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DESCRIGAO

“POLIPEPTIDO IMUNOGENICO FORMADO POR PEPTIDOS CRIPTICOS
OPTIMIZADOS PROVENIENTES DE ANTIGENIOS TUMORAIS, E SUAS
UTILIZAGOES”

A presente invencdo diz respeito a 4&area de vacinas
contra o cancro. Mais especialmente, a presente invencéao
refere-se a um polipéptido optimizado para utilizar em uma
vacina contra o cancro, que inclui trés péptidos cripticos

tumorais com imunogenicidade intensificada.

A identificacdo recente de antigénios associados a
tumores atingidos como alvo (“targeted”) pela accdo de
linfécitos T citotdxicos antitumorais [(CTL) Cytotoxic T
lymphocytes] abriu o caminho a tratamentos com vacinas contra
0 cancro gque visam a estimulacdo do repertdrio de CTLs

especificos de tumores.

As wvacinas antitumorais experimentais assumem varias
formas, incluindo péptidos livres, células dendriticas
carregadas com péptidos ou lisados tumorais, e DNA
[deoxyribonucleic acido (édcido desoxirribonucleico)]. Apesar
das vacinas baseadas em péptidos serem muito mais atractivas
do que outras formas no que respeita a exequibilidade, muitos
estudos, com péptidos tumorais dominantes revelaram eliciar
apenas respostas imunoldgicas e clinicas fracas, com
acentuada variacdo entre doentes (Rosenberg et al., 2004).
Alguns factores podem explicar esses resultados relativamente
decepcionantes. Primeiro, a maioria dos antigénios tumorais
sdo proteinas proéoprias (V"self”) ndo mutadas que os tecidos
normais também expressam, incluindo o timo. Isso levanta

questdes de tolerédncia do repertdrio de CTLs especificos de



tumores (Restifo, 2001; Van Pel et al., 1995), o que permite
péptidos dominantes em vez de péptidos cripticos (Cibotti et
al., 1992; Nanda e Sercarz, 1995; Restifo, 2001). De facto,
demonstrou-se recentemente que os péptidos cripticos induziam
imunidade antitumoral mais eficientemente do que os péptidos

dominantes (Gross et al., 2004).

Segundo, abordagens com base em epitopos individuais
induzem uma resposta de CTLs restringida aos HLA [Human
leucocyte antigen (Antigénio Leucocitédrio Humano)] contra
apenas um antigénio que, devido a instabilidade genética dos
tumores, pode ndo ser expresso por todas as células tumorais
(Brasseur et al., 1995; Lehmann et al., 1995). Tentativas que
provocam respostas de CTLs a maltiplos antigénios
apresentardo algumas possiveis vantagens. Em particular, a
expressdo de pelo menos um antigénio-alvo deve ser suficiente
para disparar a citotoxicidade, e improvavelmente ocorrer
simultaneamente nas c¢élulas tumorais a perda de todos os
antigénios-alvo, especialmente quando os antigénios em
questdo s&do essenciais para a sobrevivéncia das células e ©
crescimento dos tumores. Essa abordagem pode provocar

acentuadas respostas imunitédrias (Ouika et al., 1990).

Finalmente, uma imunoterapia do cancro de amplo espectro
deve direccionar-se para (target) antigénios tumorais
universais, como TERT, HER-2/neu, MUC-1 e MAGE-A, gue s&o
superexpressos por uma grande diversidade de tumores (MINEV
et al., 2000; Ofuji et al., 1998; Ogata et al., 1992; Reese e
Slamon, 1997; Slamon et al., 1987; Van den Eynde e Van den
Bruggen, 1997; Vonderhelde et al., 1999). A maioria desses
antigénios participa na sobrevivéncia das células tumorais e

na tumorigenicidade, e a sua regulacdo negativa (“down-



-regulation”) para escapar a resposta imunitadria pode
consequentemente gerar um efeito nocivo sobre o crescimento

tumoral.

A fim de responder pelo menos a parte das guestdes
mencionadas antes, o0s inventores reuniram trés péptidos
cripticos universais optimizados derivados de antigénios
tumorais (TERT g5y, HER-2/neu.psy € MAGE-Rjagvo) em alguns
polipéptidos com 28 aminoédcidos, e calcularam a capacidade
dos polipéptidos obtidos para induzir uma resposta imunitéria
contra todos os trés péptidos simultaneamente, gquer in vivo
em murganhos HLA-A*0201 transgénicos (HHD) quer in vitro em
dadores humanos saudaveis. Previamente tinha-se demonstrado a
capacidade de cada um dos trés péptidos provocar uma resposta
antitumoral in vivo e in vitro (Gross et al., 2004; Scardino
et al., 2002). Curiosamente, CTLs elicitados por MAGE-A248V9
atingiram como alvo (targeted) todos os antigénios MAGE-A
(-Al1, -A2, -A3, -A4, -A6, -Al1l0, -Al2) (Graff-Dubois et al.,
2002) .

Como descrito a seguir, os inventores demonstraram que
a) um polipéptido constituido por TERTsssy, HER-2/neuspy €
MAGE-Aj4svo elicita uma resposta de CTLs poli(especifica), em
desacordo com uma mistura simples dos trés péptidos; b) a
capacidade do polipéptido para induzir uma resposta de CTLs
poli (especifica) depende da sua organizagdo interna: entre as
seis variantes que correspondem a todos os possiveis arranjos
dos trés péptidos, apenas uma produziu uma resposta de CTLs
triespecifica em quase todas as experiéncias com células

murinas e humanas.

Um primeiro objectivo da presente invencao é,

consequentemente, um polipéptido que compreende a sequéncia



YLOVNSLQTVX 1 X X3YLEYRQVPVX 1 XoX3sYLEEITGYL (SEQ ID No:l). Nessa
sequéncia, o0s epitopos TERTogsy, HER-2/neugpy € MAGE-Ajsgve
estdo separados pelos espacadores X;Xp;X3, em que X3, X; e Xj
representam um qualguer aminodcido ou nenhum.
Consequentemente o polipéptido tem de comprimento pelo menos
28 aminoédcidos; o seu comprimento pode aumentar mediante a
adicdo de espacadores entre os epitopos, e/ou mediante a
adicdo de sinails, nas suas extremidades N-terminal e/ou C-
terminal, que favorecem o seu processamento. Em particular, o
polipéptido de acordo com a presente invencdo pode incluir
ainda uma sequéncia de sinal para translocacdo através do
reticulo endoplasmético e a sua extremidade N-terminal.
Algumas sequéncias de sinal para translocacdo através do
reticulo endoplasmético tém sido descritas em documentos
cientificos e podem utilizar-se no contexto da presente
invencdo. Por exemplo, a sequéncia de sinal cadeias kappa de
Ig (Ishioka et al., 1999), e a sequéncia de sinal proteina
E3/19-kD (Anderson et al., 1991) podem acrescentar-se a
extremidade N-terminal dos péptidos de acordo com a presente
invencdo. Alternativamente ou além disto, o polipéptido de
acordo com a presente invencdo pode ainda incluir ubiquitina
na sua extremidade C-terminal, tendo em vista que a

ubiquitinacdo de proteinas resulta no aumento da protedlise.

