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RESUMO
“Composig¢des imunoterapéuticas de levedura-Brachyury”

Descrevem-se composicgdes imunoterapéuticas a base de
levedura compreendendo antigénios de Brachyury e métodos para
a prevengdo e/ou tratamento de cancros caracterizados pela
expressdao ou sobreexpressdo de Brachyury.
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DESCRICAO
“Composig¢des imunoterapéuticas de levedura-Brachyury”
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio de prioridade ao
abrigo do titulo 35 do United States Code (35 U.S.C.), Seccéao
119(e), do pedido provisdério de patente U.S. com o numero de
série 61/453,656, apresentado em 17 de marco de 2011.

DIREITOS DO GOVERNO

Este invento foi c¢riado no exercicio de um Acordo de
Cooperacao de Pesquisa e Desenvolvimento com o National
Institutes of Health, uma agéncia do Department of Health and
Human Services. O Governo dos Estados Unidos detém certos
direitos neste invento.

DECLARACAO RELATIVA A ACORDO DE PESQUISA CONJUNTA

Este invento foi realizado por, ou em nome de, partes
num Acordo de Cooperacdo de Pesquisa e Desenvolvimento,
executado em 8 de maio de 2008. As partes no Acordo de
Cooperacdao de Pesquisa e Desenvolvimento sdao: GlobeImmune,
Inc. e o Department of Health and Human Services dos Estados
Unidos, representado pelo National Cancer Institute, um
instituto, <centro ou divisdo do National 1Institutes of
Health.

REFERENCIA A UMA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Este pedido contém uma Listagem de Sequéncias submetida
eletronicamente como um ficheiro de texto através de EFS-Web.
O ficheiro de texto, denominado “3923-34-PCT_ST25”, tem um
tamanho em bytes de 76 KB e fol registado em 13 de marco de
2012. A informacdo contida no ficheiro de texto é aqui
incorporada na integra através de referéncia em conformidade
com o titulo 37 do Code of Federal Regulations (37 CFR),
Seccao 1.52(e) (5).
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CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se de um modo geral a
composicdes imunoterapéuticas a base de levedura e a sua
utilizacdo em métodos para a prevencdo e/ou tratamento de
cancros caracterizados pela expressao ou SsSobreexpressao de
Brachyury.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O Brachyury, também conhecido como “T”, é um fator de
transcricdo mesodérmico e membro do complexo de genes T-box.
O gene que codifica Brachyury (designado por gene T ou gene
Brachyury nos humanos) foi inicialmente identificado, em
1927, por Nadine Dobrovolskalia-Zavadskaia através de uma
mutacdo em ratinhos que afetava o comprimento da cauda e as
vértebras sacrais nos animais heterozigdticos. O gene
Brachyury foi clonado em ratinhos, em 1990, por Hermann e
colegas (Herrmann et al., 1990, Nature 343:617-622) e em
humanos, em 1996, por Edwards e colegas (Edwards et al.,
1996, Genome Res. 6:226-223), que também descreveram a
sequéncia de aminoadcidos deduzida para o Brachyury humano.

Como um membro da familia T-box de fatores de
transcrigdo, o Brachyury contém o motivo altamente conservado
de dominio de ligagdo ao ADN, denominado “T-box” ou dominio
T, qgque se liga a uma sequéncia consenso palindrdémica. O
Brachyury, como outras proteinas T-box, desempenha um papel
no desenvolvimento precoce e €& vital para a formacdo e
diferenciacdo da mesoderme posterior e o desenvolvimento
axial nos vertebrados (ver, por exemplo, Wilkinson et al.,
1990, Nature 343(6259):657-659); Beddington et al., 1992,
Development (Suppl.):157-165; Schulte-Merker et al., 1994,
Development 120: 1009-1015; Kispert and Herrmann, 1994, Dev.
Biol. 161:179-193; Showell et al., 2004, Dev Dyn 229:201-
218). Mais recentemente, Palena e colegas demonstraram que o
Brachyury ¢é expresso numa variedade de tecidos tumorais e
linhas celulares de cancros humanos e mostraram que péptidos
de Brachyury podem ser utilizados para gerar linhas de
células T especificas para Brachyury em dadores normais e em
doentes de cancro (Palena et al., 2007, Clin. Cancer Res.
13(8):2471-2478) . Os estudos efetuados por Fernando et al.
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mostraram que o Brachyury promove a transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) em células de tumores humanos, conferindo
as células tumorais um fendtipo mesenquimal, Dbem como
capacidades migratdérias e invasivas, ao mesmo tempo gue
atenua a progressao do ciclo celular do tumor (Fernando et
al., 2010, J. Clin. Invest. 120(2):533-544). Por conseguinte,
o Brachyury estd envolvido na progressdao metastdtica do
cancro.

O cancro € uma causa principal de morte em todo o mundo,
e o desenvolvimento de terapias eficazes para o0 cancro
continua a ser uma das A&areas de pesquisa e desenvolvimento
clinico mais ativas. Embora tenham sido propostas varias
abordagens inovadoras para tratar e prevenir o0s cancros,
muitos cancros continuam a ter uma taxa de mortalidade
elevada e podem ser dificeis de tratar ou relativamente
insensiveis as terapias convencionais. Os cancros associados
a expressdo de Brachyury podem ser encontrados numa variedade
de tecidos, incluindo a mama, intestino delgado, estdmago,
rim, Dbexiga, utero, ovéario, testiculo, pulmdo, cdélon e
préstata, e incluem cancros metastdticos e em fase tardia.
Além disso, o Brachyury € expresso em tumores com origem nas
células B, como a leucemia linfocitica crénica (LLC), células
B transformadas com o virus de Epstein-Barr e linfomas de
Burkitt e Hodgkin. Assim, o Brachyury parece desempenhar um
papel num grande numero de cancros humanos. Embora o
Brachyury tenha sido proposto Como um alvo para a
imunoterapia do cancro (ver, por exemplo, Palena et
al., supra; Fernando et al., supra e WO 2008/106551), como
este é um alvo relativamente novo, continua a existir a
necessidade na técnica de novos produtos imunoterapéuticos
que tratem e/ou previnam eficazmente o0s cancros associados a
expressdao ou sobreexpressdo do Brachyury.

