e P11 0713978-0 A2

(22) Data de Dep6sito: 26/06/2007

* B RPIOZY 1397 8A2 %

(51) Int.CI.:

. ) ) (43) Data da Publicacao: 27/11/2012 A61K 39/04

Renuybll{;:baLFederai’wa do‘ Bl’?allr (RP' 21 86) AB1K 39/02

Instuto Nacionst 86 Propriagacie A61K 39/12
A61K 39/002

(54) Titulo: EXPANSAO DO REPERTORIO DE
CELULAS T PARA INCLUIR EPITOPOS
SUBDOMINANTES ATRAVES DA VACINACAO COM
ANTIGENEOS LEBERADOS COMO FRAGMENTOS
DE PROTEINAS OU COQUETEIS DE PEPTIDEO

(30) Prioridade Unionista: 28/06/2006 DK PA200600861
(73) Titular(es): statens Serum Institut

(72) Inventor(es): Claus Aagaard Pedersen, Jes Dietrich, Peter
Andersen

(74) Procurador(es): Dannemann ,Siemsen, Bigler &
Ipanema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT DK2007000312 de
26/06/2007

(87) Publicacao Internacional: WO 2008/000261de
03/01/2008

100000~
= ™
£ 100004
B
2
2
Fri 1000+

"l

(67) Resumo: EXPANSAO DE REPERTORIO DE CELULAS T
PARA INCLUIR EPITOPOS SUBDOMINANTES ATRAVES DA
VACINAQAO COM ATIGENOS LIBERADOS COMO FRAGMENTOS
DE PROTEINAS OU COQUETEIS DE PEPTIDEO. A presente
invencdo refere-se a uma forma conveniente de induzir um
reconhecimento amplo de respostas dominantes e subdominantes
para epitopos de qualquer antigeno importante para profilaxia ou
tratamento de uma doenga crénica, através da imunizacdo com
conujntos de fragmentos sobrepostos (peptideos sintéticos, por
exemplo 10 a 30 mers com 2 a 20 aa sobrepostos) do antigeno
desejado em adjuvantes apropriados. O repertério de células T é
preparado para incluir ndo apenas o epitopo imunodominante
reconhecido quando a molécula intacta é usada para imunizagéo e
induzida pela propria infeccdo cronica, mas para induzir uma resposta
muito mais ampla e balanceada para varios epitopos subdominantes.
A resposta de células T resultante para epitopos subdominantes &
importante para protecdo contra doengas crbénicas que por si so
induzem a resposta focadas apenas para epitopos imunodominantes.
A grande vantagem da presente invengdo € que ela nao requer
conhecimento prévio sobre a localizacdo e identidade precisas dos
epiopos subdominantes e seu reconhecimento em uma populacédo
humana, mas expande o repertério de células T, e através dele o
numero total de epitopos reconhecidos pelas células T especificas
preparadas através da vacinagdo a partir de poucos epitopos
imunodominantes até muitos epitopos de vacina relevante. Para
doencgas crénicas controladas por imunidade humoral, a resposta de
células de T-helper preparadas pela mistura de peptideos pode,
convenientemente, também ser reforgada por proteinas inteiras para
maxima indugéo da resposta do anticorpo.

vacinagao de mistura de peptideos
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "EXPANSAO
DO REPERTORIO DE CELULAS T PARA INCLUIR EPiITOPOS SUBDO-
MINANTES ATRAVES DA VACINAGAO COM ANTIGENOS LIBERADOS
COMO FRAGMENTOS DE PROTEINAS OU COQUETEIS DE PEPTIDEO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a uma vacina contra doencas

crénicas tais como uma infecgdo bacteriana, viral ou parasitaria ou cancer
compreendendo uma mistura de peptideos de peptideos sobrepostos abran-
gendo a sequéncia de aminoacidos inteira de uma proteina que é expressa
durante a fase crénica das doengas tais como uma infecgdo crénica causada
por uma bactéria, um virus persistente ou parasita ou de proteinas expres-
sas em tumores malignos, um método de fazer tais vacinas e profilaxia e
tratamento da doenga crénica.
ANTECEDENTES GERAIS

Comparado ao numero limitado de doeng¢as onde vacinas estao

correntemente disponiveis, um numero muito grande tem tentativas libera-
das por enquanto para desenvolver vacinas eficientes. Uma caracteristica
comum para muitas destas doencas infecciosas, como também cancer, é
que elas se desenvolvem lentamente e manifestam como doencgas crénicas,
onde a doen¢a é mantida durante anos em face a uma resposta imune exis-
tente do hospedeiro. Isto com frequéncia eventualmente resulta em imuno-
patologia, que sao alguns casos tais como Chlamydia thracomatis é a causa
real da doenga humana tal como cicatrizagdo inflamatéria do oviduto resul-
tando em infertilidade. Para algumas doengas, tais como infecgdo de M. tu-
berculosis (TB), uma vacina existe (BCG) mas embora a vacina possa pre-
venir as manifestagdes agudas da doencga, a bactéria nao esta elucidada e
uma doenga crbnica ou latente portanto estabelecida. TB passa essencial-
mente por 3 fases. Durante a fase aguda, as bactérias proliferam-se nos 6r-
gaos, até que a resposta imune aumenta para o ponto no qual pode-se con-
trolar a infec¢ao, sob o qual a carga bacteriana aumenta e comega a diminu-
ir. Apds isso, uma fase cronica ou latente é estabelecida onde a carga bacte-

riana € mantida estavel em um nivel baixo. Nesta fase M. tuberculosis vai a
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partir de multiplicagéo ativa até um estado de persisténcia lento ou nao-
replicativo que pode durar por muitos anos. Porém, em alguns casos de TB,
a infeccao pode reativar de repente e doenga evidente sera o resultado. Os
fatores que levam a esta reativagdo sao grandemente desconhecidos. Em
outros casos tais como Chlamydia, a infecgao pode permanecer assintoma-
tica mas o processo inflamatério continuo causa manifestagoes clinicas pos-
teriores tais como infertilidade.

A resposta imune para muitas destas doengas dificeis incluem
um componente de resposta humoral ou imune mediada por célula (CMI). A
resposta CMI é direcionada a uma hierarquia de antigenos de células T e
epitopos do patégeno. Os epitopos sdo extensdes de aminoacidos (aa) de 7-
9 aa (MHC I) e 12-15 aa (MHC Il) (1). Em doenga viral e bacteriana crénica
tal como HIV, TB como também em cancer, a hierarquia das respostas de
epitopo alteram com o passar do tempo para ailguns epitopos imunodomi-
nantes que gradualmente constituem uma parte grande da resposta total de
células T, enquanto que um numero grande de outros epitopos tendo o po-
tencial para ligar as moléculas de apresentagao de antigeno de MHC classe
| ou Il sdo subdominantes ou até mesmo oculto resultando em respostas de
células T em niveis proximos ou abaixo do nivel de detecgédo (2-6). Se indu-
zidas através de vacinacao (sem a competicao de epitopos dominantes), as
respostas para tais epitopos subdominantes foram relatadas ser protetoras,
por exemplo em TB (7), indicando que os epitopos sédo expressados de fato
durante a infecgao natural e podem ser reconhecidos pelas células efetoras
no patégeno invasor. Que tais respostas possam ter vantagens comparadas
as respostas para epitopos imundominantes foi sugerido por estudos em HIV
onde os mutantes liberados desprovidos de epitopos imunodominantes, e
portanto nao vistos pelo sistema imune, sdo uma preocupacéao principal para
desenvolvimento de vacina atual (8).

A utilizagdo de epitopos de células T subdominantes no projeto
de vacinas tém até entao sido impedida por dois obstaculos principais; i) A
necessidade de um painel grande de epitopos diferentes para abranger uma

populagdo humana diversa devido a variagdo de epitopos individuais reco-
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nhecidos por individuos com composicao de HLA diferente; ii) A necessidade
de identificar epitopos subdominantes aos quais apenas respostas de célu-
las T de nivel baixo préximo ou abaixo do nivel de detecgao dos ensaios i-
munolégicos (eg ELISPOT) sdo encontradas.

Olsen et al. (7) descreveu que uma vacina com base em um epi-
topo subdominante de ESAT6 pode proteger contra TB. Porém, uma mistura
de peptideos sobrepostos abrangendo a regido inteira de ESAT6 nao foi u-
sada neste estudo.

Em WOO01016163 & descrita uma vacina contra virus compreen-
dendo uma mistura de peptideos que consiste em peptideos que ativam as
células T independente de seu gendtipo de HLA. Este pedido de patente en-
sina o uso de misturas de peptideo de Hepatite B para permitir uma cobertu-
ra ampla quando aplicadas para a vacinagdo de uma populagdo humana
geneticamente diversa assim evitando nao-respondedores encontrados ao
imunizar com peptideos unicos. Esta invengao nao ensina a expansao dirigi-
da por peptideo de células T direcionadas contra epitopos subdominantes de
células T relevantes para a vacinagao preventiva e terapéutica contra doen-
¢as crénicas como ensinado na presente invencao.