Em uma forma de realizacdo preferida do polipéptido de
acordo com a presente invencéo, X1=X,=X3=nenhum. Isso
significa que os trés epitopos estdo directamente ligados uns
aos outros. Na auséncia de ubiquitina e do sinal para
translocacéo através do reticulo endoplasméatico, o
polipéptido é consequentemente o polipéptido Poli-6 ilustrado
nos exemplos seguintes, a sequéncia do qual é

YLOVNSLOTVYLEYRQVPVYLEEITGYL (SEQ ID No: 2).



De acordo com uma outra forma de «realizacéo, 0s
espacadores entre os epitopos sdo AAY, o que significa que

X1=X2=A [S] X3=Y .

Nos polipéptidos de acordo com a presente invencédo, o0s

aminoadcidos podem ser L- ou D-aminoacidos.

Um polipéptido de acordo com a presente invencdo exibe
preferivelmente uma ou ambas as propriedades seguintes, que

representam indicadores de excelente imunogenicidade:

induz uma resposta triespecifica de células T CD8+ con-
tra TERTogsy, MAGE-RAj4sve, e HER-2/neusosy, €m uma maloria

de murganhos HHD vacinados com o referido polipéptido;

induz uma resposta triespecifica de células T CD8+ con-
tra TERTogsy, MAGE-Assgyve € HER-2/neuspyy em um ensalo in
vitro com PBMCs humanas provenientes de dadores HLA-
-A*0201 saudaveis; essa resposta triespecifica obtém-se
preferivelmente com PBMCs provenientes de uma maioria,
mais preferivelmente pelo menos 70%, de dadores HLA-

-A*0201 saudaveis.

Um perito na especialidade pode verificar facilmente
essas propriedades, utilizando os ©protocolos e ensaios

descritos na parte experimental que se segue.

Um outro objectivo da presente invencdo consiste em uma
molécula de &cido nucleico que codifica um polipéptido como
descrito antes. Em uma forma de realizacdo preferida, a
molécula de &cido nucleico representa um vector de expressédo.
Por “wvector de expressdo” entende-se uma molécula que, guando

introduzida em uma célula de um mamifero, permite a expresséo



do referido polipéptido codificado. Para esse objectivo,
qualquer perito na especialidade pode escolher um promotor de
transcricéo apropriado [por exemplo, o) promotor de
citomegalovirus (CMV)], uma sequéncia codificante com coddes
optimizados para expressdo em células humanas, uma sequéncia
apropriada para terminacdo da traducgdo, eventualmente uma
sequencia consenso de Kozak, etc..A molécula de 4cido

nucleico é preferivelmente uma molécula de ADN.

Um terceiro objectivo da presente invencgdo consta de uma
célula dendritica isolada carregada com um péptido como
descrito antes, ou transduzida com uma molécula de &cido
nucleico que codifica esse polipéptido. No presente contexto
“isolada” significa que a referida célula dendritica n&o se
encontra no organismo do doente. Preferivelmente a célula é
carregada ou transduzida ex vivo. Por exemplo, a célula
dendritica pode carregar-se com o polipéptido utilizando a
técnica descrita por Vonderheide et al., (Vonderheide et al.,
2004) ou transduzir-se com um vector de expressdo utilizando

o0 protocolo descrito por Firat et al. (Firat et al., 2002).

A presente invencdo refere-se igualmente a um complexo
gque compreende um vector de libertacdo de péptidos e um
polipéptido como descrito antes. Exemplos de vectores de
libertacdo de péptidos que se podem utilizar de acordo com a
presente invencdo s&o péptidos capazes de penetrarem as
células, toxinas bacterianas como a adenilato-ciclase de B.
pertussis (Fayolle et al., 1999), a toxina da difteria
(Fayolle et al., 1999), a toxina do antraz (Doling et al.,
1999), a subunidade B da toxina Shiga (Halcheur et al., 2000)
e outros vectores como a toxina PLA2 [phospholipase A2

(fosfolipase A2)] isolada do veneno de abelha (Babon et al.,



2005), lipossomas, virossomas (Bungener et al., 2002) e

similares.

Um outro tipo de complexo de acordo com a presente
invencdo compreende um vector de libertacdo de genes e uma
molécula de &cidos nucleicos como descrita antes. Até agora
descreveu-se uma grande variedade de vectores de libertacédo
de genes, entre o0s quais qualquer perito na especialidade faz
depender a escolha da via de administracdo considerada (ex
vivo, intra-tumoral, sistémica,..), do tipo de células-alvo,
etc.. Exemplos nédo limitativos de vectores de libertacdo de
genes que se podem utilizar de acordo com a presente invencéo
sdo vectores ndo virais como lipossomas, péptidos capazes de
penetrarem nas células, nanoparticulas (como as particulas de
ouro para administracdo pela técnica “gene gun”), bactérias
(Vassaux et al., 2005) e vectores virals como MVA (Meseda et
al., 2005), adenovirus, virus adeno-associados, retrovirus,
lentivirus e similares, 0s quais sdo exuberantemente

descritos na literatura cientifica.

A presente invencdo diz igualmente respeito a uma
composicdo farmacéutica que compreende um polipéptido e/ou
uma molécula de &acido nucleico e/ou um complexo e/ou células
dendriticas obtidas através de técnicas de engenharia
genética como descrito antes. Em particular, podem utilizar-
-se polipéptidos, moléculas de &cido nucleico, complexos e
células dendriticas de acordo com a presente invencdo na
preparacdo de uma composicdo imunogénica destinada @ a
imunoterapia anticancro. Essas composicdes sdo especialmente
Uteis para imunoterapia de tumores que expressam pelo menos
um antigénio escolhido no grupo constituido pela familia
MAGE-A, familia HER e TERT, especialmente para o tratamento
de individuos HLA-A*0201.



Vacinacdo contra o cancro ou processos de tratamento,
que compreendem uma fase de administracdo de um polipéptido
e/ou de uma molécula de &cido nucleico e/ou de um complexo de
acordo com a presente invencdo, quer in vivo a um doente
necessitado da mesma, quer ex vivo em células originadas no
referido doente, fazem igualmente parte da presente invencéo,
bem como vacinacdo ou processos de tratamento gue compreendem
uma fase de administracdo a um individuo de células
dendriticas obtidas através de técnicas de engenharia

genética como descrito antes.

A presente invencgdo ilustra-se ainda através da figura e

exemplos seguintes.

