadora da sequéncia de &dcido nucleico de
um ou mais antigenios associados a tumores (TAAs) em
combinacdo com sequéncias de &cido nucleico que codifiam
trés costimulatorias destinadas a serem administradas &
baseada na dosagem das particulas de virus. Uma amplitude
preferida do imuncgesio a ser administrado é de entre 10 a
10" particulas de virus por mamifero. De preferéncia um
humano. Se o mamifero a ser imunizado ja estiver afectado
pelo cancro ou pelo carcro metastdtico, a vacina pode ser

administrada em conjunto com o0s tratamentos terapéuticos.

Num processo de tratamento, os linfocitos citotoxicos
autologos ou os linfocitos que se infiltram no tunor podem
ser obtidos partir do sangue, dos nddulos linfaticos, do
tumor e afins de um paciente com cancro. Os linfocitos s&o
desenvolvidos em cultura e os linfécitos especificos do
antigenio elvo sdo expandidos em cultura na presencgca de
antigenios alvo especificos e as células que apresertam
antigenios que exprimem trés moléculas costimulatorias
estranhas ou antigenios alvc moldados dos APCs da presente
invencdo. Os linfécitos especificos do antigenio alvo sdo

introduzidos de volta no paciente.

Apds 1imunizacdo a eficécia da vacine pode ser avaliada
através da producdc de anticorpos ou de célulezs imunes que
reconhecem o antigenio, de acordo <com o avaliado pela

actividade 1litica especifica ou da prcducdo de citoguina
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especifica ou pela regressido do tumor. Un perito na técnica
ird conhecer os processos convencionals para avaliar os

pardmetros anteriormente mencionados.

A presente invencdo compreende processos destinados a
aumentar as respostas das células T especificas do antigenio
através da administracdo de uma quartidade eficaz de um
vector recombinado que codifica trés moléculas
costimulatdrias estrankas e um antigenic alvo num mamifero
isolado, ou a infeccdo de uma célula alvo ou vector, com o
vector, com o antigenic alvo ou com o seu epitope
imunoldgico. Numa forma de realizacdoc do processo um vector
recombinado codifica a molécula da familia B7, ICAM-1 e LFA-3
administrada sozinha ou misturads com uma célula alvo, com um
antigenio alvo ou com um epitope imunoldégico do mesmo. Esta
técnica de imunizacdo destaca cu aumenta as respostes imunes
geradas pelo artigenio alvo, proporcionando uma resposta
sinergética comparada com o uso de moléculas costimulatorias
simples ou duplas. O processo de administracdc de vector
recombinado contendo genes que codificam trés moléculas
costimulatdrias tem  como resultado numa proliferacdo
acrescida de linfocitos especificos de artigenio alvo,
actividade citolitica aumentada, segregacio citoguina
aumentada e imunidade mwais duradoura relativamente ao
antigenio alvo em comparacdo com o uso dos vector recombinado
que codifica pelo menos um antigenio alvo ou um seu epitope
imunoldégico para o aumerto sinergético das respcstas imunes
especificas do artigenio alvo. De um modo alternativo, a
sequéncia de acidos nucleicos que codifica pelo menos um
antigenio alvo ou epitope imunoldgico do me smo é

proporcionada por um segundo vector recombirado diferente do
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vector que codifica as trés moléculas costimulatérias. Numa
forma de realizacdo do processo destirado a aumentar as
respostas das células T especificas do éentigenio, os
mamiferos de preferéncia humaros, s&c imunizados com uma
estrutura rV-HIV-1 epitope/ B7-1/ ICAM-1/ LFA-3. A eficécia
do tratamento pode ser vigiada in vitro e/ou in vivo através
da determinacdo de linfocitos especificos do antigenio alvo,
da resposte citolitica especifice do antigenio alvo, das

respostas cliricas e afins.

O processo para aumentar as respostas das células T
especificas do antigenioc pode ser wusado para qualquer
antigenio alvo ou para qualquer epitope do mesmo,
Particularmente relevantes s&o o0s antigenios associados ao
tumor, os antigenios especificos dos tecidos e os antigenios

de agentes infecciosos.

Para além da administracdo do vector recombinado ao paciente,
outras moléculas imuno modeladoras exdégenas ou imuno
estimulatdrias, droges de quimioterapia, antibiéticos,
medicamentos anti-fungicos, medicamentos anti-virais e afins
sozinhos ou em combinacdo podem ser administrados dependendo
da condigdo a ser tratada. Exemplos de outros agentes
adicionados incluem os exégencs IL-2, IL-6, alfa-, beta- ou
gama-inferons GM-CSF, factor de necrose dos tumores, Fit-3L,
ciclofosmamida, cis-platina, ganciclovir, anfotericina B, b5

fluororacil e afins.

A presente invencéo proporciona trés moléculas
costimulatorias exégeres em que as moléculas sdo

proporcionadas por um vector recombinado que tem sequéncias
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de &cido nucleico estranhas que codificam trés moléculas
costimulatérias. As células hospedeiras podem ainda exprimir
um ou meis antigenios alvo exdgenos ou seus epitopes ou podem
ser trabalhadas de modo a exprimirem um ou mais antigenio
alvo estranhos exdgenos ou o0s seus epitopes recombinados que
podem possuir ainda o vector recombinado que codifica trés
moléculas costimulatdrias ou segundo vector recombinado. As
células hcspedeiras da presente invencdo, que sdo Uteis para
estimular uma resposta imune especifica do antigenio podem
ser qualquer célula passivel de infectar wusando o virus
recombinado da presente invencdo e capaz de exprimir trés
moléculas costimulatdrias exbgenas e pode ainda  ser
trabalhado de um modo genético de mode a exprimir um ou mais
antigenios alvo exdgenos ou seus epitopes imurolégicos. Tais
células hospedeiras estdo incluidas, de um modo ndo
limitativo, nas células tumor, ras células gue apresentam
antigenios, como sejem as PBMC, as células dendriticas,
células de pele ou de misculo, e afins. As células que
apresentam antigenes incluer de um modo ndoco limitivo, os
monocitos, os macrofagos, as células dendriticas, as células
dendriticas do progenitor, as células de Langerthans, os
esplanécitos, as células B, as células de tumor, as células

de musculo, as células epitilezis e afins.

Numa forma de realizacdo, as células hospedeiras sdo células
do tumor nas quais as células do tumor se encontram expostas
ao vector recombinadc in situ ot in vitro de modo a provocar
a expressac de trés moléculas costimulatdrias exdgenezs ou
estranhas nas células do tumor. As células do tumor podem
exprimir um antigenic alvc enddgenc ou as células do tumor

podem ser ainda trabalhadas de um modo gerético para
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exprimirem um antigenic alvo como seja TTA ou um epitope
imunoldgico do mesmo. As células do tumor gue exprimem a TAA
em conjunto trés moléculas imuncstimulatérias sS40
administradas zo mamifero numa quantidade eficaz de mod a
resultar nume reducdo do tumor ou na eliminacgdo no mamifero

afectado pelo cancro.

A presente invencdo proporciona ainda células denditricas de
progenitor, células denditricas (DC), stb populacdes DC, e
seus derivados que exprimam trés moléculas costimilatérias em
que as trés mwoléculas costimulatdrias sejam fornecidas
externamente por um vector recombinado que tenha sequéncias
de dcido nucleico que codifiquem trés moléculas
costimulatérias. A DC progenitor e @ DC da presente invencéo
exprimem niveis mais elevados de moléculas costimulatérias,
do que o0s nivels expressos interiormente por DC progenitor ou
por DC ndo tratadas. As APCs como sejam as células
dendriticas de progenitor e as células denditricas podem
também exprimir um ou mais antigenios alvo intericres ou seus
epitopes imunolégicos ou os antigenios alvo exteriores podem
ser também fornecidos pelo vector recombinado que codifica
trés moléculas costimulatdérias ou através de um segundo
vector recombinado. A presente invencdc proporciona ainda
processcs para usar as APCs que exprimem as trés moléculas
costimulatdrias, como sejam &s células dendriticas de
progenitor gque exprimem as trés moléculas costimulatdrias e
as células dendriticas que exprimem as trés moléculas
costimulatdérias na activagdo das c¢élulas T in wvivo ou in
vitro para a vacinacido e pera as respostas ilmunoterapéuticas
contra uma ou mals de entre as células alvo, dcs antigenio

alvo e dos sets epitopes imunoldgicos.
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As APCs como sejam as células dendriticas de progenitor as
células dendriticas, as sub populacdes DC e os seus derivedos
isolados de wuma fonte sdc infectados, transfectados ou
transduzidos com um vector recombinado que compreende genes
ex6genos que codificam trés moléculas costimulatédrias durante
um pericdo de tempo suficiente para permitir a expresséo
funcional das trés moléculas costimulatdérias. Um tal antigene
que exprime multiplas moléculas costimulatdrias que
apresentam células dendriticas de ©progeritor e células
dendriticas pode ser ainda impulsionado ou incubado ccm pelo
menos uma célula alvo, lisato de célula alvo, membrana de
célula zlvo, antigenio alve, ou o seu epitope imunoldgico, ou
com RNA ou DNA de pelo menos uma célula alvo e administrada a
uma espécie numa gquantidade suficiente para activar as
respostas das células T relevantes in vivo. Numa outra forma
de realizacdo, o antigenio que apresenta células dendriticas
de progenitor e células dendriticas exprime adicionalmente
pelo menos tum antigenic alvo estreanho ou um epitope

imunoldgico do mesmo.

As células hospedeiras que exprimem  trés moléculas
costimulatérias externas podem estar presentes numa dose que
varia entre 10° e 10° células. As vias de administracdo que
podem ser usadas incluem a intravenosa, a subcuténea, a intra
linfatica, a intratumural, a intradérmica, a intramuscular, a
intraperitonial, a intrarectal, & intra vaginal, a intra
nasal, a oral, através introducdo na bexiga, atrevés de

raspagem, e afins.
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Numa forma de realizacdo, as trés moléculas costimulatédrias
que exprimem o antigenio que apresentam células dendriticas
de progenitor ou células dendriticas encontramrse expostas a
uma célula alvo, acs lisatos da célula alveo, as membranas da
célula zlvo, aos antigenios da célula alvo, ou ac seu epitope
imunoldgico ou com DNA ou com RNA de uma cé&lula alvo in vitro
e incubada com células T preparadas ou nado preparades para a
activacdo das respostas das células T relevantes in vitro. As
células T activadas, sozinhas ou em combinagcio com o DC de
progenitor ou com o DC sdo entdo administradas a espécies de
modo a que um humano que val vacinar-se cu que a imunoterapia
contra uma célula alvo, o antigenio alvo ou um seu epitope
imunclégico. Num processo de useo, as células derndriticas de
progenitor ou as célules derdriticas sé&o de preferéncia
usadas para conseguir um crescimento imunoterepéutico que

iniba a resposta as células de cancro.

Numa outra forma de realizagdo a <célula que apresenta
antigenio que exprime as trés moléculas costimulatdrias
preferencialmente a DC percursor ou a DC uremse com uma
célula alvo exprimindo um artigenio alvo relevante um seu
epitope imunolégico para formar um heterocarion de APC e a
célula alvo através dos processos conhecidos na técnica
(Gong, J. e outros Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 62736283,
1998). Uma tel célula de fusdo ou célula de antigenio alvo /
APC guimérica exprime tantc as trés moléculas costimulatdrias
e o antigenio alvo ou c¢s epitopes imunolégicos dos mesmos.
Numa forma de realizacdo preferercial, a célula alvo é uma
célula hiperplésica, uma célula pré maligna ou maligua. A

célula de antigenio alve / quimérica APC pode ser usada tanto
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in vivo como in vitro de modo a aumentar as respostas imunes

aocs linfécitos T e B.

As células dendriticas de progenitor s&o obtidas a partir da
espinal medula do sangue periférico e dos nddulos linféticos
de um paciente. O pacierte pode ter sido previamente vacinado
ou tratado com um composto como seja o Fit-3L de modo a
aumentar o ntmero de células. As células dendriticas séo
obtidas a partir de qualguer tecido como sejam a epiderme da
pele (células de Langerhans) e tecidos linfdides como sejam
08 que se enccntram no baco, na espinal medula,ndédulos
linfaticos que apresentam o antigene, e o timus e o sistema
circulatério e as c¢élulas linféaticas (células veladas). O
sangue do cord&oc umbilical €& uma outra fonte de células

dendriticas.

As células dendriticas podem ser enriquecidas ou isoladas
para ser usadas nha presente invencdo usando processos
conhecidos na técnica, comc os que estdo descritos na Patente
dos Estados Unidos n° 5 788 963. Quando as células
dendriticas de progenitor, as células dendriticas e os seus
derivados sdc obtidos, eles sdoc desenvolvidos em cultura num
meio de condigbes de cultura adequadas para a expansdo da
populacdo de células e /ou mantém as células num estado que
possibilita a sua infeccdo, transfeccdo ou transducéo 6ptimas
por intermédio de um vector recombinado e para permitir uma
assimilacdo optima do antigenio alvo, © seu processamento e a
sua apresentacdo. Particularmente vantajosa para a manutencédo
do estado correcto de maturidade das células dendriticas numa
cultura in vitro é a presenca do factor de estimulacdo (GM-

CSF) da coldénia de granuloécitos /macrofagos e interleuquina 4
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(IL-4). As sub populagdes de células dendriticas podem ser
isoladas com base na adesdo e /ou com o grau de maturidade
apoiada pelos marcadores da superficie da célula. O fenotipo
da DC de progenitor e da DC e das sub populagdes encontrase

revelado em Banchereau e Steinman Nature 392: 245-252, 1998.

Numa forma de realizacdo, GM-CSF e IL-4 sdo, ceda um deles
fornecidos nura concentracdc de cerca de 500 unidades /ml
durante um periodo de cerca de 6 dias (41,42). Numa outrz de
realizacdoc TNFJ e /ou CD40 sio usados para fazer com que a DC

de percursor cu a DC amadurecam.

As células dendritices de progeniteor ou as células
dendriticas podem ser obtidas a partir do individuo a ser
tratado e como tal sdoc zutologas em termos dos antigenios HLA
relevantes, ou as células podem ser obtidas de um individuo
cujos entigenios HLA relevantes (tarto da classs I como da
classe 1II, por exemplo HLA-A, B, C e DR) ccrresponde ao
individuo que vai ser tratado., De um modo alternativo, a
célula dendritica de progenitor é trabalhada de modo a
exprimir os antigenios HLA relevantes adequados do individuo

que recebe o tratamento.,

As células dendriticas de progenitor e as células dendriticas
podem ser ainda geneticamente modificadas de modo a alongar a
sua vida através de métodos como sejam a transformacdo EBV

revelada na Patente dcs Estzados Unidos n° 5 788 863.

As células dendriticas e 08 seus precursores podem ser
fornecidos sob & forma de uma composicdo farmacoldgica num

meio fisiclogicemente aceitédvel. A composicdo pode ainda
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compreender uma célula alvo, lisato de célula alvo, membrana
de célula alvo, antigenio alvo ou o seu epitope imunoldgico.
A composicdo pode compreender adicionalmentte citoguinas e/
ou quimicquinas como sejam IL-4 e a GM-CSEF para o aumentc

sinergético adicional de ume resposta imure,

Numa outra forma de realizacdo ¢ APC da presente invencdo que
exprime trés moléculas costimulatérias é util ncs processos
de avaliagdo da eficédcia de uma vacina através da
determinacdo do linfocito especifico do antigerio e da
funcdo. Num tal processc, os linfocitos séo recuperados de um
individuo que fci vacinado com o lisato de célula alvo, com a
membrana de c¢élula alve, com o antigerio alvo ou com um
epitope imunoldégico do mesmo. Os linfocitos s&o cultivados in
vitro com um APC da presente invencéo na presenca uma célula
alvo, lisato de c¢élula alvo, membrana de c¢élula alvo,
antigenio alvo ou o seu epitope imunclégico e um aumento dos
nimeros dos linfocitos especificos do antigene e das fungdes
determinadas pelos processos conhecidos na técnica. Um
aumento ncs numeros e/ ot das fungdes & indicative da
eficdcia da wvacina. O processo é particularmente Util na
determinacdo da eficécia nas vacinas de péptido na

estimulacido de uma resposta imune adequada.

Numa outra forma de realizacdo, os APCs da +presente invencdo
exprimem trés moléculas costimulatérias externas uteis num
processo de triagem de novos péptidos imunogenicos a partir
de uma pluralidade de péptidos. No processo de triagem, os
antigenios que apresentam células infectadas com um vector
recombinado que codifica trés moléculas costimulatdrias ou

porcdes funciorais da mesma s&oc impulsionados com uma
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pluralidade de péptidos de modo a formarem ume célula que
apresenta antigenios impulsicnada com péptidos. A célula que
apresenta antigenios impulsionada com péptidos é incubada com
células linfoides e a imunoreactividade das células linfoides
¢ medida. Um aumento da imunoreactividade das células
linfoides na preserca dc APC impulsionado por péptideos indica
uma resposta ao péptido especifica de um antigenio. O péptido
que pede a resposta aumentada pode ser identificado cano
proveniente de um tumor, através da anélise da ligzcdo HLA,
etc., A origem da multiplicidade de péptidos pode ser uma
biblioteca de combinacdes gque exprime uma plurelidade de
péptidos aleatérios. A imunoreactividade aumentada pde ser
uma resposta humoral ou provocada pelas células e pode ser
medida vusando técnicas padrdo conhecidas na técnica como
sejam a proliferacéo induzida por antigenios, a
citotoxicidade, & secrecdo de articorpos, a transducgéo de
sinais e afins. Os novos péptidos identificados podem ser
usados como imunogenios, como vacinas ou como agentes de
diagnéstico. As proteinas que contém os péptidos podem ser
identificadas através de bibliotecas de subtraccéc e por

tecnologias de apresentacdo diferencial dos genes.

Os vectores recombinados dz presente invengdo assim como as
células hospedeiras infectadas, transfectadas ou induzidas
pelo vector recombinado da presente invencdo s&o UGteis nos
processos de estimulacdo de uma resposta humoral aumentada
tanto in wvivo como in vitro. Uma tal resposta humoral
aumentada pode ser monoclonal ou policlonal na natureza. O
aumento das respostas humorais usando trés moléculas
costimulatdrias é sinergético quendo comparedo com a resposta

humoral usando uma molécula costimulatoria simples ou dupla.
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0 aumento sinergéticc de uma resposta humoral pode ser
determinado pela proliferacdo acrescida e/ ou pela secrecio
de citoguina pelas células T CD4, pela proliferacac
aumentada ou pela producgdo de anticorpos pcr parte das
células B, pela toxicidade celular dependente dos articorpos
(ADCC) zumentada, pela lise mediada por complementos
aumentada, e afins. Os anticorpos obtidos usando os vectores
recombinados da presente invencdo cu usando células
hospedeiras infectadas, transfectadas ou induzidas pelo
vector recombinado da presente invencdo consideradas como
tendo uma maior afinidade e/ ou uma maior avidez e uma
titulacdo mais elevaeda do que os anticorpos cbtidos através
dos processos convencionais., O anticorpo obtido através dos
processos que usem o vector recombirado podem reconkecer os
epitopes alvo imunodominantes ou o©s epitopes alvo néo

dominantes.

A presente invencdo compreende ainda um anticorpo ou varios
anticorpos obtidos por imunizecdo com o vector recombinade da
presente 1invercdo. O anticorpo tem especificidade para, e
reage ou liga-se com, o antigenio alvo ou o seu epitope
imuncldégico que seja relevante. Nesta forma de realizacdc da
invencdo, o0s anticorpos sdo ra sua origem monoclonais ou

peliclonais.

Moléculas de anticorpos exemplares sdo as moléculas intactas
de imuncglobolira, moléculas de imonuglobolina
substancialmerte intactas ou as porcgdes de uma molécula de
imunoglobolina que contém o local de ligagdo do antigenio,
incluindo as porcdes de moléculas de imunoglobina conhecidas

na técnica como F{ab), T(ab’), F(ab’), e F(v). Os anticorpos
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policlonais ou monoclonais podem ser produzidos através dos
processos conhecidos na técnica. (Kohler e Milstein (1975)
Nature 256, 495-497; Campbell “Monoclonal Antibody
Technology, The Prodution and Characterization of Rodkent and
Human Hybridomas” em Burton e outros (eds.) (1985) “Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Bioclogy” volume 13,
Elsevier Science Publishers, Amsterdam). Os anticorpos ou o0s
fragmentos de 1ligacdo de antigenios pcdem ser produzidos
também através de engenharia genética. A tecnologia para a
expressdo de genes quer de cedeias pesadas quer de cadeias
leves na E. Ccli é o sujeito dos pedidos de Patente PCT com
0s numeros de publicacdo WO 901443, WO 901443 e WO 901424 e
em Huse e outros (1989) Science 246: 1275-1281.

Numa forma de realizacdc os anticorpos da preserte invencio
sdo usados em testes imuncldgicos destinados a detectarem o

novo antigenio que interesse nes amostras bioldgicas.

Numa forma de realizagdo, os anticorpos da presente invergdo
gerados através de imunizacdc com um virus de vaccinia
recombinado exprimindo um TAA e exprimirdo B7-1, ICAM-1 e
LFA-3 sdo usados para avaliar a presenca do TAA a partir de
uma bicpsia de tecido de um mamifero afectado com um cancro
exprimindo o TAA wusando imuncocitoquimica. Umra tal avaliacéo
da delineagdo do antigenio TAA no tecido doente pode ser
usada para prognosticar a progressdo dz doenca rum mamifero
afectado com a doenca ou & eficécia da imunoterapia. Nesta
forma de realizac&o, os exemplos de TAAs incluem, de umr modc
ndo limitativo, CAAZ, PSA, e MUC-1. Os prccessos convencionais
para imunohistoquimica sdo descritos em (Harlow e Lane (eds.)

(1988) em “Antibcdies a Laboratory Manual”, Cold Spinning
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Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque; Ausukel e
outros (eds.) (1987). Nos Current Protocols in Molecular

Biology, John Wiley and Sons (Nova Iorque, Nova Iorque).

Numa outra forma de realizacdo os anticorpos da presente
invencdo sdo usados para 1imunoterapia. O0s anticorpos da

presente irvercdo podem ser usados na imunoterapia passiva.

Ao fornecer a um paciente os fragmentos de 1ligacidc de
anticorpos ou de antigenios a um recipiente mamifero, de
preferéncia um humano, a dosagem dos fragmentos de ligacfdo de
anticorpos ou de antigenios ira variar dependendo de factores
como sejam a idade, o peso, a altura, o sexo, a condicio

médica geral, a condicdo médice anterior do mamifero e afins.

Os fragmentos de ligacdo de anticorpos ou de antigenios da
presente invenc&c destinam-se a ser fornecidos ao recipiente
numa quentidade suficiente para evitar, diminuir ou atenuar a

severidade, a extensidc ou a duragdo da doenca ou infeccdo.

Os anticorpos anti ediotipicos ocorrem normalmente no decurso
das respostas imunes, e uma porcdo do anticcrpc anti
ediotipico assemelha-se epitope que induziu a resposta imune
original. Na presente invencdc, o gene da imunoglobulina ou
uma porcdo do mesmo de um anticorpo cujo local de ligacses
reflecte um antigenio alvo de um estado de doenca, esté
incorporado no genoma ou ruma porc¢do do mesmc de um virus de
genoma, isclado cu em combinac&c com um gene ou Ccom uma
porcdo do mesmo de trés moléculas imunoestimulatorias, sendo
o virus recombinado resultante capaz de retirar uma resposta

imune celular ou humoral ao antigenio.
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A descricdo das formas de realizacdo especificas irdo revelar
totalmente o tipo geral de invencdo que terceiros poderdo
facilmente modificar e/ ou adaptar para varies finalidades
tais formas de realizacgdo especificas sem sair do conceito
geral, e, deste modo, tais adaptacdes e modificacdes deverdo
considerar-se comc compreendidas dentro do significado e do

dmbito dos equivalentes das formas de realizacio reveladas.

Todas as referéncias e patertes mencionadas deverdo ser
consideradas como incorporadas na presente a titulo de

referéncia.

