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(57) Resumo: USO DE PEPTIDEO EGFRvIl E VACINA
ANTITUMOR EM COMBINACAO COM OUTROS COMPONENTES
PARA O TRATAMENTO DE TUMOR A administragdo simultanea de
quimioterapia e imunoterapia foi considerada uma contra-indicagédo
devido a preocupacédo de que a linfopenia induzida removeria a
eficacia terapéutica de imunoterapia. Temozolomida foi mostrado
como sendo um quimioterapéutico eficaz para pacientes com gliomas
malignos e privar pacientes com glioblastoma (CEM) desse a gente
para tratar com imunoterapia é controverso. Apesar do dogma
convencional, foi demonstrado que tanto quimioterapia como
imunoterapia podem ser fornecidas simuitaneamente sem negar os
efeitos de imunoterapia, na realidade, a linfopenia induzida por
temozolomida pode ser sinergista com uma vacina de peptideo.
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WUSO DE PEPTIDEO EGFRvVIII E VACINA ANTITUMOR EM COM-
BINACAO COM OUTROS COMPONENTES PARA O TRATAMENTO DE TUMOR”

A presente invengdo foi feita com apoio do governo
dos Estados Unidos de acordo com a Concessdao no. ROl
CA097222 do National Institutes of health. O governo norte-
americano retém, portanto, certos direitos em relacdo a essa
invencao.

Esse pedido reivindica o beneficio do pedido provisi-
onal US 60/732.741 depositado em 2 de novembro de 2005, cujo
teor integral é incorporado expressamente pela presente.

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente invengao é relacionada & é4rea de imunote-
rapia de céncer. Em particular, refere-se ao aumento da res-
postas a vacinas contra tumor.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Apesar da ressecgdo cirurgica agressiva, terapia de
radiagao focada de dose elevada, e quimioterapia, pacientes
diagnosticados com GBM tém uma sobrevivéncia média inferior
a 15 meses apds o diagndstico (Stupp e outros, Optimal role
of temozolomide in the treament of malignant gliomas. Curr
Neurol Neurosci Rep. 2005 maio; 5(3): 198-206). A falha da
terapia pode ser atribuida, pelo menos em parte, a um indice
terapéutico relativamente estreito de modo que tentativas em
aumento de dose resulta em toxicidade neuroldégica ou sisté-
mica limitadora de dose. O uso de imunoterapia mantém a pro-
messa para o tratamento potencial desses tumores poréﬁ até
recentemente, poucos demonstraram eficdcia clinica. Varios
experimentos clinicos, com pacientes selecionados, envolven-

do vacinagdo de pacientes com glioma com células dendriticas
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(DCs) e peptideos eluidos em &cido (Ashkenazi e outros, A
selective impairment of the IL-2 system in lymphocytes of
patients with glioblastomas: increased level of soluble IL-
2R and reduced protein tyrosine phosphorylation. Neuroimmu-
nomodulation. 1997; Kolenko e outros, Tumor induced suppres-
sion of T lymphocyte proliferation coincides with inhibition
of Jak3 expression and IL-2 receptor signaling: role of
soluble products from human renal cell carcinomas. J Immu-
nol. 15 de setembro de 1997; 159(6): 3057-67; Liau e outros,
Dendritic cell vaccination in glioblastoma patients induces
systemic and intracranial T-cell responses modulafed by the
local central nervous system tumor microenvironment. Clin
Cancer Res. 1° de agosto de 2005; 11(15); 5515-25) or an an-
tigen-specific peptide (Heimberger AB, Archer GE, e outros,
Dendritic cells pulsed with a tumor-specific). peptide in-
duce long-lasting immunity and are effective against murine
intracerebral melanoma. Neurosurgery. Janeiro de 2002:
50(1): 158-64; discussdo 164-6)) demonstraram promessa pelo
aumento do tempo de sobrevivéncia mediana para uma faixa de
20-31 meses. Além disso, em um experimento clinico de fase
IT recentemente concluido utilizando uma abordagem imunote-
rapéutica especifica de antigeno, tempo para progressdo
(TTP) em pacientes GBM foi retardado para 15 meses, que esté
em contraste acentuado com o padrdao de cuidado consistindo
em radioterapia e temozolomide que tinha um TTP de 7 meses
(Stupp e outros, 2005, supra), e a sobrevivéncia mediana foi
de 29 meses (Heimberger e outros, J Transl Méd. 19 de outu-

bro de 2005; 3:38 The natural history of EGFR and EGFRvIII
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in glioblastoma patients.). Cumulativamente, esses experi-
mentos de imunoterapia sugerem que apesar da imunossupressao
inerente de pacientes com glioma maligno, respostas imunes
eficazes podem ser geradas. Entretanto, héd relutdncia em nédo
tratar pacientes GBM com alguma forma de quimioterapia dado
o padrdo recentemente estabelecido de cuidado e o prognésti-
co ruim geral.

Ha necessidade continua na técnica de se desenvolver
métodos melhores para tratar tumores em geral e glioblasto-
mas em particular.

SUMARIO DA INVENCAO

E fornecido um método para tratar um tumor em um su-
jeito. Uma quantidade eficaz de tratamento de um peptideo
EGFRvVIII e uma quantidade eficaz de tratamento de um agente
quimioterapéutico que induz linfopenia sdo administradas ao
sujeito.

De acordo com outra modalidade é fornecido um método
para tratar um tumor em um sujeito. Uma quantidade eficaz de
tratamento de um peptideo EGFRvIII conjugado com KLH é admi-
nistrada ao sujeito com o tumor. Fator de estimulacdo de co-
lénia de macréfago/granulédcito (GM-CSF) também é administra-
do como um adjuvante em uma quantidade eficaz simultaneamen-
te com o peptideo EGFRvIII. Uma quantidade eficaz de trata-
mento de um agente de alquilacgcdo também é administrada ao
sujeito.

De acordo ainda com outra modalidade, ¢é fornecido um
método para tratar um tumor em um sujeito. Uma quantidade

eficaz de tratamento de uma vacina antitumor e uma quantida-
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de eficaz de tratamento de temozolomide ou um sal farmaceu-
ticamente aceitavel da mesma sdo administrados ao sujeito.

De acordo ainda com outra modalidade, é fornecido um
método para tratar um tumor em um sujeito. Uma quantidade
eficaz de tratamento de uma vacina antitumor e uma quantida-
de eficaz de tratamento de um agente quimioterapéutico que
induz linfopenia sdo administrados ao sujeito.

Essas e outras modalidades gque serdo evidentes para
aqueles versados na técnica apdés leitura do relatdério des-
critivo fornecem é técnica métodos adicionais para tratar
tumores refratdrios a tratamento.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A administragdo simultdnea de quimioterapia e imuno-
terapia tem sido considerada uma contra-indicacdo devido a
preocupagéo de que a linfopenia induzida por quimioterapia
wouldablate eficdcia terapéutica de imunoterapia. temozolo-
mide mostrou ser um quimioterapéutico eficaz para pacientes
com gliomas malignos e priva pacientes com glioblastoma
(GBM) desse agente para tratar com imﬁnoterapia é controver-
so. Apesar do dogma convencional, os inventores demonstram
que tanto quimioterapia como imunoterapia pode ser fornecido
simultaneamente sem negar os efeitos de imunoterapia. Na re-
alidade, linfopenia induzida por temozolomide pode ser si-
nergista com uma vacina de peptideo. Embora os requerentes
nao desejem ser limitados por uma teoria especifica referen-
te ao mecanismo de agdo, a sinergia observada pode ser se-

cunddria a inibig¢do de Tregs ou a falha em recuperar de
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Tregs, que permite aumento das células CD8+ T citotdxicas
efetoras. Outros mecanismos também podem estar envolvidos.