LEGENDA DA FIGURA

Figura 1: Reconhecimento dos péptidos nativos cognatos
(aparentados) por CTLs murinos induzidos por péptidos

cripticos optimizados.

As linhas de CTLs eram provenientes de esplendcitos de
murganhos HHD imunizados contra péptidos cripticos
optimizados, como descrito em Materiais e Processos, as
linhas de CTLs foram analisadas gquanto a citotoxicidade
contra alvos RMAS/HHD carregados com um péptido irrelevante
(HIVgag76) ou com o péptido nativo cognato, em uma pProporgao

de linfécitos para células alvo de 10/1.



EXEMPLOS

Exemplo 1: Materiais e Processos

1.1.Animais

Murganhos HLA-A*0201 transgénicos HHD foram descritos em

outros trabalhos (Pascolo et al., 1997).

1.2.Células

Células RMAS/HHD murinas foram descritas em outros
trabalhos (Pascolo et al., 1997). Células T2 de tumores
humanos que expressam HLA-A*0201 sdo deficientes em TAPLl/2.
Todas as células cresceram em meio RPMI 1640 ou DMEM

suplementado com 10% de soro fetal de vitela (FCS).

1.3.Péptidos

Os ©péptidos foram sintetizados por Epytop (Nimes,

France)

1.4.Determinacdo da afinidade relativa e da estabilidade do

complexo péptido/HLA-A*0201

O protocolo utilizado para avaliar a afinidade relativa
(RA) estd descrito detalhadamente em outros trabalhos
(Tourdot et al., 2000). Rapidamente, incubaram-se células T2
com diversas concentracdes de péptidos (0,1 a 100 pM) durante
16 horas e marcaram-se seguidamente com mAb BB7.2 para
quantificar a expresséao dos HLA-A*0201. Para cada
concentracdo de cada um dos péptidos, calculou-se a marcacgao

especifica dos HLA-A*0201 sob a forma de percentagem da
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marcacdo obtida com o ©péptido de referéncia HIVpolb589
(IVGAETFEFYV) utilizado a 100 M. A afinidade relativa
calculou-se como a concentracdo do péptido em ensaio dividida
pela concentracdo do péptido de referéncia gque induziu a
expressédo dos HLA-A*0201 em 20%. Para determinar a
estabilidade do complexo péptido/HLA-A*0201, incubaram-se
células T2 durante a noite com cada um dos péptidos na
concentracdo de 100 pM e a temperatura de 37 °C. Seguidamente
trataram-se as células com Brefeldin A durante 1 hora,
lavaram-se, incubaram-se a temperatura de 37 °C durante 0, 2,
4 e 6 horas, e marcaram-se com mAb BB7.2. Definiu-se DCsj
como O tempo necessidrio para perder 50% dos HLA-A*0201, como

previamente descrito (Tourdot et al., 2000).

1.5.Geracdo de CTLs em murganhos HHD

Injectaram-se murganhos HHD subcutaneamente com 100 ug
de péptidos nondmeros/decameros, e com 240 pg de polipéptido
emulsionado em adjuvante de Freund’s incompleto (IFA) mais
150 png de epitopo T helper HBVcorel?28 restringido a I-Ab
(epitopo a que se apresentam células T helper via o espacador
HBVcore12s  restringido a I-A®). Onze dias mais tarde
estimularam-se in vitro células de baco (5x10’ células em 10
ml) provenientes de murganhos imunizados com péptido (10 pM)
em RPMI 1640 + 10% de FCS durante cinco dias. As linhas de
CTLs foram estabelecidas por reestimulacdo semanal in vitro
com células de Dbaco irradiadas na presenca de reduzidas
concentracdes peptidicas (1 a 0,1 pM) e de 50 U/ml de IL-2
(Proleukin, Chiron Corp., Emeryville, CA).
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l1.6.Ensaio de citotoxicidade

Como alvos utilizaram-se células RMAS/HHD murinas, como
descrito em outros trabalhos (Tourdot et al., 1997) .
Rapidamente, alvos marcados com 2,5x103 de °'Cr foram pulsados
por péptidos durante 60 minutos a temperatura de 37 °C.
Seguidamente adicionaram-se células efectoras em 100 upl de
meio e incubaram-se durante 4 horas a temperatura de 37 °C.
Concluida a incubacédo, recolheram-se 100 pl de sobrenadante e
determinou-se a radiocactividade em um contador para medir
radiacdo vy. A percentagem de lise especifica determinou-se
tal como : Lise= (Libertacéo Experimental-Libertacédo

Esponténea) / (Libertacdo Maxima-Libertacdo Esponténea)x100.

1.7.An4dlise de Imunofluorescéncia por citometria de fluxo

Para a marcacdo de tetrameros, coraram-se células
provenientes de gadnglios linféaticos [LN (lymph nodes)] para-
-aérticos e inguinais de murganhos imunizados com 15 pg/ml
dos tetrémeros HLA-A2/TERT.gsy acoplado a PE, HLA-A2/MAGE-Ajisyo
e HLA-A2/HER-2/neusp,y (Proimmune, Oxford, UK) na presenca de
um anticorpo receptor anti-Fc (clone 2.4 G2) em 20 pl de PBS,
2% de FCS durante 1 hora a temperatura ambiente. Lavaram-se
as células uma vez com PBS, 2% de FCS e coraram-se
seguidamente com anti-CD44-FITC (clone 1M.178), anti-TCRR-ci-
cromo (clone H57) e anti-CD8a-APC (clone 53.6.7) (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) em 50 pl de PBS, 2% de

FCS durante 30 minutos a temperatura de 4 °C. Seguidamente

o\

lavaram-se as células wuma vez com PBS, 2 de FCS e
analisaram-se imediatamente em um citdmetro de fluxo

FACSCalibur® (Becton Dickinson, San José, CA, USA).
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1.8.Geracédo de células CD8 provenientes de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Por leucaferese recolheram-se PBMCs provenientes de
voluntadrios  HLA-A*0201 saudéaveis. Produziram-se células
dendriticas (DC) provenientes de células aderentes (2x106
células/ml) cultivadas durante sete dias com 500 UI/ml de GM-
-CSF (Leucomax, Schering-Plough, Kenilworth, NJ) e 500 UI/ml
de IL-4 (R&D Systems, Minneapolis, MN) em meio completo (RPMI
1640 suplementado com 10% de soro AB humano inactivado pelo
calor, 2 uM de L-glutamina e antibidticos). No 7° dia, DCs
foram pulsadas por 10 pM de péptidos ou de polipéptidos
durante 2 horas; adicionaram-se a cultura os agentes de
maturacdo Poli I:C (Sigma, Oakville, Canada) a 100 ng/ml, e
mAb anti-CD40 (clone G28-5, ATCC, Manassas, VA) a 2 pg/ml e
incubaram-se ainda DCs a temperatura de 37 °C durante a noite
ou durante até 48 horas. Irradiaram-se seguidamente as DCs
maduras (3500 rads). Purificaram-se células CD8' por seleccdo
positiva com MicroBeads CD8 (Miltenyl Biotec, Aubum, CA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Em placas de 96
cavidades e de fundo redondo estimularam-se células CD8"
(2x10°) + células CD8  (6x10%) com 2x10° de DCs pulsadas por
péptidos em meio de cultura completo suplementado com 1000
UI/ml de IL-6 e 5 UI/ml de IL-12 (R&D Systems, Minneapolis,
MN). A partir do 7° dia, estimularam-se novamente as culturas
semanalmente com DCs carregadas de péptidos na presenca de 20
UI/ml de IL-2 (Proleukin, Chiron Corp., Emeryville, CA) e 10
ng/ml de IL-7 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Apds a terceira
estimulacédo, examinaram-se células CD8 em um ensaio de

libertacdo de IFN-vy.