Exemplos 1

Geracdo de vaccinia recombinads, rV-TRICOM{mul) n°® vT171

A origem do virus parental de vaccinia & a estirpe do New
York City Boeard of Health e foi obtida por Wyeth dc New York
City Boerd of Health e tratado de modo a criar uma Semerte de
Vacina Small Pox. Os Flow Laboratories receberam uma amostra
liofilizada da Semente de Vacina Small Pox, lote 3197,
Tratamento 28 dos Drs. Chanock e Moss (National Institute of
Health). Esta semente de virus fol tratada com éter e

purificada com places trés vezes.

Para a geracdo do rV-TRICOM(mul) um vector plasmida designado
como pTh032 fol elaborado de modo a dirigir a insercdo das
sequéncias estrenhas no gene M2L (30K) que se encontra
localizado na regido Eind III M da regido do genoma da

vaccinia. O gene da morina LFA-3 encontra-se sob o controlo
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de transcricdo do promotor (34) da wvaccinia 30K (M2L) estando
o gene da morina ICAM-1 sob o controlo do promotor (18) de
vaccinia 13 e o gene da morina B7,1 encontrase sob o
controlo do promotor (32) sintético antecipado/ tardio
(se/L). estas sequéncias estranhas séc ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regido Hind III M do gerome da
vaccinia (ver Figura 1). As sequencias de ladeamento incluem
o gene (33) hospedeiro da vaccinia K1L. um derivado da
estripe Wyeth da vaccinia foi usada como virus parental na
construcdo dc virts de wvaccinia recombinado. Este virus
parental, desigrado vTBC33, tem a fzlta de um gene funcional
K1L e, deste modo, ndoc pode formar de um modo eficaz
replicam-se nas células do rim do coelho RKjs (38). A geracdo
de vaccinia recombinada foi conseguido através de
recombinacdo homolcga entre as sequencias de wveccinia no
genoma de vaccinia vIBC33 e nas correspondentes sequencias em
pT5032 nas células RKy;z infectedas com vacciria, transfectadas
com pT5032. o virus recombinado, designado como vT171 foi
seleccionado através do crescimento nas células RKs (ATCC,
CCL 37). Foram retiradas placas da camada simples da célula e
os sets genes foram mais propagados. Duas rondas de
isolamento das placas e a recolocacdc de placas nas células
RKi3 tiveram como resultado & purificagdo do recombinado
desejado. A estrutura genomice do vIl71 encontra-se ilustrada

na Figura 4A.

Exemplos 2

Geracdo de vaccinia recomwbinads, rV-TRICOM{mu2) n°® vT191
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Para a geracdo do rV-TRICOM(mu2) um vector plasmida designado
como pPT5047 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo das
sequéncias estranhas no gene da timidina quinase (TK) que se
encontra localizado ra regido Hind III J da regido do genoma
da vaccinia. O gene da morina B7,1 encontra-se sob o controlo
do promotor {se/L), o gene da morinz LFA-3 encontra-se sob o
controlo de transcricdo do promotor (13), e o gere da morina
ICAM-1 sob o controlo do promotor (39) da vaccinia 7,5K. De
um modo adicional, o gene E. Coli lacZz, sob o controlo do
promotor (15) do virus de pcx de aviario é incluido como uma
triagem do gene recombirado. Estas sequéncizs estranhas sao
ladeadas por sequéncias de DNA a partir da regidc Hind III J
do genomz da vaccinia (ver Figura 2), O material isolado
purificado com placas de TWUWyeth (New York <City Board of
Health) sendo uma estirpe de vaccinia, foi usada como virus
parental para a vacina recombinada. A geracdo de virus de
vaccinia de virus recombinado fol conseguida através da
recombinacdo homologa entre as sequencias de vaccinie no
genoma de vaccinia de Wyeth, e as sequercias correspondentes
em pT5047 nas células infectadas com vaccinia Hu 143TK
(Bacchetti e Grgham 1977), transfectada com pT047. O virus
recombinado foi identificado usando a selecc¢do para virus TK
na presenca de bromo-desoxiuridira (BudR) em combinag¢ido com
um teste cromogénico, efectuado em placas virais in situ que
detecta a expressdo do produto do gere lacZ nz presenca de
indolilo-beta-D-galeactocide halogenadc (Bluo-gal), de acordo
com o anteriormente descrito (31) as placas virais que
espremiam lacZ apresentavam-se azuis de encontro z um fundo
transparente. As placas positivas, designadas como vT199
foram recclhidas da camada simples de células e o0s seus genes

foram, preenchidos de acordo com as condigdes de seleccdo
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acima descritas. Em outros wvirus recombinados, seleccionados
e purificados deste modc as Unicas placas que se apresentavam
sob estas condicbdes de seleccdc eram azuls, e estas placas
azuis eram facilmente iscladas e purificadas. No entanto, no
caso de vT199, somente as placas brances eram observadas na
segunda ronda de purificacdo da placa, n&o eram aparentes
quaisquer placas azuis. Um rovo conjunto de placas azuis foi
recolhido e preenchido uma vez mais, somente as placas
brancas foram observadas né segunda ronda de purificacdo de
placas. Ume tentativa final usando um outro conjunto de
placas azuls deu origem tanto a placas azuis como a placas
brancas apbds a segunda ronda de purificacdo de placas. As
placas azuis foram selecciconadas e plaqueadas. Duas rondas
adicionais de purificacdo de placas (um total de quatro
rondas) deu origem a virus recorbinados que eram cem % azuis.
A estrutura genomica dc vI139 recombirado encontra-se

ilustrada ra Figura 4B.

Exemplo 3

Geracio de vaccinia recorbinada, rV-TAA/TRICOM (mu)

Para a geracdc do rV-TAA/TRICOM(mu) um vector plasmida
construido de modo a orientar a insercdo das sequéncias
estranhas no genoma da vaccinia. O gene TAA, o gene da morina
LFA-3, ¢ gene da morina ICAM-1 e o gene da morina B7,1
encontram-se sob o controlo de uma pluralidade de promotores.
Estas sequéncias estranhas s&c ladeadas por sequéncias de DNA
a partir do genoma da vaccinia a partir dos quais as
sequencias estranhas vdo ser inseridas. A geracdo de virus de

vaccinia de virus recombinado foil conseguida através da
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recombinacdo homdlcga entre as sequéncias de wveccinia no
genoma de vaccinia e as sequéncias correspondentes no vector
plasmida nas células infectadas com vaccinia, transfectadas
com o vector plasmida. As placas recombinades sdo escolhidas
a partir da camada simples de células sob condicgdes
selectivas e a sua progenia é mais propagada. Rondas
adicionais de isolamento de placas e de substituicdo de
placas tém como resultade a purificacdo do virus recombineda

desejado.

Exemplo 4

Geracdo de vaccinia recombinade, rv-MUC-1/TRICOM (mu)

Para a geragdo do rV-MUC-1/TRICOM (mu) um vector plasmida é
construido de modo a orientar a insercgdo das sequéncias
estranhas no genoma da vaccinie. OC gere MUC1, o gene da
morina LFA-3, o gere da morina ICAM-1 e ¢ gene da morina B7,1
encontram-se sob o controlo de uma pluralidade de promotores.
Estas sequéncias estranhas s&c ladeadas por sequéncias de DNA
a partir do genoma da vaccinia a partir dos quais as
sequencias estranhas vdo ser inseridas. A geracdo de virus de
vaccinia de virus recombinado foil conseguida através da
recombinacdo homélcga entre as sequéncias de wveccinia no
genoma de vaccinia e as sequéncias correspondentes no vector
plasmida nas células infectadas oom wvacciniz, transfectadas
com o vector plasmida. As placas recombinadas s&o escolhidas
a partir da camada simples de células sob condicdes
selectivas e a sua progenia é mals propagada. Rondas

adicionais de isolamento de placas e de substituicdo de
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placas tém comc resultedo a purificec¢do do virus recombinada

desejado.

Exemplo 5

Geracdo de vaccinia recombinade, rV-CEA/TRICOM (mu) n® vT172

Para a geracdc do rV-CEA/TRICOM{mu) um vector plasmide
designado como pT5031 foi elaborado de modo a dirigir a
insercdo das sequéncias estranhas nc gene M2L (30K) que se
encontra localizado ra regido Hind III M da regido do genoma
da wvaccinia. O gene CEA encontra-se sob o controlo do
promotor (13) 40K o gene da morina LFA-3 encontra-se sob o
controlo do promotor 30K o gene da morina ICAM-1 encontra-se
sob o controlo do promotor (13) e o gene da B7,1 encontrase
sob o controlco do promotor se/L. Estas sequénclas estranhas
sdo ladeadas por sequéncias de DNA & partir de regido Hind
ITT M do genoma da vaccinia, incluirdo o gene hospedeiro da
vaccinia KI1L, vTBC33, acima descrito, que fol usado como
virus parental na construcdoc do virus reccmbinado da
vaccinia. 2 geracdo do virus de vaccinia recombinado foi
conseguida através de recombinacdoc homéloga ertre as
sequéncias de vaccinia nc genoma de vaccinia vTBC33 e nas
correspondentes sequercias em pTh031 nas células RK;
infectadas com vacciria, transfectadas com pT5031. O virus
recombinado, designado como vTl72 fol seleccionado através do
crescimento nas células RKjs de forma acima descrita. Foram
retiradas placas da camada simples da célula e 0s seus genes
foram meis propagados. Duas rondas de isolamento das placas e

a recolocacdo de placas nas células RK3; tiveram como
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resultado a purificacdo do recombinado desejado. A estrutura

gencomica do vIl72 encontra-se ilustrada na Figura 4C.

Exemplo 6

Geracdo de pox de aviaric recombinado, r7-TRICOM{(mu) n°® vT222

A origem do virus de pox de avidrio parental foi purificado
através de placas a partir de uma amostra de uma vacina
destinada a aves autorizada pela USDA a POXVAC-TC, que &
fabricada pela Schering-Plough Corpcration. O material para &
producdc de POXVAC-TC foi uma amostra de embrido de frango da
Vineland Labotories que estiveram na origem da vacina de pox
de avidrio obtida pela Schering-Plough. O virus foil feito
passar duas vezes pela membrana clorocalontoica dos ovos de
galinha de modo a produzir os virus de origem., Os virus de
origem foram feitos passar mais 27 vezes nos fibroblastos do
embrido de frango de modo a preparar a base do PCXVAC-TC. De
modo & preparar os conjuntos de virus para a deracdo dos
lotes de produtos POXVAC-TC a base do POXVAC-TC foi feita
passar duas vezes nos fibroblastos de embrido de frango. Uma
amostra de POXVAC-TC com o n°® de série 961125 foi purificado
através de placas por trés vezes em células primarizs da pele

do embrido do pinto.

Para a geracdo do rF-TRICOM(mu) um vector plasmida designado
como pT8001 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo das
sequéncias estrantas na regidoc BamHI J do genoma de pox de
aviario. O gene da morina B7,1 encontra-se sob o contrclo dc
promotor se/L, o gene da morina LFA-3 encontra-se sob o

controlo de transcricdo do promotor (13), e o gere da morina
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ICAM-1 sob ¢ controlo do promotor 7,5K e o gene laci
encontra-se sob o controlo do promotor Cl. Estas sequéncias
estranhas sdo ladeadas por sequéncies de LCNA a partir da
regido BAMHI J do genoma da pox de aviario (ver Figura 5). O
material isolado purificado com placas da estirpe de pox de
avidrio POXVAC-TC (Schering Plough Corporation), foi usada
como virus parental para a vacina recombinada. A geracido de
virus de pox de aviédrio recombinade foi conseguida através da
recombinacdo homologa entre as sequencias de pox de aviario
no gencma de pox de avidric e as sequencias correspondentes
em pT8001 nas células primérias da pele dos embrides de pinto
infectadas com pox de aviario, transfectadas com pT8001. O
virus recombinade foi identificado usando o teste cromogenico
para o gene lacZ acima descrito. As placas virais que
espremiam lacZ apresentavam-se azuis de encontro & um fundo
transparente. As placas positivas, designadas como vT222
foram recolhidas da camada simples de cé&lulas e 0s seus genes
foram, preenchidos. Seis rondas de isolamento de placas e de
substituicdo de placas na presenca de Bluo-Gal resultaram na
purificacdo do recombinado desejado. A estrutura genomica do

vI222 encortra-se ilustrada na Figura 7A.

Exemplo 7

Geracdo de pox de aviaric recombinado, r3-TAA/TRICOM (mu)

Para a geracdo do rF-TAA/TRICOM{mu) um vector plasmida foi
elaborado de modo a dirigir a inserc@o das sequéncias
estranhas na regido BamHI J do genoma de pox de aviario. O
gene TAA, o gene da morina LFA-3, © gene da morina ICAM-1 e o

gene da morina B7,1 encortra-se sob o controlc de uma
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pluralidade de promotores. De um modo adicional o gene laci
encontra-se sob o controlo do prcmotor Cl. Estas sequéncias
estranhas sdo ladeadas por sequéncies de LCNA a partir da
regido BAMHI J do gencma da pox de avidrio. O material
isolado purificado com placas da estirpe & pox de aviédrio
POXVAC-TC (Schering Plough Corporation), foi usada como virus
parental para a vacina recombinada. A geracdo de virus de pox
de aviédrio recorbirado foi conseguida através da recombinacéo
homologa entre as sequencias de pox de aviadrio no geroma de
pox de avidrio e as sequencias correspondentes no vector
plasmida das células primadrias da pele dos embrides de pinto
infectadas ccm pox de aviario, transfectadas com vector
plasmida, O virus recombinado foi identificado usando o teste
cromogenico para o gene lacZ acima descrito. As placas virais
que espremiam lacZ apresentavam-se azuis de encontro a um
fundo transparente. As placas positivas foram recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram preenchidos.
Rondas adicionais de placas e de substituicdo de places na
presenca de Bluo-Gal resultaram na purificagdo do virus

desejado.

Exemplo 8

Geracdo de pox de aviaric recombinado, r3-MUC-1/TRICOM (mu)

Para a geracdo do rF-MUC-1/TRICOM (mu) um vector plasmida foi
elaborado de modo a dirigir a insercdo das sequéncias
estranhas na regi&o BamHI J do genoma de pox de aviédrio. O
gene MUC-1, o gene da morira LFA-3, o gene da morina ICAM-1 e
o gene da morina B7,1 encontra-se sob o controlo de uma

pluralidade de promotores. De um modo edicional o gene lec?

90



encontra-se sob o controlo do premotor Cl. Estas sequéncias
estranhas sdo ladeadas por sequéncies de LDNA a partir da
regido BAMHI J do gencma da pox de avidrioc. O material
isolado purificado com placas da estirpe de pox de aviédrio
POXVAC-TC (Schering Plough Corporation), foi usada comoc virus
parental para a vacina recombinada. A geracdo de virus de pox
de aviadrio recorbirado foi conseguida através da recombinacgédo
homologa entre as sequencias de pox de avidrio no genoma de
pox de avidric e as seguencias correspondentes no vector
plasmida das células primédrias da pele dos embrides de pinto
infectadas ccm pox de aviario, transfectadas com vector
plasmida. O virus recombinado foi identificado usando o teste
cromegenico para o gene lacZ acima descrito. As placas virais
que espremiam lacZ apresentavam-se azuis de encontro a um
fundo transparente. As placas positivas forem recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram preenchidos.
Rondas adicionais de placas e de substituic&o de placas na
presenca de Bluo-Gal resultaram na purificacdo do wvirus

desejado.

Exemplo 9

Geracdo de vaccinia recombinada, rV-CEA/TRICOM (mu) n® vT194

Para a geracdc do rV-CEA/TIRICOM{mu) um vector plasmide
designado pTh049 foi elaborado de modo a dirigir a insercédo
das sequéncies estranhas na regido BamHI J do genoma de pox
de aviario. O gene CEA encontra-se sob o controlo do promotor
da wvaccinia 40K, o gene da morina B7,1 encontra-se scb o
controlo do promeotor se/L, o gene LFA-3 da enccntra-se sob o

controlo transcripcional do promotor 13, o gene da morina
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ICAM-1 encontra-se sob o controlo transcripcional do promotor
da vaccinia 7,5K, e ¢ gene lacZ encontra-se sob o controlo dc
promotor (Cl. Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regifio BAMHI J do genoma da pox
de avidrio (ver Figura 6). O material iscolado purificado com
placas da estirpe de pox de avidrio POXVACG-TC (Screring
Plough Corporation), fci wusada como virus parental para a
vacina recombinada. A geracdo de virus de pox de aviédrio
recombinado foil conseguida através da recombinagdo homologa
entre &s sequencias de pox de avidrio no geroma de pox de
avidrio e as sequencias correspondentes em pT5048 nas células
primarias da pele dos embrides de pinto infectadas com pox de
aviario, transfectadas com pT5049. O virus recombirado foi
identificado wusando o teste cromogenico para ¢ Jene laci
acima descrito. As placas virais que espremiam lacZ
apresentavam-se eazuis de encontro a um fundo transparerte., As
placas positivas, designadas como vT194, foram recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram preenchidos.
Cinco rordas de placas de isolamento e de substituicdo de
placas na presenca de Bluo-Gal resultaram na purificagdo do
recombinado desejado. A estrutura genomica do pox de avidrio

recombinado vT194 enccntra-se ilustrado na Figura 7B.

Exemplo 10

Geracgdo de vaccinia recombinada, rV-TRICOM(hu) n® vT224

Para a geracdo do rV-TRICOM(hu) um vector plasmida designado
pT5064 fol elaboradec de modo a dirigir a insercdo das
sequéncias estranhas no irnterior dc gene timidina quinase

(TK), ¢ qual se encontra locelizado na regido Hind III J no
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genoma da vaccinia. O gene humano LFA-3 encontra-se sob o
controlo do promotor 30K, o gene humano ICAM-1 encontra-se
sob © cortrolo promotor 13 e o gene humarc B7,1 encontra-se
socb o cortrolo do prcmotor se/L. De um modo adicional lacZ
da E. Coli encortra-se sob o controlo do promotor Cl, estando
incluido como uma triagem para o© gene recombinado. Estas
sequéncias estranhas sdo ladeadas por sequéncizs de DNA a
partir da regidc HIND III J do genoma da vaccinia (ver Figura
8). O material isolado purificado com placas da estirpe da
vaccinia da Wyeth (New York City Board of Eealth) foi usada
como virus parental para a vacina recombinada. A geracdo de
virus de wvaccinia recombinadeo foi conseguida através da
recombinac¢do homdlcga entre as sequéncias de vaccinia no
genoma de vaccinia da Wyeth e as sequéncias correspondentes
em pT5064 nas células CV-1 (ATTC, CCL 70) infectadas com
vaccinia, transfectadas com pI5064. O virus recombinado foi
identificado wusando o teste cromogenico para ¢ Jene lac?i
acima descrito. As placas virais que espremiam lacZ
apresentavam-se zzuis de encontro a um fundo transparerte., As
placas positivas, designadas como vI224, foram recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram preenchidos.
Cinco rordas de placas de isolamento e de substituicdo de
placas na presenca de Bluo-Gal resultaram na purificacgdo do
recombinado desejado. A estrutura genomica do recombinado

vT224 encortra-se ilustrado na Figura 9A.

Exemplo 11

Geracgio de vaccinia recorbinada, rV-TAA/TRICOM (hu)
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Para a geragdo do rV-TAA/TRICOM(hu) um vector plasmida foi
elaborado de modo a dirigir a insercdo das sequéncias
estranhas no interior do gene timidina quinase (TK), o qual
se encontra localizado na regi&o Hind III J no genoma da
vaccinia. O gene humano TAA, o gene humano LFA3, o gene
humano ICAM-1, o gene humano B7,1 e c¢ gene lacZ da E. Coli
encontram-se sob ¢ controlo de uma pluralidade de promotores
de pox virus. Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regido HIND III J do gerome da
vaccinia. O material isclado purificado com placas da estirpe
da wvaccinia da Wyeth (New York City Board of Health) foi
usada comc virts parental para a vacina recombinada. 2
geragdo de virus de vaccinia recombinado foi conseguida
através da recombinacdo homdloga entre as sequéncias de
vaccinia no genoma de vaccinia da Wyeth e &zs sequéncias
correspondentes no vector plasmida nas células CVW1 (ATTC,
CCL 70) infectadas com vaccinia, transfectadas com o©
plasmida. O virus recombinado foi identificado usando o teste
cromogenico para o gene lacZ acima descrito. As placas virais
que espremiam lacZ apresentavam-se azuis de encontro a um
fundo transparente. As placas positivas foram recolhidas da
camada simples de células e o0s seus genes foram preenchidos.
Rondas adicionais de placas de isolamento e de substituicédo
de placas na presenca de Bluo-Gal resultaram na purificacédo

do recombirado desejado.

Exemplo 12

Geracdo de pox de aviaric recombinado, r7-TAA/TRICOM (hu)
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Para a geracdc do rF-TAA/TRICOM(hu) wum vector plasmide
designado foi elaboradc de modo a dirigir a insercédo das
sequéncias estrantas na regido BamHI J do genoma de pox de
avidrio. O gene humano TAA, o gere humano LFA-3, o gene
humano ICAM-1, o gene humano B7,1 e ¢ gene lacZz da E. Coli
encontram-se sob ¢ controlo de uma pluralidade de promotores
de pox virus. Estas sequéncias estrarhas sidoc ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regiZo BAMHI J b genoma da pox
de avidrio. O material isclado purificado com plzcas da
estirpe de ©pox de avidrio POXVAC-TC (Schering Plough
Corporatior), fol usada como virus parertal para a vacina
recombinada. A geragdo de virus de pox de aviadrio recombinado
foi conseguida através de recombinacdo homologa erntre as
sequencias de pox de avidrio no genome de pox de avidrio e as
sequencias correspondentes ro vector plasmide nes células
primdrias da pele dos embrides de pinto infectadas com pox de
avidrio, trensfectadas com c¢ vector plasmida. A geraciZo de
virus de wvacciria recombinade foi consequida através da
recombinacdo hondlcga entre as sequéncias de vaccinia no
genoma de vaccinia da Wyeth e as sequéncias correspondentes
no vector plasmida nas células CV-1 (ATTC, CCL 70) infectadas
com vaccinia, transfectadas com o plasmida. O virus
recombinado foi identificado usando o teste cromogenico para
o gene lacZ acima descrito. As places virais que espremiam
lacz apresentavam-se azuis de encontro a um fundo
transparente. As placas pcsitivas foram recolhidas da camade
simples de células e os seus genes foram preenchidcs. Rondas
adicionais de placas de isolamento e de substituicdoc de
placas na presenga de Bluo-Gal resultaram na purificagdoc do

recombinado desejado.
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Exemplo 13

Geracdo de virus de vaccinia recombinada, rV-CEA (6D)

/TRICOM (bu) n° vT238

Para a geracdo do rV-CEA (6D) /TRICOM(bu) um vector plasmida,
designado pT8016, foi elaborado de modo a dirigir a insercédo
das sequéncias estranhas nc interior do gene timidina quinase
(TK), ¢ qual se encontra locelizado na regido Hind III J no
genoma da vaccinia. O gene CEA foi alterado através de
mutacdo genética in vitro de modo a exprimir a totalidade da
proteina que contem um epitope modificado. A mutagdo alterou
o amincédcido codificado na posicdo 576 de asparagina parz
dcido aspartico. O gene modificado, designado como CEA (6D)
foi concebidc de modo a aumentar as caracteristicas de
imunizacdo de CEA (Zaremba e outros, 1997, Cancer Res. 57:
4570-4577). O gene CEA (6D) encontra-se sob o controlec do
promotor 40K. O gene humano LFA-3 encontra-se sob ¢ controlo
do promctor 30K, o gene humano ICAM-1 encontra-se sob o
controlo promotor 13 e o gene humano B7,1 encontra-se scob o
controlo do promotor se/L. De um modo adicional lacZ da E.
Coli encontra-se sob o controlo do promotor Cl, estando
incluido como uma triagem para o© gene recombinado. Estas
sequéncias estranhas s&o ladeadas por sequéncias de DNA a
partir da regidc HIND III J do genoma da vaccinia (ver Figura
10). O material isclado purificado com placas da estirpe da
vaccinia da Wyeth (New York City Board of Eealth) foi usada
como virus parental para a vacina recombinada. A geracdo de
virus de wvacciria recombinade foi <conseguida através da
recombinacdo homdélcga entre as sequéncias de wveccirnia no

genoma de vaccinia da Wyeth e as sequéncias correspondentes
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em pT8016 nas células CV-1 (Americar Type Culture Colletion,
(ATTC), Rockeville, MD, CCL 70) infectadas com wvaccinia,
transfectadas corm pT8016. 0 virus recombirado foi
identificado wusando o teste cromogenico para o gene lacZi
acima descrito., As placas virais que espremiam lacZ
apresentavam-se ezzuis de encontro a um fundo transparerte. As
placas positivas, designadas como vT224, foram recolhidas da
camada simples de células e 0s seus genes foram preenchidos.
Cinco rordas de placas de isolamento e de substituicido de
placas na presenga de Bluo-Gal resultaram na purificagidoc do
recombinado desejado. A estrutura geromica do virus de
vaccinia recorbinado vI238 encontra-se ilustrado na Figura

11.