“EGFRVIII” ou “mutagdo do Receptor de Fator de cres-
cimento epidérmico III” é uma forma de mutante conhecida do
Receptor de Fator de crescimento epidérmico. Vide, por exem-
plo, a patente US no. 6.503.503; vide, também as patentes US
nos. 6.900.221; 6.673.602; 6.479.286; e 6.129.915. A mutacéao
que causa a producdo da proteina vIII é tipicamente caracte-
rizada por uma delegdo em quadro especifica de tumor e con-
sistente de 801 pares base a partir do dominio extracelular
que divide um cédon e produz uma glicina nova na Jjuncdo de
fusédo.

“Peptideo de EGFRvVIII”, como utilizado aqui se refere
a um peptideo de comprimento apropriado, por exemplo, pelo
menos 10 ou 12 aminoacidos, e até 16, 20 ou 30 aminoacidos
ou mais, que cobre a jungdo de emenda mudada da proteina EG-
FRvVIII correspondente. Os exemplos incluem porém ndo sdo li-
mitados a: H-LEEKKGNYVVTDHS-OH, ou “PEP-3.” O peptideo EGFR-
vIII pode ser a partir de (ou corresponde em sequéncia a)
EGFRVIII de qualquer espécie mamifera, porém é preferivel-
mente humano. Seqliéncias do tipo selvagem especificas de
EGFR sdo mostradas na SEQ ID NO: 6 a 9.

“Proteina portadora”, como utilizado aqui, se refere
a uma proteina que ndo possui elevada homologia a uma prote-
ina encontrada na espécie que esta recebendo uma composigdo
da invengdo e elicia uma resposta imune. Uma proteina possui
elevada homologia se for pelo menos 75% idéntica, mais pre-

ferivelmente pelo menos 85% idéntica ou pelo menos 90% idén-
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tica a uma proteina, como determinado por qualgquer algoritmo
matemdtico conhecido utilizado para a comparacgdo de duas se-
gliéncias de aminoacido (vide, por exemplo, Karlin e Alts-
chul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268; Karlin
e Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90; 5873-5877;
Torellis e Robotti, 1994, Comput. Appl. Biosci. 10:3-5; e
Pearson e Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 2444-8).
Preferivelmente, a percentagem de identidade de duas seqlién-
cias de aminocdcidos ¢é determinada por buscas de proteina
BLAST com o programa XBLAST, marcagdo=50, comprimento de pa-
lavra=3. Os exemplos de proteinas portadoras heterdlogas in-
cluem, porém ndo sdo limitadas a, KLH, PhoE, mLT, TraT, ou
gD a partir de virus BhV-1. Vide, por exemplo, a patente US
no. 6.887.472. Tais proteinas portadoras podem ser conjuga-
das ou ligadas ao antigeno de tumor diretamente ou por um
segmento ligador intermediario como uma cadeia de um ou mais
(por exemplo, 2, 4, 6) aminocdcidos intermedidrios (por exem-
plo, um residuo CYS intermedidrio) de acordo com técnicas
conhecidas.

“KLH” ou “hemocianina de molusco de buraco de fecha-
dura” é uma proteina portadora conhecida com a qual outra
proteina pode ser conjugada, de acordo com técnicas conheci-
das. Vide, por exemplo, a patente US no. 6.911.204.

“Adjuvante” como utilizado aqui, se refere a qualquer
de uma classe diversa de compostos que aumentam a eficacia
terapéutica de uma vacina que é administrada simultaneamente
com o adjuvante. Em algumas modalidades o adjuvante é um fa-

tor de crescimento hematopoiético como GM-CSF. Exemplos co-
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muns de adjuvantes incluem, porém ndo sdo limitados a, fos-
fato, 6xido, hidréxido de aluminio, emulsdo de dleo em agua
ou &gua em O6leo baseado em, por exemplo, um &6leo mineral,
como Bayol Fo ou Marcol 52TM ou um 6leo vegetal como acetato
de vitamina E, saponinas, BCG, M. vaccae, toxdéide de téta-
no, toxdéide de difteria, Bordetella pertussis, interleucina
2, interleucina 12, interleucina 4, interleucina 7, Adjuvan-
te de Freund completo, Adjuvante de Freund incompleto, e um
adjuvante ndo especifico. Vide,por exemplo, a patente US no.
6.699.483.

“Fatores de crescimento hematopoiéticos” ou “HGFs”
sdao conhecidos. Vide, por exemplo, a patente US no.
6.863.885. Em geral, HGFs sdo citocinas de glicoproteina que
regulam a proliferacdo e diferenciacdo de células progenito-
ras hematopoiéticas. Os fatores de crescimento hematopoiéti-
co destinados a serem utilizados na presente invencdo podem
ser selecionados do grupo G-CSF (fator de estimulacgdo de co-
lénia de granuldcito), SCF (fator de célula-tronco), GM-CSF
(fator de estimulacdo de coldnia de macréfago de granuldci-
to), IL-1 (interleucina-1), I1L-3, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12,
LIF (fator inibidor de leucemia), FGF-beta (fator de cresci-
mento de fibroblasto beta), FLT3, ou uma combinacdo dos mes-
mos. Esses fatores de crescimento podem ser adquiridos (por
exemplo, R&D Systems, Minneapolis, MN) ou feitos seguindo
procedimentos expostos na técnica genericamente e em publi-
cacbdes descrevendo os fatores. Adicionalmente, o fator de
crescimento hematopoiético pode ser uma forma modificada do

fator ou uma proteina de fusdo de fatores de crescimento he-
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matopoiético selecionados do grupo GCSF, SCF, GM-CSF, IL-1,
I.-3, 1L-6, IL-8, IL-11, IL-12, LIF, FGF-beta, e FLTS. HGFs
incluem fatores de crescimento modificados (por exemplo, mu-
teinas) e proteinas de fusdo, que podem ser feitas de acordo
com métodos conhecidos na técnica. Vide, por exemplo, (Sam-
brook e outros, Molecular Cloning: A laboratory Manual, 22
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989). Fatores de crescimento heamotopoiético que es-
timulam fungdo de macréfago como GM-CSF sdo particularmente
preferidos. Esses podem ser utilizados como adjuyantes.

“Radioterapia de feixe externo” pode ser realizada
por fornecimento de um feixe de raios-x de energia elevada
ao local do tumor do paciente. O feixe é gerado fora do pa-
ciente e é alvejado no sitio do tumor. Nenhuma fonte radioa-
tiva & colocada dentro do corpo do paciente. Isso pode ser
utilizado em combina¢do com gqualquer outra etapa de trata-
mento, de acordo com a invencdo.

“"Tratar” como utilizado aqui, se refefe a qualquer
tipo de tratamento ou prevencdo que transmite um beneficio a
um sujeito afligido com uma doenga ou em risco de desenvol-
ver a doenga, incluindo melhora na condicdo do sujeito (por
exemplo, em um ou mais sintomas), retardo no avanco da doen-
ca, retardo no inicio de sintomas ou diminuicdo do avanco
dos sintomas, etc. Como tal, o termo “tratamento” também in-
clui tratamento profildtico do sujeito para evitar o inicio
de sintomas.

Como utilizado aqui, “tratamento” e “prevencdo” néo

pretendem envolver cura ou total remocdo de sintomas. Em vez
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disso, esses se referem a qualquer tipo de tratamento gque
transmite beneficio para um paciente afligido com uma doen-
¢a, incluindo melhora na condig¢do do paciente (Por exemplo,
em um ou mais sintomas), retardo no avanco da doenca, etc.

“Quantidade eficaz de tratamento”, como utilizado a-
qui, significa uma quantidade do anticorpo suficiente para
produzir um efeito desejavel sobre um paciente infligido com
cancer como glioblastoma, incluindo melhora na condicido do
paciente (por exemplo, em um ou mais sintomas), retardo no
avanco da doenca, etc.