1.9.Marcacdo intracelular do IFN-vy
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Incubaram-se células T (10°) com 2x10° de células T2
carregadas com o péptido estimulador na presenca de 20 pg/ml
de Brefeldin-A (Sigma, ©Oakville, Canada). Seis horas mais
tarde lavaram-se, coraram-se com anticorpo anti-CD8 conjugado
com r-ficoeritrina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) em
PBS durante 25 minutos a temperatura de 4 ©°C, lavaram-se
novamente, e fixaram-se com PFAa 4%. Permeabilizaram-se
seguidamente as c¢élulas com PBS, 0,5% de BSA, 0,2% de
saponina (Sigma, Oakville, Canada), e marcaram-se com um mAb
anti-IFNy conjugado com alophycocianina (PharMingen,
Mississauga, Canada) durante 25 minutos a temperatura de 4 °C
antes da andlise com um citémetro de fluxo FACSCalibur™

(Becton Dickinson, Mountain View, CA).

Exemplo 2: Imunogenicidade dos péptidos utilizados para gerar

o0 polipéptido

Seleccionaram-se trés péptidos para serem incluidos no
polipéptido. HER-2/neugsooy e TERTogsv sdo as variantes
optimizadas dos péptidos cripticos de baixa afinidade para
HLA-A*0201 HER-2/neusq; © TERTegs, eles prdprios derivados dos
antigénios tumorais exuberantemente expressos HER-2/neu e
TERT (Scardino et al., 2002). Diferem dos péptidos nativos na
posicdo 1, onde o residuo nativo é substituido por um Y. Essa
substituicdo potencia a afinidade dos péptidos cripticos
restringidos aos HLA-A*0201 (Tourdot et al., 2000). O MAGE-
-Aysgve representa a variante optimizada do MAGE-Ajsspo/cs que €
comum a todas as moléculas MAGE-A. Difere dos péptidos
nativos na posicéo 9, onde 0s aminoéacidos D/G sédo
substituidos pelo resto ancora primadrio V. Essa substituicéo
potencia também a afinidade pelos HLA-A*0201 (Graff-Dubois et
al., 2002).
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Todos o0s trés péptidos exibiram elevada afinidade de
ligacdo pelos HLA-A*0201 (RA<CD) e formaram complexos
HLA/péptidos estdveis (DC50>2h) (Graff-Dubois et al., 2002;
Scardino et al., 2002) (Quadro 1). Como previamente revelado,
todos 0s trés péptidos mostraram-se imunogénicos em murganhos
HLA-A*0201 transgénicos HHD (Graff-Dubois et al., 2002;
Scardino et al., 2002). Mails essencialmente, linhas de CTLs
murinas reconheceram especificamente e mataram alvos RMAS/HHD

carregados com o péptido nativo apropriado (Figura 1).

Quadro 1. Afinidade pelos HLA-A*0201 dos péptidos MAGE-Ajigvs,
HER-2/neusosy, € TERTossy. 'RA=Afinidade Relativa; concentracio
do péptido experimental/concentracdo do péptido de referéncia
que induziu 20% da expressdo dos HLA-A*0201 obtida com 100 pM
do péptido referéncia. Afinidade do péptido de referéncia=l.
DCsp: Dissociacdo do complexo 50: semivida do complexo

HLA/péptidos (h)

Péptido Sequéncia RA' DCso
TERToggy YYYYYLOVNSLQTV (SEQ ID No: 8) 2,1 >0
HER-2/neusosy YLEEITGYL (SEQ ID No: 10) 3,0 4
MAGE-Assgvo YLEYRQVPV (SEQ ID No: 9) 1,8 4

Exemplo 3: Respostas imunitarias a mistura de péptidos

O modo mais simples de estimular uma resposta
poliespecifica de CTLs in vivo seria injectar uma mistura dos
péptidos relevantes. Consequentemente, 0os inventores
investigaram se murganhos HHD vacinados com uma mistura
equimolar de ©péptidos HER-2/neuspry, TERTgeggsy € MAGE-Ajigvo
apresentaram uma resposta poliespecifica in vivo. A resposta
imunitadria avaliou-se determinando a afluéncia de células T
CD8 especificas dos péptidos nos ganglios linfaticos drenando

o local da injeccdo sete dias depois da vacinacdo, utilizando
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tetrdmeros especificos. Antes da utilizacdo, validou-se cada
um dos tetrédmeros com linhas de CTLs especificas dos péptidos
como previamente descrito (Miconnet e tal., 2002). Uma
resposta positiva registou-se quando a percentagem de células
CD8 tetramero-positivas foi superior a percentagem média + 3
desvios padrdo de células CD8 tetrédmero-positivas em seis
murganhos naive (0,16% para MAGE-Aj4gvo, 0,13% para HER-2/-
NEUs02vy € 0,16% para TERTsgsy) . Vacinaram-se oito murganhos com
a mistura de péptidos em duas experiéncias independentes
(Quadro 2). Nenhum dos oito murganhos respondeu
simultaneamente a todos o0s trés péptidos. Trés murganhos
responderam a um péptido e cinco responderam a dois péptidos.
As respostas a MAGE-Ajsgyvo foram mais frequentes (6/8
murganhos) do que as respostas a HER-2/NEUsoy (4/8 murganhos)

ou a TERTsssy (3/8 murganhos).

Quadro 2. Respostas de células T CD8 contra MAGE-Ajigve,
HER-2/NEUgpy € TERTogsy em murganhos individuais imunizados
com uma mistura equimolar de péptidos. “+”7: a percentagem de
células T CD8 tetrédmero-positivas ocorreu entre uma e duas
vezes o cutoff (ponto de terminacdo), como definido em
Materiais e Processos (0,16% de ) MAGE-Ajssve, 0,13% de HER-
2/NEUs0oy, € 0,16% de TERTogsy) . “++”:a percentagem de células

T CD8 tetrémero-positivas foi superior ao dobro do cutoff.