Em WOO03011331 é descrita uma vacina de reforgo principal.
Para prevenir uma resposta aumentada a epitopos dominantes e resposta
diminuida a epitopos subdominantes, preparacado € alcangada por um DNA
ou vetor viral que codifica uma cadeia de epitopos. Seguindo o estagio pre-
paratério, os epitopos sao individualmente usados, em construgdes separa-
das ou carregados em veiculos separados, para reforgar a resposta ao invés
de ser administrados como um DNA de poliepitopo simples ou construgao
viral. Em contraste, a presente invengao usa extensbes de sequéncias de
aminoacidos, abrangendo uma proteina inteira, em uma mistura de pepti-
deos com de 6-20 aminoacidos sobrepostos para preparar e opcionalmente
reforcar com a proteina inteira como uma vacina de subunidade auxiliar ou
expressa em sistemas de liberagao viral para indugdo maxima das respostas
humorais também.

E em geral observado que em doengas crénicas a hierarquia das
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respostas dos epitopos altera com o passar do tempo para constituir respos-
tas voltadas apenas para alguns epitopos dominantes. Porém, como as res-
postas contra epitopos subdominantes tem provado protetoras (7) € uma vez
que uma resposta contra estes epitopos nao & promovida pela propria doen-
¢a crénica, uma doenga cronica representa um alvo ébvio para uma inven-
¢ao que induza uma resposta imune para uma faixa ampla de epitopos, in-
cluindo epitopos tanto dominantes como, essencialmente, subdominantes.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo descreve vacinas que induzem um reco-

nhecimento amplo de respostas dominantes e subdominantes para qualquer
antigeno dado. A vacina compreende fragmentos sobrepostos do antigeno
desejado em adjuvantes apropriados. O repertério de células T é assim ex-
pandido para incluir nao apenas o epitopo imunodominante reconhecido
quando a molécula intacta é usada para imunizagao ou induzida pela prépria
infecgdo crénica, mas também induzir uma resposta muito mais ampla e ba-
lanceada para varios epitopos subdominantes. A grande vantagem da pre-
sente invengao é que ela nao requer conhecimento prévio sobre a localiza-
¢ao ou identidade precisas dos epitopos subdominantes e seu reconheci-
mento em uma populagdo humana, mas expande o repertério de células T, e
através dele o numero total de células T especificas alvos preparadas pela
vacinagdo a partir de poucos epitopos imunodominantes até muitos epito-
pos. Como ensinado pela presente invencdo, doengas crénicas alvos com
uma faixa ampla de respostas para epitopos subdominantes atrelam a imu-
nidade para estas doengas dramaticamente.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengcao descreve uma vacina contra uma doencga

cronica tal como uma infecgdo bacteriana, viral ou parasitaria ou cancer
compreendendo uma mistura de peptideos que consiste em peptideos so-
brepostos adjacentes abrangendo a sequéncia de aminoacidos inteira de
uma proteina que é expressa durante a fase crénica da doenga.

A presente invengdo descreve o uso de uma mistura de pepti-

deos sobrepostos derivados de uma proteina antigénica e/ou do acido nu-
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cléico que codifica estes peptideos para uma vacina contra uma doenca cré-
nica tal como uma infecgao bacteriana, viral ou parasitaria ou cancer.

Os peptideos sdo 10 a 30 aminoacidos de comprimento, preferi-
velmente 12-20 aminoacidos de comprimento onde a sobreposigdo com o
peptideo adjacente é de 6-20 aminoacidos, preferivelmente de 10-12 amino-
acidos.

A proteina antigénica que a mistura de peptideos abrange é es-
colhida dentre proteinas que sdo expressas durante a fase crénica de uma
doenga e induz uma resposta imune mediada por célula no caso de doenga
crénica.

Preferivelmente a proteina €& selecionada de uma bactéria tal
como uma micobactéria virulenta, por exemplo por Mycobacterium tubercu-
losis, Mycobacterium africanum ou Mycobacterium bovis, Mycobacterium
leprae ou Chlamydia trachomatis, ou um virus, tal como o da hepatite B ou
C, ou um parasita, tal como Leishmania, ou o parasita causador de malaria
Plasmodium falciparum ou a partir de moléculas expressas em tumores ma-
lignos.

Os peptideos ndo sao restritos mas preferivelmente a partir de
uma proteina selecionada de M. Tuberculosis, tal como ESAT6, Ag85A,
Ag85B ou TB10.4, ou a partir de Chlamydia trachomatis, tal como CT184,
CT521, CT443, CT520, CT521, CT375, CT583, CT603, CT610 ou CT681, ou
a partir de um virus da hepatite B ou C ou a partir de Plasmodium falcipa-
rum, tal como Msp1, Msp2, Msp3, Ama1, GLURP, LSA1, LSA3 ou CSP.

A invengdo também descreve um método para preparar uma
mistura de peptideos de acordo com a invengao por clivagem proteolitica da
proteina com dois ou mais agentes de clivagem proteoliticos tais como en-
zimas proteoliticas como tripsina, protease V-8, AspN ou quimotripsina ou
agentes quimicos tais como CNBr ou BNPS-skatole.

A mistura de peptideos de acordo com a invengao pode ser usa-
da para preparar uma vacina contra uma doenga crénica tal como uma in-
feccao bacteriana, viral ou parasitaria ou cancer. A vacina pode opcional-

mente compreender um sistema de liberagao tal como um adjuvante. O ad-
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juvante é preferivelmente a base de lipossomas catiénicos tal como brometo
de dimetildioctadecilaménio / dibeenato de trealose (DDA/TDB). A mistura de
peptideos usada para vacinagdo pode ser misturada com lipossomas pré-
formados ou cada peptideo pode ser misturado com os lipossomas pré-
formados, os peptideos individuais formulados nos lipossomas sao depois
misturados antes da imunizagao

Cada peptideo na mistura de peptideos pode preferiveimente ser
misturado individualmente com o lipossoma antes de fazer a mistura de pep-
tideos para 6tima interagdo com antigeno individual apresentando células do
sistema imune assim assegurando respostas maximas para todos os possi-
veis epitopos na molécula.

A invengao também descreve um método e vacina para profila-
xia ou tratamento terapéutico de uma doencga crénica em um animal, incluin-
do um ser humano, compreendendo administrar ao animal a vacina da in-
vengao. Opcionalmente a profilaxia ou tratamento € reforcado administrando
uma segunda vacina compreendendo a proteina inteira abrangida pela mis-
tura de peptideos em um adjuvante ou expressa em uns sistemas de libera-
¢éo viral ou como uma vacina de DNA pura para reforgo 6timo de um CMI
como também uma resposta humoral.

A invengdo também descreve uma vacina em que a sequéncia
de aminoacidos ¢ lipidada ou conjugada diretamente com agonista de TLR
tal como CPG a fim de permitir um efeito autoauxiliar do polipeptideo.

A modalidade preferida da invengdo € uma vacina compreen-
dendo uma mistura de peptideos da invengdo com um adjuvante como des-
crito acima.

DEFINICOES
DOENCA CRONICA
Uma doenga crénica € uma doenga duradoura ou recorrente. O

termo crénica descreve o curso da doenga, ou sua taxa de principio e de-
senvolvimento. Um curso crénico é distinguido de um curso recorrente; do-
encgas recorrentes reincidem repetidamente, com periodos de remissao no

meio. Infecgbes crénicas podem ser causadas por bactérias, por exemplo
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Mycobacteria sp. ou Chlamydia s.p entre outras, por virus, por exemplo o da
Hepatite ou HIV, por um parasita, por exemplo um parasita causador da ma-
laria ou Leishmania, ou por doengas tais como cancer, diabetes etc.
PEPTIDEOS

A palavra "peptideo” na presente invencgao deveria ter seu signi-
ficado usual. Ou seja, uma cadeia de aminoacido de qualquer comprimento
sendo uma parte ou fragmento de uma proteina, em que os residuos de a-
minoacido sdo ligados através de ligacdes peptidicas covalentes.

O peptideo pode ser modificado quimicamente sendo glicosila-
do, sendo lipidado (por exemplo por lipidagdo quimica com succinimida de
palmitoildxi como descrito por (9), marcagdo com PAM3Cys (18) ou com clo-
reto de dodecanoila como descrito por (10)), compreendendo grupos protéti-
cos, ou contendo aminoacidos adicionais tais como por exemplo um marca-
dor His ou um peptideo sinal ou por conjugagao direta com agonista de TLR
(por exemplo, como descrito por (11)).

Cada peptideo pode desse modo ser caracterizado através de
aminoacidos de especificos e ser codificado por sequéncias de acido nucléi-
co especificas. Sera entendido que tais sequéncias incluem analogos e vari-
antes produzidos através de métodos recombinantes ou sintéticos em que
tais sequéncias de polipeptideo foram modificadas mediante substitui¢ao,
insergéo, adigao ou delegdo de um ou mais residuos de aminoacido no poli-
peptideo recombinante e ainda sdo imunogénicos em quaisquer dos ensaios
biolégicos descritos aqui. Substituicdes s&do preferivelmente "conservado-
ras". Estas sao definidas de acordo com a tabela a seguir. Aminoacidos no
mesmo bloco na segunda coluna e preferivelmente na mesma linha na ter-
ceira coluna podem ser substituidos uns pelos outros. Os aminoacidos na

terceira coluna séo indicados em codigo de uma carta.

GAP
ILV
CSTM
NQ
DE

Nao-polar

ALIFATICO Polar-ndo carregado

Polar-carregado KR

AROMATICO HFWY
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Uma mistura de peptideos € mistura liquida de fragmentos de
uma proteina.