SUMARIO DO INVENTO
O presente invento é definido pelas reivindicagdes. Uma
concretizacdo do invento refere-se ao composto reivindicado
para utilizacdo num método para reduzir, deter, inverter,
atrasar ou prevenir a progressdo metastdtica do cancro num
individuo que tem um cancro. O método inclui o passo de

administrar a um individuo que tem um cancro gque estd a
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sofrer progressdo metastatica, estd em risco de sofrer
progressao metastatica ou € previsto qgque comece a sofrer
pProgressao metastética uma composicéao imunoterapéutica
compreendendo: (a) um veiculo de levedura e (b) um antigénio
do cancro compreendendo pelo menos um antigénio de Brachyury.
Outra concretizacdo do invento refere-se a utilizacdo de uma
composigéo imunoterapéutica compreendendo um veiculo de
levedura e um antigénio do cancro compreendendo pelo menos um
antigénio de Brachyury para reduzir, deter, inverter ou
prevenir a progressao metastdtica do cancro num individuo que
tem um cancro.

Num aspeto, o Brachyury ndo ¢é detetado no cancro do
individuo no momento em que a composicdo ¢ administrada pela
primeira vez. Num aspeto, a expressdo de Brachyury & detetada
no cancro do individuo no momento em gque a composicao é
administrada pela primeira vez. 0O individuo poderd ter um
cancro em estadio I, um cancro em estddio II, um cancro em
estddio III ou um cancro em estadio IV.

Outra concretizacdo da divulgacdo que compreende o
invento refere-se a um método para prevenir ou atrasar o
comegco de um cancro que expressa Brachyury. O método inclui o
passo de administrar a um individuo uma composicao
imunoterapéutica compreendendo: (a) um veiculo de levedura e
(b) um antigénio do cancro compreendendo pelo menos um
antigénio de Brachyury. Outra concretizagdo refere-se a
utilizacdo de uma composicdo imunoterapéutica compreendendo
um veiculo de levedura e um antigénio do cancro compreendendo
pelo menos um antigénio de Brachyury, para prevenir ou
atrasar o comeco de um cancro gque expressa Brachyury.

Num aspeto destas concretizacdes, nao foi detetado um
cancro no individuo. Num aspeto, o individuo apresenta um
risco elevado de desenvolver um cancro (por exemplo, via uma
predisposigédo genética). Num aspeto, o individuo tem uma
lesdo pré-cancerosa.

Num aspeto destas concretizagdes, o individuo tem um
cancro, mas nao foram detetadas células cancerosas
expressando Brachyury no cancro. Num aspeto, o cancro ainda
ndo é metastatico. Num aspeto, © cancro apresenta um risco
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elevado de metastizar. Num aspeto, o0 sujeito tem um cancro em
estadio I. Num aspeto, o sujeito tem um cancro em estadio ITI.

Outra concretizacdo da divulgacdo refere-se a um método
para reduzir ou prevenir a resisténcia a guimioterapia ou a
resisténcia a radiacdo das células tumorais num doente com um
cancro. O método inclui os passos de administrar a um
individuo que tem um cancro e estd a receber quimioterapia
e/ou radioterapia uma composicéao imunoterapéutica
compreendendo: (a) um veiculo de levedura e (b) um antigénio
do cancro compreendendo pelo menos um antigénio de Brachyury.
Outra concretizacdo da divulgacdo refere-se a utilizacao de
uma composicdo imunoterapéutica compreendendo um veiculo de
levedura e um antigénio do cancro compreendendo pelo menos um
antigénio de Brachyury, para reduzir ou prevenir a
resisténcia a quimioterapia ou a resisténcia a radiacdo das
células tumorais num doente com um cancro. Num aspeto, o0
Brachyury ndoc é detetado no cancro do individuo no momento em
que a composicdo ¢é administrada pela primeira vez. Num
aspeto, a expressdo de Brachyury ¢é detetada no cancro do
individuo no momento em que a composicdo é administrada pela

primeira vez.

Outra concretizacdo da divulgacdo refere-se a um método
para tratar um cancro. O método inclui os passos de: (a)
administrar a um individuo que tem um cancro no qual nao foi
detetada a expressdao de Brachyury uma primeira composicao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
primeiro antigénio do cancro gue né&o compreende um antigénio
de Brachyury e (b) administrar ao individuo, antes,
simultaneamente com, sequencialmente com ou apds a
administracdo da primeira composicdo imunoterapéutica, uma
segunda composicdo imunoterapéutica compreendendo um veiculo
de levedura e um segundo antigénio do cancro compreendendo um
antigénio de Brachyury. Num aspeto, o método compreende
adicionalmente, no pPasso (a), administrar uma ou mais
composigdes imunoterapéuticas adicionais, em gue cada uma das
uma ou mais composicdes imunoterapéuticas adicionais
compreende um antigénio do cancro adicional. Num aspeto de
qualguer uma das concretizagdes acima, o antigénio do cancro
¢ selecionado entre Ras mutada, antigénio carcinoembrionédrio
(CERA), MUC-1, EGFR, BCR-Abl, MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE,
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Gp-100, MUC-2, PSMA, tirosinase, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-
2, TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-erb/B2, hTERT, p73,
B-RAF, APC (adenomatous polyposis coli), Myc, proteina von
Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, recetor de androgénios (AR),
Smad4, MDR1l, F1lt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1,
HERV-H, HERV-K, TWIST, mesotelina e NGEP. Num aspeto, o
antigénio do cancro é selecionado entre o grupo gque consiste
em Ras mutada, antigénio carcinocembriondrio (CEA) e MUC-1.
Outra concretizacdo da divulgacgdo refere-se a utilizacdo de
uma combinacdo de composigdes imunoterapéuticas para tratar
um cancro, em que as composicdes imunoterapéuticas
compreendem: (a) uma primeira composicdo i1munoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um primeiro antigénio
do cancro gue nao compreende um antigénio de Brachyury e (b)
uma segunda composigdo imunoterapéutica compreendendo um
veiculo de levedura e um segundo antigénio do cancro
compreendendo um antigénio de Brachyury.