Exemplo 14

Geracdo de virus de pox de avidrio recombinado, rF-TRICOM (mu)

n® vTr251

Para a geracdo do rF-TRICOM(mu) um vector plasmida designado
pT8019 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo das
sequéncias estrantas na regifo BamHI J do gencma de pox e
aviario. O gene da mcrira LFA-3 encontra-se sob o controlo dc
promotor 30K, o gene da morina ICAM-1 sob o controlo dc
promotor 13, o gene da morina B7,1 encontra-se sob o controlo
do promotor se/L, e ¢ gene lacZ encontra-se sob o controlo dc
promotor Cl. Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regi&o BAMHI J do genoma da pox
de aviédrio (ver Figura 12). O material isolado purificado com
placas da estirpe de pox de avidrio POXVACG-TC (Sclhering

Plough Corporation), fci usada como virus parertal para a
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vacina recombinada. A geracdo de virus de pox de avidrio
recombinado foil conseguida através da recombinagdo homologa
entre &s sequencias de pox de aviario no geroma de pox de
aviadrio e as sequencias correspondentes em pT8019 nas células
primédrias da pele dos embrides de pinto infectadas com pox de
avidrio, transfectadas com pT8019. O virus recombinado foi
identificado wusando o teste cromogenico para ¢ gene laci
acima descrite., As placas virais que espremiam lacZz
apresentavam-se zzuls de encontrc a um fundo transparente. As
placas positivas, designadas como vT251 foram recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram, preenchidos.
Trés rondas de isclamento de placas e de substituicio de
placas na presenga de Bluc-Gal resultaram na purificagdo do
recombinado desejado. A estruture genomica do vT251 encontra-

se ilustrada ra Figura 13A.

Exemplo 15

Geracdo de virus de pox de avidrio recombinado, rF-TRICOM (hu)

n® vI232

Para a geracdo do rF-TRICOM(hu) um vector plasmida designado
pT5072 foi elaboradec de modo a dirigir & insercdo das
sequéncias estrankas na regido BamHI J do genoma de pox de
aviario. O gene da morira LFA-3 encontra-se sob o controlo dc
promotor 30K, o gene da morina ICAM-1 sob o controlo dc
promotor 13, o gene da morina B7,1 encontra-se sob o controlo
do promotor se/L, e ¢ gene lacZ encontra-se sob o controlo dc
promotor Cl. Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regiZo BAMHI J do genoma da pox

de aviadrio (ver Figura 14). O material isolado purificado com
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placas da estirpe de pox de avidrio POXVACG-TC (Schering
Plough Corporation), fci wusada como virus parental para a
vacina recombinada. A geracdo de virus de pox de aviéario
recombinado foi conseguida através da recombinagdo honmologa
entre &s sequencias de pox de avidrio no geroma de pox de
avidrio e as sequencias correspondentes em pT5072 nas células
primadrias da pele dos embrides de pinto infectadas com pox de
avidrio, transfectadas com pT5072. O virus recombinado foi
identificado vusando o teste cromogenico para o gene laci
acima descrito. As placas virais que espremiam lacZ
apresentavam-se ezzuis de encontro a um fundo transparerte. As
placas positivas, designadas como vT232 foram recolhidas da
camada simples de células e 0s seus genes fcram, preenchidos,
Trés rondas de isclamento de placas e de substituic&o de
placas na presenga de Bluo-Gal resultaram na purificagdoc do
recombinado desejado. A estruture genomica do vI232 encontra-

se i1lustrada ra Figura 13B.

Exemplo 16
Geracdo de pox de aviario recombinado, rF-MUC-1/TRICOM{(mu) n°

vT250

Para a geracdc do rF-MUC-1/TRICOM(mu) um vector plasmrida
designado como pT8020 foi elaborado de modo a dirigir a
insercdo das sequércias estranhas na regiZo BamHI J do genoma
de pox de aviario. Uma versdo truncada do gene MUC-1 foi
usada, e ccnsistia pela sequéncia de sinais, pela sequéncia
de repeticdo em cadeia de 10 coépias, e pela sequéncia de
codificacdo Unica 3’ (SEQ ID NO: 41). A sequéncia de

nucleotidos da regido de repetici&o em cadeia foi alterada de

99



modo a minimizar a homogenia entre as repetigles sem alterar
a sequéncia de aminodcidos. O gene estava contido num
fragmento 1881 bp que inclul a sequéncia de codificacao
truncada, seis nucleotidos da regido 5’ que ndo fol alve de
translacédo, e 186 rucleotidos da regido 3’ sem translacdo
(Gendeler e outros 1990, J. Biol. Chem. 265: 15286-15293). O
gene da morina LFA-3 encontra-se sob o controlo do promctor
30K, © gene da morina ICAM-1 sob o contrcle do promotor 13, o
gene dz morina B7,1 encontra-se sob o cortrolo do promctor
se/L, e o gene lacZ encontra-se sob o controlo do promctor
Cl. Estes sequéncias estranhas sdo ladeadas por sequéncias de
DNA a partir da regido BAMHI J do genoma da pox de aviario
(ver Figura 15)., O material isclado purificado com placas da
estirpe de ©pox de avidrio POXVAC-IC (Schering Plough
Corporatior), foi wusada como virus parertal para a vacina
recombinada. A geracdo de virus de pox de aviédrio recombinado
foi conseguida através da recombinacdo hcmologe entre as
sequencias de pox de avidrio no genoma de pox de avidrioc e as
sequencias correspondentes em pT8020 nas células primarias da
pele dos embrides de pinto infectadas com pox de aviario,
transfectadas com pI8020. 0 virus recombirado foi
identificado wusando o teste cromogenico para o gene lacZ
acima descrito. As placas virais que espremiam laci
apresentavam-se zzuis de encontro a um fundo transparerte. As
placas positivas, designadas como vT250 forem recolhidas da
camada simples de células e os seus genes foram, preenchidcs.
Quatro rondas de isolamento de placas e de substituicdo de
placas na presenca de Bluo-Gal resultaram na purificacgdo do
recombinado desejado. A estruture genomica do vTI250 encontra-

se ilustrada ra Figura 16A.
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Exemplo 17
Geracgdo de pox de aviario recombinado, rF-MUC-1/TRICOM(hu) n°

vI242

Para a geracdc do rF-MUC-1/TRICOM(hu) um vector plasmida
designado pT2186 foi elaborado de modo a dirigir a insercgdo
das sequéncies estranhas na regidc BamHI J do genoma de pox
de eviério. ZToi usada uma versdo trurcada do gene NMUC-1 de
acordo com o descrito no arterior exemplo 16. O gene MUC-1
encontra-se sob o controlo do promotor 40K. O gene humano
LFA-3 encontra-se sob o controlo do promotor 30K, o gene
humano ICAM-1 encontra-se sob o controlo promotor 13 e o gene
humano B7,1 encontra-se sob o controlo do promotor se/L, e o
gene lacZ encontra-se sob o contreolo do premeotor Cl. Estas
sequéncias estranhas s&o ladeadas por sequéncias de DNA a
partir da regidc BAMHI J do genoma da pox de aviédric (ver
Figura 17). O material isolado purificedo com placas de
estirpe de ©pox de avidrio POXVAC-TC (Schering Plough
Corporatior), foil wusada como virus parertal para & vacina
recombinada. A geracdo de virus de pox de avidrio recombinado
foi conseguida através da recombinacdoc hcmologe entre as
sequencias de pcx de aviadrio no genomz de pox de aviadrio e as
sequencias correspondentes em pT2186 nas células primarias da
pele dos embrides de pinto infectadas com pox de aviario,
transfectadas corm pT2186. 0 virus recombirado foi
identificado wusardo o teste cromogenico para o gene laci
acima descrito. As placas virais que espremiam laci
apresentavam-se zzuis de encontro a um fundo transparerte. As
placas positivas, designadas como vT242 forem recolhidas da

camada simples de células e os seus genes foram, preenchidos.
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Quatro rondas de isolamento de placas e de substituicdo de
placas na presencga de Bluo-Gal resultaram na purificagdc do
recombinado desejado. A estruture genomica do vT242 encontra-

se ilustrada ra Figura 16B.

Exemplo 18

Geracdo de pox de evidrio recombinado, rF-CEA(6D)/TRICOM (hu)
n® vT236

Para a geragdo do rF-CEA(6D)/TRICOM(hu) um vector plasmide
designado pT2187 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo
das sequéncizs estranhas na regido BamHI J do genoma de pox
de aviario. O gene CEA(6D) encontra-se sob o controlo dc
promotor 40K. O gene humano LFA-3 encontra-se sob o controlo
do promctor 30K, o gene humano ICAM-1 encontra-se sob o
controlo promotor 13 e o gene humano B7,1 encontra-se scob o
controlo do promotor se/L, e o gene lacZ encontra-se sob o
controlo do promotor Cl., Estas sequéncias estranhas sé&o
ladeadas por sequéncias de DNA a partir da regidc BAMHI ¢ do
genoma da pox de avidrio (ver Figure 18). C material isclado
purificado com placas da estirpe de pox de avidrio POXVAC-TC
(Schering Plough Corporation), foil usada como virus parental
para a vacina recombinada. A geracdo de virus de pox de
avidrio recombinado foi conseguida através da recombinacédo
homologa entre as sequencias de pox de aviadrio no genoma de
pox de aviario e as sequencias correspondentes em pT2187 nas
células primdrias da pele dos embrides de pinto infectadas
com pox de aviario, transfectadas com pT2187. O wvirus
recombinado foi identificado usando o teste cromogenico para

0 gene lacZz acima descrito. As places virals que espremiam
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lacz apresentavam-se azuis de encontro a um fundo
transparente. As placas positivas, designadas como vT236
foram recolhidas da camada simples de cé&lulas e 0s seus genes
foram, preenchidos. Oito rondas de isolamento de placas e de
substituicdo de places na presencga de Bluo-Gal resultaram na
purificacdo do recombinado desejado. A estrutura genomica do

vI236 encortra-se ilustrada na Figura 16C.

Exemplo 19

Geracdo de pox de aviario recombinado, rI-PSA/PSMA/TRICOM (hu)

n® vI257

Para a geracdc do rF-PSA/PSMA/TRICOM(hu) um vector plasmide
designado pTh080 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo
das sequéncies estranhas na regido BamHI J do genoma de pox
de eviério. O gene que codifica PSA foi isolado através da
amplificacdo da reaccdo de cadeia de polimerase do c¢DNA
derivado do RNA da linha de células LNCaP humano (CRL 1740,
American Type Culture Colletion, (ATTC), Rockeville, MD). O
gene estava contido num fragmento 1346 bp que inclui a
totalidade da sequéncia de codificacdo de PSA, 41 nucleotidos
da regidoc 5’ sem translacdo e 552 nucleotidos da regido 37
sem translacdo {(Lundwall e Lilja, 1987, FEDS Lett. 214: 317-
322). O gene que codifica PSMA fol 1isolado através da
amplificacdo da reaccdoc de cadeia de polimerase do cDNA
derivado do RNA da linka de células LNCaP humano. O gene
estava contido num fragmento 2298 bp que inclui a totalidade
da sequéncia de codificacgdc de PSMA, 26 nuclecotidos da regiéo
57 sem translacdo e 12 nucleotidos da regido 3’ sem

translacdo (Israeli e outrcs, 1993, Cancer Res. 53: 227-230C).
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O gene PSA encontra-se sob o controlo do promotor 40K e o
gene PSMA encontra-se sob o controlo do promotor 7,5K. O gene
humano LFA-3 encontra-se sob o© controlo do promotor 30K, o
gene humano ICAM-1 encontra-se scb o controlo promotor 13 e o
gene humano B7,1 encontra-se sob o controlo do promotor se/L,
e 0 gene lacZ encontra-se sob o controlc do promotor Cl.
Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por sequéncias de DNA
a partir da regido BAMHI J do genoma da pox de avidrio (ver
Figura 19). O material isolado purificadc com placas da
estirpe de ©pox de avidrio POXVAC-TC (Schering Plough
Corporatior), fol usada como virus parertal para a vacina
recombinada. A geragdo de virus de pox de aviadrio recombinado
foi conseguida através da recombinacdo homologa entre as
sequencias de pcx de avidrio no genome de pox de avidrio e as
sequencias correspondentes em pT5080 nas células primirias da
pele dos embrides de pinto infectadas com pox de avidrio,
transfectadas corm pT5080. 0 virus recombirado foi
identificado tusando o teste cromogenico para o gene laci
acima descrito., As placas virais que espremiam lacZ
apresentavam-se ezzuis de encontro a um fundo transparerte. As
placas positivas, designadas como vT257 foram recolhidas da
camada simples de células e 0s seus genes foram, preenchidos.
Cinco rordas de isclamento de placas e de substituigdo de
placas na presenga de Bluo-Gal resultaram na purificagidoc do
recombinado desejado. A estruture genomica do vT257 encontra-

se i1lustrada ra Figura 16D.

Exemplo 20

Geracdo de virus MVA recombinado, rMVA-TRICOM{(mu) n® vT264

104



A Vaccinia Ancara Modificada (MVA) é um derivado atenuado da
estripe Ancara do virus de vaccinia (Meyer e outros, 1991, J.
Gen., Vircl. 72: 1031-10381). O meterial de base da vacina MVA
usada é a vacina da Smallpox de humanos obtida a partir do
Dr. Anton Mayr (Instituto de Microbiologia Médica, Munique) .
O material fol purificado em placas duas vezes em células

primadrias da pele de embrides de pinto.

Para & geracdac do rMVA-TRICOM (mu) um vector plasmida
designado pT5085 foi elaborado de modo a dirigir a insercédo
das sequéncias estranhas na regido de eliminacdo III do
genoma MVA (Meyer e outros, 1991, J. Gen. Virol. 72: 1031~
1038). O gene da morina LFA-3 encontra-se sob ¢ contrelo dec
promotor 30K, o gene da morine ICAM-1 sob o controlo dc
promotor 13, o gene da morina B7,1 encontra-se sob o controlo
do promotor se/L, e ¢ gene lacZ encontra-se sob o controlo dc
promotor (Cl. Estas sequéncias estranhas sdo ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regido de eliminacdo III do
genoma de MVA {ver Figura 20). O material isolado purificado
em placas do material da vacina MVA foi usado como o virus
parental para esta vacina recombinada. A geragdo da vacina
recombinada MVA foi conseguida através da recombinacdo
homologa entre as sequencias de MVA no genoma de MVA e as
sequencias correspondentes em pT5085 nas células primarias da
pele dos embrides de pinto infectadas com MVA, transfectadas
com pT5085. O wvirus recombinado foi identificado usando o
teste cromogenico para o gene lacZ acima descrito. As placas
virais que espremiam lacZ apresentavamse azuls de encontro a
um fundo transparente. As placas positivas, designadas como
vI264 foram recclhidas da camada simples de células e 0s seus

genes foram, preenchidos. Quatro rondas de 1isolemento de
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placas e de substituicdo de placas na presence de Bluoc-Gal
resultaram na purificacdo do recombinado desejado, A
estrutura genomica do vT264 encontra-se ilustrada na Figura

21A,

Exemplo 21

Geracdo de virus MVA recombinado, rMVA-PSA/PSMA/TRICOM(ku) n°

vT260

Para a gerac¢do do rMVA-PSA/PSMA/TRICOM(hu) um vector plasmide
designado pT5084 foi elaborado de modo a dirigir a insercdo
das sequéncias estranhas na regido de eliminacdo III do
genoma MVA. O gene PSA encontra-se sob o controlo do promotor
40K e o gene PSMA encontra-se sob o controle do promctor
7,5K. O gene humano LFA-3 encontra-se sob ¢ controlo do
promotor 30K, o gene humano ICAN-1 encontra-se sob o controlo
promotor 13 e o gene humano B7,1 encontrase sob o controlo
do promotor se/L, e o gene lacZ encontra-se scb o controlo do
promotor (Cl. Estas sequéncias estranhas s8o ladeadas por
sequéncias de DNA a partir da regido de eliminacdo III do
gencma MVA (ver Figura 22)., O material isclado purificado com
placas da estirpe da vacina MVA foi usada como virus parental
para esta vacina recombinada. 2 geragdo de virus de MVA
recombinado foil conseguida através da recombinacgdo homdloga
entre as sequéncias de MVA no genoma de MVA e as sequéncias
correspondentes em pT5084 nas células primérias da pele dos
embridées de pirto infectadas com MVA, transfectadas com
pT5084. O virus recombinado foi idertificado usando o teste
cromogenico para o gene lacZ acima descrito. As placas virais

que espremiam lacZ apresentavam-se azuls de encontro a um
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fundo transparente. As plecas positivas, designadas como
vI260 foram recclhidas da camada simples de células e 0s seus
genes foram, preenchidos. Quatro rondas de isclamento de
placas e de substituicdo de placas na presenca de Bluoc-Gal
resultaram na purificacdo do recombinado desejedo. A
estrutura genomica do vT260 encontra-se ilustrada na Figura

21B.,

Exemplo 22

Poxvirus recombinados

Os virus individuais da wvaccinia recombinados contendo ou ©
gene B7-1 (designado rV-B7-1) que «codifica a molécula
costimulatoria da morine ot o gene que codifica a adesdo
intracelular da morina molécula 1 (designada rV-ICAM-1) foram
j & descritos (10, 11). O wvirus da vaccinie recombinada
contendo o gene para a morine CD48 [designados rWLFA-3; a
morina CD48 ¢é o homolcgo da LFA-3 (CD58) (6) humano] foi
construido de ur modo similar a rv-B7-1 e rV-ICAM-1, e ja foi
descrito (12). Em cada um destes virus simples recombinados
da wvaccinia, © gene que codifica a molécula costimulatoria
fol colocado sob o controlo do promotor do virus da vacciria
precoce/ atrasade 40K (15), e o trangério foi inserido na
regido Hind IITI M do genoma do virus da vaccinia da estripe
Wyeth de acordo cocm o descrito (13). Os virus da pox de
avidrio recombinados fcorar construidos através da insercdo
das sequencias estranhas na regidoc BamHI J do genoma do virus
da pox de aviario da estripe POXVAC-TC (Schering Plough
Corporatior) conforme descrito (14). Nos virus recombinados

contendo um unico gene estranho, o gene encontra-se sob o
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controlo do promotor 40K da vaccinia. rV-B7-1/ICAM-1 & um
virus de vaccina recombinado que contem o gene da morina B71
sob o controlo do prcmotor sintético precoce/ atrasado (sE/L)
(16) e o gene da morina ICAM-1 encontra-se sob o cortrolo dc
promotor 40K. rvV-B7-1/ICAM-1/LFA-3 é um virus de vaccina
recombinado que ccntem o gene da morina LFA-3 sob o controlo
do promotor (M2L) da wvaccinia (17), o gere da morina ICAM-1
encontra-se sob o controlo do promotor 13 da vaccinia (18) e
0 gene da morina B7-1 encontra-se sob o controlo do promctor
sintético precoce/ atrasadc (sE/L), o gene da morina LFA-3
encontra-se sob o controlo do promotor 13 e o gere da morina
ICAM-1 encontra-se sob o controlo do promotor 7,5K da
vaccinia (19). O wvirus da vaccinia ndo recombinadeo foi
designado como V-Wyeth, enquarto que o virus de pox de

avidrio ndo recombinado foi designado como WI-FP.

Exemplo 23

Expressdo de Moléculas Ccstimulatérias Recombinadas

Para confirmar que cada um vectores recombinados pode
exprimir o transgene adeguado, a lirha de células de
adenocarcinoma da morina MC38 foi infectada com as varias
estruturas de vaccinia cu de pox de avidrio recombinadas, e a
expressdo de superficie das <células do transgene foi
demonstrada por citometria de fluxo (Figura 23). As células
ndo infectadas {(dados ndc ilustrados) e as células infectadas
com um tipo selvagem de vaccinia ndo exprimiram qualquer uma
das trés moléculas ccstimulatorias. Este observacdo foi
confirmada por PCR (dadcs ndo ilustrados). Em contraste, as

células irfectadas com rv-B7-1 tornaram-se fortemerte

108



positivas em relecdo a proteina B7-1; as células infectadas
com rV-ICAM-1 tornaram-se positivas para ICAM-1; e as células
infectadas com rV-LFA-3 tornaram-se positivas para a proteina
LFA-3. Anédlises semelhantes de uma estrutura que contenha
duas moléculas costimulatorias (rv-B7-1/ICAM-1) demonstraram
a expressac Pi-1 (78% positive com uma intensidade
florescente média (MFI) de 1012) e ICAM-1 (70% positivo com
um MII de 690). De um modo adicional, as células infectadas
com a estrutura de genes multiplos da vaccinia rV-B7-1/ICAM-
1/LFA-3 expresso ao mesmo tempo com as trés moléculas
costimulatérias. De modo a determinar se os virus de pox de
aviario recombinados exprimiam as suas proteinas
recombinadas, as células MC38 foram infectadas com estruturas
de pox de aviédrio de um modo semelhante (Figura 23). Uma vez
mais, as células infectadas com o virus de pox de avidrio de
um  tipo selvagem WI-ZP n&o conseguiram exprimir qualquer
molécula costimulatéria. As células infectadas com rF=B7-1
tornaram-se positives para a proteina B7-1, e as células
infectadas com rF-ICAM-1 tornaram-se +positivas para a
proteina ICAM-1. N&o foil construido um vector rF-LFA-3. No
entanto, as células infectadas com a estrutura de genes
miltiples da pox de avidric  rF-CEA/B7-1/ICAM-1/LFA-3

espremiam ao mesmo tempo as trés moléculas costimulatérias.

Caracterizacdo dos virus recombinados: ardlise florescente da

expressdo de superficie das proteinas

A linha de células de adenocarcinoma do cblon morina MC38 foi
descrita (20). As células MC38 ccnfluertes foram infectadas
com estruturas de vaccinia (V-Wyeth, rVv-B7-1, rV-ICAM-1, V-

LFA-3, rV-B7-1/ICAM-1/LFA-3) em 5 MOI (multiplicidede da
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infeccdo; PFU/célula) durante 5 horas. O CEA foi usado em uma
das estrutures rF sendo somente um marcador e gene. Apds a
infeccdo as células foram reccolhidas e marcadas com imunidade
em anticorpos mcnoclonais conjugados FITC (MAb) especificos
da murina CD80 (B7-1), (D54 (ICAM-1), ou (D48 (LFA-3;
PharMingen, San Diego, CA). A flvorescéncia das célules foi
analisada com um citdmetro FACSAN (Becton Dickinson, Mountain

View, CA) com programas informéticos Lysis II.