Sujeitos necessitando de tratamento pelos métodos
descritos aqui incluem sujeitos afligidos com glioblastoma
ou astrocitoma, bem como sujeitos afligidos com outros tumo-
res sb6élidos ou canceres como de pulmdo, cdbdlon, mama, cére-
bro, figado, préstata, baco, misculo, ovario, péncreas, ca-
beca e pescoc¢o, pele (incluindo melanoma), etc. Sujeitos ne-
cessitando de tratamento particularmente incluem sujeitos
afligidos com um tumor, como um tumor de cérebro, que ex-
pressa EGFRvVIII. O tumor pode ser um tumor primdrio, um tu-
mor metastdtico, ou um tumor recorrente. Sujeitos a serem
tratados pelos métodos da invengdo incluem, particularmente,
sujeitos afligidos com um tumor expressando EGFRvIII, inclu-
indo gliomas, fibrosarcomas, osteosarcomas, melanoma, tumor
Wilms, carcinoma de célon, carcinomas mamdrio e de pulmdo, e
carcinomas escamosos. Sujeitos a serem tratados pela presen-
te invengdo incluem, mais particularmente, sujeitos afligi-

dos com tumores ou canceres de cérebro, como glioblastoma,
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cdlcio, monolaurato de sorbitano, oleato de trietanol amina,
etc.

As composigdes e métodos da invengdo podem incluir a
administragcdo de um ou mais coadjuvantes. Coadjuvantes apro-
priados incluem, porém ndo sdo limitados a: 1) sais de alu-
minio (alum), como hidréxido de aluminio, fosfato de alumi-
nio, sulfato de aluminio, etc.; (2) formulacdes de emulséo
de 6leo em &gua (com ou sem outros agentes imunoestimulado-
res especificos como peptideos de muramila (vide abaixo) ou
componentes de parede de célula bacteriana), como por exem-
plo (a) MF59 (PCT publicacdo no. WO 90/14837), contendo 5%
de Squalene, 0,5% Tween 80 e 0,5% Span 85 formulado em par-
ticulas de sub-micron, (b) SAF, contendo 10% de Sqgualene,
0,4% Tween 80, 5% polimero bloqueado plurédnico L121, e thr-
MDP (vide abaixo) microfluidizado em uma emulsdo de sub-
micron ou submetido a vértice para gerar uma emulsdo de ta-
manho de particula maior, e (c) sistema adjuvante RibiTM
(RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) contendo 2% Squalene,
0,2% Tween 80, e um ou mais componentes de parede de célula
bacteriana a partir do grupo que consiste em monofosforili-
pideo A (MPL), dimicolato de trealose (TDM), e esqueleto de
parede de célula (CWS), preferivelmente MPL+CWS (DetoxTM)
(para uma discussdo adicional de emulsdes de 6leo em agua de
sub-micron apropriadas para uso na presente invencgdo, vide a
publicagdo PCT numero WO 99/30739, publicada em 24 de junho
de 1999); (3) adjuvantes de saponina, como StimulonTM (Cam-
bridge Bioscience, Worcester, MA) pode ser utilizado ou par-

ticula gerada a partir dos mesmos como ISCOMs (complexos i-
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particularmente glioblastoma multiforme, e astrocitoma cis-
tico.

A presente invengdo diz respeito principalmente ao
tratamento de sujeitos humanos, incluindo sujeitos do sexo
masculino e feminino e sujeitos neonatais, criancgas peque-
nas, juvenis, adolescentes, adultos e geridtricos, porém a
invengdo pode ser também realizada em sujeitos animais, par-
ticularmente sujeitos mamiferos como camundongos, ratos,
cdes, gatos, animais domésticos e cavalos para fins veteri-
narios, e para fins de desenvolvimento de droga e classifi-
cacao de droga.

As composi¢des farmacéuticas da invencdo podem ser
preparadas de acordo com técnicas conhecidas. Tipicamente,
0s agentes ativos s&o incluidos em um veiculo farmaceutica-
mente aceitédvel. Uma variedade de veiculos aquosos pode ser
utilizada, por exemplo, &gua, agua tamponada, solucdo salina
a 0,9%, glicina a 0,3%, &cido hialurdnico e similares. Essas
composig¢bes podem ser esterilizadas por técnicas de esteri-
lizagdo bem conhecidas, convencionais, ou podem ser filtra-
das estéreis. As solugdes aquosas resultantes podem ser em-
baladas para uso como se encontram, ou liofilizadas, o pre-
parado liofilizado sendo combinagdo com uma solucdo estéril
antes da administrag¢do. As composic¢des podem conter substan-
cias auxiliares farmaceuticamente aceitdveis como necessério
para se aproximar a condig¢des fisioldgicas, como agentes de
tamponamento, agentes de ajuste de tonicidade, agentes umec-
tantes e similares, por exemplo, acetato de sédio, lactato

de sédio, cloreto de sédio, cloreto de potéssio, cloreto de



10

15

20

25

12

munoestimuladores); (4) Adjuvante de Freund completo (CF A)
e Adjuvante de Freund Incompleta (IF A); (5) citocinas, como
interleucinas (IL-1, IL-2, etc.), fator estimulador de colé-
nia de macréfago (M-CSF), fator de necrose de tumor (TNF),
etc.; (6) mutantes detoxificados de uma toxina de ribosila-
¢cdo ADP bacteriana como toxina de cbélera (CT), toxina de
pertussis (PT), ou uma toxina instédvel a calor E. coli (LT),
particularmente LT-K63 (onde lisina é substituida para o a-
minoacido do tipo selvagem na posig¢do 63) LT-R72 (onde argi-
nina é substituida para o aminocdcido do tipo selvagem na po-
sigdo 72), CT-SI0Y9 (onde serina é substituida para o amino&-
cido do tipo selvagem na posigdo 109), adjuvantes derivadas
a partir da familia CpG de moléculas, dinucleotideos de CpG
e oligonucleotideos sintéticos que compreendem motivos CpG
(Vide, por exemplo, Krieg e outros, Nature, 374:546 (1995) e
Davis e outros, J. Immunol., 160:870-876 (1998)) e PT-
K9/GI29 (onde lisina é substituida para o aminodcido do tipo
selvagem na posicdo 9 e glicina substituida na posicgdo 129)
(vide, por exemplo, PCT publicagdo nos. W093/13202 e
WO092/19265); (7) outras substdncias que atuam como agentes
imunoestimuladores para aumentar a eficdcia da composicéo.
Vide, por exemplo, patente US no. 6.534.064; e (8) outros
ligandos para receptores semelhantes a Toll além de adjuvan-
tes RIBI e CpG, como flagellin bacteriana (um adjuvante efi-
caz para células CD4+ T; vide J. Immunol. 169: 3914-9 (outu-
bro de 2002).

Os agentes ativos podem ser administrados por qual-

quer procedimento medicamente apropriado, por exemplo, admi-
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nistrag¢do intravenosa ou intra-arterial normal, injec¢do no
fluido cerebroespinhal). Em certos casos, administracido in-
tradérmica, intracavidade, intratecal ou direta no tumor ou
em uma artéria que abastece o tumor é vantajosa. Onde o tu-
mor ou uma porgdo do mesmo foi anteriormente removida cirur-
gicamente os agentes de tratamento podem ser administrados
podem ser administrados no sitio do tumor (e particularmente
em uma cavidade encerrada ou “cavidade de resseccdo” no si-
tio do tumor) por injecdo direta ou através de um reservatéd-
rio pré-implantado.

A dosagem dos agentes ativos dependerd, entre outras
coisas, a condigdo do sujeito, a categoria especifica ou ti-
po de céncer sendo tratado, a via de administracdo, a natu-
reza do agente terapéutico empregado, e a sensibilidade do
tumor ao agente terapéutico especifico.

Em geral, a dose do antigeno ou vacina do tumor, como
EGFRvIII, incluindo qualquer proteiné portadora ou peptideo
conjugado com a mesma, sera de 10, 100, ou 500 pg até 2 ou 3
mg por sujeito, para cada dose. Doses podem ser ministradas
em uma ocasido unica, opcionalmente incluindo doses de acom-
panhamento ou “reforco” (por exemplo, uma, duas ou trés do-
sagens de acompanhamento ou “refor¢o” ministradas em inter-
valos a partir de uma a trés semanas). Observe que doses po-
dem ser divididas como administracdo em sitios de injecédo
diferentes, para reduzir efeitos colaterais como respostas
locais, se desejado. Onde as formulacdes contém tanto anti-
geno de tumor ligado (ou “conjugado”) com a proteina porta-

dora e antigeno de tumor livre da proteina portadora, a do-
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sagem calculada pode incluir tanto a quantidade de antigeno
de tumor tanto ligado como livre e proteina portadora.