Outra concretizacdo ainda da divulgacdo refere-se a um
método para tratar um cancro. O método inclui os passos de:
(a) administrar a um individuo gque tem um cancro uma primeira
composigéo imunoterapéutica compreendendo um veiculo de
levedura e um antigénio Ras mutado; (b) administrar ao
individuo de (a) uma segunda composicdo imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um antigénio
selecionado entre o grupo gue consiste em antigénio
carcinoembrionario (CER) e mucina-1 (MUC-1) ; e (c)
administrar ao individuo de (a) e (b) uma terceira composicéo
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
antigénio de Brachyury. Num aspeto, 0Ss prassos de
administracdo em (a), (b)y e (c) sdo simultédneos. Outra
concretizacdo da divulgacao refere-se a utilizacédo de uma
combinacd&o de composicgdes imunoterapéuticas para tratar um
cancro, em que as composig¢gdes imunoterapéuticas compreendem:
(a) uma primeira composicdo imunoterapéutica compreendendo um
veiculo de levedura e um antigénio Ras mutado; (b) uma
segunda composicdo imunoterapéutica compreendendo um veiculo
de levedura e um antigénio selecionado entre o grupo que
consiste em antigénio carcinoembriondrio (CEA) e mucina-1
(MUC-1); e (c) uma terceira composicdo imunoterapéutica
compreendendo um veiculo levedura e um antigénio de

Brachyury.
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Em gqualquer uma das concretizagdes ou aspetos do invento
descritos acima ou em outro local desta divulgacdo, em que o
individuo tem um cancro ou uma lesdo pré-cancerosa, num
aspeto do invento, o individuo estd a ser tratado ou foi
tratado com outra terapia para o cancro. Por exemplo, essa
terapia pode incluir, mas nao estd limitada a, uma
quimioterapia, uma terapia dirigida, uma radioterapia, uma
transferéncia adotiva de células T e/ou a administracdo de
uma ou mais composig¢cdes 1munoterapéuticas adicionais. Num
aspeto, uma composicdoc imunoterapéutica adicional compreende
um veiculo de levedura e um segundo antigénio do cancro que
ndo inclui um antigénio de Brachyury. O segundo antigénio do
cancro pode incluir, mas n&o estd limitado a, Ras mutada,
antigénio carcinoembriondrio (CEA), MUC-1, EGFR, BCR-2Abl,
MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GpP-100, MUC-2, PSMA,
tirosinase, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-2, TAG72, KSA, CA-
125, PSAa, HER-2/neu/c-erb/B2, hTERT, P73, B-RAF, APC
(adenomatous polyposis coli), Myc, proteina von Hippel-Lindau
(VHL) , Rb-1, Rb-2, recetor de androgénios (AR), Smad4, MDRI1,
Flt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H, HERV-K,
TWIST, mesotelina e NGEP. Num aspeto, o segundo antigénio do
cancro é selecionado entre Ras mutada, antigénio
carcinoembrionario (CEA) e MUC-1.

Num aspeto de qualquer uma das concretizacgdes ou aspetos
do invento descritos acima ou em outro local desta
divulgacdo, o método ou utilizacdo reduz a carga tumoral no
individuo, aumenta a sobrevivéncia do individuo e/ou inibe o
crescimento do tumor no individuo.

Num aspeto de qualquer um dos aspetos do invento
descritos acima ou em outro local desta divulgacdo, o método
compreende ainda a ressecgdo cirlrgica de um tumor do
individuo.

Num aspeto de qualquer um dos aspetos do invento
descritos acima ou em outro local desta divulgacdo, 0O cancro
tem origem em células epiteliais. Num aspeto, o cancro pode
incluir, mas nado estd limitado a, cancro da mama, cancro do
intestino delgado, cancro do estdmago, cancro do péancreas,
cancro do rim, cancro da bexiga, cancro do utero, cancro do

ovario, cancro testicular, cancro do pulmdo, cancro do cdlon,
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cancro da préstata, leucemia linfocitica crénica (LLC),
células B transformadas com o virus de Epstein-Barr, linfoma
de Burkitt, linfoma de Hodgkin ou seus cancros metastéaticos.

Num aspeto de qualquer um dos aspetos do invento
descritos acima ou em outro local desta divulgacdo, o
antigénio de Brachyury € o Brachyury humano completo. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury nao é o Brachyury completo.
Num aspeto, o antigénio de Brachyury possui uma sequéncia de
aminocdcidos representada por SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ
ID NO:2, ou uma sequéncia de aminodcidos que tem uma
identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou
SEQ ID NO:2. Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende
da pelo menos posicdo 1 ou 2 a entre a posigcao 255 e a
extremidade C-terminal de SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ ID
NO:2. Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende da pelo
menos posicdo 1 ou 2 a entre a posicdo 430 e a extremidade C-
terminal de SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ ID NO:2. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury compreende as posicdes 246 a
254 de SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ ID NO:2. Num aspeto,
o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:6, as posigdes
2-435 de SEQ ID NO:6 ou uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:6. Num aspeto,
0 antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:18, as posigdes
2-435 de SEQ ID NO:18 ou uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:18. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:2, as
posicdes 2-435 de SEQ ID NO:2 ou uma sequéncia de aminocdcidos
que tem uma identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:2. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:6, as
posigdes 2-435 de SEQ ID NO:6 ou uma sequéncia de aminodcidos
que tem uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:6. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:18, as
posicgdes 2-435 de SEQ ID NO:18 ou uma sequéncia de
aminocdcidos que tem uma identidade de pelo menos 99% com SEQ
ID NO:18. Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende SEQ
ID NO:2, as posigbes 2-435 de SEQ ID NO:2 ou uma sequéncia de
aminocdcidos que tem uma identidade de pelo menos 99% com SEQ
ID NO:2. Num aspeto, o antigénio do cancro tem pelo menos 25
aminodcidos de comprimento. Num aspeto, o antigénio de
Brachyury tem pelo menos 25 aminodcidos de comprimento. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury tem mais de 30 aminoacidos
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de comprimento. Num aspeto, o antigénio do cancro compreende

dois ou mais dominios imunogénicos de Brachyury.

Num aspeto de qualquer um do invento descritos acima ou
em outro local desta divulgacdo, o antigénio do cancro & uma
proteina de fusdo. Num aspeto, a proteina de fusdo possui uma
sequéncia de aminodcidos representada por SEQ ID NO:8, ou uma
sequéncia de aminocdcidos que tem uma identidade de pelo menos
95% com SEQ ID NO:8. Num aspeto, a proteina de fusdo possui
uma sequéncia de aminodcidos representada por SEQ ID NO:20,
ou uma sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de
pelo menos 95% com SEQ ID NO:20.