Andlise de Costimulacd&o in vitro

Ratos fémea CH7BL/6 (entre 6 e 8 semanas de idade) foram
obtidos em Taconic Farms (Germantown, NY). As células T
nativas foram isoladas de um modo mecdnico das células do
baco dispersas de um modo mecinico ao longo de estiradores de
células 70 m (Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lekes, NJ)
de modo a isolar suspensfes de células simples e o0s
eritrocitos e as células mortas fcram removidas por
centrifugacdo em gradientes Ficoll-Hypaque (densidade = 1,119
g/ml) (Sigma, St. Louis, MO). As populagdes que consistem por
aproximadamente 85% de células T foram obtidas através da
passagem de células mononucleares do baco sobre duwas colunas
de 13 de nylon de um modo sequencial (Robbins Scientific
Corp., Sunnyvale, CA). Para certas experiéncias, as células T
foram mais fraccionadas em populacdes de CD4 e de cD8'
através da seleccdo negative usando contas paramagnéticas
anti-CD4 ou anti-CD8 (MiniMACS, Miltenyi Biotec, Auburn, Ca).
As célules T em foram colocedas em recipientes de 10 em
pratos de fundo plano 96 (Costar, Cambridge, MA). As células
de estimulador corsistiam por células ndo infectadas de MC38

ou por células infectadas durante 5 horas com estruturas de

110



vaccinia de 5 MOI (V-Wyeth, rv-B7-1, rV-ICAM-1, rV-LFA-3, rV-
B7-1/ICaM-1/LFA-3) ou estruturas de pox de aviaric (WI-FP,

rF-ICAM-1, rF-CEA/B7-1/ICAM-1/LFA-3) fixo com 2

o\0

de
paraformaldeido e adicionado a recipientes de 10'. As células
em todos os recipientes foram cultivadas com um volume total
de 200 01 de meios completos (CM) [RPMI 1640 com soro fetal
de cérrego (10%), glutamina (2 nM), piruvato de sddio (1 mM),
Hepes (7 mM), gentamicina (50 Og/ml), 2-mercaptoetancl (50
(M), e emincdcidos n&c esssenciais (0,1 mM), (Biofluids,
Rockville, MD)] na presenca de varias diluicdes (entre 5 e
0,625 Og/ml durante 2 dias) de Convanavalin-A (Com A, Sigma).
Is recipentes de controlo receberam células T, células de
estimulador e unicamente meios. Para as experiéncias
indicadas, anti-CD ligado a placas (1,5 Cg/recipiente - 0,012
Og/recipierte) foram substituidas por células Com A. As
células foram tituladas para as 12 - 18 h finais de incubacgio
com 1 Ci/recipiente ‘H-Timidina (New England DNuclear,
Wilmington, DE) e recolhidos com um recolhedor de células
Tomtec (Wallac Incorporated, Gaithersburg, MD) . A
radioactividade incorporada fol medida por intermédio de
contagem de cintilacgdo liquida (Wallac 1205 Betaplate,
Wallac, 1Inc.). Os resultados dos recipientes triplicados
foram medidos e indicados como média CPM + SEM. Para as
experiéncias indicadas, a andlise de costimulacdo in wvitro
foi efectuada na presenca ou de um especifico MAb para a
molécula costimulatéria expressa ou para o anticorpo de
controlo do isétopo correspondente (Hamster da Arménia IgG,
policlonais). Os anticorpos usados para bloquear a
proliferacdo de células T foram os hamster anti-murina CD80
(B7-1; clone 16-10Al1), o©s hamster anti-murine CD54 (ICAM-1;

clone 3E2), ou o088 hamster anti-murina CD48 (BCM-1; clone
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HM48-1), todos eles da PharMingen. Todos os anti-corpos foram

usados com uma concentracdo final de 25 Ug/ml.

Determinacdo da Capacidade da Molécula Costimulatédria

As células T e as células de estimulador foram preparadas da
forma acime descrita. As células de simulador fixas que
exprimem uma ou mais moléculas costimulatdérias foram
adicionadas aos recipiertes em ©proporgdes varidveis em
combinacdc com células de estimulador fixas/infectadas com V-
Wyeth eté totalizarem 10 por recipiente. As células T (10°
por recipiente) foram entdo adicionadas e as cé&lulas foram
cultivadas até um volume total de 200 0l de CM na presenca de
2,5 Jg/ml de Com A durante 2 dias e titulados para o final de
12 - 18 h de incubacdo com 1 [OCi/recipiente ‘H-Timidina. A
radicactividade incorporada foi medida através da contagem da

cintilacdo de liquido como antes.

Andlise de Citoquina

As populacdes de células T de CD4 e de CD8 foram preparadas
da forma acima descrita e adicionadas a utm recipiente de 2,5
x 10° numa place de 6 recipientes (Costar). As populacbes de
células fcram preparadas da forma acima indicada e
adicionadas a um recipiente de 2,5 x 10°, As células foram
cultivadas num volume total de 5 ml de CM na presenca de 25
Og/ml Com A durante 24 horas. Os fluidos sobrenadantes foram
recolhidos e analisados em relacdo & murina IL-2, IFNy, TNF-
J, GM-CSF, e IL-4 através de captacdo por ELISA de acordo com
0 anteriormente descrito (21). A sensibilidade a deteccgdo era

de 30, 100, 20, 20 e 20 pg/mi, respectivamente.
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As populeacdes de RNA das células estimuladas foram também
analisadas pelo conjunto de teste de proteccdc de sondas
miltiplas RNAse (mpRPA). As sondas de RNA definidas para as
citoguinas de murina foram compradas a PharMingen. Cs testes
foram efectuados de acordo com a forma que fol anteriormente
descrita (22). Os pares protegidos relativamente as sombras
das citoquinas de murina foram separados por intermédio de
electroforese em geles de 6% de poliacrilamida. Cs geles
secos foram expostos a utma pelicula Biomax (Kodak) a -70° C
durante entre 24 e 72 horas. A radioactividade contida nas
faixas foil quantificada usando um sistema de fosfoimager
Storm (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA), O CPM liquido para
uma dade faixa foi calculado ztrevés da seguinte férmula [cpm
do gene da citoquina menos com do fundo) e foil expresso como

uma percentagem da transcricgdo do gene doméstico L32.

Exemplo 24

B7-1, 1ICAM-1 e LFA-3 Cooperam de um Modo Sinergético para

Aumentar a Proliferacdo das Células T.

As moléculas B7-1, ICAM-1 e LFA-3 demonstraram, de um modo
individual costimular as células T. No entantc, como podem
ter sido expressos simultaneamente em APC, foi dificil
examinar os papéis relativos das moléculas costimulatédrias
individuais durante a inducdo das proliferacdes de células T
(2)., De modo a analisar a contribuicdo das moléculas B7-1,
ICZM-1 e/cu LFA-3 para a indugio da proliferacido das células
T, nativas, um modelo modificado in wvitro (23, 24) foi

empregue em que o primeiro sinal para a activacdo das células
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T foi fornecido através de um reagente farmacoldgico (Con A).
Un painel de células estimulatorias que se diferenciavam
somente em mcléculas costimulatorias foi criado usando a
linha de <c¢élulas MC 38 infectadas com virus de vaciria
recombinada (Figura 24A) ou com virus de pox de aviério
(Figura 24B) preparados de modo a exprimirem moléculas
costimulatdrias. O segundo sinal, ot siral “costimulatério”
fol distribuido a célula T através de uma ou mals moléculas
costimulatérias expressas sobre a superficie destas células
de estimulador MC38. Conforme se encontra ilustrado na Figura
244, ambas as células ndc infectadas MC38 e MC38/VWyeth
induziram a proliferacdo marginzl de células T em todos os
niveis de Con A examinades. O MC38/IFA-3 induziu um pequenc
(2,1 vezes) mas significativo (P < 0,05 aumento na
proliferacdo das células T. A distribuigdo do sinal-2 através
de MC38/ICaM-1 induzie um aumento de 3,5 vezes na
proliferacdo das células T a 25 0Og/ml Con A. MC38/B7-1
induziu um aumento de 7,8 vezes e de 16 vezes na proliferacéo
a 2,5 e a 1,25 Og/ml Con A respectivamente. No entarnto,
MC38/B7-1/ICAM-1/LFA-3 (células MC38 que  exprimem em
simultdneo todas as trés moléculas costimulatdrias) induziram
um aumento de 17,5 vezes na proliferzcdo de células T a 2,5
Og/ml Con A, e um aumento de 34 vezes a 1,25 Og/ml Con A. De
um modo adiciocnal, a baixcs niveis de Con A (0,625 Og/ml),
expressdao de ICAM-1 e de LFA-3 ndo induziram a proliferacao
de células T. Enquanto que B7-1 induziu a proliferacio
mensuravel (20 000 CPM) a 0,625 Og/ml Con A, a expressdc em
simultaneo de tcdas as trés moléculas costimulatdérias induziu
um nivel ainda mais elevado de proliferacdo (100 000 CPM)
(Figura 24A). Estas experiéncias foram repetidas quatro vezes

com resultados semelhantes.
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As células de estimuladcr MC38 foram também preparadas
através da infeccdo com vectores de pox de aviario
recombinados (Figura 24B). Uma vez mais, os MC38 ou MC38/WT-
FP nédo infectados induziram a proliferacdo margingl de
células T a todos os niveis do Con A examinado. MC38/rFICAM-
1 suportou um aumento de 2 vezes, MC38/rF-B7-1 supcrtcu um
aumento de 3,2 vezes e MC38/rF-B7-1/ICAM-1/LFA-3 suportou um
aumento de 6 vezes na proliferacdo de células T a 2,5 Ug/ml
Con A. Resultado similares foram obtidos quando esta
experiéncia fol repetida duas wvezes mals. Resultados
semelhantes foram também observados quando ¢ primeiro sinal
foi distribuido através de imobilizados anti-CD3 {dados néo
ilustrados). As diferercas notadas ra proliferac&o suportade
por MC38/rv-B7-1/ICAM-1/LFA-3 e MC38/rF-B7-1/ICAM-1/LFA-3
(17,5 vezes contra 6 vezes) sdo possivelmente devidas aos
niveis das proteinas recombinadaes a seguir a um periodo de
infeccdo de 5 horas (Figura 23). De um modo especifico,
aproximadamente 70% das c¢élulas infectadas com rV-B7-1/ICAM-
1/LFA-3 exprimem &s moléculas costimulatdérias enquanto que
aproximadamente 40% das células infectadas com rF-B7-1/ICAM-
1/LFA-3 sdo positivas. As células positivas infectadas com os
vectores rF exprimem B7-1 e ICAM-1 recombinados a niveis de
50% em relacdo as células infectadas com rV-B7-1/ICAM-1/LF2-3

com as condigbes usadas.

Exemplo 25

Especificidade da Contribuicdo da Molécula Costimulatdéria na

Proliferacdo de Células T.
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De mcdo a confirmar airda mais a especificidade da
contribuicdo proliferativa de B7-1, de ICAM-1 cu de LFA-3, as
células de estimulador MC38 foram uma vez mais preparadas
através de infeccdo com V-Wyeth, com rV-B7-1, com rV-ICAM-1
ou com rV-LFA-3 e cultivadas em simulténeo com células T de
murina nativas e com células de Con A na preserca ou na
auséncia de MAb especifico para a dada molécula
costimulatdéria. Conforme se encontra ilustrado na Figura 3B,
MC38B7-1 aumentou a proliferacdo das células T 4,5 vezes mais
do que MC38N-Wyeth (Figura 25A). Esta proliferacgdo acrescida
fol inibida em 83% pele adicdo de um bloqueadcr MAb para a
murina B7-1. Do mesmc modo, MC38/ICAM-1 (Figura 25C)
aumentaram a proliferacdo em 2,25 vezes, o que foi entdo
reduzido em 88% na preserca de arti-murina ICAM-1 MAEb.
Finalmente, MC38/LFA-3 (Figura 25D) aumentaram a prcliferacédo
em 2,1 vezes, a qual fol entdo reduzida em 98% na presenca de
anti-murina CD48 MAb. Para cada um dos grupos, a incubacédo
com o articorpo de isdétopo de controlo adequado (de acordo
com o especificado em Materiais e Processos) ndo bloqueou a
proliferacéo assiralada. Esta experiéncia foi repetida duas

vezes mals com os mesmos resultados.

Exemplo 26

Determinacdo da Capacidade da Molécula Costimulatdria

A mcdificecdo do teste de costimulacdo in vitro permitiu um
cdlculo quantitativo da capacidade relativa de B7-1, de ICAM-
1 e/ou de LFA-3 para dar o segundo sinal de proliferacidoc de
células T. Com esse objectivo, &as células de estimulador

(células MC38 irfectadas com vérios virus de wvaccinia
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recombinados) foram titulados por diluicdo com quantidades
varidveis de células MC38 infectadas com V.Wyeth e cultivada
em simulténec com um numero constante de células T na
presenca de 2,5 Og/ml Con A. A relacgdo entre as células MC38
e as células T permanecelt constante nestas experiéncias a
1:10. Conforme pode ver-se na Figura 4, MC38/LFA-3
(tridngulos fechados) aumentou a proliferacdo das células T
em relac¢do a MC38/V-Wyeth (quadrados abertos) a partir de uma
concentracdo de 40% (isto &, das células de estimulador do
recipiente, 40% estavam infectadas com rWLFA-3 e as
restantes 60% estavam infectadas com V-Wyeth). MC38/ICAM-1
(circulos fechados) ou MC38B7-1 (losangos fechados) suportam
uma proliferacdo acrescida a partir de uma concentracdo de
13% e de 6%, respectivamente. Por outro lado, MC38B7-1/ICAM-
1/1LFA-3 aurentaram & proliferagdo quando mencs de 3% das
células de estimulador <contidas no vector da triada
(extrapolados para menos de 1% através da andlise linear dos
minimos quadrados). Tendo em conta a curvas de titulacgdo
destas moléculas costimulatdrias individuais foi notdério que
a extensdo da proliferacdo mediada das células T mediada por
ICAM-1 e por B7-1 foi de 3 wvezes e de 6 vezes,
respectivamente, mais potente do que a mediada somente por
LFA-3. No entento, é claro que a proliferacdo mais forte é
mediada por B7-1/ICAM-1/L72-3. Deve rotar-se (Figura 26) que
a corcertrecdes de células relativamente baixas (isto &,
quando de 3% a 6% das células MC38 se encontram a desempenhar
as funcdes de células de estimulador), a expressdo de LFA3,
de ICAM-1 e mesmo de B7-1 1isoladamente rdo aumenta a
activacdo das células T, enquanto que as trés moléculas
costimulatdrias que exprimem as células de estimulador

aumentam substancialmente a activacdo das células T. 0Os dados
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na Figura 26 (encaixe) ilustra os resultados da proliferacédo
obtidos quando 3% das células de estimulador MC38 se
encontravam infectadas com ©s vectores assinalados. Como cada
um dos recipientes continha 10' do total das células de MC38
infectadas e 10° das células T natives, a relacdo efectiva
entre o estimrulador e as células T nessas culturas era de
0,003. Note-se que as células MC38 infectadas com a estrutura
de dois genes (rV-B7-1/ICAM-1) induzia a reduzida, se alguma,
proliferacéo das células T sob estas condigdes, enquanto que
MC38R7-1/ICAM-1/LFA-3 aumentaram a proliferacdo de um modo

substancial (p < 0,0001)

Exemplo 27

Costimulacdo de células de CD4" e de CD6'

De modo a caracterizar ainda mais a resposte das células T as
moléculas costimulatdrias expressas de um modo isolado ou em
combinacdo, & capacidade de B7-1, de ICAM-1 e de LFA-3 para
costimular as células T purificadas CD4" e CD6  foi testada. A
Figura 5 ilustrz a proliferacdo de células de CD4" (Figura
278) e de CD6 (Figura 27B) purificadas foi activeda com
concentracdes abaixo do nivel éptime de Con A. A
estratificacdo dos efeitos da célula de estimulador na
proliferacdo foi similar as células CD4" e CD6': MC38/LFA-3
estimulou a proliferacdo mais fraca seqguida pcr MC38/ICAM-1 e
MC38/B7-1. MC38/B7-1/1CAM-1/LFA-3 foram as c¢células de
estimulador mais potertes para as células T CD4 e CD6'. Estas
experiéncias foram repetidas trés outras vezes com resultados
semelhantes. Deve notar-se que em concentracdes muito baixas

de Con A (0,625 _g/wl, TFigura 5, painéis C e D), ndo se
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verificou um aumento significetivo da activacdo das células T
CD4* e CD6° quando ou ICAM-1, ou LFA-3, ou B7-1 ou a
combinacdc B7-1/ICAM-1 foil usada de modo a proporcionar o
segundo sinal. No entanto, a activacgio substancial de ambos
os subconjuntos de células T fol observado e empregue quando
o virus de vaccinia exprimia em simultadreo a triada de
moléculas ccstimulatdrias. Foram notados resultados
semelhantes quando o primeiro sinel fci distribuide através

de anti-CD3 imobilizado (dados ndo ilustrados).

Foi notado que a costimulacdo B7-1 prolonga a meia vida de
IL-2 mRNA e a regulacdo ascendente da transcricdo de IL-2, o
que tem como resulteado a producgédo de quantidades
considerédveis de IL-2 segregada (4, 25). De um modo
adicional, a costimulacido das células T com LFA3 foi
relatada como tendo um efeito numa pluralidade de citoquinas,
nomeadamente em IL-2 e em IZN-[J(6). De modc a determinar os
efeitos qualitativos e quantitativos da costimulacgido através
de moléculas de costimulacdo de moléculas simples ou
maltiplas na prcducdo de citoguira, as células T de CD4 e
CD6" purificadas foram uma vez mais alvo de cultura em
simulténec com varias células de estimulador que exprimem B7-
1, ICAM-1 e LFA-3 de um modo isclado ou em combinacdo com a
presenca de 2,5 Og/ml de Con A. Os fluidos sobrenadartes
foram analisados para I1IL-2, para IFN-UJ, para TNF-1, para GM-
CSF e parz L-4 apds 24 horas. As MC38 (dados ndo ilustrados)
e MC38N-Wyeth induziram uma quantidade marginal de IL-2 das
células CD4" (Figura 28A), enguanto que MC38/B7-1 induziram 3
979 pg/ml. No entanto, a estimulagic das células T com
MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3 induziram um aumento dez vezes superior

de IL-2. Do mesmo modc MC38B7-1 induziu uma quantidade
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marginal de IL-2 & partir das células CD8 (Figura 28B),
enquanto que MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3 induziram um aumento vinte
vezes superior {6 182 pg/ml). A producdo de IFN-0 através de
células T estimuladas fci também examinada. MC38B7+1 e
MC38/L7a-3 induziram somente quantidades moderadas de IFN-
0. .a partir das células CcD4' (Figura 28C). Em ccntraste, a
estimulacdo das células D4 com MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3
induziram quatro vezes mais IFN-U do que a estimulacdoc com
qualquer outra estrutura. A estimulacdo das células CD8 com
MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3 irduzirem a maior quantidede de IFN-[J
maior do que as seis vezes meis das células CD8 estimtladas
com qualquer uma das outras estruturas (Figura 28D). A
estimulacdo de qualquer um dos tipos de células com qualquer
estrutura ndo consequiu mediar mudancas significativas (p >
0,05) nos niveis segregados de TINF-UJ GM-CSF, ou IL-4 (dados
nio ilustrados). E notéric que o fim predominante da
estimulacdo através das estruturas de triada (rV-B7-1/ICAM-
1/LFA-3) era a segregacdo de IL-2 a partir das células CD4 e
a segregecdo de IFN-U a partir das células T CD8'. Estas
experiéncias foram repetidas trés vezes mals com resultados
semelhantes. Foram também efectueados estudos comparando as
células do estimulador infectedas com &s estruturas de dois
genes (rvV-B7-1/ICAM-1) versus a estrutura de genes multiplos
(rv-B7-1/ICAM-1/LFA-3) relativamerte & sua capacidade para
aumentar a producdo de citoguina por parte das células T.
Foram somente observadas pequenas diferercas entre as duas na
producdc de IFN-O quer por parte das células CD4" quer por
parte das células CD8", ou na producdo de IL-2 por parte das
células CD8'. Mas observou-se uma diferenca stbstancial na

estimulacido da producdoc de IL-2 por parte das células CD4" (5
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000 pg/ml empregando MC38/B7-1/ICAM-1 versus 39 6000 pg/ml
empregando MC38/B7-1/ICAM-1ALFA-3).

A expressio de citoquina das células T CD4 e CD8 estimuladas
com uma ou varias moléculas costimulatérias foi tambémtem
analisada ao nivel do RNA utilizando o teste multiplo RNAse
(mRPA) . Um perfil radiogrédfico representativo e uma andlise
quantitativa de duas experiéncias independentes encontramse
ilustrados (Figura 29). Os niveis de I1-4, de IL-5, de IL-10,
de IL-15 e de IL-6 foram similares aos das células T CD4
estimuladas com MC38/V-Wyeth, com MC38/B7-1, MC38/ICAM-1,
MC38/L7TA-3, ou com  MC38/B7-1/ICAM-/LFA-3 (Figura 29,
histograma do painel B). Os niveis de expressdo de IL-2 e de
IL-00 eram os mais elevados nas células T CD4 estimuladas com
MC38/B7-1, MC38/ICAM-1, MC38/LFA-3 quando corparadas com as
células CD4' estimuladas com células MC38 que exprimem
qualguer molécula costimulatdria simples (Figura 29B). Niveis
levemente meis elevados de IL-13, de IL-9 e de IL-6 foram
também notados nas células CD4 estimuladas com células
MC38/B7-1, MC38/ICAM-1, MC38/LFA-3. A expressdo dos genes de
citoguina foi também analisada nas células T cDg
estimuladas. De entre os RNAs da citoquina analisados, os
niveis IL-2 e em especial IFN-U eram significativamente mais
altos quandc estas células eram estimuladas com MC38/B71,
MC38/1CaM-1, MC38/LFA-3, em comparacdo com as c¢élulas T
estimuladas com células MC38 que exprimem qualquer molécula
costimulatéria simples. Deste modo, o efeito sinemético
predominante da triada de moléculas costimulatorias na
producdo de citcquina foi de IL-2 nas células CD4 e IFN-0
nas células T CD§'.

Exemplo 28
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Efeito da costimulacdo de TRICOM da apoptose das células T

Estimuladas

Estudos de Apoptose

De modo a determinar se a estimulacdo de célules T com o
sinal 1 e rV-TICOM iria levar a sobrevivéncia das células ou
a morte programada das células (PCD), as células T CC& foram
activadas com Con A para o sinal 1, cultivaedas com células
infectadas com V-WT, com rV-B7-1 ou com rV-TRICOM durante 48
h e plaqueadas de novo durante 24 h num meio de modo a medir
a apoptose. A zpoptose foi avaliada usando o teste de TUNEL,
de é&cordo com o descrito por Gavrieli, Y e ourcs, J. Cell
Biol 119%: 493-501, 199%2. As células T activadas pela
combinacdc de MC38 e de Con A ou de MC38/V-WT e de Con A na
auséncia de sinals de costimulacdo apresentaram niveis
elevados de apoptose espontédnea (31,3 + 3,8 e 30,7 £ 1,

respectivamente) .

Os restltados demonstram clarzmente a zpoptose na células T
estimuladas com células MC38 na presenca de Con A com ou sem
a infeccédo de V-WT (isto &, na auséncia do sinal 2). Enquanto
que Cor. A com MC38/TRICOM estimularam claramente as células
CD8' até niveis bestante superiores do que a Con A com ©
MC38B7-1 e tiveram como resultado a producdo de niveis mais
elevados de IFN-U e de IL-2, isto ndo resultou em qualquer

grau mais elevado de apoptose.

Exemplo 29
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Efeito Anti-tumor de rV-CEA/TRICOM in wvivo

Foram realizados estudos para determinar se ume resposta
imune especifica do antigene poderia ser aumentada usando um
vector TICOM. Uma vaccinia recombinada de quatro genes foi
elaborada conterdo o gene humano CEA e os genes B7-1, ICAM-1
w LFA-3, designados como rV-CEA/TRICCM, de acordo com o aqui
descrito. Ratos fémea de oito semanas C57 BL/6 (Taconic
Farmas) ou ratos CH5TBL/6 transgénicos em relagdoc ao CEA
humano (Kass, E e outros Céarcer Res 59: 676-683, 1999) foram
vacinados através da raspagem da cauda com Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS) ot uma vez com 10 pfu rV-CEA, rV-
CEA/BT7-1 cu com rV-CEA/TICOM, tendo os bacos sido recolhidos
22 dias mais tarde. A actividade linfoproliferativa dos
esplendcitos fol analisada da forma descrita anteriormente

(5).