Em geral, a dose do adjuvante como GM-CSF serd também
de 10 ou 20 pg até 500 pg, ou 1 a 2 mg por sujeito, adminis-
trado no mesmo programa ou programa diferente a partir da
dose do antigeno de tumor. Quando administrado no mesmo pro-
grama o adjuvante pode ser administrado no mesmo veiculo que
o antigeno de tumor. Quando n&o combinado no mesmo veiculo,
a dose de adjuvante necessita somente ser administrada sufi-
cientemente prdéxima em tempo a dose do antigeno de tumor pa-
ra aumentar a eficacia do mesmo (por exemplo, em uma ou duas
horas; no mesmo dia, etc.).

Agentes de alquilagdo uUteis para realizar a presente
invencdo incluem, (porém nd&o sdo limitados a), 1,3-bis (2¥
cloroetil)-1-nitrosouréia (BCNU) e derivados de tetrazina,
particularmente derivados de [3H]imidazo[5,1-d] 1,2,3,5-
tetrazina-4ona, como temozolomide e andlogos dos mesmos (in-
cluindo sais farmaceuticamente aceitdveis e prdé-medicamentos
dos mesmos). Tais compostos sdao conhecidos. Vide, por exem-
plo, as patentes US nos. 6.096.724; 6.844.434; e 5.260.291.
Os exemplos de agentes de alquilagdo Uteis para realizar a
presente invencao incluem agentes de alquilacdo de
[3H]imidazo[5,1-d] -1,2,3,5-tetrazina-4-ona, particularmente

aqueles da férmula geral:
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Onde R' representa um &tomo de hidrogénio, ou um grupo de
alquila, alquenila ou alquinila de cadeia reta ou ramificada
contendo até 6 &tomos de carbono, cada tal grupo sendo ndo
substituido ou substituido por de um a trés substituintes
selecionados entre &tomos de halogénio (isto é, bromo, iodo
ou, preferivelmente, cloro ou fluor), grupos alcdéxi, (por
exemplo metdxi), alquiltio, alquil suliinila e alquil sulfo-
nila de cadeia reta ou ramificada contendo até 4 &atomos de
carbono, e grupos fenila opcionalmente substituidos, ou R!
representa um grupo de cicloalquila, e R? representa um gru-
po de carbamoila que pode carregar o atomo de nitrogénio um
ou dois grupos selecionados entre grupos de alquila e alque-

nila de cadeia reta e ramificada, cada um contendo até 4 &-
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tomos de carbono, e grupos de cicloalquila, por exemplo,
grupo de metil carbamoila ou dimetil carbamoila. Quando o
simbolo R' representa um grupo de alquila, alquenila ou al-
quinila substituido por dois ou trés atomos de halogénio, os
atomos de halogénio acima mencionados podem ser iguais ou
diferentes. Quando o simbolo Rlrepresenta um grupo de alqui-
la, alquenila ou alquinila substituido por um, dois ou trés
grupos de fenila opcionalmente substituidos os substituintes
opcionais no(s) radical(is) de fenila podem ser seleciona-
dos, por exemplo, entre grupos alcéxi e alquila contendo até
4 &tomos de carbono (por exemplo, grupo(s) metdxi e/ou meti-
la)) e o grupo nitro; o simbolo R! pode representar, por e-
xemplo, um grupo benzila ou p-metdxi benzila. Grupos de ci-
cloalquila compreendidos nas definigdes de simbolos R! e R?
contém 3 a 8, preferivelmente 6, Atomos de carbono. Os com-
postos podem ser fornecidos como sais ou pré-medicamentos,
particularmente sais de metal alcalino quando R' é H. Vide,
por exemplo, a patente US no. 5.260.291.

Temozolomide, em forma de dosagem oral como cépsulas
de 5 mg, 20 mg, 100 mg e 250 mg, é comercialmente disponivel
como TEMODAR™ a partir da Schering Corporation, Kenilworth
NJ 07033, EUA.

Agentes de alquilagdo podem ser preparados em formu-
lagbdes farmaceuticamente aceitdveis no modo similar como
descrito acima, na formulagdo igual ou diferente que contém
a vacina de tumor, por exemplo, peptideo EGFRvIII.

Em uma modalidade preferida, o agente de alquilacdo é

administrado em um ciclo de doses didrias por 3, 4, 5, 6 ou



10

15

20

25

17

7 dias consecutivos. Uma dose didria apropriada pode ser de
50, 100 ou 150 mg/mz/dose, até 200, 250 ou 300 H@/Hf/dose.
Esse ciclo pode ser repetido, por exemplo, a cada duas,
trés, quatro ou cinco semanas, por até um total de 6, 8 ou
10 ciclos. A primeira dose no primeiro ciclo de agente de
alquilacdo pode ser administrada em qualquer ponto apropria-
do em tempo. Em algumas modalidades a primeira dose do agen-
te de alquilacdo é administrada até duas ou quatro semanas
antes da administragdo do anticorpo terapéutico; em algumas
modalidades a primeira dose de agente de alquilacdo é admi-
nistrada pelo menos duas, quatro ou seis semanas apds a ad-
ministracdo do anticorpo terapéutico. Programas adicionais
de administracdo podem ser incluidos onde tratamentos tera-
péuticos adicionais como radioterapia de feixe externo tam-
bém sdo aplicados ao sujeito.

Opcionalmente, © sujeito também pode receber radiote-
rapia de feixe externo. Por exemplo, radioterapia de feixe
externo pode ser utilizada para tumores de cérebro como gli-
oblastoma. Radioterapia de feixe externo é conhecida e pode
ser realizada de acordo com técnicas conhecidas. O feixe po-
de ser gerado por qualquer meio apropriado, incluindo acele-
radores lineares médicos e unidades de feixe externo Cobalt
60. A fonte de radiagdao pode ser montada em uma ponte gue
gira em torno do paciente de modo que uma &area alvo dentro
do paciente seja irradiada a partir de direcdes diferentes.
Antes da irradia¢do o tratamento é tipicamente planejado em
um computador utilizando algoritmos que simulam os feixes de

radiagdo e permitem que o pessoal médico projete a terapia
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de feixe. Inumeras variagdes de terapia de feixe externo que
podem ser utilizadas para realizar a presente invencdo serédo
prontamente evidentes para aqueles versados na técnica. Vi-
de, por exemplo, patentes US nos. 6.882.702; 6.879.659;
6.865.253; 6.863.704; 6.826.254; 6.792.074; 6.714.620; e
5.528.650.

A terapia de feixe externo é preferivelmente adminis-
trada em uma série de sessdes de acordo com técnicas conhe-
cidaé, com as sessfes iniciando preferivelmente duas a qua-
tro semanas apdés administragdo do anticorpo terapéutico. Por
exemplo, a radioterapia de feixe externo pode ser adminis-
trada 3, 4, 5, 6 ou 7 dias por semana, durante um periodo de
quatro, cinco, seis ou sete semanas, em uma dose didria de
0,5 ou 1 Gy, até 2 ou 3 Gy, até a dose desejada total (por
exemplo, 30 ou 40 Gy, até 50 ou 60 Gy) ser administrada.

A dose fornecida pode ser em uma Area incluindo uma
margem de tecido normal (por exemplo, ~1, 2 ou 3 cm de mar-
gem em todas as direg¢des) em torno do tumor, ou onde o tumor
ou uma porg¢ao do mesmo foi previamente cirurgicamente remo-
vido, em torno do sitio do tumor.