Outra concretizacdo da divulgacdo que compreende O
invento refere-se a uma composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury, em que a composicdo imunoterapéutica
compreende: (a) um veiculo de levedura e (b) um antigénio
expresso pelo veiculo de levedura e compreendendo pelo menos
um antigénio de Brachyury, em que o antigénio de Brachyury
compreende mais de 30 aminodcidos de uma sequéncia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ
ID NO:2. Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminocdcidos que tem uma identidade de pelo menos
95% com SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ ID NO:2. Num aspeto,
o antigénio de Brachyury compreende da pelo menos posicdo 1
ou 2 a entre a posicao 255 e a extremidade C-terminal de SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:18 ou SEQ ID NO:2. Num aspeto, o antigénio
de Brachyury compreende da pelo menos posicdo 1 ou 2 a entre
a posicéo 430 e a extremidade C-terminal de SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:18 ou SEQ ID NO:2. Num aspeto, o antigénio de Brachyury
compreende as posicdes 246 a 254 de SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:18
ou SEQ ID NO:2. Num aspeto, o antigénio de Brachyury
compreende SEQ ID NO:6, as posicbes 2-435 de SEQ ID NO:6 ou
uma sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo
menos 95% com SEQ ID NO:6. Num aspeto, o antigénio de
Brachyury compreende SEQ ID NO:18, as posigdes 2-435 de SEQ
ID NO:18 ou wuma sequéncia de aminoadcidos que tem uma
identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:18. Num aspeto, o
antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:2, as posicdes 2-
435 de SEQ ID NO:2 ou uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 95% com SEQ ID NO:2. Num aspeto,
o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:6, as posigdes
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2-435 de SEQ ID NO:6 ou uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:6. Num aspeto,
o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:18, as posicdes
2-435 de SEQ ID NO:18 ou uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:18. Num
aspeto, o antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:2, as
posigcdes 2-435 de SEQ ID NO:2 ou uma sequéncia de aminoacidos
que tem uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:2. Num
aspeto, o antigénio do cancro é uma proteina de fusdo. Num
aspeto, a proteina de fusdo possui uma sequéncia de
aminodcidos que ¢é SEQ ID NO:8, ou uma sequéncia de
aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos 95% com SEQ
ID NO:8. Num aspeto, a proteina de fusdo possui uma sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID NO:20, ou uma sequéncia de
aminocdcidos gque tem uma identidade de pelo menos 95% com SEQ
ID NO:20. Num aspeto, o veiculo de levedura ¢ uma levedura
inteira. Num aspeto, a levedura inteira ¢é inativada pelo
calor.

Outra concretizacdo ainda da divulgacao que compreende o
invento refere-se a uma composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury compreendendo: (a) uma levedura completa
inativada e (b) uma proteina de fusdo de Brachyury
compreendendo a sequéncia de aminocdcidos das posigdes 2-435
de SEQ ID NO:6. A expressado da proteina de fusd&o de Brachyury
encontra-se sob o controlo do promotor CUPI1, a proteina de
fusdo de Brachyury € expressa pela levedura e a composicgéo
desencadeia uma resposta de células T especifica para
Brachyury. Num aspeto, a proteina de fusdo compreende a
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:8.

Outra concretizacdo ainda da divulgacdo que compreende O
invento refere-se a uma composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury compreendendo: (a) uma levedura completa
inativada e (b) uma proteina de fusdo de Brachyury
compreendendo a sequéncia de aminocdcidos das posigdes 2-435
de SEQ ID NO:18. A expressdo da proteina de fusdo de
Brachyury encontra-se sob o controlo do promotor CUPI, a
proteina de fusdo de Brachyury é expressa pela levedura e a
composicdo desencadeia uma resposta de células T especifica
para Brachyury. Num aspeto, a proteina de fusdo compreende a
sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO:20.
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Num aspeto de qualquer uma das concretizacdes ou aspetos
do invento descritos acima ou em outro local desta
divulgacgédo, o veiculo de levedura é uma levedura inteira. Num
aspeto, a levedura inteira é morta. Num aspeto, a levedura
inteira ¢é 1inativada pelo calor. Num aspeto, a levedura
expressa o antigénio. Num aspeto, a levedura €& de um género
selecionado entre o grupo qgue consiste em Saccharomyces,
Candida, Cryptococcus, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Schizosaccharomyces e Yarrowia. Num aspeto, a
levedura ¢é proveniente de Saccharomyces. Num aspeto, a
levedura é proveniente de Saccharomyces cerevisiae.

Num aspeto de qualquer uma das concretizacbes da
divulgacdo que compreende o 1invento descritas acima ou em
outro local desta divulgacdo, a composicdo ¢ formulada num
excipiente farmaceuticamente aceitéavel adequado para
administracdo a um sujeito.

Outra concretizacdo ainda da divulgacao que compreende o
invento refere-se a utilizacéao de qualquer uma das
composigdes 1munoterapéuticas de levedura-Brachyury aqui
descritas para tratar uma doenca. Num aspeto, a doengca é um
cancro. Num aspeto, a doenca estd associada a um agente
infecioso. Num aspeto, a doenga estd associada a um virus ou
uma infecdo viral. Esse virus pode incluir, mas nédo esté
limitado, o virus de Epstein-Barr (EBV).

Outra concretizacdo da divulgacdo que compreende O
invento refere-se a um método para tratar ou prevenir uma
doenca ou perturbacdo associada a uma infecdo pelo virus de
Epstein-Barr (EBV). O método inclui o passo de administrar a
um individuo qualquer uma das composicdes imunoterapéuticas
de levedura-Brachyury aqui descritas.

Outra concretizacdo ainda da divulgacao que compreende o
invento refere-se a um método para produzir uma composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury. O método inclui os
passos de: (a) crescer leveduras que foram transformadas com
uma molécula de &cido nucleico recombinante que codifica um
antigénio de Brachyury sob o controlo de um promotor CUPI,
num meio adequado na auséncia de CuS04, até as leveduras

chegarem a meio da fase exponencial de crescimento; (b)
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induzir a expressdao do antigénio de Brachyury nas leveduras
através da adicdo de CuSOs ao meio; (c) crescer as leveduras
apdés o passo (b) durante entre 6 e 8 horas; e (d) colher as
leveduras. Num aspeto, as leveduras no passo (a) sao
crescidas até uma densidade celular de entre 1,0 e 2,0 Y.U.
por mililitro de volume total de cultura. Num aspeto, as
leveduras no passo (a) sado crescidas até uma densidade
celular de entre 1,0 e 1,5 Y.U. por mililitro de volume total
de cultura. Num aspeto, as leveduras sdo crescidas nos passos
(a) - (c) num meio em que o pH é mantido a pH 5,5 ou um valor
superior. Num aspeto, o método inclui adicionalmente um passo
de inativacédo da levedura pelo calor apdés o passo (d). Por
exemplo, num aspeto, as leveduras sao inativadas pelo calor a
cerca de 56 2C durante aproximadamente 1 hora. Num aspeto
adicional desta concretizacao, as leveduras podem ser
formuladas para injecdo com um excipiente farmaceuticamente
aceitdvel. Num aspeto, as leveduras sdo provenientes de
Saccharomyces. Num aspeto, as leveduras s&do provenientes de
Saccharomyces cerevisiae.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Fig. 1A é uma imagem digitalizada de uma transferéncia
de Western mostrando a detecdo por anticorpo anti-Brachyury
da expressdo de Brachyury numa composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury, com ambos os meios U2 e ULZ2.