Uma mistura de peptideos preferida dentro da presente invengéo
€ com base em uma proteina de M. tuberculosis tal como ESAT6E, Ag85A,
Ag85B ou TB10.4 ou de Chlamydia trachomatis tal como CT184, CT521,
CT443, CT520, CT521 ou CT375 ou de um virus de hepatite ou de Plasmo-
dium falciparuman tal como momp, omp, msp1, msp3, ama1 ou glurp. Ela
pode também ser uma mistura de peptideos ou digesto proteolitico com ba-
se em uma molécula de fusdo por exemplo como previamente descrito como
umas construgdes de vacina relevantes contra TB em PCT/DK2006/000356.
Em geral todas as misturas peptidicas de proteinas induzindo uma resposta
de CMI que podem ser usadas em vacinas contra doenga crénica podem ser
usadas para induzir uma resposta profilactica ou terapéutica aumentada co-
mo uma vacina.

Ao longo deste relatério descritivo, a menos que o contexto do
contrario requeira, a palavra "compreendem”, ou variagdes da mesma tais
como "compreende” ou "compreendendo”, sera entendida implicar a inclu-
sao de um elemento declarado ou numero inteiro ou grupo de elementos ou
numeros inteiros mas nao a exclusao de qualquer outro elemento ou nimero
inteiro ou grupo de elementos ou numeros inteiros.

Embora o comprimento minimo de um epitopo de células T te-
nha sido mostrado ser pelo menos 6 aminoacidos, € normal que tais epito-
pos sejam constituidos de extensdes mais longas de aminoacidos. Conse-
quentemente, prefere-se que o fragmento de polipeptideo da invencéao tenha
um comprimento de pelo menos 7 residuos de aminoacido, tais como pelo
menos 8, pelo menos 9, pelo menos 10, pelo menos 12, pelo menos 14, pelo
menos 16, pelo menos 18, pelo menos 20, pelo menos 22, pelo menos 24, e
pelo menos 30 residuos de aminoacido. Consequentemente, em modalida-
des importantes do método inventivo, prefere-se que o fragmento de polipep-
tideo tenha um comprimento de no maximo 50 residuos de aminoacido, tal
como no maximo 40, 35, 30, 25, e 20 residuos de aminoacido. Espera-se

que os peptideos tendo um comprimento de entre 10 e 20 residuos de ami-
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noacido provem ser muito eficientes como epitopos de MHC classe |l e por-
tanto comprimentos especialmente preferidos do fragmento de polipeptideo
usados no método inventivo sdo 18, tais como 15, 14, 13, 12 e até mesmo
11 residuos de aminoacido. Espera-se que os peptideos tendo um compri-
mento de entre 7 e 12 residuos de aminoacido provem ser muito eficientes
como epitopos de MHC classe | e portanto comprimentos especialmente
preferidos do fragmento de polipeptideo usados no método inventivo sdo 11,
tais como 10, 9, 8 e até mesmo 7 residuos de aminoacido.

EPITOPOS

Por epitopos de células T é entendido uma sequéncia de amino-
acidos que sao reconhecidos pelas células T especificas através de seu re-
ceptor de célula T apds apresentagdo por uma célula de apresentagdo de
antigeno no contexto de MHC classe | ou |I.

Um epitopo dominante € uma sequéncia de aminoacidos que,
quando parte de uma proteina, induz uma resposta de células T alta e fre-
quentemente a maior parte da resposta para um antigeno é direcionada a
poucos epitopos T de células T dominantes.

Um epitopo subdominante € uma sequéncia de aminoacidos
que, quando parte de uma proteina, ndo induz uma resposta forte de células
T, embora os epitopos sejam imunogénicos e capazes de induzir uma res-
posta de células T significativa quando isolados da proteina.

Por mistura de polipeptideos ou fragmentos de proteina sobre-
postos é entendido uma mistura de 10 a 30 mers, com uma de 6-20 aminoa-
cidos sobrepostos, abrangendo uma proteina inteira.

VARIANTES

Uma caracteristica comum dos polipeptideos da inveng¢ao é sua
capacidade de induzir uma resposta imunologica como ilustrado nos exem-
plos. E entendido que uma variante de um polipeptideo da invengao produ-
zido através de substituicao, insercao, adi¢gdo ou delegdo pode também ser
imunogénica como determinado por quaisquer dos ensaios descritos aqui.
INDIVIDUO IMUNE

Um individuo imune é definido como uma pessoa ou um animal
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que tem uma infecgao esclarecida ou controlada.
RESPOSTA IMUNE

A resposta imune pode ser monitorada por um dos métodos a

seguir:

e Uma resposta celular in vitro € determinada por indugdo da
liberagao de uma citocina relevante tal como IFN-y ou a indugéo da prolife-
racao em linfocitos retirados de um animal ou ser humano corrente ou previ-
amente infetado com micobactérias virulentas ou imunizado com a mistura
de peptideos relevante. A indugao é executada pela adigdo da mistura de
peptideos ou a por¢ao imunogénica da mistura a uma suspensao compre-
endendo de 2x10° células a 4x10° células por pogo. As células sendo isola-
das do sangue, do bago, dos linfonodos, do figado ou do pulméao e a adigao
do polipeptideo ou a por¢ao imunogénica resultando em uma concentragao
de ndo mais que 20 pg por ml de suspenséo e a estimulagado sendo execu-
tadas de dois a cinco dias. Para monitorar a proliferagao celular, as células
sao pulsadas com Timidina radioativamente marcada e apés 16-22 horas de
incubagao detecgao da proliferacao € medida por contagem de cintilagéo
liquida. Uma resposta positiva € definida como sendo uma resposta mais
que de base mais dois desvios-padrdes. A liberagao de IFN-y pode ser de-
terminada pelo método de ELISA, que é bem conhecido a uma pessoa ver-
sada na técnica. Uma resposta positiva sendo uma resposta mais que de
base mais dois desvios-padrdes. Outras citocinas que IFN-y poderiam ser
relevantes ao monitorar a resposta imunolodgica para o polipeptideo, tal como
IL-12, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-B. Outro método mais sensivel para
detectar a resposta imune é o método de ELISpot, em que a frequéncia das
células produtoras IFN-y é determinada. Em uma placa de ElLispot (MAHA,
Millipore) pré-revestida com anticorpos de IFN-y antimurinos (PharMingen)
nimeros graduados de células isoladas de sangue, baco, ou pulmao (tipi-
camente entre 1 a 4 x 10° células / pogo) sdo incubados por 24-32 h na pre-
senca da mistura de peptideos ou a por¢ao imunogénica resultante em uma
concentracao de nao mais que 20 ug por ml. As placas sdo subsequente-

mente incubadas com anticorpos de anti-IFN-y biotinilado seguido por uma
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incubagdo de estreptavidina-fosfatase alcalina. As células produtoras de
IFN-y séo identificadas adicionando BCIP/NBT (Sigma), o substrato relevan-
te dando origem a manchas. Estas manchas podem ser enumeradas usando
um microscopio de dissecagdo. E também uma possibilidade determinar a
presenca de mRNA codificando para a citocina relevante pelo uso da técnica
de PCR. Usualmente serdo medidas uma ou mais citocinas utilizando por
exemplo PCR, ELISPOT ou ELISA. Sera apreciado por uma pessoa versada
na técnica que um aumento ou diminuigdo significativos na quantidade de
qualquer um destes pode ser usado citocinas induzidas por uma mistura de
peptideos especifica na avaliagdo da atividade imunoldgica do polipeptideo.

e Uma resposta celular in vitro pode também ser determinado
pelo uso de linhagens de células T derivadas de um individuo imune ou uma
pessoa infetada onde as linhagens de células T foram dirigidas com bacté-
rias vivas, extratos da célula bacteriana ou filtrado de cultura durante 10 a 20
dias com a adigdo de IL-2. A indugao sendo executada por adigdo de nao
mais que 20 pg de mistura de peptideos por ml de suspensao para as linha-
gens de células T contendo de 1x10° células a 3x10° células por pogo e in-
cubagéao sendo executada de dois a seis dias. A indugao de IFN-y ou libera-
¢ao de outra citocina relevante € detectada por ELISA. A estimulagdo das
células T pode também ser monitorada detectando a proliferagao celular u-
sando Timidina radioativamente marcada como descrito acima. Para ambos
0s ensaios uma resposta positiva sendo uma resposta mais que de base
mais dois desvios-padroes.

e Uma resposta celular in vivo pode ser determinada como uma
resposta de DTH positiva apds injecao intradérmica ou emplasto de aplica-
¢ao local de no maximo 100 pg do polipeptideo ou a porgao imunogénica
para um individuo sendo clinica ou subclinicamente infetada com uma bacté-
ria virulenta, uma resposta positiva tendo um didmetro de pelo menos 5 mm
72-96 horas ap6s a inje¢ao ou aplicagao.

e Uma resposta humoral in vitro € determinada por uma resposta
dos anticorpos especificos em um individuo imune ou infetado. A presenca

de anticorpos pode ser determinada por uma técnica de ELISA ou western
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blot onde a mistura de peptideos ou a porgao imunogénica & absorvida em
uma membrana de nitrocelulose ou uma superficie de poliestireno. O soro &
preferivelmente diluido em PBS de 1:10 a 1:100 e adicionado a mistura de
peptideos absorvida e a incubagdo sendo executada de 1 a 12 horas. Pelo
uso de anticorpos secundarios marcados, a presenga de anticorpos especifi-
cos pode ser determinada medindo a OD, por exemplo por ELISA, onde uma
resposta positiva € uma resposta de mais que de base mais dois desvios-
padrdes ou alternativamente uma resposta visual em western blot.

e Outro parametro relevante € medicao da protecdo em modelos
animais induzidos apés vacinagido com a mistura de peptideos em um adju-
vante ou apds vacinagao de DNA. Modelos animais adequados incluem pri-
matas, cobaias ou camundongos, que sdo desafiados com uma infecgao.
Leitura para prote¢do induzida poderia ser diminuicdo da carga bacteriana
em 6rgaos alvos comparados a animais nao-vacinados, tempos de sobrevi-
véncia prolongados comparados a animais nao-vacinados e perda de peso
diminuida comparados a animais nao-vacinados.