Onde a radioterapia de feixe externo é empregada, o
paciente pode receber um programa adicional de administracéao
de agente guimioterapéutico, diferente daquele descrito aci-
ma, em uma dose de um certo modo mais baixa, durante o curso
da radioterapia. Por exemplo, o paciente pode receber doses
didrias de agente quimioterapéutico, por exemplo, agente de

algquilacdo em uma quantidade de 25 ou 50 mg/m?/dose até 100
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ou 125 mg/m?’/dose diariamente durante o curso da terapia de
feixe externo.

Os exemplos de antigenos de tumor que podem ser uti-
lizados como vacinas antitumor incluem, porém ndo sdo limi-
tados a, cinase 4 dependente de ciclina; P-catenina; Caspa-
se—-8; MAGE-1; MAGE-3; Tirosinase; Idiotipo Ig de superficie;
Receptor Her-2/neu; MUC-1; HPV E6 e E7; Idiotipo CD5
CAMPATH-1, CD20; glicoproteina de superficie de célula CEA,
mucin-1; carboidrato de superficie de célula Lewis®; CA-125;
receptor de fator de crescimento epidérmico; pl85HER2; IL-
2R; FAP-a; Tenascina; e metaloproteinases. EGFRVIII é exem-
plar de antigenos especificos de tumor. Células que expres-
sam esses antigenos podem ser utilizadas como vacinas. Pre-
ferivelmente, as células sdo mortas antes da administracéo.
As células podem ser fracionadas de modo que uma fracdo en-
riquecida para o antigeno de tumor seja utilizada como uma
vacina. Esses antigenos sdo simplesmente exemplares e ndo
pretendem ser abrangentes dos muitos antigenos uUteis conhe-
cidos na técnica ou que podem ser utilizados. |

Miltiplos sistemas de_modelo pré-clinico demonstraram
que o esgotamento de subconjuntos de células imunes pode ab-
rogar a eficdcia de varios tipos de abordagens imunoterapéu-
ticas (Heimberger e outros, 2003) indicando que quimiotera-
pia administrada durante os estédgios efetores de imunotera-
pia pode ser prejudicial a eficdcia. Entretanto, isso né&o
impede a utilizagdo desses agentes juntos quando apropriada-
mente regulados para minimizar os efeitos cima mencionados.

Além disso, embora os requerentes ndo desejem ser limitados
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por nenhuma teoria especifica referente ao mecanismo de a-
¢cdo, a deplecdo de certas células efetoras, como Tregs, pode
ser um resultado altamente desejdvel de quimioterapia forne-
cendo maior eficdcia imunoterapéutica ou pode promover um
perfil de citocina desejavel para controle adequado do tu-
mor.

A revelagdo acima descreve genericamente a presente
inveng¢do. Todas as referéncias reveladas aqui sdo expressa-
mente incorporadas a titulo de referéncia. Uma compreensao
mais completa pode ser obtida por referéncia aos seguintes
exemplos especificos que sdo fornecidos aqui para fins de
ilustracdo somente, e ndo pretendem limitar o escopo da in-
vencao.

EXEMPLO 1

Para testar a hipdétese de que quimioterapia e imuno-
terapia podem ser administradas simultaneamente, tratou-se
um paciente com um GBM recentemente diagnosticado utilizando
o padrdo de cuidado, temozolomide, enquanto também adminis—
tra uma vacina de peptideo alvejando a variante de fator de
crescimento epidérmico III (EGFRvIII) (Heimberger e outros,
2006). A amplificagdo do gene de receptor de fator de cres-
cimento epidérmico (EGFR), que resulta em superexpressao do
EGFR, um receptor de cinase tirosina de transmembrana (Eks-
trand e outros, 1991) é associada ao gene EGFR mutante, EG-
FRvIII (Wikstrand e outros, 1997). Trabalho anterior mostrou
que a amplificagdo de EGFRvVIII é evidente em todos os GBMs

expressando EGFRvIII (Heimberger e outros, 2005) e GBMs sem
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o EGFR amplificado ndo s&o positivos para proteina EGFRvIII
(Aldape e outros, 2004).

Em maio de 2005, um homem caucasiano com 51 anos de
idade foi avaliado apds queixas de um histdérico de trés se-
manas de dores de cabe¢a matutinas persistentes sem ndausea
associada. Uma imagem de ressondncia magnética (MR) revelou
uma lesdo de aumento irregular, multi-lobular medindo 6,6 x
5,3 x 4,3 no aspecto anterior do lobo temporal direito. A
fissura de Sylvius foi arqueada para cima e havia 6 mm de
deslocamento de linha média. O paciente foi submetido a uma
resseccdo total grossa, com histologia demonstrando um glio-
blastoma bifédsico e sarcoma maligno. Esses componentes foram
confirmados por imunoistoquimica positiva no componente de
glioblastoma com proteina astrocitica glial-fibrilar (GFAP)
e produgdo abundante de reticulina no componente de sarcoma.
Uma mancha de tricromo confirmou a natureza bifédsica do tu-
mor. Coloragdo de imunoistoquimica de anticorpo EGFRVIII e
EGFR-528 foi positiva (Heimbérger e outros, 2005) com a co-
loracdo EGFRvVIII demonstrando forte reatividade difusa, en-
quanto a coloragdo EGFR-528 era mais focal. PTEN foi forte-
mente positivo e reatividade p53 estava presente em mais de
30% de nucleos de tumor. O gene de reparo de DNA metiltrans-
ferase (MGMT) de metilguanina-DNA foi metilado (Hegi e ou-
tros, 2005).

Pés-operatoriamente o paciente foi submetido a radio-
terapia de feixe externo convencional de 6000 cGy em 30 fra-
¢bes. Temozolomide simultdneo a 75 mg/m2 foi administrado

durante radioterapia (Stupp e outros, 2005). Uma imagem MR
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feita ao término da radioterapia estava inalterada e ndo de-
monstrou evidéncia de avanco. O paciente foi submetido entéo
a uma leucaferese para obter células suficientes para fins
de monitorag¢do imunolégica. O paciente recebeu trés injecdes
intradérmicas (i.d.) de PEPvIII-3 (LEEKKGNYVVTDHC), conjuga-
do com hemocianina de molusco de buraco de fechadura (KLH)
em uma razdao de 1:1 (peso/peso) (PEPvVIII-KLH) (500
pg/imunizagdo) com fator de estimulacdo de coldnia de macré-
fago-granulécito (GM-CSF) (142 pg/imunizacdo) a cada duas
semanas durante um intervalo de 6 semanas (a fase de indu-
¢ao). Posteriormente, foi submetido a uma segunda leucafere-
se para fins de monitoracdo imunoldgica. Nesse ponto, o pa-
ciente comecgou ciclos de manutencdo de temozolomide de 150
mg/m2 no dia 1-5. Iniciando no dia 19 de cada ciclo, conta-
gens completas de sangue foram monitoradas em dias alterna-
dos até que houve evidéncia de recuperacdo do nadir de con-
tagem de Leucdédcito. Na recuperacgdo nadir, o paciente recebeu
a vacina i.d., normalmente no 23° dia (faixa = 19 - 25) de
seu ciclo de 28 dias.

EXEMPLO 2

Teste de hipersensibilidade do tipo retardado (DTH) a
antigenos de recall comuns e os componentes da vacina foram
avaliados antes do inicio das vacinas, apdés a 32 vacina e
mensalmente dura seu ciclo de manutencdo no 26° dia. Antes
do inicio da vacina e apdés o término de radiacdo e temozolo-
mide simulténeo o paciente era somente reativo a Céndida e
nao teve reacgdo DTH aos componentes da vacina, PEPvVIII ou

KLH. Entretanto, apdés a 3% vacinagdo, o paciente se tornou
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responsivo ao componente KLH da vacina. Apdés a 10%® vacina-
cdo, e enquanto recebe temozolomide simultédnea, ele se tor-
nou reativo ao componente PEPvVIII da vacina. Para compara-
cdo, dos pacientes que receberam a vacina sem temozolomide
ciclado (n=22), menos de 15% se tornou reativo ao componente
PEPVIII. Apds o acompanhamento mais recente e administracédo
da 14?® vacinagdo, o paciente foi acentuadamente endurecido
(16 x 15 mm) no sitio DTH PEPvIII. Isso indicaria que temo-
zolomide ndo influenciou negativamente o desenvolvimento de
respostas de DTH nesse paciente especifico.