A Fig. 1B € uma imagem digitalizada de uma transferéncia
de Western mostrando a detegcdo por anticorpo anti-His da
expressdo de Brachyury numa composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury, com ambos os meios U2 e ULZ2.

A Fig. 2 é uma imagem digitalizada de uma transferéncia
de Western mostrando a expressao de Brachyury numa composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury, em qgque a densidade
celular no momento da inducdo do antigénio e o tempo de
colheita apds a inducédo do antigénio foram variados.

As Figs. 3A-3C sdo gréaficos ilustrando gque as células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de dois de entre
trés dadores saudaveis, ©pulsadas com levedura-Brachyury
durante dois ciclos de estimulacdo, seguidos de pulso com
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péptido de Brachyury, foram capazes de gerar células Tc CD8*
que conseguiram matar células de carcinoma SW480 (HLA-
A2*/nivel elevado de Brachyury), com lise minima das células
de carcinoma MCF7 (HLA-A2*/nivel reduzido de Brachyury) (Fig.
3A, dador 07706; Fig. 3B, dador 17663; Fig. 3C, dador 26532).

A Fig. 4A ¢é um grafico mostrando que as células T
especificas para Brachyury, obtidas das PBMC de um dador
sauddvel estimuladas com uma composigdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury, lisam especificamente as células tumorais
que possuem o MHC apropriado (SW480, HLA-A2*/nivel elevado de
Brachyury) versus as células de carcinoma H226 (HLA-A2 /nivel
elevado de Brachyury).

A Fig. 4B é um grafico ilustrando a expressdo do ARNm de
Brachyury em relacdao ao ARNm de um gene de controlo (GAPDH),
nas células tumorais SW480 e H226 utilizadas na experiéncia
apresentada na Fig. 4A.

A Fig. 5 é um grafico ilustrando a proliferacdo de
células T CD4" isoladas dos bagos de ratinhos que foram
vacinados com levedura-Brachyury (GI-6301, circulos) ou
levedura de controlo (YVEC, tridngulos), em resposta as doses
indicadas de proteina Brachyury purificada ou proteina P-gal
de controlo.

A Fig. 6 é um gradfico mostrando que a administracdo de
uma composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury (GI-
6301, circulos) do invento revela uma tendéncia no sentido de
reduzir os tumores que expressam Brachyury em ratinhos,
comparativamente com ratinhos que recebem a levedura sozinha
(sem antigénio de Brachyury).

As Figs. 7A e 7B sdo anédlises de citometria de fluxo
ilustrando que a linha de células T especificas para
Brachyury, T-2-BR-A, liga-se a um tetré@mero HLA-A2 especifico
para Brachyury (Fig. 7B) e ndo se liga a um tetramero de
controlo (Fig. 7A).

A Fig. 8 é uma andlise de citometria de fluxo ilustrando
a expressdo de perforina na linha de células T especificas
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para Brachyury, T-2-BR-A, apds estimulacdo com células B
autdlogas pulsadas com péptido agonista de Brachyury.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Este invento refere-se, de um modo geral, a composicdes
imunoterapéuticas a base de levedura e a métodos para a
prevencdo e/ou tratamento de <cancros que expressam ou
sobreexpressam Brachyury. O invento inclui a utilizacdo de
uma composicdo imunoterapéutica a base de levedura (também
designada por imunoterapia a base de levedura) compreendendo
um veiculo de 1levedura e antigénios de Brachyury ou seus
dominios imunogénicos (também aqui designada por
“imunoterapia a base de levedura-Brachyury” ou “composicgdes
imunoterapéuticas de levedura-Brachyury”). Os 1inventores
descrevem nesta divulgacdo a construcdo e producdo de novos
produtos de 1imunoterapia a Dbase de levedura-Brachyury e
demonstram que a imunoterapia a base de levedura-Brachyury
expande as células T especificas para Brachyury, incluindo as
células T citotdxicas (Tc) CD8', de individuos normais e de
doentes com cancro. Além disso, ratinhos imunizados com
composigdes imunoterapéuticas de levedura-Brachyury geraram
in vivo respostas de células T especificas para Brachyury e o
crescimento de tumores expressando Brachyury foi inibido
nestes ratinhos. No seu conjunto, os resultados aqui
apresentados mostram que a imunoterapia a base de levedura-
Brachyury ¢é Util para a produgdo de respostas imunes
celulares especificas para Brachyury (CD4" e CD8") e para a
prevencao e tratamento de tumores Jgue expressam Brachyury,
oferecendo uma terapia nova para a prevencado e/ou tratamento
de cancros metastdticos e perturbacdes associadas.

As composicgdes imunoterapéuticas de levedura-Brachyury
Uteis no presente invento estdo unicamente adaptadas para
visar de forma eficaz os cancros que expressam Brachyury por
vdrias razdes. Primeiro, o Brachyury estd envolvido nos
processos EMT e, assim, sem estarem vinculados pela teoria,
os 1inventores acreditam que este desempenha um papel nos
tumores em fase tardia e nos processos metastdticos. Por
conseguinte, num aspeto do invento, a imunoterapia a base de
levedura-Brachyury ¢é eficaz para visar as células tumorais
antes ou no momento em que comecam a adquirir motilidade e a
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invadir outros tecidos, dessa forma prevenindo, inibindo,
detendo, invertendo ou atrasando o) comego do cancro
metastdtico e/ou a progressdo do cancro, e especialmente do
cancro metastédtico. Existe uma grande necessidade de dispor
de terapias eficazes para os cancros em fase tardia,
especialmente os cancros metastédticos, que poderdo apresentar
poucas opc¢cdbes de tratamento apdés o fracasso da terapia
convencional do cancro. A levedura-Brachyury representa uma
nova abordagem para tratar esses cancros, ou para atrasar,
inibir, inverter ou preveni-los totalmente. Adicionalmente, a
imunoterapia a base de levedura-Brachyury pode ser usada para
prevenir ou atrasar um cancro metastdtico ou a progressédo de
um cancro em individuos que tém cancro em fase inicial. A
terapia é Uutil, numa concretizacdo, em cancros gue apresentam
uma velocidade de progressdo metastdtica elevada e poderd ser
util para deter a progressdo do cancro. Além disso, a
imunoterapia a base de levedura-Brachyury ¢é Gatil em
individuos que tém uma lesdo ou um tumor pré-canceroso (pré-
maligno), em individuos que apresentam um risco elevado de
desenvolver um cancro, particularmente um cancro com uma
velocidade de metastizacdo elevada, e mesmo em individuos
normais como um agente profildtico para a prevencao do
cancro, podendo ser utilizada em conjungadao com outra
imunoterapia profilatica para o cancro, como aqui descrito.