Conforme pode ver-se na Figura 30 (encaixe), as células T do
baco dos ratos vacinados com rV-TRICOM apresentavam niveis
mais elevados de estimulacdo especifica de CEA quando
comparada com as células do grupo de ratos vacinados com rV-
CEA; a ovelbumina e a Con A foram usadas como controlos. Foi
entdo realizzda uma experiéncia de modo a determinar se rV-
CEA/TRICOM poderiam induzir a imunidade a longoc prazo. Os
ratos (5 por grupo) foram vacinedos uma vez ou com VWI, ou
com rV-CEA cu com rV-CEA/TRICOM, Cem dias mais tarde, os
ratos foram contaminados com uma dose elevada (1 x 10%) de
células de carcinoma do cdélon MC38 que exprimem CEA (5).
Todos os ratos gue receberam V-WT e rV-CEA sucumbiram aos

tumores enquento que todos os ratos vacinados com rV= TICOM
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estavam vivos 50 dias apds ter ocorrido a contaminacidc (Fig.

30).

Ratos treansgénicos CEA (Kass 1999, ibid; Thompsor, J.A. e
outros J. Clir. Lab. Aral. 5: 344 - 366, 1999 nos queis ¢
gene CEA humar.o se encontra expresso no tecido
gastrointestiral adulto normal, e cujo soro é& CEA positivo,
foram empregues para determinar se o vector de rV-CEA/TRICOM
poderia aumentar as respostas des células T a um auto
antigénio. Os ratos treansgénicos CEA foram separados em
grupos de 5 ratos. Dcis dos ratos forem vacinados uma vez vom
10’ pfu rV-CEA, rV-CEAB7-1, rV-CEA/TRICOM ou um tampdo e
foram abztidos no 30° dia para gque se pudesse estudar as
respostas de células T especificas de CEA. As respostas de
células T obtidas apds a vacinagdo com rV-CEA/TRICOM eram
substancialmerte superiores as obtidas com rVCEA (Tabela 2).
As respostas a ovalbumina e & Con A foram usadas como
controlos. Os restantes 3 ratos transgénicos CEA em ceda um
dos grupos foram usados para determinar se as respostas anti-
tumor aco tumor que exprime CEA poderiam ser aumentadas
empregando um vector TRICOM. Estes ratos foram em primeiro
lugar inoculados com 4 x 10° de células de carcinoma de MC38
que exprimem o gene CEA (5). Quatro dias mais tarde, o0s ratos
foram vacinados uma vez num local afastado com 10 de pfu
viral recombinente ou um tampdo. N&o cresceram tumores nos
ratos vacinados com rV-CEA/TRICOM enquanto gue o0s tumores
continuaram a crescer nos ratos vacinados com a solugdo
tampdo, com rV-CEA e com <rV-CEAB7-1 (Tabela 2). Estes

resultados suportam a actividade in vivo dos vectores TRICOM.

Tabela 2. Resposta Imune Aumentada e Resposta Anti-Tumor de
rV-CEA/TRICOM em Ratos Transgénicos CEA
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indice de Estimulacdo (SI)

Con Oval CEA CEA Valor Tumor
A

Imuncgene (5pg (100pg (100ug (251 Dia 14 Dia 15

/ml) /1) /ml) g/ml

)
HBSS 109 1.0 1.3 2.0 698 = 3,674 t
rV-CEA 123 0.9 4.9 4.0 928 3,107
rV-CEA/B7 93 1.3 7.1 4,3 259 ¢ 1,112 £
-1 111 1.1 15.2 15.¢ 150 + 1,685
rV-CEA/ 236 2,696 =
TRICCM 00 1,93¢
+ 0

C57BU6 CEA-ratos transgénicos (5 por grupo) foram
vacinados através da raspagem da pele com uma solucgdo
tampdo ou com um recombinado de vaccinia (10 pfu) uma vez
por diz no Dia 0. No Dia 30, 2 ratos foram mortos e as
células T do bago foram analisadas relativamente as
respostas de proliferagdc das células T. Cada wvalor
representa o intervalo padrdo da média CPM das amostras
triplicadas em comparacdc com ¢ meio. O desvio padréo
nunca foi superior a 10%. Nc dia 4, 3 ratos de cada grupo
receberam 4 x 10° células de carcinoma do célon exprimindo
CEA. O valor do tumor & dado nos Dias 14 e 35 apbds a
vacinacao.

Exemplo 30

Costimulacdo das células T CD4" e CD8 por parte das Células
Dendriticas de  Progenitor e das Células Dendriticas

Infectadas com rv-B7/ICAM-1/LFA-3

Novas células de medula oéssea CD34 (precursores de células
dendriticas) foram cbtidas a partir de ratos C57BL/6 atmvés
do processo de Ingba e outros (41). Estas células de
precursor ou foram usadas imediatamente ou cultivadas durante
6 dias em GM-CSF e em IL-4 (42) de modo a gerer células
dendriticas maduras (DC). As células CD34' de precursor e as
DC foram infectadas durante 18 horas ccm o virus de vaccinia

recombinado que codifica méltiplas moléculas costimulatéorias
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rV-B7/ICAM-1/LFA-3 (rV-Tricom), 10 MOI. Apdés 5 horas de
infeccdo fol recolhida uma amostra de células e foi efectuada
uma analise fenctipica. As células dendriticas s&o conhecidas
na técnica como expressando a APC “final”, exprimindc uma
grande quantidade de moléculas costimulatdrias a niveis
elevados. A tabela 3 1ilustra que a DC de murina exprime
efectivamerte as moléculas costimulatdrias B7-1, B7-2, ICAM-1
e LFA-3 a nivels relativamente elevados {irtensidade
fluorescente média, MF; ilustrados entre paréntesis). No
entanto, quando as DC estavam infectadas com rVB7/ICAM-
1/LFA-3 havia um aumento significativo tanto no nivel de
expressdo da molécula costimulatdria como na percentagem das
células que exprime as moléculas costimulatdrias multiplas. A
percentagem das células que exprimem B7-1 aumentou de 65%
para 86% enguanto que o MFI aumentava 4 vezes; a percentagem
de célules que exprimem ICAM-1 aumentou de 32% para 68%,
enquanto gue o© MFI aumentou 2,5 vezes; a percentagem de

células que exprimem LFA-3 aumentcu de 44% para 75%.

Tabela 3
Andlise Fenotipica do Progenitor DC Pré e P6s Infecgdo com
rv-cos?
Merceador
Infeccdo| H2 - I-A" | CD11b | CDllc| B7-2 B7-1 ICAM- LFA-3
K> 1
Nenhuma | 90° 64 63 29 38 65 32 44
(994)" | (621) | (397) | (223) | (319) | (300) (336) (378)
V-Wiyeth |75 60 59 27 36 65 33 43
(554) (633) | (398) | 218) (317) | (311) (296) (322)
rvV-B7 76 67 70 34 41 83 43 51
(516) (755) | (419) | (213) | (320) | (661) (363) (333)
rv- 79 63 63 30 42 86 68 75
B7/ICAM/ | (579) (696) | (408) | (203) | (360) | (1253) | (810) (484)
LFA-3
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- 5 hcras de infeccdo a 10 MOI

® rV-C0S = veccinia recombinada que codifica uma molécula
ccstimulatéria estranka

= % células que exprimem o marcador

4 . . . ' ~ .
= média de internsidade de flucrescéncia

Para serem usadas como células de estimulador, as células de
precursor infectadas CD34" e as D foram irradiadas (2 000
rad) e usadas pera simular células T CD4 e CD8 nativas na

presenca de Con A de acordo com o indicado na Figura 31.

As células derdriticas de progenitor infectadas com o virus
recombinado de pox de avidrio que codifica B7,1, ICAM-1 e
LFA-3 foram cepazes de simular células T tanto CD4" como CD8'.
A estimulacdc das células (D8 por parte de B7,1, ICAM-1 e
LFA-3 expressando células dendriticas de progenitor foil mais
elevada do que a que se conseguiu usando a célula dendritica
CD34" madura ndo infectada (Figura 32). De um modo adicional,
a irfeccdo e a expresséo das trés moléculas costimulatodrias
nas células dendriticas CD34" maduras (previamente tratadas
com IL-4 e GM-CSF) tendo resultado num grande szumento na

estimulacdo das células T tanto CD4" como CD8 (Figura 33).

Um perito na técnica pode ainda medir a gqualidade da
populacdo de células dendriticas através da sua cepacidade
para suportar uma resposta aloreactiva (reacc¢do de linfdécitos
mista, MLR) (43). A Figura 34 ilustra os resultados de uma
cultura de 1linfécitos mista wusando células dendriticas
infectadas com rV-TRICOM. A reaccgdo de linfocitos mistos usa
DCs dos 6 ratos CH7BL que se encontram a estimclar os

linfécitos T de Balb/c (isto &, uma reac¢do anti-alotipo).
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Estes dados ilustram que ¢ grau de proliferacdo de uma
reaccdo mista de linfdécitos é dramaticamente mais elevada
usando as DCs infectadas com rV-TRICOM quando comparadas com
as DCs ndo infectadas ot com as DCs infectadas com a vaccinia

de um tipo selvagem.

A Figura 35 demonstra que as células DC infectadas com rv-
TRICCM sdo muito superiores as DCs padrdo na estimulacdo da
linha de células T de murina especificas de péptido de CEA.
Esta linha de células T é CD8 e é especifica parz o epitope
restrito CEA D’ Classe-I EAQNTTYL (CAP-M8). A combinacdo de
DCs impulsionados com o péptido CEA (1 Og/ml) e previamente
infectadas com rV-TRICOM é claramente superior na estimulacéic
de respostas de células T especificas de CEA, em especial a

baixas relacgdes entre célules T e DC.

Exemplo 31

Estimulacdo das Células T da Murina IN Vitro e In Vivo Usando
Células Dendriticas Derivadas da Espinal Medula Infectadas

com rV- ou com rF-TRICOM

Protocolo Experimental

Péptidos

Os péptidos restritos H-2k” OVA (ovalbuminz,s; _ »5, SIINFEKL)*
e VSVN (virus de estomatite vesicular Ny - 59, RGYVYQGL)“, e
0s péptidos restritos CAP-M8 (CEAsps - 533, EAQNTTYL) e FLU-NP

(NPsge - 374, ASNENMDAM)®® foram ou comprados (Multiple Peptide

Systems, San Diego, CA) ou sintetizados internamente (Applied
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Biosystems 432A Synergy Peptide Synthesizer, Foster Clty,
ca).

Linhas de Células e Células de Cultura

As linhas de células T OVA e Cap -M8 CD8' citoxicas foram
geradas internamente a partir de ratos C57BL/6 e reconhecem,
respectivamente os péptidos OVA e Cap-M8. As linhas CTL foram
mantidas através de ciclos de estimulacdo semanais in vitro
com células do baco irradiadas nativas no melo completo (CM)
[RPMI 1640 com scoro fetal de borrego (10%); glutamina (2mM),
piruvatc de sédic (1lmM), Hepes (7mM), gentamicina (50 Og/ml),
2-mercaptoetarol (50 [OM) e amincécidos ndo essenciais (0,1
mM), (Biofluids, Rockville, MD)] complementados com 1 Og/ml
de péptido especifico e 10 U/ml de murina IL-2 (Boehringer
Mannheim, Indisnapolis, IN). Vinte e quatro hcras antes do
uso destas células como respondedores ros testes de
proliferacdo especificos dos antigénios, as células foram
purificadas através de centrifugacgdo até um gradiente de
Ficoll-Hypaque (densidade = 1,119 g/ml, Sigma Chemical Co.,
St- Louis, MO) e plequeadas de novo em seis recipientes ed
cultura de placas (10° células/ml, 5 ml/recipiente) em CM
suplementado com somente 10 U/ml de murina IL-2. Para os
testes de citotoxicidade, a lirha de células de tumores alvo

usada foil de EL-4 (C57BL/6, H-2°, timoma, ATCC TIB-39).

Preparacao de DC

2 espinel medula fol retirada de ratos fémea C57BL/6 de entre
sels e oilto semanas de idade (Taconic Farms, Gemantown, NY) .

O procedimento usado neste estudo foil uma versdo levemente
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. . . 41
modificada do que se erncontra descrito por Inaba e outros

Resumidamerte, a espinal medula foi retirada dos ossos longos
dos membros e feita passar através de um gradiente Ficoll-
Hypagque. As células da espinal medula foram desprovidas de
linfécitos e de células 13" usande um cornjunto de contas
magnéticas especificas para CD4, CL8, e para anti-MHC Classe-
IT (MiniMACS, Miltenyi Biotec, Auburn, CA). As células foram
plaqueadas em placas de cultura de seis recipientes (10° cé
lulas/ml, 5 ml/recipiente) em CM suplementado com 10 ng/ml de
GM-CSF e 10 ng/ml IL-4 (R&D Systems, Minneapolis, MN). As
células foram plagqueadas num meio suplementado com citoguina
nos dias 2 e 4, Ac fim de 6 dias em cultura, as células foram
recolhidas pare a infeccgdo, anadlise e imunizac¢des., Para as
experiéncias especificadas, as DC foram tratades com murina
TNF-O (100 ng/ml, Boehringer Mannkeim, Indianapclis, IN) ou
CD40 mab (5 UOg/ml, PherMingen, Sar Diego, CA) durante as

Ultimas 24 h de cultura.

Poxvirus Recombinados

Os 1V wvirus contendo o gene que codifica a molécula
costimulatéria da murina B7-1 (CD80) sob o corntrolo do
promotor sintético antecipado/tardico (sE/L) (designado como
rV-B7-1) foi agui descritc. O virus rV cortendo o gene LEA-3
da murina (CD48) scb o controlc do promotor da vaccinia 30K
(M2L), o gene da murina ICAM-1 (CD54) sob o controlo do
promotor de vaccinia 13, e o gene de murina B7F*1 sob o
controlo do promotcr sintético arntecipado/tardio (sE/L) foi
designado como rV-TRICOM. Os vectores rF-B7-1 e rF-B7-1/ICRM-
1/LFA-3 (designado como rF-TRICOM) sdo virus rI que sé&o

construidos de um modc similar a rVv-B7-1 e a rV-TRICOM,
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respectivamente. Uma estrutura de pox de avidrio-TRICOM
contendo um gene de relato, o CEA humano foil usado em certas
experiéncias. Os virus de wvaccinia ndoc recombinados de um
tipo selvagem (estirpe Wyeth) foram designados como VWT,
enquanto que o virus de pox de avidrio de um tipo selvagem

foi designado como FP-WT.

Infeccdo de DC

As DC foram recolhidas no dia 6 e lavadas com Opti-Mem
(Gibco-BRL, Gaithersburgh, MD). As células foram entdo
submetidas a uma infecgdoc simulada com HBSS; infectadas com
V-WT, com rV-B7, ou com rV-TRICOM a 25 MOI (multiplicidade da
infeccdo; PZU/célula); ou infectadas com FP-WT, com rF-B7-1,
ou rF-TRICOM a 50 MOI em Opti-Mem durante 5 h. Foi adicionada
CM morne apds a infeccgdo e as células foram incubadas a 37° C
de um dia para o outro. Ap¢s a infeccdo, as células foram
recolhidas para a marcag¢dc da imunidade, para & anadlise de

costimulacdo in vitro e pare a administracdo in vivo.

Andlise Citométrica de Fluxo

A marcacao da superficie das células usou a
imunofluorescencia de trés cores. A marcacdo fol efectuada
com anticorpos primérios titulados com ZITC CDllc, CDllb, H-
2Kb, H—2Da CD19, Pan-NK; enticorpos tituladcs PE IN% CD48
(mLFA-3), CD86 (B7-2), CD3, (CDl4; E os anticorpos titulados
com biotina CD80 (B7-1), CD57 (ICAM-1), CD40. 0Os anticorpos
titulados com biotina foram de seguida titulados com

cicrénio-estreptavidina. Todos os anticorpos foram comprados

em PharMingen. A fluorescéncia das células foli analisadz e
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comparada com o©os controlos de isdtopos correspondentes
adequados (PharMinger) com um citémetro FACSCAN (Becton
Dickinsaon, Mountain View, Ca) usando 0s programas

informéticos Lysis II.

Andlise de Costimulac&o in vitro: Sinal Farmacoldgico 1

Foram obtidos ratos fémea de entre 6 e oito semana do tipo
C57BL/6 (Teconlc Farms, Germartown, NY), e as células T
nativas foram isoladas da forma anteriormerte descrits’. As
células T foram adicionadas a 107/ recipiente em 96
recipientes presentes em placas de fundo plano (Costar,
Cambridge, MA). As células de estimulador consistiam por
células DC ndo infectadas, ou pcr células DC com uma infeccéo
simulada ou por células de DC infectadas com vectores de
vaccinia (V-WT, rV-B7-1, rV-TRICOM) ou vectores de pox de
avidrio (FP-WT, rF-B7-1 ou rZ-TRICOM) irradiados (20 Gy) e
adicionados a um recipiente 10'. As células em todos os
recipientes foram postas em cultura num volume total de 200
[J1 de CM ra presenca de vérizs concentragdes (de 2,5 a 0,9
Og/ml) de Con A (Sigma) durarte 2 dias. As células foram
tituladas para as ultimas 12 - 18 horas de incubacdo com 1
(OCi/recipiente *H- Timidira {(New England Nuclear, Wilmington,
DE) e recolhidas com um dispositive de recolhe de células
Tomtec (Wallac Incorporated, Gaithersburg, MD) . A
radioactividade incorporada foi medida através da contagem de
cintilacdo de liquido (Wallac 1205 Betaplate, Wallac, Inc.).
Aos resultados dos recipientes em triplicado fol retirada &

média e foram indicadcs como CPM * SEM.

Reaccdo Mista dos Linfécitos
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A MLR fci usada para avaliar a funciZo estimuletdria das DC
para as células T nativas alogeneicas e sigeneicas. As
células T foram iscladas de Balb/C ou de ratos CH7BL/6 como
antes., As célules de estimulador consistiam pcr células DC
que ou n&oc estavam irfectadas cu que estavam infectadas com
V-WT, rV-137-1, rV-TRICOM, TFP-WT, =rF-B7-1 ou rF-TRICOM)
irradiadas (20 Gy). As células T (5 x 10' por recipiente)
foram cultivadas em simultaneo com numercs classificados de
células de estimulador em placas de cultura de 9¢ recipientes
de fundo plano CM e incubados a 37° C, a 5% CG durante 4
dias, titulados nas ultimas 12 - 18 horas da incubacdo com I
OCi/recipiente °E- Timidina, recolhidas e analisadas como

antes.

Andlise de Costimulacgdo in vitro: Sinal Especifico do Péptido

As células T OVA ou CAP-M8 em repouso (respondedores) foram
adicionadas a 5 x 10' por recipierte em placas de fundo plano
com 96 recipientes. As células de estimulador consistiam por
DC que ou ndo estavam infectadas ou que estavam infectadas
com V-WT, rv-137-1 ou com rV-TRICOM e irradievam (20 Gy). As
células em todos o0s recipientes foram cultivadas num volume
total de 200 01 de CM. O teste de costimulacédo foil efectuado
usando dois corjuntos de condig¢bes: (1) uma relacdo 11:11
fixa entre as células de respondedor : estimulador que foram
cultivadas na presenc¢a de varias concentracdes de um péptido
especifico ou de um péptico de controlo adeguado ou (2) uma
concentracdo fixa de um péptido especifico ou de um péptido
de controlo cultivado a varias relagdes de células de

respondedor : estimulador. As células foram cultivadas
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durante 72 horas, tituladas durante as ultimas 12 - 18 horas
da incubacdo com I OCi/recipiente °H- Timidira, recolhidas e

analisadas como antes.

Inducdo CTL Ir Vivo e Anédlise Citotdxica

DC (1 x 106) gque ou ndo se encontravam infectadas ou que se
encontravam infectadas com V-WT ou com rV-TRICOM foram
lavadas duas vezes em Opti-Mem e suspensas de novo em 1 ml do
mesmo meio contendo 10 M ou OVA ou de péptidos CAP-M8. Apds
2 h de incubacédc a 37°, as células foram lavadas duas vezes
em HBSS e suspensas de novo em HBSS para as injecgdes. As DC
impulsicnadas por péptidos (1 x 10° células por rato) foram
injectadas entre 1 e 3 vezes de um modo intravenoso com
intervalos de 7 dias. 0Os ratos do grupo de controlo foram
imunizados de um modo subcuténeo com 100 Og do péptido
indicado no adjuvante Ribi/Detox (Ribi ImmunoChem Research,
Hamilton, MT). Catorze dias a seguir a inoculacdo finzl, os
bagos de dois arimais por grupo foram removidos, dispersos em
suspensdes de células simples, misturados e incubados em
simultédnec com 10 Og/ml de um péptide adequado durante seis
dias. Os linfécitos em bruto foram recuperados através de
centrifugacdo através de umr gradiente de densidade (LSM,
Organon Teknika, West Chester, PA). As células EL-4 foram
preparadas para serem usadas como alvos num deste citolitico
padriao usardo 111In, como anteriormente’. As células alve
foram impulsionadas com 10 [M de um péptido especifico
durante 1 hora a 37° C, enquanto que o outro grupo de células
alvo fol impulsionado com ¢ péptido de controlo. Os
linfécitos e os alvos impulsionados com péptidos (5 x 10

células por recipiente) foram suspensos em CM, combinadcs em
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relagdes de efector : alvo de ertre 80 : 1 e 10 : 1 em placas
com o fundo em forma de U com 96 recipientes (Costar) e
incubados durante 5 h a 37° C com 5% de CG. BApbs a
incubacdo, os materiais sobrenadentes foram recolhidos usando
um Supernatant Collection System (Skantron, Sterling, VA) e a
radioactividade foil quantificada usando umr contador gamma
{Cobra Autogamma, Packard, Downers Grove, IL). A percentagem

111

de libertacédo especifica de In foi determinada pela equacao

padrdoc; % de lise especifica = [(experimental - esportérea) /
(méxima - esponténea)] x 100. Sempre que indicado, a

actividade de CTL foi convertida para unidades liticas (LU)

de acordo com o descrito por Wunderlich e outros, 1994.

Andlise do Anticorpo Anti-Vaccinia

Foi adicionado V-WI a 5 x 10° por recipierte de placas de
cloreto de polivirilo (Dynatech, Chantilly, VA), secas de um
dia pare o outro a 37° C e bloqueado com 5% de BSA. Diluigdes
classificadas de sorc de ratos imunizados foram adicionadas
em triplicado e incubadas durante 1 h a 37° C. as placas
foram lavades e incubadas com variola caprina titulada com
dgua oxigenada IgG (Kirkegaard e Perry Laboratories,
Gaithersburg, MD) durante mais uma hora. Os recipientes foram
desenvolvidos com dicloridrato 0O-diaminafenileno (sigma, St.
Louis, MO) e Hy0,. As reacgbes foram interrompidas com HS0y4.
A absorvéncia de cada um dcs recipientes foi lida a 405 nm
usando um Bio-Tek EL312e leitos de micro placas ELISA

(Winooski, VT).

Resultados
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Expressdo Acrescida das Moléculas Costimulatdrias em DC

De modo a determinar a eficdcia da infeccdo e poxvirus em DC,
estas células foram infectadas ou com um wvirus rV que
codifica B7-1, ICAM-1 e LFA-3 (designadas como rV-TRICOM) ou
com um virus rF que codifica B7-1, ICAM-1, LFA-3 e ©
antigénio carcinoma-embridénico humano (CEA) designado rF-
CEA/TRICOM). Neste ultimoc caso, CEA fol usado como um gene
relator pois as prcteinas estruturais da pox de aviario ndo
se encontram expressas nas células infectadas. Apds 18 h, as
células foram analisadas relativamerte a expressdo dos
marcadores das superficies das células, associzdos com uma
determinada infecgdo viral, As DC de controlo ndo infectadas
expressavam CD 1lb (97%) e eram negativas em relacido &
expressdo das proteinas da vaccinia. Apds a infeccdo com rv-
TRICOM, 94% de DC expressavam em simultdneo tanto CDllb como
as proteinas da vaccinia. As DC infectadas com rF-CEA/TRICOM
expressavam ao mesmo tempo tanto CD1lb como CEA (87%). Estas
CD ndo conseguiram expressar as proteinas de pox de aviédrio
detectadas pelos soros anti-pcx de aviadario de coelho
policlonais (dados ndo ilustrados) o que se encontra em
concorddncia com os relatérios que indicam que o pox de
aviario ndo se replica nas células dos mamiferos. Tomados em
conjunto, estes dados indicam que as DC se encatram

infectadas de um modo eficaz com vectores rV e rF.