EXEMPLO 3

Para determinar se respostas humorais especificas de
PEPvVIII foram induzidas, soro foi obtido a partir do pacien-
te mensalmente e fol armazenado a -20°C antes da anadlise em
um ensaio PEPvIII-Dynabead®. PEPvIII ou o dominio extracelu-
lar de EGFRvIII (EGFRVIII-ECD) foi covalentemente ligado a
microesferas magnéticas que foram utilizadas para capturar
anticorpos especificos a partir do soro do paciente (Invi-
trogen, Carlsbad, CA) de acordo com as instruc¢des do fabri-
cante. Todas as amostras de soro sdo inicialmente diluidas
1:10 com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) + 0,5%
albumina de soro bovino (BSA) e ensaiadas em triplicata. Pa-
ra determinar especificidade, um conjunto adicional de amos-
tras foi pré-incubado por 15 minutos com 500 ng do peptideo
PEPVIII para bloquear qualquer anti-PEPvIII que seria captu-
rado pelas Dynabeads conjugadas com PEPvIII. Padrdes de an-
ticorpo anti-PEPvIII quimérico de humano-camundongo (81-

0,11lng/ml) sdo feito com cada ensaio juntamente com contro-
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les positivo (amostra de paciente ACT4) e negativos (soro de
doador normal). O citdmetro de fluxo foi padronizado com mi-
crocontas PE-FACS e Dynabeads PEPvIII ndo reagido. Antes da
administragdo da vacina, ndo houve resposta humoral detectéa-
vel ao EGFRvIII. Apds a vacinagdo, houve um aumento signifi-
cativo em respostas IgG a EGFRvVIII a uma intensidade fluo-
rescente média (MFI) de 13 e as respostas humorais foram
mantidas apesar de administragdo de temozolomide.

EXEMPLO 4

Para determinar se respostas citotdxicas CD8+ foram
induzidas a PEPvIII, as células mononucleares de saﬁgue pe-
riférico do paciente (PBMCs) de cada leucaferese e PBMCs
mensais foram estimuladas com toxdide de tétano
(QYIKANSKFIGITE) (SEQ ID NO: 5) (10 ug/ml) (controle positi-
vo), PEP-1 (HDTVYCVKGNKELE) (SEQ ID NO: 4) (10 pg/mL), (con-
trole negativo), PEPvIII (10 pg/mL) (componente de vacina),
ou KLH (10 pg/ml) (cdmponente de vacina). Um controle nega-
tivo incluiu células nao estimuladas. Os controles de isoti-
po correspondentes foram utilizados para cada condigdo, in-
cluindo secrecgdo y-interferon (IFN). Todas as cavidades fo-
ram incubadas por 6 h a 37°C com Golgiplug/TM (Pharmingem,
San Diego, CA), um inibidor de transporte de proteina que
bloqueia o processo de transporte intracelular. Apéé incuba-
¢do, as células foram lavadas e bloqueadas para ligacgdo néo
especifica utilizando anticorpo anti-CD16 purificado (Phar-
mingem) e soro de coelho (Pharmingem). As células foram co-
loridas para marcadores de superficie (CD3, CD4, CD8) por

incubagdo com o isotiocianato de fluoresceina apropriado e
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anticorpo primdrio rotulado de fluorescéncia rotulado com
aloficocianina ou controle de isotipo (Pharmingen). As célu-
las foram entdo fixadas com Cytofix/Cytoperm (BD Bioscien-
ces, San Jose, CA) e entdo incubadas com anticorpo rotulado
com fiocoeritrina contra y-IFN ou o controle de isotipo. A-
pbés coloragdo, as células foram lavadas e um minimo de 1 x
10° eventos gated, vivos foram avaliados por citometria de
fluxo em um citdmetro de fluxo FACSCalibur utilizando soft-
ware Cellquest (BD Immunocytometry systems, San Jose, CA).
Antes de receber a vacina o paciente teve resposta minima
nos controles ndo estimulados e com o controle negativo PEP-
1. Apds receber a vacina, e durante administracdo do temozo-
lomide, houve um aumento em células CD8+ T que produzem Y-
IFN especifico de PEPVIII.

Exemplo 5

Para caracterizar a resposta das varias populacdes de
células T durante um ciclo de temozolomide (5/21 programa) e
vacina simultaneamente administrada (19° dia nesse exemplo),
0s requerentes obtiveram sangue periférico nos dias 0, 3, 5,
12, 19, 23, 25 e 26. Por citometria de andlise de fluxo, in-
vestigaram a percentagem dos subconjuntos de célula CD8+ T e
células T reguladoras CD4+CD25+DoxP3+ durante um ciclo de
iomunoquimioterapia. Todos os anticorpos monoclonais conju-
gados com fluorescéncia (mAb) (PerCP-Cy5.5-CD3, FITC-CDS,
APC-CD4 e PE~CD25) foram adquiridos da BD Biosciences exceto
o mAb rotulado FITC de FoxP3 foi feito por eBioscience. A
coloragdo intracelular e superficial de células de sangue

periférico foi executada de acordo com os procedimentos pa-
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drdo fornecidos pelo fabricante. Os resultados foram anali-
sados por citdémetro de fluxo FACSCalibur utilizando software
Cellquest Pro (BD Biosciences). Em contraste com o declinio
do subconjunto de células CD8+ T, a populacdo Treg comegou a
aumentar apdés a administrag¢do de temozolomide por 3 dias e
atingiu seu pico (0,9% de células CD4+ T total) no 12° dia.
O Tregs comegou entdo a cair até o 23° dia enquanto os nume-
ros de célula CD8§ T comegcaram a se recuperar. Ao término do
curso, as populagdes tanto de célula CD8S§S T como Treg se re-
cuperaram a niveis de pré-tratamento. A vacinacdo resultou
em um reforgo de células T citotdxicas CD8+ durante um peri-
odo de Tregs relativamente diminuidos.

Exemplo 6

Durante os ultimos 15 meseé, o0 paciente foi submetido
a exame fisico completo e imageamento de MR do cérebro em
intervalos de dois meses. Seu exame permaneceu estavel e i-
mageamento de MR falhou em demonstrar qualquer evidéncia de
recorréncia. Ele trabalha tempo integral sem impairment e
tem um status de desempenho Karnofsky (KPS) de 100% e marca-
gdo de exame de estado mini-mental de 30/30. Seu exame neu-
rolégico é totalmente normal.

Esse relatdério sugere que a administracdo simulténea
de quimioterapia com imunoterapia pode ser possivel se a
cronometragem dos tratamentos for cuidadosamente monitorada.
No caso relatado, ha véarias descobertas que indicam gue a
co-administracdo do temozolomide n&do afetou a eficacia da
vacina PEPvVIII-KLH. Primeiramente, o paciente ndo tem avanco

em 15 meses de acompanhamento. Esse foi o TTP mediano para
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pacientes (n=22) que receberam somente terapia de vacinacéo.
Desse modo, a eficdcia clinica ndo parece ter sido afetada
em comparacdo com pacientes que ndo receberam a temozolomide
simultaneamente administrada. O paciente desenvolveu respos-
tas de DTH ao componente de PEPvIII da vacina, mesmo engquan-
to recebe temozolomide, ao passo que somente 15% dos pacien-
tes que recebem a vacina somente desenvolveram esses tipos
de respostas. Além disso, a area de reatividade de DTH de
PEPvIII continuou a aumentar com vacinag¢des subseglientes. Em
terceiro lugar, as respostas especificas de IgG a PEPVIII
foram induzidas apdés a 3% vacinagdo e foram mantidas enquan-
to recebe a temozolomide simulténea. Em quarto lugar, as cé-
lulas T que produzem CD3+CD8+y-IFN ndo parecem ser diminui-
das durante os ciclos de temozolomide simultaneamente admi-
nistrada porém parecem aumentadas durante a temozolomide si-
multaneamente administrada. Finalmente, seguimos as popula-
¢des de célula CD8+ T e Treg durante um Unico ciclo de tra-
tamento e verificamos que parece haver uma janela de capaci-
dade de resposta de efetor T (célula T CD8S) com uma diminu-
icdo relativa de Tregs. Desse modo, a administracdo simultéa-
nea de temozolomide e vacina ndo parece diminuir as respos-
tas imunes induzidas, no modo no qual descrevemos.