A  imunoterapia a base de levedura-Brachyury também
confere um Dbeneficio aos individuos que estdo a ser
submetidos a outra terapia para o cancro, 1incluindo a
gquimioterapia e a radioterapia. Mais particularmente, sabe-se
gque o0s cancros metastdticos, em alguns casos, s&o mais
resistentes a quimioterapia e/ou a radioterapia do gque os
cancros primarios. Deste modo, as composicdes de imunoterapia
a base de levedura-Brachyury do invento podem ser utilizadas
para inibir ou reduzir ou eliminar a resisténcia a
guimioterapia ou a resisténcia a radiacdo gque pode ocorrer no
cancro metastdtico através da inibicdo da expressao de
Brachyury no cancro (¢ inibindo assim as influéncias
antiproliferativas), e as composicdes do invento poderéao
melhorar o desempenho da quimioterapia ou da radioterapia num

individuo.
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A imunoterapia a base de levedura-Brachyury também pode
ser usada para tratar perturbacdes ou doencas associadas a
expressao de Brachyury dque poderdao ser de natureza nao
oncoldgica, ou que poderdo preceder uma transformacao
maligna. Por exemplo, o) Brachyury pode ser regulado
positivamente em células que estdo infetadas com um agente
infecioso, por exemplo, um virus como o virus de Epstein-Barr
(EBV) . Por conseguinte, a imunoterapia a base de levedura-
Brachyury pode ser usada para tratar ou prevenir qualquer
doenca ou perturbacdo associada a expressdo de Brachyury,
incluindo, mas ndo limitada a, doencas infeciosas, como seja
uma infecao viral, incluindo, mas nao limitadas a,
perturbacdes associadas ao EBV (por exemplo, a mononucleose).

A imunoterapia a base de levedura-Brachyury também é
facilmente adaptédvel a utilizacdo de antigénios tumorais
adicionais na mesma composicdo de levedura, ou a utilizacéo
em combinac¢do com outros compostos imunoterapéuticos a base
de levedura que visam outros antigénios tumorais (sequencial
ou simultaneamente) ou com outros compostos imunoterapéuticos
e tratamentos/terapias para o cancro. Por conseguinte, a
imunoterapia a base de levedura-Brachyury pode ser adaptada
ao tipo de cancro, ao estddio do cancro, ao grau do cancro,
aos antigénios expressos pelo tumor e ao estado clinico
global do individuo (isto &, a terapia ¢é facilmente
personalizada), e para o individuo que Jj& tem um cancro, a
sua utilizacgcdo pode ser modificada a medida que o cancro
progride num individuo, de modo a proporcionar uma eficécia
maxima em varios estddios do tumor. A imunoterapia a base de
levedura-Brachyury oferece a oportunidade de conceber
abordagens individualizadas, sofisticadas e eficazes, para o
tratamento profildtico e/ou terapéutico alargado de uma ampla
variedade de cancros.

As composicdes de levedura-Brachyury aqui descritas
induzem respostas imunes inatas, assim como respostas imunes
adaptativas contra o antigénio-alvo (Brachyury), incluindo
respostas de células T Thl e Thl7 dependentes de CD4 e
respostas de células T CD8' especificas para antigénio, que
incluem respostas de células T citotdxicas (Tc), todas elas
sem a utilizacdo de adjuvantes exdégenos, citocinas ou outras

moléculas imunoestimuladoras, muitos dos quails apresentam
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problemas de toxicidade. Além disso, as composicdes
imunoterapéuticas de levedura-Brachyury inibem os numeros
e/ou a funcionalidade das <células T reguladoras (Treqg),
reforcando deste modo as respostas de células T efetoras que
normalmente podem ser suprimidas pela presenca do tumor, por
exemplo. Adicionalmente, em comparacado com as composicdes
imunoterapéuticas que imunizam através da geracéao de
respostas de anticorpos, cré-se que as potentes e amplas
respostas imunes celulares especificas para antigénio
desencadeadas pela imunoterapia a base de levedura-Brachyury
sdo particularmente eficazes no que diz respeito a visarem as
células tumorais. Na verdade, numerosos estudos mostraram gue
as abordagens imunoterapéuticas s&o melhoradas gquando as
células tumorais sdo visadas por meio de células Tc CD8' que
reconhecem os péptidos tumorais no contexto de moléculas do
MHC de classe I.

A imunoterapia a base de levedura-Brachyury é
especialista na ativacdo de células apresentadoras de
antigénio e possui uma capacidade uUnica para sensibilizacéo
cruzada da resposta imune, gerando respostas de células Tc
CD8* qgue sao tipicamente eficazes contra o0s tumores, mesmo
perante aquilo que pode, de outro modo, ser um ambiente
sSupressor. Como este tipo de imunoterapia wutiliza a
capacidade natural da célula apresentadora de antigénio para
apresentar os imunogénios relevantes, nédo ¢é necessario
conhecer a identidade precisa dos epitopos das células Tc ou
dos epitopos do MHC de classe II de Brachyury para produzir
uma imunoterapéutica eficaz de acordo com o presente invento.
Na realidade, maltiplos epitopos das células T CD4* e CD8*
podem ser visados numa Unica composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury, pelo que o0s compostos 1munoterapéuticos
de levedura-Brachyury do invento nao estdo limitados a
utilizacdo de péptidos curtos e, de facto, a utilizacéo
nestas composicdes de polipéptidos mais compridos e de
proteinas de fusdo ¢é eficaz. Por conseguinte, através do
recurso a imunoterapia a base de levedura-Brachyury, elimina-
se o0 uso de algoritmos e fdérmulas complexas para identificar
epitopos putativos de células T.