METODOS DE PREPARACAQ
Em geral, os antigenos e as sequéncias de DNA que codificam

tais antigenos podem ser preparados usando qualquer um de uma variedade
de procedimentos.

A mistura de peptideos pode ser produzida sinteticamente quan-
do o fragmento de peptideo tiver menos que cerca de 100 aminoacidos, e
em geral menos que 50 aminoacidos e pode ser gerada usando técnicas
bem conhecidas aqueles normalmente versados na técnica, tais como técni-
cas de fase soélida comercialmente disponiveis onde os aminoacidos s&ao
sequencialmente adicionados a uma cadeia de aminoacido crescente.

Na construgdo e preparagdo do DNA do plasmideo que codifica
a mistura de peptideos como definida pela invengao para vacinagao de DNA,
uma cepa hospedeira tal como de E. coli, pode ser usada. DNA do plasmi-
deo pode depois ser preparado de culturas da cepa hospedeira que carrega
o plasmideo de interesse, e purificado usando por exemplo o kit de coluna
Qiagen Giga-Plamid (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) incluindo uma etapa
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de remogao de endotoxina. Prefere-se que o DNA do plasmideo usado para
vacinagao de DNA seja livre de endotoxina.
DIGESTO DE PROTEASE DOS ANTIGENOS

Um conjunto de peptideos sobrepostos pode ser feito por cliva-

gem proteolitica da proteina intacta que pode ser expressa como uma prote-
ina marcada recombinante por exemplo, E. coli, seguido por purificacdo a-
través de cromatografia de coluna, tal como cromatografia de quelato de me-
tal. Dois ou mais agentes de clivagem proteolitica podem ser selecionados
que gerara fragmentos diferentes e assim coquetel de peptideos sobrepos-
tos. Enzimas proteoliticas, tais como tripsina, protease V-8, AspN ou quimo-
tripsina ou agentes quimicos, como CNBr ou BNPS-skatole, podem ser usa-
das. O numero de sitios de clivagem e o comprimento dos fragmentos gera-
dos sao determinados pela sequéncia de aminoacidos da proteina e o agen-
te de clivagem especifico, por exemplo Asp-N hidrolisa proteinas no lado N-
terminal dos residuos de acido aspartico e acido cistéico. A protease V-8
cliva no lado carboxil do acido glutdmico em tampao de bicarbonato de amé-
nio em pH 7,8. Para enzimas proteoliticas, acoplamento da enzima as con-
tas antes da clivagem é possivel (16), e este acoplamento permitira remogao
da enzima apés conclusdo da clivagem mediante centrifugagao das contas.
Alternativamente, a protease pode ser removida da mistura de digestao atra-
vés de métodos cromatograficos, tais como filtragao em gel ou HPLC de fase
reversa. Apos digestdo da proteina, analise de espectrometria de massa do
digesto € executada para confirmar que a clivagem da proteina aconteceu
como prognosticado. Por fim, as duas misturas de digestdo podem ser com-
binadas para formar uma mistura de peptideos sobrepostos.

VACINA DE PROTEINA

Uma vacinagdo com uma proteina recombinante induzirda uma

resposta de células T para um numero limitado de epitopos de peptideos
dominantes dentro desta proteina. Em contraste, vacinando com uma mistu-
ra de peptideos sobrepostos, abrangendo a sequéncia de aminoacidos intei-
ra da proteina, gerara uma resposta de células T contra um nimero aumen-

tado de epitopos que sao epitopos de peptideos dominantes e subdominan-
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tes.

Trata-se a invengdo de uma composigdo de vacina compreen-
dendo uma mistura de peptideos de acordo com a invengao. Para assegurar
desempenho otimizado de uma tal composicao de vacina, prefere-se que ela
compreenda um veiculo, carreador ou adjuvante imunologica e farmaceuti-
camente aceitavel.

Uma vacina eficaz, em que uma mistura de peptideos da inven-
¢éo é reconhecida pelo animal, sera capaz em um modelo animal de diminu-
ir a carga bacteriana em 6rgaos alvos, prolongar os tempos de sobrevivéncia
e/ou diminuir a perda de peso apds o desafio com um organismo infeccioso,
comparado a animais nao-vacinados ou quando dados como uma vacina
preventiva ou terapéutica.

Veiculos adequados s&o selecionados a partir do grupo de um
diluente e um agente de suspensao. O adjuvante é preferivelmente selecio-
nado do grupo que consiste em DDA, Quil A, poly I:C, hidroxido de aluminio,
adjuvante incompleto de Freund, IFN-y, IL-2, IL-12, lipidio de monofosforila A
(MPL), Dimicolato de Trealose (TDM), TDB e dipeptideo de muramila (MDP).

Um adjuvante é definido como uma substancia que nao-
especificamente intensifica a resposta imune a um antigeno. Dependendo da
natureza do adjuvante, ele pode promover uma resposta imune mediada por
célula, uma resposta imune humoral ou uma mistura das duas. Consideran-
do que a intensificagdo da resposta imune seja nao-especifica, € bem en-
tendido no campo que o mesmo adjuvante pode ser usado com antigenos
diferentes para promover respostas contra alvos diferentes por exemplo com
um antigeno de M. tuberculosis para promover imunidade contra M. tubercu-
losis ou com um antigeno derivado de um tumor para promover imunidade
contra tumores daquele tipo especifico.

"Lipossomas” sdo definidos como estruturas de vesiculas fecha-
das compostas de uma ou mais bicamadas de lipidio circundando um nucleo
aquoso. Cada bicamada de lipidio € composto de duas monocamadas de
lipidio, cada uma desta tem uma regido "cauda hidrofébica" e uma regiao de

cabeca "hidréfila". Na bicamada, as "caudas hidrofébicas” das monocama-
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das de lipidio orientam para o dentro da bicamada, enquanto as "cabegas
hidrofilas" orientam para fora da bicamada. Lipossomas podem ter uma vari-
edade de propriedades fisicoquimicas tais como tamanho, composi¢cdao de
lipidio, carga de superficie, fluidez e nimero de membranas de bicamada.
De acordo com o niumero de bicamadas de lipidio, os lipossomas podem ser
categorizados como vesiculas unilamelares (UV) compreendendo uma bi-
camada de lipidio simples ou vesiculas multilamelares (MLV) compreenden-
do duas ou mais bicamadas concéntricas, cada uma separada da proxima
por uma camada de agua. Compostos sollveis em agua sao capturados
dentro das fases aquosas/nicleo dos lipossomas opostos aos compostos
lipofilicos que séo capturados no nucleo das membranas de bicamada de
lipidio.

A mistura de peptideos usada para vacinacao pode ser previa-
mente misturada com lipossomas pré-formados como descrito
(W0O2006002642, que é por este meio incorporado como referéncia) ou cada
peptideo pode ser misturado com os lipossomas pré-formados da mesma
maneira, os peptideos individuais formulados nos lipossomas sao depois
misturados antes da imunizagéo.

A preparagao padrao dos lipossomas é dissolver os lipidios em
um solvente organico que é depois evaporado até secar, deixando um filme
de lipidio fino no lado de dentro do tubo de teste. O filme de lipidio seco é
depois hidratado em uma quantidade apropriada de fase aquosa e a mistura
€ aquecida para temperatura de transicao de fase dos lipidios e deixada "in-
char-se". Os lipossomas resultantes que consistem em vesiculas multilame-
lares (MLV) sao dispersos agitando o tubo de teste.

Principios diferentes para interagao de um peptideo ou misturas
de peptideos para lipossomas existem. Um método é associagado de superfi-
cie (através de interagdes eletrostaticas ou hidrofébicas) dos peptideos com
os lipossomas por incubacao dos peptideos com lipossomas pré-formados
(19). E também possivel fazer um acoplamento covalente de peptideos a
superficie dos lipossomas através de reticulagdo quimica (por exemplo como

descrito na referéncia 20). Além disso, os peptideos podem ser encapsula-
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dos nos lipossomas através de métodos diferentes. Um método é adicionar
os peptideos diretamente no filme de lipidio seguido por reidratagdo. Outro
meétodo descreve acrescentando os peptideos ao tampéao usado para reidra-
tacao dos lipossomas do filme de lipidio. Além disso, os peptideos podem
ser encapsulados pelo método de desidratagao-reidratacao (21) em que um
peptideo € encapsulado através de secagem por congelagdo seguido por
reidratagdo dos lipossomas liofilizados. Alternativamente o antigeno é en-
capsulado usando a técnica de secagem por congelagdo descrita por Pick
(22) e por Bally et al.. na Patente U. S. No. 4.975.282. Nesta técnica, as ve-
siculas sao misturadas com o antigeno de proteina e repetidamente conge-
ladas em nitrogénio liquido e aquecidas para temperaturas acima da tempe-
ratura de transicao de fase principal dos lipidios relevantes. As vesiculas
podem ser também processadas para remover qualquer antigeno nao-
capturado, por exemplo mediante lavagem e centrifugagao.