O uso de linfodeplegcdo para aumentar as respostas i-
munoldgicas foi descrito em sistemas de modelo murino (Be-
renson e outros, 1975; Cheever e outros, 1980; North, 1982)
como em pacientes humanos com céncer (Dudley e outros, 2002;
Dudley e outros, 2005). Multiplos mecanismos foram propostos

como sendo responsaveils por essas respostas antitumor aumen-
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tadas. Linfodeplecdo pode remover competicdo na superficie

de células que apresentam antigeno (Kedl e outros, 2000),

aumentar a disponibilidade de citocinas como IL-7 e IL-15,
que aumentam a atividade de células T (Gattinoni e outros,
2005) e esgotar Tregs inibidor imune (Anthony e outros,
2005) . A gquimioterapia poderia também aumentar potencialmen-
te a capacidade de resposta imunoldégica pelo aumento de ini-
ciacdo imune e apresentacdo (Nowak e outros, 2002), aumento
de expressdo de antigeno (Aquino e outros, 1998), e aumento
de alvos para erradicacdo imune (Ciusani e outros, 2002).
Quando uma vacinacdo é administrada durante o nadir de temo-
zolomide, os requerentes levantaram a hipdtese de que pode
haver uma resposta efetora aumentada. Aquelas respostas efe-
toras podem ser secundarias a um retardo na recuperacdo de
Tregs desse modo permitindo maior expansdo clonotipica do
que teria sido de outro modo vista sem temozolomide. Isso
foi certamente observado durante um ciclo de quimioimunote-
rapia monitorado nesse paciente especifico. O retardo de re-
cuperagcao de Tregs em relagdo as células T efetoras n&do é
surpreendente dados os papéis fisioldégicos normais de res-
postas de células imunes. Para montar uma resposta imune,
efetores T necessitariam se tornar ativados, proliferar e
mediar sua resposta. Se isso permaneceu ndo verificado por
mecanismos homeostaticos como Tregs, entdo a proliferacdo de
célula T incrementaria sem diminuicdo. Portanto, o retardo
de resposta Treg permitiria respostas imunes eficazes porém

regulagdo/modulacdo descendente eventual dessa resposta.
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Em conclusdo, o relatdério desse caso sugere que a Co-
administracdo de quimioterapia e imunoterapia n&o pode ser
prejudicial.
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60

Leu
Aia
Arg
Asn

Leu

- 140

Leu

Phe

Gln

Glu

Lys
Glu
45

Val
Ser
Leu
Gly
Tyxr
125
Gln
Cys
Leu
Lys

Glu

. 205

Ser

Gly

220

Cys
Arg
Met
Lys
Val
300
Tyr
Pro
Ser
Ser
Ser

380
Lys

Lys
Leu
Tyr
285
Val
Glu

Cys

Leu

Ile
365
Phe

Thr

Leu
vVal
Asp
Leu
Phe
Asn

Asn

110

Asp
Glu

Asn

Ser.

Cys

Ile
Val
Asn

175
Asp

190 .

Asn
Arg
Ala
Phe
Tyr
270
Ser
Thr

Met

Ser
350
Ser
Thr

Val

Cys
Cys
Gly
Arg
255
Asn
Phe
Asp
Glu
Lys
335
Ile

Gly

Lys

Ala
Gln
Phe
Asn
Lys
80
Val
Tyr
Aéh-
Leu

Glu.

160

Met .
Pro
Gln
Arg
Cys
240
Asp
Pro
Gly
His
Glu
320
Val
Asn

Asp

'Thr

Glu

400
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Met
1
Ala
Gly
Leu
Leu

65

Thr
Glu
Tyx
Lys
His
145
Serx
Ser
Se:
Lys
Gly
225
Thr
Glu
Thr
- Ala
Giy
305
Asp
Cys
Ala
Leu
Pro

385
Ile

Arg
Leu
Thr
Ser
50

Glu
Ile
Arg
Glu

Thr

130

Gly
Ile
Met
Cys

Leun
210

Lys

Gly
Ala
Thr

Thr

290 .

Ser
Gly
Asn
Thr
His

370
Pro

.Thr

Pro
Cys
Ser
35
Leu
Ile
Gln
Ile.
Asn
115
Gly
Ala
Gln
Asp

Pro

195

Thr
Ser
Pro
Thr
Tyx
275
Cys
Cys
Val
Gly
Asn
355
Ile

Leu

Gly

Ser

Pro
20
Asn

Gln -

Thr
Glu
Pro
100
Sex
Leu
val
Trp
Phe
180
Asn.
Lys
Pro
Arg
Cys
260
Gln
val

Val

Arg

Ile
340
Ile_-
Leu
Asp

Leu

Gly
Ala

Lys

Tyr
Val
85
Leu
Tyx
Lys
Arg
Arg
165
Gln
Gly
Ile
Ser
Glu
245
Lys
Met
Lys
Arg
Lys
325
Gly
Lys

Pro

Pro

Thr
Ser

Leu

 Met

ifal
70
Ala

Glu

Ala

Glu
Phe
150
Asp
Asn
Ser
Ile
Asp
230
Ser
Aép
Asp
Lys
Ala
310
Cys
Ile

His

Vval

Gln

390

Ser

405

Ala
Arg
Thr
Phe
55

Gln
Gly
Asn
Leu
Leun
135
Ser
Ile
His
Cys
Cys
215
Cys
Asp
Thr
Val
Cys
295
Cys
Lys
Gly
Phe

Ala
375

Glu

Gly
Ala
Gln
40

Asn

Arg

‘Tyr

Leu
Ala
120
Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200
Ala

Cys
Cyé
Cys
Asn
280
Pro

Gly

Lys

.Glu

Ly’é
360
Phe

Léu

Ala
Leu
25

Leu
Asn
Asn
Val
Gln
105
Val
Met
Asn
Ser
Gly
185
Gly
G;Ln
His
Leu
Pro
265
Pro
Arg
Ala
Cys
Phe
345
Asn
Ai:g

Asp

Ala
Glu

Gly

Cys.

Tyr
Leu
90

Ile
Leu
Arg
Pro
Ser
170
Ser
Ala
Gln
Asn
Val
250
Pro
Glu
Asn
Asp
Glu
330
Lys
Cys
Gly

Ile

Leu
Glu

Thr

"Glu

Asp
15

Ile
Ile

Ser

Asn

Ala
155
Asp

Cys
Gly
Cys
Gln
235
Cys

Leu

Gly.

Tyr
Ser
315
Gly
Asp
Thr
Asp

Leu

- 395

Leu
Ly's
Phe
vVal
60

Leu
A]_.a
Arg
Asn
Leun
140
Leu
Phe
Gln
Glu
Ser

220
Cys

Arg‘

Met

Lys
val
300
Tyr
Pro
Ser
Serx
Ser

380
Lys

Ala

Lys Val

Glu
45

Val
Ser
Leu
Gly
Tyx
125
Gln

Cys

Leu

Lys

Glu-

205
Gly

Ala
Lys
Leu
Tyr
285
Val
Glu
Cys
Leu
Ile
365
Ph_e

Thr

Leu
30

Asp
Leu
Phe
Asn
Asn
110
Asp
Glu
Asn
Ser
Cys
190
Asn

Arg

Ala

'Phe

Tyr
270
Serxr
Thr
Met
Arg
Sex
350
Ser
Thr

Val

Leu
15

Cys
His

Gly

.Leu

Thr

Met

Ala.