Além disso, como o Brachyury ndo é expresso pela maioria
dos tecidos normais (néo tumorais) e é tipicamente
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sobreexpresso nas células tumorais, quaisquer efeitos “off
target” (longe do alvo) relacionados com os tecidos normais
ndo sdo problematicos. Como referido acima, a levedura-
Brachyury pode ser utilizada eficazmente num protocolo de
imunizacao (profildtico ou terapéutico) sem o uso de
adjuvantes exdégenos, agentes ou moléculas imunoestimuladores,
moléculas coestimuladoras ou citocinas, embora tais agentes
possam, se desejado, ser incluidos. Adicionalmente, a
imunoterapia a base de levedura-Brachyury pode ser
administrada repetidamente sem perda da eficédcia, algo gue
poderd ser problemdtico com outros tipos de imunoterapia.

Composigbes do invento

Uma concretizacdao do presente invento refere-se a uma
composicdo de imunoterapia a base de levedura que pode ser
usada para prevenir e/ou tratar cancros caracterizados por
uma expressao ou sobreexpressao de Brachyury (incluindo os
cancros que inicialmente podem ndo conter células expressando
Brachyury detetdvel, mas que poderdo ou irdo conter células
que expressam Brachyury em estéadios posteriores do

desenvolvimento do cancro). A composicdo é uma composicgéo
imunoterapéutica de levedura-Brachyury compreendendo: (a) um
veiculo de levedura e (b) um antigénio do cancro

compreendendo um ou mais antigénio(s) de Brachyury e/ou
seu(s) dominio(s) imunogénico(s). O antigénio de Brachyury ou
seu dominio imunogénico € mais tipicamente expresso como uma
proteina recombinante pelo veiculo de levedura (por exemplo,
por uma levedura intacta ou um esferoplasto de levedura, gue
podem ser opcional e adicionalmente processados para um
citoplasto de levedura, uma célula fantasma de levedura, um
extrato de membrana de levedura ou uma sua fracgao), embora
seja uma concretizacdo do invento o facto de um ou mais
antigénios de Brachyury serem carregados num veiculo de
levedura, ou de outro modo complexados com, ligados a,
misturados com ou administrados com um veiculo de levedura
conforme aqui descrito, para formar uma composicgcao do
presente invento.

Uma “composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury”
¢ um tipo especifico de “composicdo imunoterapéutica a base
de levedura” que contém pelo menos um antigénio de Brachyury
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ou um seu dominio imunogénico. A frase “composicao
imunoterapéutica a base de levedura” ©poderd ser usada
indistintamente com “produto de imunoterapia a base de
levedura”, “composicdo de imunoterapia a base de levedura”,
“composigcdo a base de levedura”, “composto imunoterapéutico a
base de levedura”, Y“wacina a base de levedura” ou derivados
destas frases. Uma “composicdo imunoterapéutica” ¢é uma
composigcdo que provoca uma resposta imune suficiente para
obter pelo menos um beneficio terapéutico num sujeito. Tal
como aqui utilizado, o termo composicdo imunoterapéutica a
base de levedura refere-se a uma composicdo que inclui um
componente veiculo de 1levedura e que provoca uma resposta
imune suficiente para obter pelo menos um beneficio
terapéutico num sujeito. Mais particularmente, uma composicéo
imunoterapéutica a base de levedura ¢ uma composicdo que
inclui um componente veiculo de levedura e, tipicamente, um
componente antigénio e que pode provocar ou induzir uma
resposta imune, por exemplo uma resposta 1imune celular,
incluindo, sem limitacgcdo, uma resposta imune celular mediada
por células T. Num aspeto, uma composicdo imunoterapéutica a
base de levedura util no invento é capaz de induzir uma
resposta imune mediada por células T CD8" e/ou uma resposta
imune mediada por células T CD4" e, num aspeto, uma resposta
imune mediada por células T CD8' e uma resposta imune mediada
por células T CD4t, particularmente contra um antigénio-alvo
(por exemplo, um antigénio do cancro). Uma resposta imune
CD4* pode incluir respostas imunes Thl, respostas imunes Th2,
respostas imunes Thl7 ou qualquer combinacdo das respostas
acima. Os compostos imunoterapéuticos a base de levedura sao
particularmente capazes de gerar respostas Thl e Thl7. Uma
resposta imune CD8" pode incluir uma resposta de células T
citotdxicas (Tc), e os compostos imunoterapéuticos a base de
levedura séao capazes de gerar tals respostas. Num aspeto, uma
composicdo imunoterapéutica a base de levedura modula o
numero e/ou a funcionalidade das células T reguladoras (Treqg)
num sujeito. A imunoterapia a base de levedura também pode
ser modificada para promover um tipo de resposta face a
outra, por exemplo, através da adicdo de citocinas,
anticorpos e/ou modulando o processo de producdo da levedura.
Opcionalmente, uma composicdo imunoterapéutica a base de
levedura é capaz de provocar uma resposta imune humoral.
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As composicdes imunoterapéuticas de levedura-Brachyury
do invento poderdo ser “profildticas” ou “terapéuticas”.
Quando administradas profilaticamente, as composicdes do
presente invento sdo administradas antes do desenvolvimento,
ou da detecao do desenvolvimento, de um cancro gue expressa
Brachyury, com o objetivo de prevenir, inibir ou atrasar o
desenvolvimento de tumores gque expressam Brachyury; e/ou
prevenir, inibir ou atrasar a migracdo do tumor e/ou a
invasdo por parte do tumor de outros tecidos (metédstases)
e/ou, em geral, prevenir ou inibir a progressdo do cancro num
individuo. Como aqui discutido, o Brachyury & expresso em
vadrios cancros, incluindo em cancros em fase tardia, e estéa
envolvido no processo EMT, que €& um processo associado a
invasividade e migracado dos tumores, como acontece no cancro
metastdtico. Por conseguinte, as composicgdes profildticas
podem ser administradas a individuos que aparentam ndo ter um
cancro (individuos saudaveis ou normais), a individuos com
lesbdes pré-cancerosas (pré-malignas) e também a individuos
que tém um cancro, mas no qual o Brachyury ainda n&o foi
detetado (isto €&, antes da expressao de Brachyury pelas
células tumorais no cancro). Os individuos que apresentam um
risco elevado de desenvolver um cancro, em particular um
cancro ao qual a expressdo de Brachyury e/ou as metéstases

estéao normalmente associadas, poderé ser tratado
profilaticamente com uma composicdo do invento. Quando
administradas terapeuticamente, as composicdes de