Por fim, a mistura de peptideos pode depois ser liberada pelos
lipossomas de dois modos. Os peptideos podem ser misturados antes da
interagdo com os lipossomas ou os peptideos podem ser misturados apos a
interacao dos peptideos individuais com os lipossomas como descrito acima.

Os peptideos podem também ser encapsulados nos lipossomas
acrescentando os peptideos ao tampao usado para reidratacdo dos liposso-
mas de um filme de lipidio ou em forma secada por congelagao.

O polipeptideo pode também ser modificado quimicamente sen-
do glicosilado, sendo lipidado (por exemplo por lipidagdo quimica com succi-
nimida de palmitoiloxi como descrito por Mowat et al.. 1991, marcagao com
PAM3Cys (18) ou com cloreto de dodecanoila como descrito por Lustig et
al.. 1976), compreendendo grupos protéticos ou por conjugagao direta com
agonista de TLR (por exemplo, como descrito por Seder 2006).

Preparacado de vacinas contendo sequéncias de peptideo como
ingredientes ativos & geralmente entendida na técnica, como exemplificado
pelas patentes U. S. 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231 e 4.599.230, todas
incorporadas aqui por referéncia.

Outros métodos de alcancar efeito de adjuvante para a vacina
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incluem uso de agentes tais como hidréxido de aluminio ou fosfato (alume),
polimeros sintéticos de agucar (Carbopol), agregagao da proteina na vacina
através de tratamento de calor, agregagao reativando com anticorpos trata-
dos com pepsina (Fab) para albumina, mistura com células bacterianas tais
como C. parvum ou endotoxinas ou componentes lipopolissacarideos de
bactérias gram-negativas, emulsdao em veiculos oleosos fisiologicamente
aceitaveis tais como mono-oleato de manida (Aracel A) ou emulsdo com 20
por cento de solugdo de um perfluorocarboneto (Fluosol-DA) usado como
um substituto de bloco podem também ser empregadas. Outras possibilida-
des envolvem o uso de substancias imunomoduladoras, tais como citocinas,
ou indutores de IFN-y sintéticos, tais como poly I:C, em combinagdo com os
adjuvantes supracitados.

Outra possibilidade interessante para alcangar efeito de adjuvan-
te € empregar a técnica descrita em (17) (que € por este meio incorporada
aqui por referéncia). Em resumo, um antigeno relevante, tal como um anti-
geno da presente invencao, pode ser conjugado com um anticorpo (ou frag-
mento de anticorpo de ligagado de antigeno) contra os receptores de Fcy em
monocitos/macrofagos.

As vacinas sdo administradas de uma maneira compativel com a
formulagao de dosagem, e em tal quantidade como sera terapeuticamente
eficaz e imunogénica. A quantidade a ser administrada depende do sujeito a
ser tratado, incluindo, por exemplo, a capacidade do sistema imune do indi-
viduo para montar uma resposta imune, e do grau de protegdo desejado.
Faixas de dosagem adequadas s@o da ordem de varios cem microgramas
de ingrediente ativo por vacinagdo com uma faixa preferida de cerca de 0,1
Mg a 1000 ug, tal como na faixa de cerca de 1 ug a 300 pg, e especialmente
na faixa de cerca de 10 ug a 50 ug. Regimes adequados para administragcao
inicial e injegcoes de reforgco sdo também variaveis mas sao tipificados por
uma administragao inicial seguido por inoculagées subsequentes ou outras
administragoes.

A maneira de aplicagcdo pode ser amplamente variada. Quais-

quer dos métodos convencionais para administracao de uma vacina sao a-
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plicaveis. Estes sdo acreditados incluir aplicagéo oral em uma base soélida
fisiologicamente aceitavel ou em uma dispersao fisiologicamente aceitavel,
parenteralmente, através de injegao ou outros. A dosagem da vacina depen-
dera da rota de administragao e variara de acordo com a idade da pessoa a
ser vacinada e, para um grau minimo, o tamanho da pessoa a ser vacinada.

As vacinas sdo administradas de modo convencional parente-
ralmente, através de injecao, por exemplo, ou subcutanea e intramuscular-
mente. Formulagbes adicionais que sao adequadas para outros modos de
administragédo incluem supositérios €, em alguns casos, formulagbes orais.
Para supositérios, aglutinantes e veiculos tradicionais podem incluir, por e-
xemplo, polialcaleno glicdis ou triglicerideos; tais supositérios podem ser
formados de misturas contendo o ingrediente ativo na faixa de 0,5% a 10%,
preferivelmente 1-2%. Formulagdes orais incluem tais excipientes normal-
mente empregados como, por exemplo, tipos farmacéuticos de manitol, lac-
tose, amido, estearato de magnésio, sacarina sédica, celulose, carbonato de
magnésio, e outros. Estas composi¢ées tomam a forma de solugdes, sus-
pensdes, tabletes, pilulas, capsulas, formulagdes de liberagdo continua ou
pdés e vantajosamente contém 10-95% de ingrediente ativo, preferiveimente
25-70%.

Em muitas circunstancias, sera necessario ter administragées
multiplas da vacina. Especialmente, vacinas podem ser administradas para
impedir uma infecgdo. Quando administradas para impedir uma infecgao, a
vacina é profilaticamente dada, antes dos sinais ou sintomas clinicos definiti-
vos de uma infecgao estarem presentes. Uma vez que as vacinas atuais, por
exemplo BCG, parecem induzir uma resposta imune eficaz, mas de vida cur-
ta, vacinas profilacticas podem também ser projetadas para serem usadas
como vacinas de reforgo. Tais vacinas sdo dadas a individuos que previa-
mente receberam uma vacinagao, com a intengao de prolongar o periodo de
protecao.

Em circunstancias onde o individuo ja foi infetado ou é suspeito
de ter sido infetado, a vacinagao anterior pode ter fornecido imunidade sufi-

ciente para impedir a doenga primaria, mas como previamente debatido, re-
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forgando esta resposta imune nao ajudara contra a infecg¢ao latente. Em uma
tal situacao, a vacina tem uma vantagem particular como uma vacina tera-
péutica projetada para eficacia contra o estagio latente de infecgéo.

Essencialmente em doengas crénicas, tais como TB, céncer,
hepatite e HIV, o equilibrio a longo prazo entre o hospedeiro e o patogeno
frequentemente resulta em respostas imunes focalizadas para alguns epito-
pos imunodominantes. Indugdo de uma resposta equilibrada ampla para
uma faixa de epitopos dentro de uma proteina dada nao pode ser alcangada
imunizando com a proteina recombinante que apenas levara a uma resposta
para um numero limitado de epitopos dominantes. Porém em contraste, a
presente invengéo ensina que vacinando com uma mistura de peptideos so-
brepostos induz uma resposta imune de células T para uma faixa de epito-
pos, incluindo epitopos subdominantes, dentro de uma proteina dada. A pre-
sente invencado e a indugéo de respostas para epitopos subdominantes tém
uma vantagem particular portanto nestas doengas porque ela pode induzir
uma resposta imune contra epitopos protetores que nao s&o induzidos pela
propria doenga cronica, ou vacinando com a proteina dada em uma forma de
comprimento total recombinante. Por vacinagao preventiva convencional ou
pos-exposicdo de uma maneira terapéutica a aplicagao da tecnologia de va-
cina com mistura de peptideos é superior e com atividade muito mais alta
que as vacinas convencionais com base em moléculas inteiras contra estes
doengas crénicas.

Além disso, para doengas crénicas onde imunidade humoral &
importante, € possivel induzir uma resposta ampla e otimizada de celulas T e
uma resposta de células B maxima para a mesma proteina. Nesta situagao
imunizagao primaria é feita com uma mistura de peptideos sobrepostos (em
um adjuvante) abrangendo a sequéncia inteira de uma proteina dada e o
reforco é alcangado com uma segunda vacina compreendendo a mesma
proteina em forma recombinante em um adjuvante. Desse modo a resposta
de células T ampla contra ambos epitopos dominantes e subdominantes
permitira atividade de célula T-helper maxima e assim uma resposta de anti-

corpo muito forte. A resposta resultante &€ uma resposta de células T ampla e
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de anticorpo maxima para o0 mesmo antigeno, com uso de particular contra
doengas cronicas.

LENGENDAS DA FIGURA

FIGURA 1.

A. Visao geral dos peptideos sobrepostos de ESAT-6. B. Se-
guéncia de aminoacidos de A-ESAT-6

FIGURA 2. Imunogenicidade de ESAT6 e A15ESAT6 em esple-
nocitos

Grupos de camundongos F1 (Balb/cxC57BL/6) foram subcuta-
neamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com qual-
quer solucao salina, ESAT6 ou A15ESAT6 em DDA/TDB. Trés semanas a-
pos a vacinagao final, as células do bago foram analisadas por ELISA para
secrecédo de estimulagdo de IFN-gama seguindo com 1 micrograma/ml de
ESAT6, A15ESAT6 ou um dos 13 peptideos sobrepostos que abrangem a
sequéncia de ESAT6 (P1-P13 como indicado na figura, também mostrado na
figura 1).