Ile
Val
Asn
175
Asp
Cys

Cys

Gly

Axg

255
Asn

Phe
Asp
Glu
Lys
335
Il_e

Gly

Lyé

Ala

Gln

‘Phe

Asn

Lys
80
Val

Tyr

Asn
Leu
Glu
160
Met
Pro
Gln
Arg
Cys
240
Asp.
Pro
Gly
His
Glu
320
Val
Asn
Asp
Thr

Glu

400
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REIVINDICACOES

1. Uso de um peptideo EGFRVIII e um agente quimiote-
rapéutico que induz linfopenia, CARACTERIZADO pelo fato de
ser na prepara¢ao de um medicamento para o tratamento de um
tumor em um individuo.

2. Uso, de acordo com a reivindicacao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente quimioterapéutico é
um agente de alquilacgao.

3. Uso, de acordo com a reivindicacgéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo EGFRvIII & conju-
gado com hemocianina de molusco Keyhole Limpet (KLH).

4. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO por compreender ainda GM-CSF como um adjuvante
simultaneamente com o peptideo EGFRvIII.

5. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo EGFRVIII tem a se-
gliéncia H-LEEKKGNYVVTDHS-OH (SEQ ID NO: 1).

0. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo EGFRVIII tem a se-
qiéncia LEU-GLU-GLU-LYS-LYS-GLY-ASN-TYR-VAL-VAL-THR-ASP-HIS
(SEQ ID NO: 2).

7. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo EGFRvIII tem a se-
qiéncia LEU-GLU-GLU-LYS-LYS-GLY-ASN-TYR-VAL-VAL-THR-ASP-HIS-
CYS (SEQ ID NO: 3) e em que KLH é cénjugado com O reéiduo

CYS.




10

15

20

25

8. Uso, de acordo com a reivindicacéo 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo EGFRvVIII é conju-
gado com o KLH com um reticulador heterobifuncional.

9. Uso, de acordo com a reivindicacéo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que o reticulador heterobifuncio-
nal é sulfosuccinimidil 6-[3’ (2-piridilditio)-propionamido]
hexanoato.

10. Uso, de acordo com a reivindicacéao 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente de alquilacdo é te-
mozolomida ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo.

11. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um glioma maligno.

12. Uso, de acordo com a reivindicacédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um astrocitoma.

13. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente quimioterapéutico é
um anadlogo de purina.

14. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente quimioterapéutico é
fludarabina e/ou 2-clorodeoxi adenosina.

15. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de pulméo.

i6. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de mama.

17. Uso, de acordo com ' a reivindicagéb 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um cdncer de cabeca

€ pescoco.
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18. Uso de um peptideo EGFRVIII, o peptideo EGFRvVIII
conjugado com KLH; GM-CSF como adjuvante simultaneamente com
o peptideo EGFRVIII; e um agente de alquilagao,
CARACTERIZADO pelo fato de ser na preparacdo de um medica-
mento para o tratamento de um tumor em um individuo.

19. Uso, de acordo com a reivindicacgao 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um glioma maligno.

20. Uso, de acordo com a reivindicacéo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um astrocitoma.

21. Uso, de acordo com a reivindicacéo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de pulméo.

22. Uso, de acordo com a reivindicacgéo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de mama.

23. Uso, de acordo com a reivindicacéo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente de alquilacdo é te-
mozolomida ou um sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo.

24. Uso, de acordo com a reivindicacéo 18,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um céncer de cabeca
€ pescogo.

25. Uso de uma vacina antitumor e temozolomida ou um
sal farmaceuticamente aceitédvel do mesmo, CARACTERIZADO pelo
fato de ser na preparagdo de um medicamento para o tratamen-
to de um tumor em um individuo.

26. Uso, de acordo com a reivindicacao 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que a vaéina antitumor comﬁreende

um antigeno isolado.
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27. Uso, de acordo com a reivindicagéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que a vacina antitumor compreende
células de tumor exterminadas.

28. Uso, de acordo com a reivindicacéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que a vacina antitumor compreende
uma fracdo de células de tumor.

29. Uso, de acordo com a reivindicacgéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que a vacina antitumor compreende
um antigeno selecionado do grupo que consiste em quinase 4
dependente de ciclina; P-catenina; Caspase-8; MAGE-1; MAGE-
3; Tirosinase; Ididétipo Ig de superficie; Receptor Her-
2/neu; MUC-1; HPV E6 e E7; Ididétipo CD5 CAMPATH-1, CD20;
glicoproteina de superficie de célula CEA, mucina-1; carboi-
drato de superficie de célula Lewis®; CA-125; receptor de
fator de crescimento epidérmico; pl85HER2; IL-2R; FAP-o; Te-
nascina; EphA2, FoxM1B, AIM-2, survivina, e uma metalopro-
teinase.

30. Uso, de acordo com a reivindicacéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que GM-CSF é administrado como
adjuvante simultaneamente com peptideo EGFRvVIII.

31. Uso, de acordo com a reivindicacéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor € um glioma maligno.

32. Uso, de acordo com a reivindicacéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um astrocitoma.

33. Uso, de acordo com a reivindicaééo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor €& um tumor de pulméo.

34. Uso, de acordo com a reivindicacéao 25,

CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de mama.

_____---Illllllllllllllllll
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35. Uso, de acordo com a reivindicacéo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de cabeca
e pescogo.

36. Uso de uma vacina antitumor e um agente quimiote-
rapéutico que induz linfopenia, CARACTERIZADO pelo fato de
ser na prepara¢do de um medicamento para o tratamento de um
tumor em um individuo.

37. Uso, de acordo com a reivindicacéo 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente quimioterapéutico é
um agente de alquilacgéo.

38. Uso, de acordo com a reivindicacéo 37,
CARACTERIZADO pelo fato de que o agente de alquilacdo é te-
mozolomida ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo.

39. Uso, de acordo com a reivindicacéao 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um glioma maligno.

40. Uso, de acordo com a reivindicacéo 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um astrocitoma.

41. Uso, de acordo com a reivindicacéo 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de pulméo.

42. Uso, de acordo com a reivindicacéao 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que o tumor é um tumor de mama.

43, Uso, de acordo com a reivindicacdo 306,
CARACTERIZADO pelo fato de que a vacina antitumor compreende
um antigeno selecionado do grupo que consiste em quinase 4
dependente de ciclina; B—catenina; Caspase-8; MAGE;l; MAGE-
3; Tirosinase; Ididétipo Ig de superficie; Receptor Her-
2/neu; MUC-1; HPV E6 e E7; Ididétipo CD5 CAMPATH-1, CD20;

glicoproteina de superficie de célula CEA, mucina-1; carboi-




drato de superficie de célula Lewis®; CA-125; receptor de
fator de crescimento epidérmico; pl85HER2; IL-2R; FAP-«; Te-
nascina; EphA2, FoxM1B, AIM-2, survivina, e uma metalopro-

teinase.
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RESUMO
WUSO DE PEPTIDEO EGFRvVIII E VACINA ANTITUMOR EM COM-
BINACAO COM OUTROS COMPONENTES PARA O TRATAMENTO DE TUMOR”
A administragdo simultdnea de quimioterapia e imuno-
terapia foi considerada uma contra-indicag¢do devido a preo-
cupagdo de que a linfopenia induzida removeria a eficacia

terapéutica de imunoterapia. Temozolomida foi mostrado como

‘sendo um quimioterapéutico eficaz para pacientes com gliomas

malignos e privar pacientes com glioblastoma (GBM) desse a-
gente para tratar com imunoterapia é controverso. Apesar do
dogma convencional, foi demonstrado que tanto quimioterapia
como imunoterapia podem ser fornecidas simultaneamente sem
negar os efeitos de imunoterapia, na realidade, a linfopenia
induzida por temozolomida pode ser sinergista com uma vacina

de peptideo.
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