Murganho Resposta especifica de T CD8 contra
MAGE-A45v9 HER-2 /NEU402v TERT ossv

#1 ++ - -

#2 + + -

#3 + - -

#4 + - -

#5 - ++ +

#6 - ++ ++

#7 + - ++

#8 + ++ -
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A incapacidade da mistura de péptidos para estimular uma
resposta triespecifica de células T CD8 confirmou-se in vitro
com células humanas. As PBMCs provenientes de trés dadores
HLA-A*0201 estimularam-se in vitro com uma mistura de MAGE-
-Rjssve, HER-2/NEUspry € TERTosy €, apds guatro ciclos de
reestimulacdo, analisaram-se quanto a sua capacidade para
reconhecer e serem activadas por células estimuladoras
carregadas com cada um dos péptidos. A activacdo das PBMCs
avaliou-se calculando a percentagem de células CD8 produtoras
de IFN, utilizando a marcacdo (labeling) intracelular. Quando
a percentagem de PBMCs activadas foi pelo menos o dobro da
obtida com um péptido irrelevante registou-se uma resposta
positiva. Nenhum dos trés dadores desenvolveu uma resposta
egpecifica de células T CD8 contra todos os trés péptidos
(Quadro 3). O dador #D5725 respondeu a MAGE-A,4sve/HER-2/-
neuspsy, © dador #D7241 respondeu a HER-2/neuspy, € o dador

#D7225 respondeu a MAGE-Ajzssve/TERTogsy.

Quadro 3. Células T CD8 especificas de péptidos induzidas por
estimulacdo de dadores saudédveis de PBMCs com a mistura de
péptidos. As células T CD8 especificas de péptidos foram
geradas por estimulacdo in vitro de PBMCs a partir de trés
dadores saudaveis com uma mistura equimolar de péptidos MAGE-
-Dosgye, HER-2/neusgsy © TERToesy. A especificidade de células T
CD8 induzidas avaliou-se determinando a % de células CDS8
produtoras de IFN, apdés estimulacdo com células T2 carregadas
com péptidos como descrito em Materiais e Processos. A
negrito apresentam-se os valores superiores ao dobro do valor

de controlo negativo, indicativos de uma resposta positiva.

Dador de PBMCs % de células CD8 produtoras de IFN, em resposta a
MAGE-2345v9 HER-2/neuypoy TERT g4y Irrelevante
D5725 0,29 0,33 0,09 0,09
D7225 0,32 0,54 0,24 0,27

D7241 2,84 0,36 1,21 0,22
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Esses resultados demonstraram gue a vacinag¢do com uma
mistura simples de péptidos imunogénicos ndo gerou uma

resposta poliespecifica.

Exemplo 4: Imunogenicidade dos Polipéptidos

Os inventores examinaram seguidamente se a vacinacdo com
polipéptidos compostos por MAGE-RAjsigye, HER-2/NEUsgoy © TERTogsy
elicitou uma vresposta triespecifica de células T <CDS8.
Primeiro optimizou-se o polipéptido tomando em consideracdo o
processamento de cada péptido na sua posicdo C-terminal e a
geracdo de péptidos Jjuncionais com elevada afinidade para
HLA-A*0201. O ©processamento na ©posicdo C-terminal foi
avaliado utilizando dois modelos ©previstos (predictive)
“online” de separacao proteassédmica (Netchop:

htto://www.chs.dtu.dk/gervices/Nawlhop/, PAProc:

7

hitp://weww. uni-tuebingen.ds/uni /kxi/) (Kesmir et al.,2002;

Kuttler et al., 2000; Nussbaum et al., 2001). Arbitrariamente
considera-se processar um péptido se a sua separacdo for
prevista por ambos os modelos. A afinidade dos novos péptidos
juncionais avaliou-se utilizando o modelo previsto a partir
de Bimas (BioInformatics & Molecular Analysis Section)
(Parker et al., 1994). Seis variantes de polipéptidos,
designadas Poli-1 a Poli-6, englobam todos os possiveis
arranjos de ©péptidos (Quadro 4). Nos modelos previstos
nenhuma das seis variantes foi associada a separacdo de todos
0s trés péptidos (Quadro 5). Além disso, Poli-1, Poli-3,
Poli-4, e Poli-5 geraram péptidos juncionais com elevados
resultados previstos para a ligacdo ao HLA-A*0201 (Quadro 4).
Um desses péptidos (YLYLQVNSL; Poli-1 e -3) correspondeu a um
péptido préprio (self) derivado da regido varidvel da cadeia

longa de imunoglobulinas humanas.



18

Quadro 4: Andlise in silico das seis ©possiveis variantes de
polipéptidos: geracdo de péptidos juncionais previstos como tendo elevada
afinidade pelo HLA-A*0201
Polipéptido Sequéncia Sequéncia do epitopo Resultados de Bimas
juncional
Poli-1 M-N-T YLEYRQVPV- YLYLQVNSL 723.245
YLEEITGYL-YLOVNSLOTV (SEQ ID NO: 11)
(SEQ ID No:3)
Poli-2 M-T-N YLEYRQVPV-
YLOVNSLQTV-YLEEITGYL
(SEQ ID No:4)
Poli-3 N-T-M YLEEITGYL-YLOVNSLQTV YLYLQVNSLQ 723.245
~YLEYRQVPV (SEQ ID NO: 12)
(SEQ ID No:5)
Poli-4 N-M-T YLEEITGYL-YLEYRQVPV- YLYLEYRQV 307.142
YLOVNSLOTV (SEQ ID NO: 13)
(SEQ ID No:6)
Poli-5 T-N-M YLOVNSLQTV- YLYLEYRQV 307.142
YLEEITGYL-YLEYRQVPV (SEQ ID NO: 14)
(SEQ ID No:7)
Poli-6 T-M-N YLOVNSLQTV-
YLEYRQVPV-YLEEITGYL
(SEQ ID No:2)
Quadro 5: Andlise in silico das seis ©possiveils <variantes de
polipéptidos: previsdo das posicgdes de separacdo (cleavage) nos
proteassomas das seils possivels configuragdes de polipéptidos. a:
Relativamente a Paproc. (|) simboliza uma escassa probabilidade de
separacdo. b: Relativamente a Netchopp, o limiar foi estabelecido em 0,5
e a rede (network) utilizada foi: C-terminal 1.0. C-TERMINAL 2.0 E 20S’'’.
c: Para considerar que um péptido se destina a ser processado foi