FIGURA 3. Eficacia protetora de ESAT6 e A15SESAT6

Grupos de camundongos F1 (Balb/cxC57BL/6) foram subcuta-
neamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com qual-
quer solugao salina, BCG, ou DDA/TDB com ESAT6 ou A15ESAT6. Seis
semanas apos a ultima vacinagdo, os camundongos foram desafiados com
M.tb virulenta. Seis semanas po6s-desafio, os camundongos foram mortos e
a carga bacteriana (CFU) foi medida no pulméao.

FIGURA 4. Peptideos sobrepostos de TB10.4, P1-P9

FIGURA 5. Vacinagdo com TB10 recombinante seguido por es-
timulagao in vitro com peptideos individuais P1-P9. Respostas de IFN-y in
vitro de células de camundongos vacinados trés vezes com DDA/TDB-
TB10.4 em DDA/TDB. Células extraidas duas semanas apds a vacinagao
final de sangue e estimuladas com 0,5 ug/ml do peptideo indicado.

FIGURA 6. Reconhecimento de peptideos de TB10-4 P1-P9 se-
guindo vacinagao com peptideos individuais.

Respostas de IFN-y in vitro de células de camundongos vacina-
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dos trés vezes com peptideos de TB10.4 individuais em DDA/TDB. Células
extraidas duas semanas apds a vacinacéo final de sangue e estimuladas
com 0,5 ug/ml do mesmo peptideo usado para a vacinagéo e a secregao de
IFN-y foi determinado por ELISA.

FIGURA 7. Habilidade protetora de peptideos de TB10-4 P1-P9.
Carga bacteriana em camundongos vacinados (expressa como logg em pro-
tecao de CFU) desafiados pela rota de aerossol com M.tb virulenta seis se-
manas apoés a Ultima vacinagdo. Seis semanas pés-desafio, os camundon-
gos foram mortos e a carga bacteriana (CFU) foi medida no pulméo. (* P <
0,05 comparados a camundongos nao-vacinados, ANOVA e teste de Tukey).

FIGURA 8. Reconhecimento de peptideos de TB10-4 P1-P9 a-
pos vacinar com mistura de peptideos de TB10-4. Respostas de IFN-y in
vitro de células de camundongos vacinados trés vezes com DDA/TDB-
TB10.4-mistura de peptideo. Células extraidas duas semanas apds vacina-
¢ao final de sangue e estimuladas com 0,5 ug/ml de peptideo ou proteina de
TB10.4 como indicado.

FIGURA. 9. Carga bacteriana em camundongos vacinados com
peptideo de TB10.4 ou TB10.4 infectados com M.tb

Carga bacteriana em camundongos vacinados (expressa como
logi1o em CFU) comparados aos controles nao-vacinados desafiados pela
rota de aerossol com M.tb virulenta dez semanas ap6s a primeira vacinagao.
Seis semanas pods-desafio, os camundongos foram mortos e a carga bacte-
riana (CFU) foi medida no pulmao. (* P < 0,05, ANOVA e teste de Tukey).

FIGURA 10.

Visao geral dos peptideos sobrepostos de CT521.

FIGURA 11

Os camundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de 2
semanas com uma mistura de todos os peptideos de ESAT-6 (P1-P13), e a
resposta imune, como medida por secre¢cao de IFN-gama, foi investigada
cultivando células sanguineas com cada um dos peptideos de ESAT-6 indi-
viduais P1-P13.

FIGURA 12
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Os camundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de 2
semanas com mistura de peptideos de ESAT-6 ou ESAT-6 (P1-P13). 6 se-

manas apos a ultima vacinagdo, os camundongos foram submetidos a um

desafio de aerossol com M.tb virulenta. 10 semanas apés o desafio, os ca-
mundongos foram mortos e os numeros bacterianos foram determinados nos
pulmdes.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1:

ESAT-6.

Para examinar a que grau que o antigeno expresso por Myco-
bacteria turbeculosis ESAT-6 contém epitopos dominantes e subdominantes,
os camundongos foram vacinados com a proteina recombinante ESAT-6 3
vezes em intervalo de 2 semanas e células extraidas duas semanas apés a
vacinagao final de sangue e estimuladas com os peptideos de ESAT-6 indi-
cados (Figura 1A) onde, apo6s secrec¢ao de IFN-gama, como avaliado por
ELISA, foi determinado. Os resultados mostraram uma inducéo de celulas T
produtoras de IFN-gama especificas para P1 e para um P2 de grau minimo.
Removendo o epitopo imunodominante P1 de ESAT6 (dando a construgao
nomeada "A15-ESAT-6 em que os aminoacidos 1-15 foram deletados" (Figu-
ra 1B)) levou ao reconhecimento imune de epitopos novos, P2 e em particu-
lar P3 (Figura 2). Isto demonstrou que P1 é um epitopo dominante, e que P2
e P3 constituem epitopos subdominantes (mas imunogénicos).

A seguir foi examinado se os epitopos subdominantes puderam
conferir protegao contra infecgdo com M.tb. Camundongos foram subcuta-
neamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com qual-
quer solugao salina, BCG, ou DDA/TDB com ESAT6 ou A15ESAT6. Seis
semanas apods a ultima vacinagao, os camundongos foram desafiados com
M.tb virulenta. Seis semanas pés-desafio, os camundongos foram mortos e
a carga bacteriana (CFU) foi medida no pulméao.

Experimentos de protegao mostraram que A15-ESAT-6 foi mais
protetor que ESAT-6 (Figura 3), indicando que os peptideos subdominantes

(epitopos) P2 e P3 puderam de fato induzir uma resposta imune que a pro-
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tecao mediada contra infecgdo com M.tb.

A seguir foi examinado se a vacinagdo com uma mistura de to-
dos os peptideos sobrepostos de ESAT-6 levaram a um reconhecimento
mais amplo de P1-P13 comparado aos camundongos vacinados com a pro-
teina recombinante ESAT-6. Os camundongos foram vacinados trés vezes
em intervalos de 2 semanas com uma mistura de todos os peptideos, e a
resposta imune foi investigada cultivando ceélulas sanguineas com cada um
dos peptideos de ESAT-6 individuais P1-P13 (Figura 11).

Os resultados mostraram que, em contraste com vacinagao com
proteina recombinante ESAT-6, vacinagdo com uma mistura de peptideos de
ESAT-6 (P1-P13) conduziu a um reconhecimento mais amplo dos peptideos
(Figura 11).

Para examinar se a resposta mais ampla para ESAT-6 foi refleti-
da na protegédo contra infecgdo com M. tuberculosis, como comparado a pro-
teina induzida por vacinagdo com a proteina recombinante ESAT-6, os ca-
mundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de 2 semanas com
ESAT-6 ou mistura de peptideos de ESAT-6. 6 semanas apds a ultima vaci-
nacao, os camundongos foram submetidos a um desafio de aerossol com
M.tb virulenta. 10 semanas apés o desafio, os camundongos foram mortos e
os numeros bacterianos foram determinados nos pulmdes.

Os resultados mostraram que os camundongos n&do sO vacina-
dos com a mistura de peptideo de ESAT-6 exibiram um reconhecimento
mais amplo de ESAT-6, mas foram também significativo mais protegidos
contra infecgdo com M.tb comparados aos camundongos vacinados com a
proteina recombinante ESAT-6 (Figura 12). Desse modo, vacinando com
uma mistura de peptideos de ESAT-6 leva a um reconhecimento mais amplo
de epitopos de ESAT-6 que por sua vez induz uma protegdo mais alta signi-
ficativa contra infeccdo com M.tb, comparado a vacina com a proteina re-
combinante ESAT-6.

EXEMPLO 2:
1B104.

A seguir analisamos outra proteina, expressa por M.tb., TB10.4.




10

15

20

25

30

24

Os camundongos foram vacinados 3 vezes em intervalo de 2 semanas com
TB10.4 recombinante, e as células foram extraidas duas semanas apods a
vacinacao final de sangue e estimuladas com 0,5 ug/ml dos peptideos de
TB10.4 indicados (Figura 4) e secregcao de IFN-gama, como avaliado por
ELISA, foi determinada.

Os resultados mostraram que vacinagdo principalmente com
TB10.4 induziu células T especificas para P3 (Figura5). P3 portanto constitu-
iu um epitopo dominante.
EXEMPLO 3:

Para analisar se a falta de células T respondendo aos peptideos
P1, P2, P4, P5, P6, e P9 (e até certo ponto P7 e P8) foi devido a estes epi-

topos peptidicos que sdo subdominantes ou ndo-imunogénicos, a seguir va-

cinamos com os peptideos de TB10.4 individuais (P1-P9). Seguindo vacina-
¢ao, os linfocitos purificados foram estimulados in vitro nos mesmos pepti-
deos usados para vacinagao e secregao de IFN-y foi determinada por ELI-
SA. Os resultados mostraram que outros peptideos subdominantes (ao vaci-
nar com a proteina recombinante TB10.4) foram também fortemente imuno-
génicos. Em particular, vacinagao com peptideo 1 ou 3, ou a um grau mini-
mo P7, P8, ou P9 induziram uma resposta de células T especifica (Figura 6).