As caracteristicas cardinais de [C s&o elevados niveis de
expressdo tanto dos antigénios de histocompatibilidade como
das moléculas costimulatérias. De modo a caracterizar ainda
melhor o fenotipo de DC apds a infeccéo com o virus, as

células foram infectadas com o virus de vaccinia de um tipo
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selvagem (V-WT), rV-B7-1, rV-TRICOM, pox de avidrio de um
tipo selvagem (FP-WT) ou rF-TRICOM sendo analisados pera a
expressao de marcadores da superficie da célula associados
com o fenotipo DC (Tabele 4). Como esperado, as DC nao
infectadas e as que apresentavam uma fzalse infeccio
apresentavam elevados niveis de MHC Classe I e II e moléculas
de CDllb, de B7-2 e de (D40, assim como elevados niveis de
B7-1, de ICAM-1 e de LFA-3. A DC infectada com V-WT
apresentava menores densidade das células a superficie (de
acordo com o determinadc em MFI) de vérias moléculas enquanto
que DC infectado com rV-B7-1 expressavam um aumento de 5
vezes em relacdo a B7-1 do que as DC ndo infectadas (MFI de
329 a2 1 689). A infecgdo de DC com rV-TRICOM aumenta de um
modo substancial MFI, assim como a percentagem de células
positivas para B7-1, para ICAM-1 e para LFA-3. As populacgdes
infectadas com DC ficaram negativas em relagdo a célula T
(CD3), & B-célula (CD19), mondécito/neutrdfilo (CD14) e os
marcadores para, durante e a porta de atencdoc e apds a area
NK-célula (Pan NK), tanto antes como &pds a infeccgdo com rF e

com vectores N (Tabela 4).
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DC Infectadas com Vectores TRICOM Apresentam uma Maior

Capacidade para Estimular as Células T Nativas

Foi usado um modelo in vitro para analisar como é que 08
niveis aumentados de B7-1, ICAM-1, e LFA-3 ajudam a induzir a
proliferacé&o de células T nativas. Neste modelo, o primeiro
sinal para a activacdo de células T foi administrado através
de um reagente farmacolégico (Con A) e o sinal adicionel, ou
costimulatério, fci administrado a célula T através des DC,
ou as DC expressavam um maior nivel de TRICOM como
consequéncia da infeccdo com poxvirus recombinedo. Nestes e
em todos os estudos seguintes aqui indicados, VWI e FP-WT
foram também usados para excluir os efeitos devidos somente
ao vectcr. Conforme ilustrado ra Figura 36A tanto as DC
infectadas como as que a tinham ume felsa infeccdo induziam a
proliferacdo de «células T. As DC infectadas com VWT
(designadas DC/V-TRICON) irduziam menos proliferacdo de
células T do que as DC ndo infectadas. A administracgdo de
sinais costimulatorios adiciconais através das DC infectadas
com rvV-B7-1 (designadas DC/rV-B7-1) aumentavem a proliferacao
quando comparadas com as DC ndo infectadas. No entanto, as DC
infectadas com rV-TRICOM (designadas DC/rv-TRICOM) induziam
mais aumentos na proliferacdo de células T em todas as
concentracdes de Con A. De um modo adicional, quando as
células T foram estimuladas com DC/rV-TRICOM foi necessario
28 vezes menos Con A pera induzir a proliferacdo até niveis
compariveis com os DC ndo infectadas. Quando estas
experiéncias foram repetidas usando vectores de pox de
aviario, as DC/rF-TRICOM induziram aumentos na prcliferacido

de células T em todas as concentragdes de Con A, zo contrario
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de DC ou DC/rF-B7-1 (Fig. 38B). Estas experiéncias foram

repetidas 4 vezes com resultados semelhantes.

Actividade LAlcestimulatéria Aumentada Através de DC

Infectadas com Vectores TRICOM

0 efeito de infeccdo com rV-TRICOM (Zig. 374, C, E) ou com
rF-TRICOM (Fig. 37B, D, E) na capacidaede estimulatéria das DC
fol avaliada numra reaccdo de linfécitos mistos aloespecifica.
Tanto as populagdes de DC n&oc infectadas como as de DC
falsamente infectadas induziram uma forte proliferacdo (78
000 CPM) de células T alogéricas (Fig. 374, B). A capacidade
estimulatéria de DC foil aumentada apds a infeccdo com rv-B7-1
(Fig. 37C). A infeccdo de DC com <rV-TRICOM aumentou a
capacidade estimulatdéria em relagcdo a DC e em relacdo a
DC/rV-B7-1 em todeas as relag¢des entre as DC e o respondedor
(Fig. 37C). E importante notar que as populacgdes de DC
infectadas com vectores rV-TRICOM n&o conseguiam estimular as
células T singeneicas (Fig. 37E). Quando estas experiéncias
foram repetidas usando vectores de pox de aviario, as (Fig.
37B, D), DC/rF-TRICOM  induziram maiores aumentos na
proliferacdo de células T alogeneicas do que as DC e as
DC/rF-B7-1, e as DC/rF-TRICOM, nc erntantoc ndo conseguiram
estimular as células T singeneices (Fig. 377). Estas
experiéncias foram repetidas 3 vezes com  restltedos

semelhantes.

Andlise de Costimulac@o in vitro: Apresentacdo de Péptidos as

Células T de Efector
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Foram realizados estudos para determinar se a capacidade
estimulatdéria das DC impulsionadas com péptidos poderia ser
aumentada quando se infecta-se as DC com as rV-TRICOM. Com
esse cbjectivo, o péptido OVA (ovalbuminas; - 264, SIINFEKL)
restrito a H-2K” e uma linha de células T de efector CD§
especifica de OVA foram usados. As DC foram expostas a
diferentes concentracdes de péptidos de OVA e incubadas ne
presenca de linha de células T de OVA (Fig. 38A - 38F). As DC
convencionais (isto é ndo infectadas) induziram uma forte
proliferacdo das células T especificas de OVA quando
incubadas com o péptido OVA (Fig. 38A). Estas DC réo
induziram a proliferacdo das células T especificas de OVA
quando ircubadas com o péptide de controlo VSVN (virus da
estomatite vesicular Ns; - ;9 RGYVYQGL (Fig. 38A, quadrados
abertos). A DC/rV-B7-1 aumentou a proliferacdo de péptidos
global destas células em 1,8 vezes (Fig. 38C). De um modo
DC/rV-B7-1 induziu uma proliferacdo semelhante a das DC
infectadas ou falsamente infectadas nra presenca de uma
quantidade de péptide 4 vezes inferior. Em contreste, a
DC/rV-TRICOM aumentou a proliferacdo global destas células T
varias vezes e na presenca de um péptido de OVA numa
quantidade 32 vezes infericr, tendo induzido uma proliferacéo
comparavel a das DC ndo irfectadas (Fig. 38C). De modo a
avaliar ainda mais a capacidade de DC infectadas com vaccinia
para apresenterem péptidos, as DC foram impulsionadas com uma
concentracdo simples de péptido de COVA (1 M) e incubadas na
presenca de véarias proporcgdes de células T (Fig. 38E). Por
cada uma das células, foram requeridas 4 vezes menos DC/rv-
B7-1 para induzir niveis de proliferacdo comparaveis aos da
DC ({triargulas abertos versos quadrados fechados). O maior

efeito estimulatdrio fci o de DC/rv-TRICOM o qual induziu
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niveis de proliferacdc comparéveis aos da DC com  uma
quantidade de células 32 vezes inferior (circulos abertos

versos quadrados fechados).

Um segundo sistema empregando DC impulsionadas com péptidos e
uma linha de células T estabelecide foram empregues para
determinar se pcderiam ser obtidos resultados semelhantes aos
que se conseguira com o péptido OVA. Estas experiéncias foram
conduzidas wusando o péptido CAP-MB8 (CEAs;¢ - 533, EAQNTTYL)
restritoc a H-2D° e uma linha de células T de efector CD§
especifica de CAP-M8; foram anotados resultados semelhartes
(Fig. 38B, D, F). Estas experiéncias foram repetids 5 vezes

adicionais com resultados semelhantes.

Efeito da Infeccdo de rV-TRICOM sobre TINED ou sobre DC

Amadurecidas com CD 40

Como se pensa que o amadurecimenteo funcional de DC se
correlaciora com a regulacdo das moléculas costimulatorias
das células T, foram feitas experiércias destinadas a
examinar o efeito da infeccdo rV-TRICOM sobre as DC que
tinham sido amadurecidas em cultura simulténea  com
TNFL) ou . com CD 40 mAb. O tratamento de DC com TNFU durznte as
tltimas 24 horas de cultura resultou em alguma regulacdo de
MHC-II, de B7-2 e de ICAM-1 de acordo com o determinado por
andlise citométrica de fluxo (Tabela 5), enquanto o
tratamento das DC com CD 40 mAb resultou na regulacdo da
expressdo ICAM-1 e numa leve regulacdc ascendente de MHC-II.
Sob um ponto de wvista funcional o tratamentc das DC com
TNFU ou.com CD 40 mAb culminou rum aumento de 28 e de 16%,

respectivamente, na prcliferecdo especifica de péptidos em
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relacdo aos DC ndo manipulados (Fig. 39A). Dados semelhantes
foram também obtidos apdés o tratamento das DC com lipo-
polisacaridio (LPS). A infeccdo de DC rdo tratado com rV-
TRICCM resultou rum aumento substancial da proliferacido das
células T (Fig. 39A versus 39B). No entanto, o tratamento
prévio com TNF ou,. ccm CD 40 mAb seguido de infeccio com rv-
TRICCM conferiu somente uma ligeira capacidade estimulatéria
acima do que pode ser visto somente com a infecgcdo rVTRICOM
(Fig. 39B). Estas experiéncias foram repetidas 3 vezes

adicionais com resultados semelhantes.
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As DC Infectadas com W-TRICOM Sdoc Mais Eficazes ne Preparacéo

de Respostas CTL In Vivo

Foram levadas a cabo experiéncias destinadas a determinar se
a capacidade estimulatéria aumentada de DC/r~TRICOM
verificada in vitro usando Con A (Fig. 36E - F), reaccles de
linfécitos mistos (Fig. 37) e dois modelos de células T de
efector (Fig. 38) se traduziriam numa eficédcia acrescida na
preparacdoc de respostas de células T nativas in wvivo. Com
esse objectivo, as DC, as DC/V-WT, e as DC/rV-TRICCM foram
impulsionadas com um péptido de 10 M OVA e administradas de
um modo intravenosc a ratos C5H7BL/6. os ratos de controlo
foram imunizados stbcutaneamente com péptido OVA em adjuvante
Ribi/Detos. Os esplenécitos foram retirados 14 dias apds a
vacinacdo, estimulados de novo in vitro durante 6 dias e
avaliados em relacdo & sta capacidade 1litica contra as
células EL-4 impulsionades com OVA. As células EL-4
impulsionadas com péptido VSVN foram usadas como células alvo
de controlo. Confcrme pode ver-se na Fig. 40A, CTL gerado de
ratos imunizados com um adjuvante de péptido apresentaram
niveis moderados de actividade CTL (Zig. 40A). Os ratos
imunizados com DC impulsionadas com péptidos apresentavam uma
maior resposta CTL especifica de péptidos (Fig. 40B). A
resposta CTL induzida estava algo Dbaralhada nos ratos
imunizados com DC/v-WI (Fig. 40C, < 2,5 unidades liticas (LU)
versus 5,2 LU). Em contraste, os ratos imunizados ccm DC/rV-
TRICCM impulsionadas com péptidos (Fig. 40D) apresentavam uma
resposta CIL que era significativamente mais fcrte que a de
DC (Lu=14,3, p = 0,001). Experiércias similares foram entdo
realizadas usando um segundo modelo de péptido, o péptido CEA

CAP-M8 (Fig. 40 E - H). Uma vez mais, o péptido impulsionado

145



com DC produzia uma actividade CTL muito superior do que a
provocada pelo péptido/adjuvante (5,7 LU versus < 2,5 LU). De
um modo adicioral, o©s ratos imunizados com DC/rWTRICOM
impulsicnadas com péptidos (Fig. 40H) apresentavam uma forte
resposta CTL (> 20 LU) quando comparada com a induzida pela
DC impulsioneda pelos péptidos (5,7 LU, p = <0,001; Fig. 40

F).

Eficicia das Vacinas de DC Infectadas com Vectores Multiplos

Pensa-se em geral que a gerecdo de articorpos anti-vaccinia
pode eviter o uso de virus de vaccinia enquanto imunogenes.
No entanto, szbe-se muito pouco sobre o uso repetido de
células infectadas com vaccinia enquanto imtunogenes. De modo
a tratar deste assunto fol efectuado um esquema de imunizacio
em que o0s imunogenes DC impulsionados com péptidos CAP-M8
foram administrados uma, duas ou trés vezes, em intervalos de
7 dias. Como anteriormente, os esplenédcitos foram recolhidos
nos 14 dias gque se seguiram & imunizacdo final, estimulados
de novc in vitrc durante 6 dias e avaliados relativamente a
sua capacidade litica relativamente as células EI-4
impulsionadas com CAP-M8. Conforre pode ver-se na 7ig. 413,
as DC/rV-TRICOM impulsicnadzs por péptidos induziram niveis
mais elevedos de actividade de CTL quando comparados com as
DC impulsionadas com péptidos. Estes dados s&o semelhantes
aocs que se observaram na Figura 40 E-H. Esta administracic
simples de DC/V-WT ou de DC/rV-TRICOM induziu um numero
significativo de anticorpcs anti-vaccinia IgG, com valores
que variam entre 1 : 4 000 e 1 : 9 000 de ecordo com o
determinado através de ELISA qualitativa. Estas doses ndo

tiveram, nc entanto, qualquer efeito na capacidade destes
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imunogenes para atmentarem a actividade CTL aquando das
imunizacdes seguintes (Fig. 41 B e 41 C). Enquanto as doses
do wvirus anti-vaccinia apdés a segunda vacinacdc variavam
entre 1 : 12 000 e 1 : 50 000, um zumento da inducgio de CTL
especifico de péptido pbdde ser observado em tcdos ©s grupos.
Uma vez mais, a actividade CTL observada usando células
impulsionadas DC/rV-TRICOM era mals elevada do que &

observada usardo células DC impulsionadas com péptidos.

Exemplo 32

Esplenécitos de Células de Progenitcr De Espinal Medula
Infectadas com Vectores TRICOM Induziram a Activacgéo das

Células T Comparédveis as Célules Dendriticas

Materiails e Processos

Geracdo de Células de Progenitor de Espinal Medula e de

Culturas de Células Dendriticas

O processo usado para a geracdo de DC derivades da espinal
medula é o que se encontram descrito por Inaba e outros com
pequenas modificagdes. De um modo resumido, foram retirados
os fémures de ratos fémea CLH7BL/6 de entre 6 e 8 semanas
(Taconic Fermas, Germantown, NY) e a espinal medula foi
retirada e feita passar através de um gradiente Ficoll-
Hypagque. As células da espinal medula foram desprovidas de
linfécitos e de células la usando um corjunto de contas
magnéticas especificas pera CD4, CD8, e para MHC Classe II
(MiniMACS, Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Designadas como

células dendriticas de progenitor e, estas células de espinal
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medula desprovidas  fcram entd@o preparadas para @ serem
infectadas ou para as culturas de células dendriticas
desprovidas as células de espinal medula foram plaqueadas em
placas de cultura de seis recipientes (106 células/ml, 5
ml/recipierte) em CM suplementade com 10 ng/ml GM-CSF e 10
ng/ml IL-4 (R&D Systems, Minnezpolis, MN). As culturzs DC
foram plaqueadas de nove com uma nova dose de CM suplementada
com citoquina nos dias 2 e 4, e dividida por novas placas no
dia 4. No dia 7 de cultura, as células foram recolkidas para

andlise, em testes in vitro, e em imunizac¢des in vivo.

Geracdo de Células de Estimulador de Esplendcitos

0s bacos foram recolhidos de ratos fémea C57BL/6 nativoes,
esmagados numa suspensdo de células Unicas e passados através
de wum gradiente Ficoll-Hypaque. As células do baco foram
desprovidas de linfécitos e de células la usando um conjuntc
de contas magnéticas especificas para CD20 e para MHC Classe
IT. Os esplendcitos purificados foram entdo lavados duas
vezes com Cpti-Mem (Gibco-BRL) e preparadcs para seremn

infectados com os poxvirus recombinados.

Infeccdo das Células de Estimulador

As células dentriticas de progeritor derivadas da espinal
medula e as células de esplendécito foram lavadas duas vezes
com Opti-Mem e infectadas falsamente cu infectadas com 25 MOI
V-WT, rvV-B7-1, rV-TRICOM, ot 50 MOI FP-WT, rF-B7-1 ou rF-
TRICOM & 25 MOI (multiplicidade da infeccdo, PFU/célula) em 1
ml de volume final de Opti-Mem durante 5 h. Apds a infeccdo

foli adicionada CM mcrna (37 graus) e as células foram
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incubadas a 37° C de um dia para o outro. Apds a infeccdo, as
células foram recolhidas para a marcacdo da imunidade, para a
anédlise de costimulacdoc in vitro e para a administracdo in

vivo.

Anédlise de Costimulacéo

As células T CAP-MS8 (respondedoras) em repousc foram
adicionadas a um recipiente de 5 x 10' por recipiente en
placas de fundo plano com 96 recipientes (Costar, Cambridge,
MA) . As células de estimulador <consistiam por BMDC,
esplenocitos ou progenitores de espinal medula, quer né&o
infectados, quer com infeccgdo simulada ou infectados com V-
WT, com rV-B7-1, com rV-TRICOM, com FP-WT, ou com rF-TRICOM e
irradiadas {20 Gy). As células ncs recipientes foram
cultivadas num volume total de 200 ml de CM. O teste de
costimulacdo foi levado a cabo wusando dois conjuntos de
condicgdes: a) uma relacdo fixa de respondedor : célula de
estimulador de 2,5 : 1 para c¢s estimuladores ndo-BMDC e de 10

1 para BMDC cultivados na presenca de varias concentracdes
de Con A como sinal de um péptido especifico um de um péptido
de controlo adequado, ot b) uma ccncentracgdo fixa de Con A
como sinal de um péptido especifico ou de um péptido de
controlo cultivados a vérias relacdes de respondedor : célula
de estimulador. As células foram cultivadas durante 48 ou
durante 72 horas para os testes de Con A e especificos de
péptido, respectivamerte, e titulados para as ultimas 12 - 18
horas de incubacdo com 3H-timidina 1 mCi/recipiente recolhida

e analisada da forma acima descrita.
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A tabela 6 ilustra a expressdo da superficie das células dos
esplandcitos e da medula bssea (BM  das moléculas
costimulatorias) apds a infeccéo com 0s vectores
recombinados. Os esplacdcitos de morina purificados ou as
células de espinal medula foram infectados durante 5 horas
com 25 MOI de vectores de vaccinia ou com 50 MOI de vectores
de pox de aviédrio. O fenotipo das células foi comparado com o
das DC. Todas as células foram marcadas com imunidade com
mAbs especificos das moléculas costimulatorias titulados com
iso-tio-cianato de fluorescéncia, com ficoeritrina, ou com
biotina /estreptavidina- cicrémio. O ccntrole dos isdtopos
foi negativo (dados ndo ilustrados). Os numeros irdicam a
percentagem de células ©positivas e a intensidade de

fluorescéncia média entre peréntesis.
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As fiquras de 422 a 46 demonstram gque o0s esplandcitos
infectados com TRICOM sdo comparaveis as células de espinal
medula infectadas com TRICOM na estimulacdo das respostas

das células T.

EXEMPLO 33

Estimulacéac das células T humanas usardo células
dendriticas hkumenas infectades com rZ-TRICOM alogénico

impulsionadas com péptidos.

As células derdriticas humanas foram isoladas relativamente
a um individuo saudével normal através de leucofcrese. As
células derdriticas humanas foram cultivadas na presenca de
GM-CSF e de IL-4 durante entre 6 e 9 dias, seguirdo-se a
adicdo de rZF-TRICOM cu de rEF-Controlos para a infeccdo das
células dendriticas. As células dendriticas infectades com
rF-TRICCM foram impulsionadas com um péptido CEA (CAP-1 ou
CAP I, 6D) (Figura. 47); um péptido PSA (PSA-3) (Figura
48); um péptido de influenza (péptido d gripe 58-66)
(Figuras 49 e 50); ou um péptido HPV (11 - 20) (Figuras 51
- 45) durante uma hora. As células T humanas isocladas das
As células moronucleares periféricas do sangte (PBMC) fcram
cultivadas na presenca de células dendriticas infectadas
com rF-TRICOM impulsionadas por péptidos e fol determinada
a producdo de IFN-UJ por parte das células T. As Figuras 47
- 54 mostram que as células dendriticas humanas infectas
com rF-TRICOM impulsionadas por péptidos estimulavam muito
mais &s células T do que as do grupo de controlo. As
Figuras 47 - 54 assim como a Tabela 7, demonstram gue as

células dendriticas alogénicas humanas podem apresentar de
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modo eficaz qualquer péptido antigenico as células T pare

que se obtenha um aumento da resposta imune.
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Actividade CTL des linhas de Células T usandc DC

Tabela 7

impulsionadas com péptido de HEV E7 (11-20)

Alvo Linhas de Células T estabelecidas usando
A B
rF-Tricon +| rF-B7.1 | r7-FPV + DC + P
P + P P
C1R-A2 + HPV 39.6 (3.1) 24,7 19.9 7.3 (0.4)
C1R-A2 5.1 (2.0) (0.4) (2.9) 8.0 {(0.2)
6.9 7.6
(4.0) (2.0)
Relacdo E: T = 25: 1
Foil efectuado um teste de libertacdo de 111-In de & horas.

As células ClR-A2 foram impulsionadas com o péptido HPV E7

(11-20) YMDLQPETT a uma concentracdo de 10 Og /ml.

Os resultados apresentadcs na tabela 7 demonstram que as DC

infectadas com rF-TRICOM (A) s&oc melhores enguarto APC pera
gerarem CTL do que as DC(B) pedréio quendo ambzs sdo
impulsionadas com péptidos.

EXEMPLO 34

Ensaios clinicos humanos de uma vacina rV=huTRICOM, rV-CA

huTRICOM e rF-CEA TRICOM

O objectivo do ensaic clinico humano é determinar a dose

optima tolerada (OID) da vacina recombinada rV-huTRICOM e

rV-CA huTRICOM gue pede uma resposta imune anti-tumor

hospedeiro e que se encentra associada com uma toxicidade
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aceitadvel em pacientes com adenocarcinomas que exprimem CEA

avancado.

As vacinas rV-huTRICOM e rV-CA huTRICOM sdo produzidas sob
as condicdes adequadas para os ensaios clinicos humanos de
Tase I e da TFase II. Num ensaio iricial, as dcses
crescentes da vacira do virus vivo recombinado rV ou rF
CEA-huTRICOM ou a vacina rV-huTRICOM mais rV-CEA sé&o
administradas numa dose inicial de 1¢° pfu virtvs, I.M.,
seguida de uma dose de 10 pfu virus, I.M., que é& seguida
posteriormente de 10° pfu virus ou de 10° s.c. ou por

raspagem.

A resposta anti tumor & cada vacina recombinada ¢é
determinada wusando provas clinicas, de laboratério e
radioldégicas do tamanho do tumecr, da sua extensdo e do seu
crescimentc usando critérios padrdo aceites pare a medicéo
de respostas de tumores as novas formras de terapia

conhecidas na técnica.