necessaria a previsdo de separacdo em ambos os modelos

Algoritmo de Sequéncia e sitio de separacdo (| e ([)) Nimero de
previsdo de péptidos
separacdo processados
previstos®
Poli-1 Paproc YLEYRQV|PVY|LI|E|EITGY|L|Y(]|)L|QV|INSLQTV 0
Netchopp Y|L|EY|RQVPVY|L|EEITGY|L|Y|L|QVNSL|QTV
Poli-2 Paproc YLEYRQV|PVY |L|QV|N(]|)SLQT |VYLE |EITGYL 0
Netchopp Y|L|IEY|RQVPVY|L|QVINSL|QT|V|Y|LEEITGYL
Poli-3 Paproc YLEEITGY |L|Y (|)L|QVINSLQT |VYLE|Y (| ) RQVPV 0
Netchopp YLEEITGY |L|Y|L|QVNSL|QTV|Y|L|EY|RQVPV
Poli-4 Paproc YLEEITGY |L|YL|EYRQVI|PVY|L|QV|N(]|)SLQTV 0
Netchopp YLEEITGY |L|Y|L|EYRQVPVY|L|QV|NSL|QTV
Poli-5 Paproc YLQVNSLQT |[VYLE |[EITGY |L| YL | EYRQVPV 0
Netchopp YIL|QVINSL|QTVI|Y|L|EEITGY|L|Y|L|EYRQVPV
Poli-6 Paproc YLOQVNSLQT |[VYLE | Y (| )RQV|PVY |L|E|EITGYL 0
Netchopp Y|IL|IQVINSL|QTVI|Y|L|EY|RQVPVY |L|EEITGYL
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Quando essa técnica prevista (predictive) falhou na
identificacdo da variante polipeptidica com a mais elevada
eficiéncia tedrica, submeteram-se as variantes a ensaios
experimentais no que respeita a sua capacidade para gerar uma
resposta triespecifica de células T CD8 in vivo (murganhos

HHD) e in vitro (dadores HLA-A*0201 saudaveis).

Vacinaram-se murganhos HHD com cada um dos polipéptidos,
e, utilizando tetrameros especificos, identificaram-se, em
gadnglios linfaticos drenantes, células T CD8 especificas dos
péptidos individuais. Todas as seis variantes polipeptidicas
mostraram-se imunogénicas em murganhos HHD (isto é, geraram
uma resposta contra pelo menos um péptido) mas a frequéncia
de murganhos que responderam foi diversificada de uma
variante para outra. As variantes mais imunogénicas foram
Poli-1, Poli-3 e Poli-6, com 100%, 87% e 83% de murganhos que
responderam, respectivamente (Quadro 6). Poli-2, Poli-4 e
Poli-5 induziram uma resposta em respectivamente 57%, 62% e
62% de murganhos vacinados. A frequéncia de Trespostas
acentuadas [a % de células CD8 tetramero-positivas pelo menos
duplica o valor do “cutoff” (um limite ou ponto de terminacédo
especifico); designado ++] foi a mais elevada com Poli-6 (41%
de todas as respostas), Poli-3 (30% de todas as respostas) e
Poli-1 (25% de +todas as respostas). As respostas foram
dirigidas contra MAGE-Ajsgye em  74% de murganhos que
responderam, HER-2/neusoy em 71% e TERT988Y em 55%. A anédlise
das respostas imunitédrias em murganhos individuais demonstrou
que Poli-6 induziu wuma resposta triespecifica em 67% de
murganhos vacinados, seguido por Poli-4 (37,5%), Poli-1
(28,5%), Poli-5 (25%) e Poli-3 (12,5%).0 Poli-2 n&o induziu

resposta triespecifica em qualgquer murganho.
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Resposta especifica de células T CD8 contra
MAGE-Ajagve HER-2/neuaozy TERT gggy

Poli-1

Poli-2

Poli-3

Poli-4

Poli-5

Poli-6

Quadro 6: Resposta de células T CD8 contra MAGE-2A;isvs, HER-2/neusosy
e TERTos3y em murganhos individuais imunizados com os diferentes
polipéptidos. A resposta imunitdria avaliou-se calculando a % de células
T CD8 tetrdmero-positivas nos génglios linfaticos drenantes de murganhos
vacinados. “-”: percentagem de células T CD8 tetrédmero-positivas abaixo
do cutoff, como definido em Materiais e Processo (0,16% para MAGE-Ajigve,
0,13% para HER-2/neusyy, e 0,16% para TERTegy). “+7: percentagem uma a
duas vezes o cutoff. “t++”: percentagem maior do que duas vezes o cutoff.

As linhas sombreadas correspondem a murganhos que respondem a todos os

trés péptidos.
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Esses resultados foram confirmados em células humanas in
vitro. Ensaiou-se cada um dos polipéptidos (excepto para
Poli-2, gque se mostrou muito fracamente imunogénico em
murganhos HHD) com células provenientes de dois a cinco
dadores saudédveis. Avaliaram-se as respostas imunitdrias in
vitro calculando a percentagem de células CD8 produtoras de
IFNy apdbds activacdo peptidica especifica. Todos o0s cinco
polipéptidos estimularam células T para responderem a pelo
menos um péptido em 80 a 100% de dadores. Contudo, apenas o
Poli-6 e o Poli-1 induziram respostas triespecificas dos CTL.
O Poli-6 induziu respostas de todos os trés péptidos em 80%
de dadores, comparavel a apenas 25% de dadores com Poli-1
(Quadro 7). O Poli-6 provocou também as respostas mais
acentuadas (contra MAGE-RAjssyve nos dadores #D7017 e #D7225; e
contra HER-2/neusoy no dador #D7744)

Resposta especifica de células T CD8 contra
Polipéptido Dador MAGE-A45v9 HER-2/neuqooy TERT gggy

Poli-1 D2442 ++ ++ -
D0204 ++ + -
D7131
D1100 -

Poli-3 D9242 ++
D3031 -

+ +
|

Poli-4 D3031
D9242
D7131

Poli-5 D7771
D0204
D7017

Poli-6 D7744
D4212
D7017
D7225
D7601 - - -

QUADRO 7: Células T CD8 especificas dos péptidos induzidas por estimulacéo
polipeptidica de PBMC de dadores humanos saudaveis. As células T CD8 especificas
dos péptidos geraram-se por estimulacdo in vitro de PBMCs provenientes de dadores
saudaveis com os diferentes polipéptidos. A especificidade das células T CDS8
induzidas avaliou-se calculando a % das células CD8 produtoras de IFNy apds

estimulacdo com células T2 carregadas com péptidos como descrito em Materiais e

Processos. “-” % de células IFNy-positivas duas vezes inferior a do controlo
negativo (péptido irrelevante). “+” % de células IFNy-positivas duas vezes
superior & do controlo negativo. “++” % de células IFNy-positivas 2 a 10 vezes

superior a do controlo negativo. “+++” % de células IFNy-positivas superior a dez
vezes a do controlo negativo. As linhas sombreadas correspondem a células dadoras

que respondem a todos os trés péptidos.
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Ao mesmo tempo, esses resultados mostraram que Poli-6
induziu frequentes e acentuadas respostas triespecificas de
células T CD8 quer 1in vivo (murganhos HHD) quer in vitro

(PBMCs humanas) .