Além disso, os peptideos subdominantes, em particular P1, P7,
P8, P9 todos protegeram contra a infecgdo com M.tb. (Figura 7). Vacinagao
com o epitopo de peptideo dominante P3 também induziu protecao significa-
tiva.
EXEMPLO 4:

Tendo determinado a existéncia de epitopos subdominantes ao

vacinar com a proteina recombinante TB10.4 a seguir examinamos se a va-
cinagcdo com uma mistura de todos os peptideos sobrepostos de TB10.4 le-
vou a um reconhecimento mais amplo de P1-P9 comparado aos camundon-
gos vacinados com a proteina recombinante TB10.4. Os camundongos fo-
ram vacinados trés vezes em intervalos de 2 semanas com uma mistura de
todos os peptideos, e a resposta imune foi investigada cultivando as células

sanguineas com cada um dos peptideos de TB10.4 individuais P1-P9 (Figu-
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ra 8).

Os resultados mostraram que, em contraste com a vacinacgao
com proteina recombinante TB10.4, vacinando com uma mistura de pepti-
deos de TB10.4 (P1-P9) levou a um reconhecimento muito mais amplo dos
peptideos. Em particular, P1, P3, e P8 foram fortemente todos reconhecidos
(Figura 8).

EXEMPLO 5:
Para examinar se a resposta mais ampla para TB10.4 foi refleti-

da na protegéao contra infecgdo com M. tuberculosis, como comparado a pro-
teina induzida por vacinagao com a proteina recombinante TB10.4, os ca-
mundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de 2 semanas com
TB10.4 ou mistura de peptideos de TB10.4. 6 semanas apoés a ultima vaci-
nagéao, os camundongos foram submetidos a um desafio de aerossol com
M.tb virulenta. 6 semanas apés o desafio, os camundongos foram mortos e
0s numeros bacterianos foram determinados nos puimoées.

Os resultados mostraram que os camundongos ndo sé vacina-
dos com mistura de peptideos de TB10.4 exibiram um reconhecimento mais
amplo de TB10.4, mas foram também significativos mais protegidos contra
infeccao com M.tb comparados aos camundongos vacinados com a proteina
recombinante TB10.4 (Figura 9). Desse modo, vacinagao com uma mistura
de peptideos de TB10.4 levou a um reconhecimento mais amplo de epitopos
de TB10.4, que por sua vez levou uma protegao mais alta significativa contra
infeccdo com M.tb, comparada a vacinagdo com a proteina recombinante
TB10.4.

EXEMPLO 5:
ct521

Os camundongos foram vacinados 3 vezes em intervalo de 2
semanas com CT521 recombinante ou uma mistura de peptideos sobrepos-
tos de CT521 (Figura 10), e células extraidas duas semanas apos vacinagao
final de sangue ter sido estimulada com 0,5 ug/ml de cada um dos peptideos
de CT521. Secregao de IFN-gama, como avaliado por ELISA, foi determina-

da para examinar se vacinagdo com uma mistura de peptideos de CT521
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levou a um reconhecimento mais amplo de CT521, comparada a vacinagéo
com a proteina de CT521 recombinante.
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<110> Statens serum institut

<120> EXPANSAO DO REPERTORIO DE CELULAS T PARA INCLUIR EPITOPOS SUBDO-
MINANTES ATRAVES DA VACINAGAO COM ANTIGENOS LIBERADOS COMO
FRAGMENTOS DE PROTEINAS OU COQUETEIS DE PEPTIDEO

<130> 44272PCO1

<150> PCT/DK2007/000312

<151> 2007-06-26

<160> 36

<170> PatentIn versdo 3.5

<210> 1

<211> 94

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<220>

<223> ESAT6

<400> 1

Met Thr Glu Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser

i 5 10 15

Ala Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly
20 25 30

Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly Ser

35 40 45
Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr Thr Glu Leu
50 55 60

Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln

65 70 75 80

Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala

85 920

<210> 2

<211> 15

<212> PRT
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<213>

<220>

<223>

<400>

Met Thr Glu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asn Phe Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala Ser Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asn Val Thr

29

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P1

2

Gln Gln Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala
5 10 15

3

15

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P2
3
Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser Ala Ile Gln Gly Asn

5 10 15

15
PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P3

4

Ile Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu
5 10 15

5

15

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P4
5

Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly Lys Gln Ser
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1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ser Leu Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Lys Gln Ser
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Ala Trp
1
<210>
<211>
<212>

<213>

30

15
PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P5
6
Asp Glu Gly Lys Gln Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala

5 10 15

15
PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6~P6

5

Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly
5 10 15

8

15

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P7

8

Gly Gly Ser Gly Ser Glu Ala Tyr Gln Gly Val Gln
S 10 15

9

15

PRT

Mycobacterium tuberculosis
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<220>
<223>
<400>
Gly Ser Glu
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Gln Lys
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr Thr Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Leu Gln

1

31

ESAT6-P8

Ala Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp Ala Thr
5 10 15

10

14

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P9

10

Trp Asp Ala Thr Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu
5 10

11

14

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P10

11

Leu Asn Asn Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr
5 10

12

15

PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P11
12
Asn Leu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala Gly Gln Ala

5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ser Ala

Gly Lys

Ser Glu

Leu Asn

Ser

Met

Ile

Gln

Ala

35

Asn

32

13
15
PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P12

13

Glu Ala Gly Gln Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn

5 10
14
15
PRT

Mycobacterium tuberculosis

ESAT6-P13

14

15

Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala

5 10
15
79
PRT

Mycobacterium tuberculosis

deltalS5-ESAT6 (ESAT6 em que os aminoacidos 1-15 tem sido deletados)

Gln Gly Asn Val Thr Ser Ile His
5 10
Ser Leu Thr Lys Leu Ala Ala Ala

20 25

Ser

Trp

Tyr Gln Gly Val Gln Gln Lys Trp Asp

40

Ala Leu Gln Asn Leu Ala Arg Thr

Ile

Leu

Gly

Ala

45

Ser

Leu

Gly

30

Thr

Glu

15

Asp Glu

15

Ser Gly

Thr Glu

Ala Gly
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50

55

33

60

Gln Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn Val Thr Gly Met Phe Ala

65

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Met Ser

Asp Met

Ala Val

Ile Thr

50
Leu Val
65

Met Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gln

Ala

Glu

35

Tyr

Arxg

Met

16

96

PRT

70

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4

16

Ile

Gly

20

Gln

Gln

Ala

Met

17

18

PRT

Met

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Ala

85

Tyr

Ala

Ala

Trp

His

70

Arg

Asn

Gly

Leu

Gln

55

Ala

Asp

Tyr

Thr

Gln

40

Ala

Met

Thr

Pro Ala

10
Leu Gin
25

Ser Ala

Gln Trp

Ser Ser

Ala Glu

90

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P1

17

75

Met

Ser

Trp

Asn

Thr

75

Ala

Leu

Leu

Gln

Gln

60

His

Ala

Gly

Gly

Gly

45

Ala

Glu

Lys

His

Ala

30

Asp

Met

Ala

Trp

Ala

15

Glu

Thr

Glu

Asn

Gly

95

Gly

Ile

Gly

Asp

Thr

80

Gly

Met Ser Gln Ile Met Tyr Asn Tyr Pro Ala Met Leu Gly His Ala Gly

1

Asp Met

5

i0

15
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Leu Gly
1

Ser Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Tyr Ala Gly
1

Ala Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Ile Ala

1

34

18
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-pP2
18
His Ala Gly Asp Met Ala Gly Tyr Ala Gly Thr Leu Gln

5 10 15

19
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P3
19
Thr Leu Gln Ser Leu Gly Ala Glu Ile Ala Val Glu Gln

5 10 15

20
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P4
20
Val Glu Gln Ala Ala Leu Gln Ser Ala Trp Gln Gly Asp

5 10 15
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Thr Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Ala Trp
1

Gln Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Tyr Gln Ala
1

Arg Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Met Glu

35

21
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P5
21
Gln Gly Asp Thr Gly Ile Thr Tyr Gln Ala Trp Gln Ala

5 10 15

22
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P6
22
Trp Gln Ala Gln Trp Asn Gln Ala Met Glu Asp Leu Val

5 10 15

23
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-pP7
23

Asp Leu Val Arg Ala Tyr His Ala Met Ser Ser Thr His
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Glu Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala Met Ser
1

Asp Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Ala Met
1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Leu Met

1

36

24
18
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P8
24
Ser Thr His Glu Ala Asn Thr Met Ala Met Met Ala Arg