A resposta imune dc paciente a vacira recombinada &
aveliada usando ume pluralidade de testes imuncoldgicos
incluindo o teste de anti corpos Anti-CEA, o teste dos anti
corpos Anti-poxvirus, o teste complexo imune, o teste
linfoproliferativo especifico de  CEA3, 0os testes T
linfocitos citotoxicos especificos de CEA, a frequéncia de
percursor das células T reactivas em CEA na libertacéo
gama-inferon do teste das células T, um elisopt, um teste
Fast Imune, testes Tetrzmer para as respostas de células T
(Scheibenhcgen e outrcs, Int. (. Céncer 71: 932-936, 1997),
os testes HLA e afins. Uma comperacdo das amostras de pré

tretamento e pds tratamento é feita de modo a documentar o
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desenvolvimento das respostas humorais e imures celulares

dirigidas de encontro ao anti-genio do tumcr CEA.

EXEMPLO 35

Ensaios clinicos humancs de um pox de avidrio recombinado

CEA-huTRICOM

Num teste inicial, doses crescentes de uma vacina de pox de
aviario recombirado CEA-huTRICOM de 10° pfu virus, 10 pfu
e 10% s3o injectadas directamente na massa dc tumer de um
paclente com adenocercinoma apresentando CEA avancada. As
resposta especificas e anti tumor e imune a vacines
recombinada s&o determinadas de acordo com o descrito no

exemplo 34.

EXEMPLO 36

Ensaio clirico humano de linfécitos T activados por células
dendriticas que exprimem moléculas costimulatorias

miltiplas

Os linfécitos periféricos do sangue e as células
denditricas sdo obtidas a partir de um paciente com cancro
de prostata avarcado. Cs linfccitos de sangte periférico
sdo enriquecidos para os linfocitos CD§. BAs células
dendriticas s3c infectadas com o epitope de rVPSA
QVHPQKVTK/B7.1/ICAM-1/LFA-3 durante um pericdo de tempo
suficiente para permitir a express&o do epitope PSA e &
expressao de varias moléculas costimulatorias. Os
linfocitos de <CD8" especificos do epitope do PSA s&o

activados e expandidos na presenca destas células
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dendriticas tratadas. Os lirnfocitos T autologos CDE
especificos do epitope da PSA activados sio injectados no
paciente isolados e em combinacdo com o epitope de PSA. A
resposta imune especifica do PSA e especifica de anti tumor
relativamente ao tratemento ¢é determinadz através de
processos que sdo comparavels aos que se encontram
descritos ro exemplo 34. Ensaios clinicos humencs similares
podem ser efectuados para o tratamento de pacientes com
outros cancros gue exprimem TAA ot através da substituicéo
do gene que codifica CEA com um gene que codifica outro TAA

no vector reccmbinado da presente invencéc.

EXEMPLO 37

Triagem para os Péptidos Imunogénicos e/ou Células T
Imunoreactivas Humanas com um Péptido Especifico Usando DC

Infectadas com rF-TRICOM

A presente invencdo diz respeito a terapias contra o cancro
gque usam a manipulacdo das DC com vectores virias que
apresentam um gene de antigénic associado a um tumor
destinado a activar um CTL especifico de um tumor. As DC
infectadas com rF-CEA em ccmbinacdoc com as moléculas
costimulatcrias TRICOM s&o usadas para aumentar as
respostas imunes especificas de CEA. A cpecidade de
indugdo de CTL das DC infectadas com rF-CEA/TRICOM e com
rF-TRICCM & avaliada. O complexo CAP-1 de MHC classe I
tetramétrico é tusado de modo a visualizar o CTL especifico
de CAP-1. Este protocolo rdoc se encontra limitado ao
antigénio associado ao tumcr, CEA, mas pode ser modificado
de modc a provocar respostas imunes especificas dos

antigenios para qualquer péptido antigénico ou pare
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qualguer seu epitope imunogénico ou para a imunoterapiz
contra o cancro, para bactérias patogénicas, para virus,
para prctozodrios, para leveduras e afins., De um modo
adicional, o processo pode ser modificado de mcdo a fazer
ume triagem e identificar péptidos imunogénicos a partir de
ume origem, como seja uma proteina natural, uma proteine
recombinada, uma proteina sintética, ou fragmentos de cada

um deles, bibliotecas de combinacdes, e afins,

Materiais e Processos

Culturas de Células

As linhas de células de carcinoma cclorectal SW1463 (HLA-
Al, 2), LS174T (HLA-A2, -), foram compradas na American
Type Culture Collection (Manassas, MD) . As culturas
encontravar-se isentas de micoplasma e eram mantidas num
meio completo [DMEN (Life Technologies, Irc., Grand Island,
NY) suplementadas com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de
glutamina, 100 unidades/ml de penicilina, e 100 Og/ml de
estreptomicina (Life Technologies, 1Inc.)]. A 1linha de
células ClR é uma linha de células de leucemia do plasme
humano que né&oc exprime o¢s antigénios HLA-A ou B anddgenos
(Storkus, W.J. e outros, J. Immunocl. 138(6) : 1657-1659,
1987). As células CIR-A2 sdo células CIR que exprimem um
clone transfectado genémico de HLA-A2.1 (Hcgan, K.T. e
outros, J. Exp. Med. 168(2) : 725-736, 1988) Estas células
foram obtidas a partir dc Dr. William E. Boddison {Naticnal
Institute of Neurological Disorders and Stroke, NIH,
Bethesda, MD). A cultura de ClR-A2 estava 1senta de
micoplasma e foi martida num meio completo de REMI 1640

(Life Technolcgies, Inc.). A lirha de células V8T, ume
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linha CTL dirigida para ¢ epitope CAP-1, fol estabelecida a
partir de um paciente cocm cancro do célon metastizado gue
foi inscrito num ensaio de Fase I usando rV-CEA (Tsang,
K.Y. e outros., Clin. Cancer Res. 3(12): 2439-2449, 1997).
As células V8T foram cultivadas num meio completo de RPMI
1640 contendo 10% de scro humano AB e IL-2 (fornecido pelo
National Cancer Institute, Surgical Branch, 20
unidades/ml). As células V8T foram estimuladas de novo com
um péptido CAP-1 (25 0Og/ml) no 16° dia apbds a anterior
estimulacdc com uma relacdo entre célula de efector e APC
de 1 : 3. Células B transformadas EBV autolcgas irradiadas

(23 000 rads) foram usadas como APC.

Cultura de D a partir de células mononucleares de sangue

periférico

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) fcram
obtidas a partir de sangue heparinizado a peartir de um
paciente (#15) com carcinoma pélvico metastizado que foi
inscrito num ensaio de Fase I utsando uma combinacgdo de r&
CEA e de ALVAC-CEA. Todas as experiércizs envolvendo
materiais dos pacientes foram efectuadas de acordo com as
orientacdes da NIH e fci obtido um consentimento informado
e por escrito de todos os individuos. As PBMC fcram
separadas tusardo um meio de gradiente de separacdc de
linfécitos (Organon Teknika, Durham, NC) de acordo com o
anteriormente descrito (Boyum, A. Scand J Clin Lab Invest
Suppl. °7: 51-76, 1968). As DC foram preparadas usando uma
modificacdc do processo descrito por Sallustc e outros
(Sellusto, F., e outros, 7. Exp. Med 179(4): 1109-1118,
1994). As PBMC (1,5 x 108) foram stspensas de novo nc meio

de AIM-V contendo 2 mM de glutamina, 50 0Og/ml de
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estreptomicina, 10 Og/ml de gentamicina (Life Techrologies,
Inc.) e permitiu a adesdo a um frasco de T-150 (Coming
Costar Ccrp., Cambridge, MA). Apbdés 2 horas a 37° C, as
células nao aderentes foram removidaes com uma suave
lavagem. As células aderentes foram cultivadas durarte
entre 6 e 7 dias num meic de AIM-V contendo 50 ng/ml de GM-
CSF humano recombinado (rhGM-CSF) e 0,5 ng/ml de IL-4
humano recombinade (rhIL-4). O Meio de cultura foi cheio de

novo cada trés dias.

Virus recombinado e infeccdo de DC com virus de pox das

aves contendo CEA, CEA/TRICOM e TRICOM

Um fragmento de DNA 2109 bp codificando a totalidade de
sequéncia aberta de leitura de CEA foi obtida da fcrme
descrita por Kaufman e outros (Kaufman, . e outros Int. J.
Cancer 46 (6): 900-907, 1991). O virus de pox des aves CEA
recombinadc (pox de aviirio CAA; dCP248) foi fornecido por
Therion Corp usando os processos descritos por Taylor e
outros (Taylor, J. e ottros, Virology 187 (1): 321-328,
1992), Cox e outrcs (Cox, W.I. e outros, Virology 187 (1):
321-328, 1992) e Perkus e outros {(Perkus, M.E, e outros, J.
Virol. 63 (9): 3829-3836). C virus das aves recombinado que
codifica CEA e o gene humano da TRICOM (designadc rI-CEA-
TRICOM) e o pox de avidric humano recombinado TRICOM (rE-
TRICOM) foram feitos da forma aqui revelada. A pox de
avidrio do tipo selvagem (FP-WT) foi usada como controlo
negativo em algumas experiéncias. As DC (1 x 10°) foram
incubadas em um ml de um meio Optim-MEM (Life Tecnolcgies,
Inc) a 37° C com rF-TRICOM, rF-CEA, rF-CEA/TRICOM, EP-WT.
As experiércias de titulacdo indicaram que 2 x 10 unidades

de formacdo de placas pcr ml, iguzis a uma multiplicidade
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da infeccdo (MOI) de 40 :1 durante dues horas podiam
induzir de um modo consistente a CEA em aproximadamente 75%
das DC infectadas. As DC infectadas foram suspensas em 10
ml de um rovo meio completc RPMI-1640 morno, contendo 50
ng/ml de rhGM-CST e (,5 ng/ml rhIL-4 cultivados durante 24

horas e de seguida usados como estimuladores.

Péptido CAP-1 (Isang, K.I. e outrcs, J. Natl. Cancer Inst.
87 (13): 982-990, 1995), posicdc de emincacido CEA 571-579
YLSGANLNL, CAP-1-6D (Zaremba e outros Cancer Res. 57 (20):
4570-4577, 1997) YLSGADLNL e péptido da gripe, péptido da
proteina da matriz da influenza 58-66 GILGEVTL superior a
99% de pureza, fabricados por Multiple Peptide System (Sar

Diego, CA).

Geracdo de Linhas de Células T

A modificacdo do protocolo do descrito por Tsang e outros
(Tsang, K.I. e outros, J. Natl. Cancer Inst. 87 (13): 982
990, 1995), fol usado para gerer CTL especificas de CEA. As
DC né&o infectadas e as DC irfectadas rF-TRICOM, com rF-CEA
ou com rF-CEA/TRICOM foram usadas como APC, O péptido CAP-1
foi adicionado as DC n&oc infectadas ou as infectadas com
rF-TRICOM com uma concentracdo final de 25 0Og/ml. As
células autologas ndo aderentes foram entdo adicionadas =&
APC numa relacdo entre APC e efector de 1: 10. As culturas
foram incubados durante 3 dias a 37° C numa atmosferz
hiimida contendo 5% de C0,. BApbés a remocdo dc meio que
contem péptido, as culturas foram comrplementadas com
recombinante humaro IL-2 com uma concentracdo de 20
unidades por ml durante 7 dias, sendo o meio que contem IIr

2 completado de 3 em 3 dias. A incubacdo de 3 dias com ©
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péptido e de 7 dias com o suplemento IL-2 constituitv um
ciclo IVS. As culturas primérias foram estimuladas de novo
com o péptido CAP-1 (25 Og/ml) no 11° dia para comegar no
ciclo 1IVS seguinte. Células B transfcrmadas com EBV
autologas irradiadas (23 000 rads) foram usadas como APC.
Um processo semelhante fol empregue para a geracdo de CPL
quando as DC infectadas com rF-CEA ou com rF-CEA/TRICOM
foram usadas como APT, com excepg¢do de gque nenhum péptido

CAP-1 se encontrava na estimulacéo.

Construcdo de Tetrameros de Péptido MGC

Os complexos péptidcs-MHC foram sintetizados da forma
descrita por Altman e outros (Altman, J.D. e outros Science
274 (5284): 94-95, 1996). Resumidamente, o clone da micrc
globulina [, (L,M) foi obtido do Dr. Garboczi (Harverd
University Cembridge, MA) (Garboczi, D.N. e outros, Proc.
Nat’l Acad. 3ci. USA 89 (8): 3429-3433, 1992) e a estrutura
HLA-AZ foi obtida da Immur.otech (Beckaman-Coulter,
Marseille, Franca). As moléculas solGveis de HLA-A2
contendo o substratc de péptido de 15 aminoidcidos parza
biotinilac¢do dependente de BirA das terminegdes em COOH da
cadeia pesada HLA-A2 e do .M desenvolveram-se
separadamente em E. Coli e foram isclados enquanto corpos
de inclusio. Os HLA-22 e )M foram dissolvidos e recriados
na presenca de CAP-1 ou do péptido TLU-M1 58-66. O complexo
foi purificado por FPLC em Superdex 200 (Pharmacia,
Piscataway, NJ). O complexo purificado de péptido e MHC foi
biotiniladc usando a enzima BirA (Avidity, Denver, ©). Os
tetrameros foram produzidos através da mistura do complexo

biotiniladc de péptide IMHC com UltraAvidine titulado com

164



Ficoeritrina (Leinco Technologies, Inc. Ballwin, MO) com

ume relacdc mclar de 4: 1.

Citometria de Fluxo

Marcacdo e triagem das células T: fol wusado CAP-1-MHC
tetramero-PE para fazer a anédlise citometrica do fluxo e a
triagem das c¢élulas T, um procedimento semelhante ao
descrito zcima foil usadc para a marcacdo do tetremero. O
CAP-1-MHC tetramero-PE foi usado com uma concentracdo de
0,33 Og/2 x 10° células. As células foram marcadas com CAP-
1-MHC tetramero-PE durante uma hora & 4° C sendo depois
marcadas com FITC anti-CD8 durarte mais wuma hora. As
células foram lavadas e analisadas num aparelho de triagem
Vantage Cell (Bector Dickinson) ou num FACScan (Becton
Dickinson) usando programas informadticos Cellquest (Becton
Dickinson). As células de triagem foram cultivadas e
expandidas de acordo com a forma anteriormente indicada. As
células marcadas com UltrAvidin-PE e tetramero Slu-MHC

foram usadas como controlos negativos.

Teste Citotoxico

As células alveo feoram tituladas com 50 UCi de oxiguinolina
titulada com 'indio (Medi-Physics Inc, Arlington, IL)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. As células alvo
(0,3 x 104) em 100 0l de um meio completc de RPMI-1640
foram adicionadas a cada um dos 96 recipientes nas placas
de teste de fundo plano (Cornirg Costar, Corp.). as células
alvo tituladas foram incubados com péptidos durante 60
minutos a uma temperatura de 37° C em 5% de CQ artes do

acréscimo dés células de efector. Nao foi usado péptido

165



queando as linhas de células de carcinoma foram tsadas ccmo
alvos. As células de efector foram suspensas em 100 01 de
um meio completo de RPMI-1640 suplementado com soro humano
AR misturado e adicionadcs 2s células alvo. As placas fcram
entdo incubadas a 37° C em 5% de C(G durante um periodo de
entre 4 e 16 horas. O material sobrenadante foi recolhido
para contagem gamma atrevés do usc das estruturas de
recolha (Skatron, Inc; Sterling, VA). As determinacdes
foram efectuadas em triplicedo e foram calculados os
desvios padr8o. A lise especifica foi calculada com o uso

da formula seguinte (todos os valores em cpm) :

% de lise = libertacdo observads - libertacdo espontinea x

100

Libertacdo total - libertacdc espontéanea

A libertacdo esponténea foli determinada a partir de
recipientes nos quais 100 U1 de um meio completo de RPMI-
1640 foi acrescentado. A radiocactividade total libertével
fol obtida apdés tratamento em alvos com 2,5% de triton x -

100.

Tipagem HLA

A fenotipagem HLA foi efectuada pelo banco de sangue do
Naticnal Institutes of Eealth usando um teste de
microcitotexicidede dependente dos anti corpos padrdo e um
painel definido de anti soros arti-ELA., Os fenotipos da
clesse I da linha de células V8T e do paciente #15 eram
HLA-A2, -; B 18 (We), 44 (12, W4) e HLA-A2, 28; B 13 (Bw4),

B51 (BW4); CW6, respectivamente.
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Deteccdo de Citoquina

O sobrenadante das células T expostas durante 24 horas as
DC irfectadas c¢om rF-CEA, rF-CEA/TRICOM, ou a DC nio
infectadas impulsionadas por péptidos e a DC infectadas com
rF-TRICCM num meio livre de IL-2 a varias relacgdes de
respondedor: estimulador foram triadas para a segregacédc de
IFNO usando um conjunto ELISA (R&D, Systems, Minniapolis,

MN) . Os resultados foram expressos em pg/ml.

Teste ELISPEOT

Foi usade uma modificagcdo do processo descrito por
Scheibenbogen e cutros (Scheibenbogen, C., e outros, Clin
Cancer Res 3 (2): 221-228, 1997) foi usado para medir a
producdo de IFNO de modc a determinar as células 1T
especificas de CAP-1. De um modo resumido, placas HA de 96
recipientes com um ml (Millipore Corporation , Dedford, MA)
foram revestidas com 100 Ol de um anticorpo de captura de
encontro a IFNC com uma concentracdo de 10 Og/ml. Apbs 24
horas de incubacdoc a temperatura ambiente, as placas fcram
bloqueadas durante 30 minutos com RPMI-1640 contendo 10% de
mistura de soro humano AB. 1 x 10° células a serem testadas
foram adicionadas a cada um dos recipientes. As células
ClR-A2 impulsionadas com CAP-1-6D foram adicionadas a cada
um dos recipientes sob a forma de um APC a uma relacdo de
APC de 1:3. As célvlas ClR-A2 ndo pulsadas foram entéo
usedas como controlo negativo. O péptido da matriz da gripe
com ligacdo a HLA-A2? (GILGFTL) ligando o péptido da fezlaste
muito, mas foram usados como controlo. As células de

respondedor s&o determinadas como um teste. As células de
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resposta foram determinadas através de um Animador de

Dominé (optimaz, Hillis, NH).

Anclise estatistica

A analise estatistica das diferencas entre os meios foi

efectuada usando um teste t de duas caudas.

Discusséo

Quendo uma célula rativa T encontra um entigénio, séo
possiveis vérios resultados, incluindo a proliferacéo, =&
segregacdo de citoquina e a difererciz¢do em células de
efector, &ssim como a desactivacédo, a merte e & falta de
capacidade de resposta (erergia). O resultado predominante
em condic¢des fisiolégicas pode ser determinado por outros
sinais costimulatérios adequadcs que sdo distribuidos &
célula T que resporde (26). Pelo menos trés moléculas
distintas normalmente encontradas a stperficie da APC
profissional s&c consideradas como serdo capazes de
proporcionarer c¢s sinals criticecs para e activacgdo de
células T: B7-1, ICAM-1 e LFA-3. Neste ceso o papel das
moléculas costimulatédrias na activacgdo das células T foi
exeminado usando vectores trabalhados para expressarem ou
B7-1, ou ICAM-1 ou LFA-3, ou uma combinacgdc de todas as

trés moléculas.

Foram investigados varios grupos relativamente a cooperacéo
de duas destas moléculas na costimulacdo das células T:
Dubey e outros indicaramr que a costimulacdo por parte de
A7-1 e de ICAM-1 é um requisito prévio para a activacéo

(26) das célules T nativas, enquanto que Cavallo e outros
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determinaram que B-7-1 e ICAM-1 devem ser expressadas em
simultaneo pelas células de tumor de modo a estabeleceram
ume resposta de memdéria anti tumcr (27)., De um modo
adicional, a costimulacdo com B7-1 e com LFA-3 demonstrou
agir de um modo aditivo em relacdo & proliferacdo das
células T e em relacdc a producdo de citoquira (6, 23, 24).
Estes estudos prévios foram efectuados usando duas
moléculas costimulatériazs e vectores rectrovirais., Um dos
genes foi transduzido na linhe de células alvo,
seleccionado relativamente as drogas e de novo transduzido
com uma segunda estrutura recombinada rectroviral seguida
pela seleccd&o com um agente diferente. Este processo exige
muitas vezes semanas ou meses. Usandc vectores de poxvirus
recombinadcs pode-se conseguir a expressdo em simulténeo de
trés moléculas costimulatérias 5 horas epds & infeccéo. In
vitro, &s células MC38 infectadas com rV-B7-1/ICAM-1/LFA-3
ou com rF-CEA/B7-1/ICAM-1/LFA-3 demonstraram aumentar a
proliferacdo de células T muito mais do que as células NMC38
infectadas com vectores contendc o gene para qualquer
molécula costimulatoéoria simples. Dubey e outros
demonstraram que a um baixo estimulador para as relagdes de
células T, se observava uma sinergiz de moderada a forte
com B7-1 e com ICAM-1 (26). Os nocssos estudos confirmam
estas descobertas. No entanto, com relacdes muito baixas de
células para as células T ou para um sinal fraco -1 (0,625
Og/ml Con A), a estrutura de dois genes (rv-B7-1/ICAM-1)
tinha pouco ot nenhum efeito na proliferacdo; em contraste,
a estimulacdo etravés construcdoc tripla (rV=B7-1/ICAM-
1/LFA-3) tinha um efeito substancizl e estatisticamente
significativo na proliferacdo. O efeito predominante da
estimulacdc através da estrutura de genes multiplos (rv-B7-

1/ICAM-1/LFA-3) era a elaboragdo de IL-2 a partir das
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células CD4" e a elaboracdo de ITN-0O a partir das células T
CD8", enguanto que pouca, ou nenhtmas, citoquinas do tipo 2
eream produzidas. A analise da expressdoc de citoquina por
parte da prcteccdo de RNAse proporcionot um perfil
compativel com o teste da citoquina in vitro, manifestado
por uma expressdo significetivamente superior de IL-2 e de
IFN-O quer nas células T CD4" quer nas células T CD8
estimuladas com &s trés moléculas costimulatérias, quando
comparada com a estimulacdo efectuada por qualquer molécula
costimulatéria simples. Estes dados estdo em conformidade
com os estudos anteriores que demonstraram que no contexto
da baixa costimulacdo de (D28, as células T produziam
baixos niveis de IL-1, enquantc que a forte costimulacdo de
CD28 supcrtava & produicdo de IL-2, de IFN-0 e de IL-13
(28). De um modo adicional, foi indicado que IL-13
estabelece sinergias com IL-2 na regulagdo da sintese de
IFN-U nas células T (29). De um modo interessante, os
nossos resultados suportam esta observacao pois c
estimulacdc das células T CD4" com MC38B7-1/ICAM-1/LFA-3. A
expressdo acrescida de IL-9 em conjunto com a regulacédo de
IL-2 notado nos estudos esta em concordancia com os estudos
anteriores que demonstraram que a producgdo optima de II-9 é
regulada por IL-2 (30). Tomados em conjunto, estes estudos
sugerem que as respostas Optimas de células T nativas
requerem um nivel mails elevedo de costimulacdo do que o que
se pensava anteriormente, e 1sto pode ser proporcionado

pela acg¢do combinada de trés moléculas costimulatérias.

Talvez a molécule costimulatéria mais estudade seja a B7-1.
A capacidade desta molécula para aumentar a activagdoc das
células T usando vectores rectrovirais, anticorpos anti-

CTLA-4, e vectores de poxvirus encontra-se bem
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estabelecida. Os estudos aqui indicados classificam a ordem
da estimulzcdo das células T através de uma Unica molécula
costimulatéria como B7-1 > ICAM-1 > LFA-3. No entanto, o©
uso de trés moléculas costimulatdérias era muito superior =
B7-1 isoladamente ot em B7 em combinac¢do com uma segunda
molécula costimulatéria tanto na proliferacdo de células T

como na prcducdo de citogquina.