DISCUSSAO

Esse estudo de polipéptidos formados por trés péptidos
cripticos optimizados restringidos a HLA-A*0201 provenientes
dos antigénios tumorailis universais hTERT, HER-2/neu e MAGE-A
identificou um polipéptido, denominado Poli-6 (SEQ ID No:2),
que induziu uma resposta dos CTLs contra todos os trés
péptidos constituintes quer em murganhos transgénicos HHD que
expressam HLA-A*0201 quer em células dadoras humanas

saudaveis.

H& amplo consenso quanto a influéncia da organizacédo
polipeptidica (arranjo dos péptidos, adicdo de espacadores),
que deveréd permitir de maneira ideal a separacdo correcta de
todos o0s péptidos constituintes e evitar a criacdo de novos
péptidos juncionais (junctional peptides) com elevada
afinidade para a respectiva molécula do HLA. Alguns estudos
demonstram que a presenca de espacadores entre os péptidos
aumenta a eficiéncia da vacina através da promocdo da
separacdo dos péptidos individuais (Livingston et al., 2002;
Velders et al., 2001; Wang et al., 2004). Além disso, Ishioka
et al., observaram que a posicdo de um péptido no seio de um
polipéptido pode influenciar a sua imunogenicidade. Isso
realca a importéncia da configuracdo global do polipéptido
(Ishioka et al., 1999). O0s presentes resultados suportam
esses achados, Jj& que um dos seis arranjos polipeptidicos que
foram ensaiados se apresentava altamente imunogénico,

enquanto um outro se apresentava minimamente eficaz. Essa ¢é a
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primeira demonstracdo directa de que a organizacédo
polipeptidica deve ser melhorada a fim de se obter méxima
imunogenicidade. Esses resultados mostram também que essa
organizacdo propicia n&o se pode antever utilizando modelos
correntes previstos (predictive) de clivagem (cleavage) do
proteassoma. De facto, ndo se previu gque algum dos seis
polipéptidos candidatos se separasse mais eficazmente do que
0s outros. Além disso, Poli-2, que falhou a capacidade de
provocar uma resposta poliespecifica, ndo originou péptidos
juncionais que se previu exibirem elevada afinidade para HLA-

A*0201 (Antigénio HLA subtipo A*-0201) no modelo experimental

utilizando Bimas (BioInformatics & Molecular Analysis
Section).
Os inventores verificaram também  que, quanto a

capacidade de ©provocar uma resposta poliespecifica, a
vacinacdo com uma mistura dos trés péptidos foi muito menos
eficiente do gque a vacinacdo com polipéptidos. Curiosamente,
células provenientes do dador humano D7225 responderam a
todos o0s trés péptidos apds estimulacdo com Poli-6 ex vivo,
mas ao HER-2/neusgyy apenas apds estimulacdo com a mistura de
péptidos. A utilizacdo de péptidos exdgenos tem a desvantagem
do total de complexos péptido/MHC I decair com uma cinética
igual a da concentracdo dos péptidos exdgenos (Wang et al.,
2004). A curta semivida desses complexos conduziria a uma
perda acentuada de eficiéncia na preparacdo (Gett et al.,
2003). Em contraste, a apresentacdo cruzada de péptidos
longos por APC poderia garantir uma fonte enddgena de
péptidos com cinética mais lenta e mais constante. Tem-se
demonstrado que essa estratégia de péptidos longos é mais
imunogénica do que a utilizacdo dos correspondentes péptidos

curtos (Zwaveling et al., 2002).
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Como revelado antes, o polipéptido Poli-6 de SEQ ID No:
2, que ¢ formado por trés péptidos tumorais cripticos
optimizados provenientes de antigénios tumorais universais
(HER-2/neusozy, TERToggy € MAGE-1Aj43vs), 1induz uma resposta
poliespecifica em murganhos HHD que expressam HLA-A*0201 e em
células humanas ex vivo. Esse polipéptido apresenta
potencialidade para vacinacdo de largo espectro contra

tumores de doentes com cancro.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110 VAXON BIGTECH

<120> IMMUNGGENIC POLYFPEPTIDE COMPOSED GF TUMOR-ANTIGEN-DERIVED ORTIMIZED CRYPTIC
FEFTIDES, AND USES THEREOF

<130 YMALw1788-2
<180= 4
< 170> Pateniin version 3.3

<2101
221> 34
<2123 FRT
<P13» Artificial

220
223> Paly-§ with epacess

<2208

<221 misc_festuse

=22 (11).(18)

<223 Xaa can be any naturally coouring aming acid

<220

<221> misc_faature

<822 (23) .. {25}

<23 Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400 1



Tyr Leu 6ln val .gsn Sep teu Gin Thr
1

val Xaa Xaa Xaa Tyr Leu Glu
16 15

Tyr Arg GIn val Pro val Xaa Xaa Xaa Tyr Leu Glu Slu %ée Thr Gy
20

Tyr Leu

2210= 2

<M1 28
<218> FRT
<213 Ariifinlal

<200
<2d3e Poly-6

<400 2

Tyr Leu €1n val Asn Ser Lew 6Tn Thr val Tyr Leu Glu Tyr Arg 6ln
i 5 10 15

val Pro val ‘%‘%r Les &Tuw &1y Xle ?5“‘ Gly Tyr Leu

<210 3
<211 28
<212 FRT
<213 Artificial

=23
«223> Poly-1

=400 3

Tyr Leu Glu Tyr Arg Gin val pro val Tyr Leu Glu Glu Tle The §ly
1 5 10 15

Tyr Leu Tyr iz..gu GIn val Asn ser F;EEH 61n Thr val

<21 4
<elis 28
=212~ PRT
«213 Artificial

<220
«223> Poly-2

=4(= 4

27



Tyr tew Glu Tyr grg GIn val pro val {ﬁr teu GIn val Asn %Er Leu
1 ! '

Gin Thr val Tyr Leu Glu Glu Ile g?r &1y Tyr Leu

<210> 5
=211 38
<@ PRT
<213> Artiticial

ARl
<223» Paly-3

«4fii= &
Tyr teu &lu Glu XVe Thr 61y Tyr Leu Tvr Leu Gln Val Ash Ser Leu
1 5 10 .15
Gin Thr val r Leu Glu Tyr arg G¢in val pro val
! 55

«210> B
<211>= 28
«312= PRT
«215> Artificial

<220
<R23> Poly-4

<40 6
Tyr Lew 6le 6lu Ile Thr Gly Tyr Leu Tgr tetw §lu Tyr Arg 6ln val
1 5 1 4 15