5 10 15

25
16
PRT

Mycobacterium tuberculosis

TB10.4-P9

25

Met Ala Arg Asp Thr Ala Glu Ala Ala Lys Trp Gly Gly
5 10 15

26

138

PRT

Chlamydia trachomatis

CcT521
26
Pro Lys Arg Thr Lys Phe Arg Lys Gln Gln Lys Gly Gln

5 10 15
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Phe

Gly

Ala

Trp

65

Thr

Val

Asp

Thr

Ala

Met

Cys

50

Ile

Arg

Arg

Ala

Arg

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gly

Gln

35

Arg

Arg

Met

Pro

Gln

115

Phe

Met Leu Met

Phe Ala Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Leu Ser Lys
20

Thr Leu Glu

Val Ala Ile

Val Phe Pro
70
Gly Lys Gly
85
Gly Arg Ile
100

Asp Ala Leu

Val Lys Arg

27

22

PRT

Gly

Arg

Asn

55

Asp

Lys

Leu

Arg

Val

135

Ala

Gly

40

Arg

Lys

Gly

Phe

Arg

120

Glu

Thr

25

Trp

Tyr

Ser

Ala

Glu

105

Ala

Arg

Chlamydia trachomatis

CT521~-P1

27

37

Phe

Ile

Leu

Val

Pro

90

Val

Ala

Val

Val

Thr

Lys

Thr

Asp

Ala

Ala

Asp

Ser

Arg

60

Lys

His

Asn

Lys

Phe

Arg

45

Lys

Lys

Trp

val

Leu

125

Gly
30

Gln

Gly

Pro

vVal

Ser

110

Gly

Glu

Ile

Lys

Ala

vVal

95

Lys

Ile

Phe

Glu

vVal

Glu

80

Val

Glu

Arg

Pro Lys Arg Thr Lys Phe Arg Lys Gln Gln Lys Gly Gln

5
Leu Ser Lys
20
28
23

PRT

Chlamydia trachomatis

10

15
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<223>

<400>

Lys Gly Gln
1

Gly Glu Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val Asp Phe
1

Thr Ser Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gly Trp Ile
1

Arg Tyr Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

38

CT521-P2

28

Phe Ala Gly Leu Ser Lys Gly Ala Thr Phe Val Asp Phe
5 10 15

Gly Met Gln Thr

20

29

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CTS521-P3

29

Gly Glu Phe Gly Met Gln Thr Leu Glu Arg Gly Trp Ile
S 10 15

Gln Ile Glu Ala

20

30

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CT521~P4

30

Thr Ser Arg Gln Ile Glu Ala Cys Arg Val Ala Ile Asn
5 10 15

Lys Arg Lys Gly

20

31

23

PRT

Chlamydia trachomatis
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<220>

<223>

<400>

Ala TIle Asn
1

Phe Pro Asp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ile Arg Val
1

Arg Met Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys Pro Ala
1

Trp Val Val

<210>
<211>

<212>

39

CT521-P5

31

Arg Tyr Leu Lys Arg Lys Gly Lys Val Trp Ile Arg Val
5 10 15

Lys Ser Val Thr

20

32

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CT521-P6

32

Phe Pro Asp Lys Ser Val Thr Lys Lys Pro Ala Glu Thr
5 10 15

Lys Gly Lys Gly

20

33

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CT521-P7

33

Glu Thr Arg Met Gly Lys Gly Lys Gly Ala Pro Asp His
5 10 15

Val Val Arg Pro

20

34

23

PRT
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<213>

<220>

<223>

<400>

Pro Asp His
1

Val Ala Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ile Leu Phe
1

Leu Arg Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp Ala Leu
1

val Lys Arg

40

Chlamydia trachomatis

CT521-P8

34

Trp Val Val Val Val Arg Pro Gly Arg Ile Leu Phe Glu
5 10 15

Val Ser Lys Glu

20

35

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CT521-P9

35

Glu Val Ala Asn Val Ser Lys Glu Asp Ala Gln Asp Ala
5 10 15

Ala Ala Ala Lys

20

36

23

PRT

Chlamydia trachomatis

CT521-P10

36

Arg Arg Ala Ala Ala Lys Leu Gly Ile Arg Thr Arg Phe
5 10 15

Val Glu Arg Val

20
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REIVINDICAGOES

1. Vacina contra uma doenga crdnica tal como uma infecgao
bacteriana, viral ou parasitaria ou cancer compreendendo uma mistura de
peptideos que consiste em peptideos sobrepostos adjacentes abrangendo
toda a sequéncia de aminoacidos de uma proteina que é expressa durante a
fase crbénica da doenga.

2. Vacina de acordo com a reivindicagao 1, também compreen-
dendo um adjuvante onde o adjuvante é catiénico.

3. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1, em que um ou mais
dos peptideos sdo quimicamente modificados.

4. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1, em que cada pepti-
deo é incorporado individualmente nos lipossomas antes de fazer a mistura.

5. Vacina de acordo com as reivindicagcdes 1-4, em que 0s pep-
tideos sao de 10 a 30 aminoacidos de comprimento, preferivelmente 12-20
aminoacidos de comprimento.

6. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1 a 5, em que a sobre-
posicado com o peptideo adjacente é de 6-20 aminoacidos, preferivelmente
10-12 aminoacidos.

7. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
em que a proteina é selecionada a partir de uma bactéria, tal como uma mi-
cobactéria virulenta, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacteri-
um africanum ou Mycobacterium bovis, Mycobacterium leprae ou Chlamydia
trachomatis, ou um virus, tal como o da hepatite B ou C, ou um parasita, tal
como Leishmania species, ou o parasita Plasmodium falciparum causador
de malaria ou a partir de moléculas expressas em tumores malignos.

8. Vacina de acordo com a reivindicagédo 7, em que os peptideos
sdo de uma proteina selecionada a partir de M. Tuberculosis, tal como E-
SAT6, Ag85A, Ag85B ou TB10.4, ou a partir de Chlamydia trachomatis, tal
como CT184, CT521 , CT443, CT520, CT521, CT375, CT583, CT603,
CT610 ou CT681, ou a partir de um virus da hepatite ou a partir de Plasmo-
dium falciparuman, tal como Msp1, Msp2, Msp3, Amal, GLURP, LSA1,
LSA3 ou CSP.
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9. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1 a 8, em que um ou
mais dos peptideos sdo quimicamente modificados.

10. Vacina de acordo com a reivindicagao 9, em que um ou mais
dos peptideos sdo quimicamente modificados sendo glicosilados, lipidados,
marcados com PAM3Cys ou cloreto de dodecanoila, ou compreendendo
grupos protéticos, ou contendo aminoacidos adicionais, ou por conjugag¢ao
direta com agonista lipidado de TLR.

11. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1 a 10, liberada em
um sistema de liberacao tal como um adjuvante.

12. Vacina de acordo com a reivindicagdo 11, em que o adjuvan-
te & a base de lipossomas catiénicos.

13. Vacina de acordo com a reivindicagdo 11 a 12, em que os
peptideos sao liberados encapsulados nos lipossomas onde a mistura de
peptideos € incorporada nos lipossomas ou cada peptideo € individualmente
incorporado nos lipossomas antes de fazer a mistura.

14. Vacina de acordo com a reivindicagao 11 a 13, em que o ad-
juvante € DDA/TDB.

15. Método de preparar uma vacina de acordo com a reivindica-
c¢ao 1 a 14, em que a mistura de peptideos é preparada por clivagem proteo-
litica da proteina com dois ou mais agentes de clivagem proteolitica.

16. Método de preparar uma vacina de acordo com a reivindica-
¢do 15, em que o agente de clivagem proteolitica é escolhido dentre enzi-
mas proteoliticas tal como tripsina, protease V-8, AspN ou quimotripsina ou
escolhido dentre agentes quimicos tais como CNBr ou BNPS-skatole.

17. Método para profilaxia ou tratamento de uma doencga crénica
em um animal, incluindo um ser humano, compreendendo administrar ao
animal a vacina de acordo com a reivindicagdo 1 a 14.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, em que a profila-
xia ou tratamento é reforgado administrando uma segunda vacina compre-
endendo a proteina inteira abrangida pela mistura de peptideos em adjuvan-

te ou expressa em um sistema de liberagao vivo.
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RESUMO
Patente de Invengao: "EXPANSAO DO REPERTORIO DE CELULAS T
PARA INCLUIR EPITOPOS SUBDOMINANTES ATRAVES DA VACINA-
CAO COM ANTIGENOS LIBERADOS COMO FRAGMENTOS DE PROTE-
INAS OU COQUETEIS DE PEPTIDEO".

A presente invengao refere-se a uma forma conveniente de in-
duzir um reconhecimento amplo de respostas dominantes e subdominantes
para epitopos de qualquer antigeno importante para profilaxia ou tratamento
de uma doenga crdnica, através da imunizagdo com conjuntos de fragmen-
tos sobrepostos (peptideos sintéticos, por exemplo 10 a 30 mers com 2 a 20
aa sobrepostos) do antigeno desejado em adjuvantes apropriados. O reper-
torio de células T é preparado para incluir nao apenas o epitopo imunodomi-
nante reconhecido quando a molécula intacta € usada para imunizagao e
induzida pela propria infecgao cronica, mas para induzir uma resposta muito
mais ampla e balanceada para varios epitopos subdominantes. A resposta
de células T resultante para epitopos subdominantes é importante para pro-
tecdo contra doengas cronicas que por si s6 induzem a respostas focadas
apenas para epitopos imunodominantes. A grande vantagem da presente
invencéo € que ela ndo requer conhecimento prévio sobre a localizacao e
identidade precisas dos epitopos subdominantes e seu reconhecimento em
uma populagdo humana, mas expande o repertério de células T, e através
dele o numero total de epitopos reconhecidos pelas células T especificas
preparadas através da vacinagido a partir de poucos epitopos imunodomi-
nantes até muitos epitopos de vacina relevante. Para doengas crénicas con-
troladas por imunidade humoral, a resposta de células de T-helper prepara-
das pela mistura de peptideos pode, convenientemente, também ser refor-

¢ada por proteinas inteiras para maxima indugao da resposta do anticorpo.
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