Muito embora n&c se encontrem apoiados pela teoria, hé
varios mecanismcs possiveils para a cooperacdo eficaz entre
B7-1, ICAM-1 e LFA-3. A interaccdo entre ICAM-1/LFA-3 vai
alegadamente costimular a activacdo mediada por TCR das
células T manterdo o aumento nos mesmos segundos
mensageiros intracelulares gerados pelo engate TCR. Esta
observacdo sugere gue a ligacdo de LFA-1 através de ICAM-1
estimula em simulténeo as células T ao aumertar o sinal
distribuidc etravés do complexo CD3/TCR (6). A interaccéo
ICAM-1/LFA-1 ¢é necessaria para regular a expressidoc da
cadeia IL-2R-alfa e de CD28 nas células T, a quel tem de as
tornar competentes para responder a costimulacdo IL-2 e B7-
1. Por cutro lado, a interacgic B7-1/CD28 proporcicna um
sinal costimulatério independente de TCR que aumenta quer
trenscripcionalmente quer pbés-transcripcionalmente a
expressdao de IL-2 e outras linfoquinas imunoregulatédrias. A
interaccdo LFA-3/CD2 induz a fosforilacdo da tirosina de
varios segundos mensageiros intracelulares, a mobilizacédo
de Cah, e a produgdo de cAMP, resultando na elabcracdo de
ume pluralidade de citoquiras, nomeadamente II-2 e IFN-
0(6). Deste modo, parece que as trés moléculas
costimulatérias podem estar a cooperar aumentando a

activacdo dependerte dos antigénios das células T, assim
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como a sue producdo e a resposta aos factores de

crescimentc de autocrine e de paracrine.

Em conclusdo, a invencdo demonstra pela primeira vez =&
capacidade de os vectores induzirem trés ou mais moléculas
costimulatérias no interior de uma célula, e de activarem
de um modo répido e eficaz as populacdes de células T CD4
e CD8' até niveis muito mais elevados do gque os que se
conseguenmn quandc uma ou duas destas moléculas
costimulatérias sdo usadas. Este novo nivel de activacgdo de
células T tem amplas implicacdes ne concepcgdo e 1o

desenvolvirento de vacinas.

0 efeito da tripla de moléculas costimulatédrias nas DCs foi
completamente inesperadc. As DCs s&o corhecidas pelos
peritos ra técnica como sendo os APC mais potentes. Os
dados apresentados na presente invencdo demonstram gue
quendo as DCs sdo infectzdas com o vector “Tricom”, a suz
capacidade pera activar as células T aumente
drematicamente. Estes estudos demcnstram pele primeira vez

gque uma DC né&c & o APC mais potente.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0253]

<110> O Governo dos Estados Unidos da América como

<120> Um vector recombinado expressando mtltiplas moléculas
costimulatcrias e seus usos

<130> 20264292PC

<140> TBA

<141> 1998-11-12

<150> 60 /111,582
<151> 1998-12-0%

<160> 41

<170> Pantenina Ver. 2.1
<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

Descricic da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

1
Lys Thr Trp Gly Gln Tyr Trp Glx Tyr
1 5
2
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

2
Ile Thr Asp Gln Val Pro Pro Ser Val
1 5

3

9

PRT

Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

177



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

Tyr Leu Glu Pro Gly Pro Val Thr Ala
1 5

4
10
PRT

Sequéncia Artificial

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

4
Leu Leu Asp Gly Thr Ala Thr Leu Arg Leu
1 5
5
10
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

Val Leu Tyr Arg Tyr Gly Ser Phe Ser Val

178



10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>

6
9
PRT

Sequéncia Artificial

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

6
Ala Ala Thr Vval Ile Leu Gly Val Leu
1 5
2
9
PRT

Sequéncia Artificial

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

7
Ile Leu Thr Val Ile Leu Gly Val Leu
1 5
8
9
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<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>

PRT

Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

8
Met Ser Leu Gln Arg Gln Phe Leu Arg
1 5
9
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

9
Met Leu Leu Ala Val Leu Tyr Cys Leu
1 5
10
9
PRT
Sequéncia Artificial

1890



<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

10
Tyr Met Asn Gly Thr Met Ser Gln Val
1 5
11
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: PEFTIDO SINTETICO

11
Ser Glu Ile Trp Arg Asp Ile Asp Phe
1 5
12
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

12

Ala Phe Leu Pro Trp His Arg Leu Phe
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<210> 13
<211> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

<400> 13

Gln Asn Ile Leu Leu Ser Asn Ala Pro Leu Gly Pro Gln
Phe Pro
1 5 10 15

210> 14
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

<400> 15

Ser Tyr Leu Gln Asp Ser Asp Pro Asp Ser Phe Gln Asp
1 5 10

<210> 15

182



<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

9
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial:

PEPTIDO SINTETICO

Glu Ala Asp Pro Thr Gly His Ser Tyr

15
1
16
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial:

5

PEPTIDO SINTETICO

Ser Ala Tyr Gly Glu Pro Arg Lys Leu

16
1
17
9
PRT
Sequéncia Artificial

183

5



<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

Descricic da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

17
Glu Val Asp Pro Ile Gly His Leu Tyr
1 5
18
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricido da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

18
Phe Leu Trp Gly Pro Arg Ala Leu Val
1 5
19
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricic da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO
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<400> 19

Ala Ala Arg Ala Val Phe Leu Ala Leu
1 5

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

<400> 20
Tyr Arg Pro Arg Pro Arg Arg Tyr
1 5
<210> 21
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

<400> 21

Val Leu Pro Asp Val Phe Ile Arg Cys
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>

22
9
PRT

Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

22
Ala Tyr Gly Leu Asp Phe Tyr Ile Leu
1 5
23
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricdc da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

23
Tyr Leu Ser Gly Ala Asn Leu Asn Leu
1 5
24
9
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<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

PRT

Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

24
Tyr Leu Ser Gly Ala Asp Leu Asn Leu
1 5
25
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

25
Ser Tyr Leu Asp Ser Gly Ile His Phe
1 5
26
9
PRT
Sequéncia Artificial
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<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

26
Glu Glu Lys Leu Ile Val Val Leu Phe
1 5
27
10
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

27
Ala Cys Asp Pro His Ser Gly His Phe Val
1 5 10
28
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricic da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

188



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

28

Ile Ile Ser Ala Val Val Gly Ile Leu
1 5

29
9
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

29
Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu
1 5
30
10
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

30

Try Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr
1 5 10
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

31
20
PRT

Sequéncia

Descricgédo

31

Pro Asp Thr Arg
Gly Val Thr Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

20

32
30
PRT

Sequéncia

Descricgédo

32

Phe Leu Thr Pro

Ser Asn Asp Val

Artificial

da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala His
aAla
5 10 15

Artificial

da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

Lys Lys Leu Gln Cys Val Asp Leu His Val Ile
Cys Ala
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20

Gln Val His Pro Gln Lys Val Thr Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

25 30

33
10
PRT

Sequéncia Artificial

Descricioc da Sequéncia Artificial: PEPTIDC SINTETICO

33
Phe Leu Thr Pro Lys Lys Leu Gln Cys Val
1 5 10
34
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

34

Lys Leu Gln Cys Val Asp Leu His Val
1 5
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

35
10
PRT

Sequéncia Artificial

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

35
Val Ile Ser Asn Asp Val Cys Ala Gln Val
1 5 10
36
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

36
Gln Val His Pro Gln Lys Val Thr Lys
1 5
37
8
PRT
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<213>

<220>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>

Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

37
Glu Ala Gln Asn Thr Thr Tyr Leu
1 5
38
8
PRT
Sequéncia Artificial

Descricio da Sequéncia Artificial: FEPTIDO SINTETICO

38
Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu
1 5
39
8
PRT
Sequéncia Artificial
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<220>

<223>

<400>

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

39
Arg Gly Tyr Val Tyr Gln Gly Leu
1 5
40
9
PRT
Sequéncia Artificial

Descricic da Sequéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

40
Ala Ser Asn Glu Asn Met Asp Ala Met
1 5
41
2297
DNA
Sequéncia Artificial

Descricio da Seguéncia Artificial: PEPTIDO SINTETICO

41
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ttacgocaag

ggttactte

gagttacaag

oagogeaatta

toctttctte
aacegtigtt

195

aagggaacaa
tatcgaattt
toctcacagt
gtcatgcaag
tgcecagete
tecggggete
ceecegogcay
cacctggate

ctccaggtte

ccectggeag

ccecaggtte

ogectgetag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960



gecattgtet

acocatgoge
geaggtaaty

gttittacaac
ccoctttoge

caggeteooe
attccattoe
ttocagooog
getatgtgoe
gtggcageag
ggcacgtoxe

acagoctoct
gtgggocact
cccgagage
getecaatte
gtogtgacty
agetgyogta

caatgga

ctetttottt

ttataaacaa

gttceateay

ttoctgtott

g3IPLLLc

chottiggge
caccaattic

196

geaagagcac
gecatageac
cctececaatca
ttcacatttc
aagagetgea
tgggoctete
toogagaagy
aagcagecte
ctttctctge
tetgtgttet
gocgaaagaa
gogagtacce
gecectatga
cagtggeage
ccagtgecat
togtgagetg
toggacactt
tgttgtgaty
ctagttctag
acgegogete
cttaateget
cgecctteca

tecattcetca

cacagacatt
caatattaag
taccatcaat

acagttgoge

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2297



REIVINDICAGOES

1. Um vector recombirado gque compreerde sequéncias de
dcidos nucleicos estranhas gque codificam trés moléculas
costimulatérias diferentes, uma da familia B7 que consiste
por B7-1 e B7-2 ou homélogos humanos ou uma pPOrcac
funcional dos mesmos, e duas seleccionadas de um grupo gue
consiste por ICAM-1, por LFA-3, por 4-1BBL, por CDL9, por
CD40, por CD70, por 0X-40L, por VCAM-1 ou por hombdlogos

humancs ou por¢des funcionais dos mesmos.

2. O vector recombinado de ecordo com a reivindicacdo 1, em
que as referidas trés moléculas costimulatérias séo B7-1,

ICAM-1 e LEA-3.

3. O vector recombinado de eacordo com a reivindicacdo 2, em
gque as referidas moléculas costimulatédrias s&o derivadas

dos humanos, derivadas dos simios ou derivadas da murina.

4. O vector recombinado de acordo com qualquer uma das
reivindicacées de 1 a 3, compreendendo uma sequéncia de
dcidos nucleicos estranha que codifica pelc menos uma de
entre citoquira, quimoquina, Flt-3L, ou combinacdes das

mesmas.

5. 0O wvector recombinado de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 4, compreendendo ainda um marcador

seleccionavel.

6. O vector recombinado de zcordo com a reivindicacdo 5, em
que © marcador seleccionavel é seleccionado de entre o

grupo que consiste por lacZ gene, por quinase de timidina,
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por gpt, por GUS e por um gene da gama de hospedeiros da

vaccinia K1L.

7. O wvector recombinado de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes de 1 a 6, compreendendo ainda pelo menos um
promotor derivado de uma fonte eucaridética, de uma fonte

procariodtica cu de uma fonte viral.

8. O vector recombinado de acordo com a reivindicacdo 7, em
que o promotor é seleccicnado de entre o grupo que consiste
por um promotor entecipado de SV40, por um promotor de RSV,
por um promotor principal de adenovirus posterior, por um
promotor I antecipado imediato CMV humano, por um promctor
de poxvirus, por um promotor de 30K, por um promotor 13,
por um promotor de sE/L, por um promotor de 7,5, por um

promotor de 40K e por um promotor de Cl.

9. 0 vector recombinado de acordo com gqualquer uma das
reivindicacgdes de 1 a 8, selecciorado de entre o grupo que
consiste por tm virus baseado numa bactéria, num virus e

num acido nucleico.

10. O vector recombinado de zcordo com a reivindicacdo 9,
em que o referido vector de virus é seleccionado de entre o
grupo que consiste por poxvirus, por adencvirus, por virus
de Herpes, por alfavirus, por rectrovirus, por picornavirus

e por iridevirus.

11. Q vector recorbirado de acordo com a reivindicacédo 10,

caracterizado por ser um poxvirus recombinado.
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12. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 11,
em que o poxvirus recombinedo & crtcpox, avipox, capripox

ou suipox.

13. O vector recorbirado de acordo com a reivindicacédo 12,
em que o0 avipox é pcx de aviario, pox de candrio @ seus
derivados.

14. O vector recombirado de acordo com a reivindicagdo 12,
em que o ortopcx €& vaccinia, a estirpe de Vaccinia de
Copenhaga, a estirpe de wvaccinia de Wyeth, a NYVAC, =

estirpe da vaccinia MVA, a pox do rato ou a pox do coelho.

15. 0 poxvirus recombinado de acordo com qualquer uma das
reivindicacgées de 11 a 14, compreendendo ainda pelo menos
um promotor de poxvirus capaz de controlar a expensdo do

DNA estranho.

16. O vector recombinado de zcordo com a reivindicacdo 9,
caracterizado pelo referido vector de bactéria ser um

vector plasmida.

17, O vector recombinado de zcordo com a reivindicacdo 16
que compreende (a) pelo menos um promotor de poxvirus, (b)
as sequércies de &acido nucleico estranhas que codificam
LFA-3, ICAM-1 e pelo menos uma molécula B7, (c) sequéncias
de DNA que ladeiam a estrutura de elementos (a) e (b),
sendo as sequéncias de ladeamento de ambas as extremidades
5" e 3’ homolcgas a uma regido de genoma de poxvirus
parental em gte os elementos () e (b) vac ser inseridos de
modo a fazerem a recombinacido com um poxvirus concebido
para produzir um poxvirus reccmbinado capar de exprimir

sequéncias de acidos nucleicos estranhas que codificam trés
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moléculas costimulatérias, LFA-3, ICAM-1 e pelo menos uma

molécula B7.

18. O vector recombinado de acordo com a reivirdicacdo 16
designado como pT5064 depositadc junto da ATCC com o N° de
Acesso 203482.

19. O vector recombinado de zcorde com a reivindicagido 16
designado como pT5049 depositadc junto da ATCC com o N° de
Acesso 203481.

20. O vector recombinado de acordo com qualgquer uma das
reivindicacbes de 1 a 19, compreendendo ainda uma sequénciea
de &cidos nucleicos estranha que codifica pelo menos um

antigénio alvc ou um epitope imunclédgico do mesmo.

21. O vector recorbirado de acordo com a reivindicacido 20,
em que o antigénio alvo tem uma sequéncia de amino Aacidos
seleccionada de entre o grupo gque vai desde z SEQ ID NO: 2

até a SEQ ID NO: 40.

22. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagido 20,
em que o artigénioc alvo é seleccionado de entre o grupo que
consiste por um antigénio especifico do tumor, pelo
antigénio associado ac  tumor  (TAZ), ©pelo antigénio
especifico do tecido, pelo artigénio bactericida, pelo
antigénio viral, pelo antigénio da levedura, pelo antigénio
dos fungos, pelo antigénio dos protozodrios, e pelc

antigénio parasita e pelo mitogénio.

23. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 22,
em gue o artigénio bactericide é derivado de uma bactérie

seleccionada de entre o grupo gue consiste por Clamidia,
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por Micobactéria, por Legionela, por Meningiococus, por
Estreptococus do Grupo A, por Hemophilus influenzae, por

Salmonela e pcr Listeria.

24. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 22,
em gque o antigénic viral ¢é derivado de um virus
seleccionado de um grupc gue consiste por Lertivirus, pelc
virus do Herpes, pelo virus da Hepatite, pelo Ortomixovirus

e pelo Papilomavirus.

25. O vector recorbirado de acordo com a reivindicacdo 24,

em que o Lentivirus & HIV-1 ou HIV-2.

26. O vector recorbirado de acordo ccm a reivindicagdo 24,

em que o virus do Herpes é HSV ou CMV,

27. O vector recorbirado de acordo com a reivindicacgdo 24,
em que o virus da Hepatite é o virus da Hepatite A, dz

Hepatite B, da Hepatite C, da Hepatite d cu da Hepatite E.

28. 0 vector recombinado de zcordo com a reivindicacido 24,

em que o Ortomixovirus é o virus da gripe.

29. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 22,
em que © antigénio associado com o tumor, o antigénio
especifico do tumor ou ¢ antigénio especifico do tecido é
seleccionado de entre o grupo que consiste por CEA, por
MART-1, por MARGE-3, por GP-100, por MUC-1, por MUC-2, por
oncogene rds com mutagdc por pontos, por pb3 com mutacéo
normal ou por pontos, por pb3 exagerado, por CA-125, por
PSA, por C-erb/B2, por BRCA I, por BRCA II, por PSMA, por

tirosinase, por TRP-1, por TRP-2, por NY-ESO-1, por TAG72,
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por KSA, por HER-2/neu, pcr bcr-abl, por pax3-fkhr, por
ews-fli-1, por TAAs modificados, por variacdes cortadas de

TAAS, por epitopes e por seus epitopes agcnistas.

30. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 29,
em que o artigénio é CEA (6D) tendo um amino &cido de &cido

aspartico na posicdo de amino acido 576.

31. O vector recorbirado de acordo com a reivindicacgdo 29,

em que o antigénio & PSA ou PSMA.

32. 0 vector recorbirado de acordo com a reivindicacgdo 29,

em que o antigénio & MUC-1 ou uma porcdo do mesmo.

33. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 22,
em que o artigénio de amido ou de furgo & derivado de um
amido ou de um fungo seleccionado de entre o grupo gue
consiste por Aspergilius, por Nocardia, por Histoplasmcse,

por Cé&ndida e por Criptosporidia.

34. O vector recorbirado de acordo com a reivindicagdo 22,
em que o artigénio parasite é derivado das espécies
Plesmodium, Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii,

Trypasosoma, da espécie Leishmania.
35. Uma célula hcspedeira isclada compreenderdo o vector
recombinadc de acordo com quelquer uma das reivindicacdes

de 1 a 34.

36. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 35

que conpreende ainda uma sequéncia de Acido nucleico
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estranha que codifica pelo mencs um antigério alvo ou um

epitope imunolégico do mesmo.

37. A célula hospedeira de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 35 e 36, caracterizada por a referida célule
ser um antigénio que apresenta a célula ou um percursor da
mesma, ume célula pré-maligna, uma célula hiperplédsica ou

ume célula de tumor.

38. A célule hrospedeira de acordo com & reivindicacado 37,
em que a referida célula que apresenta o antigénio é ume
célule dendritica ou um percursor ou um derivado da mesma,
um mondcito, um macrdfago, ume célula B, um fibroblastome

ou uma célula de masculo.

3%2. A célule hospedeira de acordo com & reivindicacgédo 37,
em que a célula que apresente o antigénio é derivada de
espinel medula, do baco, da pele, do sangue periférico, do

tumor, do nédulc linfatico ou do musculo.

40. A célule hospedeira de acordo com & reivindicacé&o 37,
em que a célula que apresenta o antigénio é& ume célula de
progenitor gue apresenta o antigénio, uma célula que
apresenta o antigénio ou ume cé&lula trabealhada que

apresenta ¢ antigénio,

41. A célulz hospedeira de acordo com & reivindicacdo 38,
em que o referido derivado dendritico ¢é uma célule
dendritica tratada com TNF-0, uma célulz dendritica tratada

com CD-40, ou uma stb-populacdo de células aderentes
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42. A célule rospedeira de acordo com & reivindicacé&o 36,
em que a sequéncia de Aacido nucleico estranha que codifice
pelo menos um antigénio alvo ou um epitope imunolégico do
mesmo é fornecide por um vector recombinado, por RNA ou por
DNA, de um lisato de células de tumor cu por fusdo com ume

célula de tumcr que compreende a referida sequéncie.

42, Uma composicdo farmacéutica que compreende pelo menos
um vector recormbinado de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 34, e um veiculo farmacologicamente

aceltével.

44, A composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
43, que compreende um poxvirus recombinado de acordo com
quelguer uma das reivindicacSes de 11 a 15 e opcionalmente
como um segundo vector recombinado um poxvirus que
compreende pelo menos uma sequénciaz de acido nucleico
estranha de acordo com pelo menos um antigénio alvo ou um

epitope imunolégico do mesmo.

45, A ccmposicdo farmacéutica de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes 43-44 que compreende ainda uma

citoquina, uma chemoquina ou F1t-3L.

46. A ccmposicdo farmacéutica de acordo com qualquer ume
das reivindicacCes 43-44 adequada para & administracéoc por
vie intravenosa, subcuténea, intra linfatica, intraturural,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrarectal,
intra vaginal, intra nasal ou por via oral ou por infusé&o

na bexiga cu por raspagem.
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47. Uma composicdo farmacéutica que compreende as células
dendriticas e seus derivados de acordo com a reivindicacéo

38 e um veiculo farmacologicamente aceitével.

48. Um processo in vitro destinado a aumentar a respcsta
imune especifice do antigénio numa célula isolada do
sistema imune, caracterizado por serem tsados ou o vector
recombinado de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
de 1 a 34 ou as células hospedeiras de acordo com as

reivindicacdes de 35 a 42.

43, Um processo de accrdc com & reivindicacdoc 48, em que as
células hospedeiras de acordo com qualquer uma das
reivindicacgées de 35 a 42 sdo usadas e que compreende
ainda, de um modc opcional, uma etapa de impulsionar as
referidas células com um antigénio alvo ou com um epitope

do mesmo.

50. O processo de acordo com a reivindicacdo 48, em que as
células isoladas do sistema imune sé&o linfécitos T e que é
caracterizado por compreender a etapa de exposicdo de um
linfécito T isclado a uma célule hospedeira de acorde com
quelguer ume das reivindicacdes de 35 a 42, de um modo
isolado ou em combinacdo com um antigénio alve ou com um

epitope imunolégico do mesmo.

51. Um processo de accrdec com & reivindicag&o 50, em que os
referidos linfécitos T sfo autdlogos com um individuo.

52. 0 uso do vector recombinado de acordo com qualquer ume
das reivindicacées de 1 a 34, para a preparacido de um
medicamentc para o tratamento ou para a prevengdo do cancro

ou das doencas ceusadas por um microrganismo patogénico.
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53. 0 uso do vector recombinado de acordo com qualguer ume
das reivindicacées de 1 a 34, para a preparacdo de um
medicamentc para o tretamento ou para a prevencdo dos

estados pré-neoplésicos ou hiperpléasicos.

54. O uso do vector recombinado de acordo com qualquer ume
das reivindicagdes de 1 a 34, para a preparagdo de um

medicamentc destinado a aumentar a resposta imune.

55, 0 uso de uma célula hospedeira de acorde com quelquer
ume das reivirndicacdes de 37 a 42, isoclada ot em combinacéo
com um antigénio alvo, para a preparacdo de um medicamento

para a imunoterapia ou para a vacinacdo.

56. Um processo para a producdo de um poxvirus recombirado
gque compreende a permissdoc de que o vector recombinado de
acordo com qualguer tma das reivirdicacgdes de 16 a 19 seje

recombinadc com um genoma de poxvirus parental.

57. Um conjunto para a producdo de um poxvirus recombinado
que compreende ¢ vector recombinadc de acordo com qualqguer
ume das reivindicacdes de 16 a 19 e, opcionalmente, um

poxvirus parental.

58. Um processo para avaliar in vitro a eficacia de ume
vacina contra um antigério alvo que compreende &
determinacdo do numero e da funcdo dos linfécitos alvo
especificos dos antigénios na presenca da célula que
apresenta antigénio de acordo com a reivindicacdo 37, em
que um aumento no rumero, na funcdo ou numa combinacéo

destes factores em relacdo de linfdécitos alvo especificos
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dos antigénios é indicador da eficédcia da vacina contra um

antigénio alvc.

59. Um processo de triagem de péptidos imunogénicos de
entre uma pluralidade de péptidos compreendendo:

(a) a impuls@o das célules que apresentam o antigénio
infectadas com um vector recombinado de acordo com qualquer
ume das reivindicacgdes de 1 a 34, com uma pluralidade de
péptidos de modo a formarem células que apresentam
antigénios impulsionados por péptidos:

(b) a medicdo da imuncreactividade linfoide ra presenca das
células gue apresertam o artigénio impulsicnadas com
péptidos,

em que a imunoreactividade aumentada ¢é indicadcra de um
péptido imunogénico na célula que apresenta o antigénio

impulsionada com o péptido.

60. O processo de acordo com a reivindicacgdo 59, em que &

fonte da multiplicidade de péptidos é uma biblioteca de

péptidos ccombinados.
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