Pro val Tyr Leu 6Tn val Asn Ser Lew 81n Thr val
20 23 -

<2107
<211 28
<212 PRT
213> Anificial

<220
<223 Polke-5

<400= 7

28



Tyr Ley GIn val Asn Ser bteu Gla Thr val Tyr Leu &Yy &Tu Ile Thr
1 3 10 _ ) 15

&l o Lew Fyr Lew Sy Tyr arg Gin val pro val
A ¥y Ty g Ty g 4 _

<210 &
<211 10
=212~ PRY
<213 Artificiad

<F20>

<223= TERTS8BY

<400~ §

“:{yr teu Gln val gsn ser ey Gln Thr val

<210> 9
<2115
<2> PRT
<213 Arttficial

<220
223> MAGE-A248V0

<400

'{yr Leu Gl Tyr J;rg Gln val Pro val

<210 10
P11 9
=212~ PRT
<213> Arlificial

<220
=223= HER-2neudd2yY

<20
<301» misc_leature
<283= NER-2meudd2y

<380 10

‘{yr ley 6lu Glu %'Ie Yhr gly Tvr Ley

<210> 11
<2{1= 9
<212= PRT
<213 Artificial



<220
<223 juncliong! spitops

Tyr Lew Tyr Leu %Tn val Asn sar Leuw
1

<2{0=12
<213 10
<212> PRT
<213> Artificial

<23
=223~ junctional epilopes

<400> 12

Tyr Lew Tyr Lew GIn val Ash Sar Leu ﬁén
1

<210 13
<2119
<2i2> PRT
<213 Artificial

<E20=
<233 jungtinnal spilops

<400> 13

Iyr Leg TyYr Leu %Iu Tyr Arg &ln val

<210 14
=1i= 9
<212= PRY
<713 Artifisial

<d s
<223= unctional opitope

<480= 14

Fyr Leu Tyr Leu glu Tyr Arg Gln val
1 ‘
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REIVINDICAGOES

1. Polipéptido caracterizado pelo facto de compreender a
sequéncia YLQVNSLQTVX1X;X3YLEYRQVPVX X,X5YLEEITGYL (SEQ ID NO: 1),
na qual os epitopos TERTggsy (SEQ ID NO: 8), MAGE-Aj4sve (SEQ ID NO:
9), e HER-2/neud402Y (SEQ ID NO: 10) sdo separados pelos
espacadores X;X,X;, em que X,, X, e X5 representam ou qualquer

aminodcido ou nenhum.

2. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 1., due
compreende ainda uma sequéncia de sinal para translocacao
através do reticulo endoplasmatico ao nivel da sua

extremidade N-terminal.

3. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 1. ou 2., que

compreende ainda ubiquitina na sua extremidade C-terminal.

4, Polipéptido de acordo com uma qualquer das

reivindicacdes 1. a 3., em que X;=Xy,=X3=nenhum.

5. Polipéptido de acordo com uma qualquer das

reivindicagdes 1. a 3., em que X;=X,=A e X;3=Y.

6. Polipéptido de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 1. a 5., caracterizado pelo facto de induzir
uma resposta triespecifica de células CD8+T dirigida contra
TERTogsy, MAGE-RAj4sve, € HER-2/neusosy na maioria de murganhos

HHD vacinados com o polipéptido mencionado.

7. Polipéptido de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 1. a 6., caracterizado pelo facto de induzir
uma resposta triespecifica de células CD8+T dirigida contra

TERTggsv, MAGE-RAs4sve, © HER-2/neusoyy €m um ensaio in vitro com



PBMCs [ (Peripheral blood mononuclear cells) Células
mononucleares do sangue periférico] provenientes de dadores

HLA-A*0201 saudaveis.

8. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 7., em gque se
obtém a mencionada resposta triespecifica de células CD8+T
com PBMCs provenientes de uma maioria, de preferéncia de pelo

menos 70%, de dadores HLA-A*0201 saudaveis.

9. Molécula de &cido nucleico que codifica um péptido de

acordo com uma qualquer das reivindicacdes 1. a 8..

10. Molécula de &cido nucleico de acordo com a reivindicacao

9., que é um vector de expressao.

11. Célula dendritica isolada carregada com um polipéptido
de acordo com uma dqualquer das reivindicagdes 1. a 8., ou
transduzida com uma molécula de acido nucleico de acordo com

a reivindicacao 9. ou 10..

12. Complexo que compreende um vector de libertacao de
péptidos e um polipéptido de acordo com uma qualgquer das

reivindicacdes 1. a 8..

13. Complexo que compreende um vector de libertacao de genes
e uma molécula de &cido nucleico de acordo com a

reivindicacao 8. ou 9..

14. Composicao farmacéutica que compreende um polipéptido
de acordo com uma qualgquer das reivindicacdes 1. a 8., e/ou
uma molécula de &dcido nucleico de acordo com a reivindicacao

9. ou 10., e/ou uma célula dendritica de acordo com a



reivindicagcao 11., e/ou um complexo de acordo com a

reivindicacao 12. ou 13..

15. Utilizacdo de um polipéptido de acordo com uma gqualquer
das reivindicacdées 1. a 8., e/ou de uma molécula de &acido
nucleico de acordo com a reivindicacdo 9. ou 10., e/ou de uma
célula dendritica de acordo com a reivindicacdo 11., e/ou de
um complexo de acordo com a reivindicacao 12. ou 13., na
preparacao de uma composicgao imunogénica destinada a

imunoterapia contra o cancro.

16. Utilizacado de acordo com a reivindicacdo 15., em que a
citada composicao se destina a imunoterapia de tumores dque
expressam pelo menos um antigénio escolhido no grupo

constituido pela familia MAGE-A, familia HER e TERT.
17. Utilizagado de acordo com a reivindicagao 15. ou 16., em

que a citada composicdao se destina ao tratamento de

individuos HLA-A*0201.

Lisboa, 7 de Outubro de 2009.



RESUMO

“POLIPEPTIDO IMUNOGENICO FORMADO POR PEPTIDOS CRIPTICOS
OPTIMIZADOS PROVENIENTES DE ANTIGENIOS TUMORAIS, E SUAS
UTILIZAGOES”
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Péptidos acumulados sobre células-alvo TERTam  Iw HERQMgom v MAUEza0 MAGEus I

Linha de células de CTLs TERTps;  HER-mediy MAGE-Agasvo

A presente invengdo diz respeito a &area de vacinas
contra o cancro. Mais especialmente, a presente invencao
refere-se a um polipéptido optimizado, que inclui trés
péptidos cripticos tumorais com imunogenicidade intensificada
e compreende a sequéncia de aminodcidos
YLQVNSLQTVYLEYRQVPVYLEEITGYL, para utilizar em uma vacina
contra o cancro. Os 4cidos nucleicos que codificam esse
polipéptido, bem como complexos e células dendriticas obtidas
por técnicas de engenharia genética utilizando esse
polipéptido ou um adcido nucleico que o codifica, fazem também

parte da presente invencao.
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