imunoterapia sdo administradas a um individuo com um cancro
que expressa Brachyury, com o objetivo de melhorar o cancro,
por exemplo reduzindo a carga tumoral no individuo; inibir o
crescimento tumoral no individuo; aumentar a sobrevivéncia do
individuo; prevenir, inibir, inverter ou atrasar e}
desenvolvimento da migracdo do tumor e/ou da invasdo por
parte do tumor de outros tecidos (cancro metastédtico) e/ou
prevenir, inibir, inverter ou atrasar a progressao do cancro
no individuo. Num aspeto, a imunoterapia a base de levedura-
Brachyury € usada terapeuticamente para inibir, reduzir ou
eliminar a resisténcia a quimioterapia ou a resisténcia a
radiacdo que pode surgir no cancro metastatico através da
inibicdo da expressdo de Brachyury no cancro, e as
composigdes do invento poderdo melhorar o desempenho da
guimioterapia ou da radioterapia num individuo.
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Tipicamente, uma composicdo de imunoterapia a base de
levedura-Brachyury inclui um veiculo de levedura e pelo menos
um antigénio do cancro compreendendo um antigénio de
Brachyury ou um seu dominio imunogénico, em que o antigénio
do cancro ¢é expresso por, ligado a, introduzido em, ou
misturado com o) veiculo de levedura. Em algumas
concretizacgdes, o antigénio do cancro, 0o antigénio de
Brachyury ou seu dominio imunogénico, € disponibilizado como
uma proteina de fusdo. Abaixo estdo descritas varias
proteinas e proteinas de fusdo de Brachyury adequadas para
utilizacdo nas composicdes e métodos do invento. Em algumas
concretizacgbes, o antigénio do cancro e o antigénio de
Brachyury s&o o mesmo elemento. Em algumas concretizacgdes, o
antigénio do cancro inclui outros antigénios, incluindo
outros antigénios do cancro, além do antigénio de Brachyury.
Num aspeto do invento, uma proteina de fusdo Util como um
antigénio do cancro pode incluir dois ou mais antigénios, por
exemplo, um antigénio de Brachyury e outro antigénio do
cancro que nao €& um antigénio de Brachyury, ou dois
antigénios de Brachyury diferentes. Num aspeto, a proteina de
fusédo pode incluir dois ou mais dominios imunogénicos de um
ou mails antigénios, por exemplo dois ou mails dominios
imunogénicos de um antigénio de Brachyury, ou dois ou mais
epitopos de um ou mais antigénios, por exemplo dois ou mais
epitopos de um antigénio de Brachyury.

De acordo com o presente invento, um veiculo de levedura
utilizado numa composicdo de imunoterapia a base de levedura-—
Brachyury ¢é qualquer célula de levedura (por exemplo, uma
célula completa ou intacta) ou um seu derivado (ver abaixo)
que pode ser usado em conjungdo com um ou mais antigénios,

seus dominios imunogénicos ou seus epitopos, numa composicao

do invento (por exemplo, uma composicdo terapéutica ou
profildtica). O veiculo de levedura pode, assim, incluir, mas
ndo estd limitado a, um microrganismo levedura intacto

(inteiro) wvivo (isto ¢é, uma célula de levedura gue possui
todos o0s seus componentes, incluindo uma parede celular), um
microrganismo levedura intacto morto ou inativado, ou
derivados da levedura intacta incluindo: um esferoplasto de
levedura (isto €, uma célula de levedura desprovida de uma
parede celular), um citoplasto de levedura (isto ¢é, uma
célula de levedura desprovida de parede celular e de nucleo),
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uma célula fantasma de levedura (isto ¢é, uma célula de
levedura desprovida de parede celular, nucleo e citoplasma),
um extrato de membrana subcelular de levedura ou fracao deste
(também designado por uma particula de membrana de levedura
e, previamente, por uma particula subcelular de levedura),
qualguer outra particula de levedura ou uma preparacdo da
parede celular de levedura.

Os esferoplastos de levedura sao tipicamente produzidos
por digestdo enzimdtica da parede celular da levedura. Tal
método estd descrito, por exemplo, em Franzusoff et al.,
1991, Meth. Enzymol. 194, 662-674, aqui incorporado na
integra através de referéncia.

Os citoplastos de levedura sao tipicamente produzidos
por enucleacdo das células de levedura. Tal método esté
descrito, por exemplo, em Coon, 1978, Natl. Cancer Inst.
Monogr. 48, 45-55, aqui incorporado na integra através de
referéncia.

As células fantasmas de levedura sé&o tipicamente
produzidas por meio da resselagem de uma célula
permeabilizada ou lisada e podem, mas nao necessitam de,
conter pelo menos alguns dos organelos dessa célula. Tal
método encontra-se descrito, por exemplo, em Franzusoff et
al., 1983, J. Biol. Chem. 258, 3608-3614 e Bussey et al.,
1979, Biochim. Biophys. Acta 553, 185-19¢6, ambos aqui
incorporados na integra através de referéncia.

Uma particula de membrana de levedura (extrato de
membrana subcelular de levedura ou fracao deste) refere-se a
uma membrana de levedura desprovida de nucleo ou citoplasma
natural. A particula pode ter qualguer tamanho, incluindo
tamanhos que vao desde o tamanho de uma membrana natural de
levedura até as microparticulas produzidas por sonicacdo ou
outros métodos de rutura da membrana conhecidos pelos peritos
na especialidade, seguidos de resselagem. Um método para
produzir extratos de membrana subcelular de levedura estéa
descrito, por exemplo, em Franzusoff et al., 1991, Meth.
Enzymol. 194, 662-674. Também é possivel utilizar fracgdes de
particulas de membrana de levedura gque contém partes de
membrana de levedura e, quando o antigénio ou outra proteina
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foi expresso de forma recombinante pela levedura antes da
preparacdo das particulas de membrana de levedura, o)
antigénio ou outra proteina de interesse. 0Os antigénios ou
outras proteinas de interesse podem ser transportados no
interior da membrana, em qualquer uma das superficies da
membrana ou combinagdes deles (isto é, a proteina pode estar
tanto dentro como fora da membrana e/ou atravessar a membrana
da particula de membrana de levedura). Numa concretizacdao,
uma particula de membrana de levedura € uma particula de
membrana de levedura recombinante, que pode ser uma membrana
de levedura intacta, rompida ou rompida e novamente selada,
que inclui pelo menos um antigénio pretendido ou outra
proteina de interesse na superficie da membrana ou, pelo
menos parcialmente, embutido na membrana.

Un exemplo de uma preparagdo da parede celular de
levedura € uma preparacdo de paredes celulares isoladas de
levedura que transportam um antigénio na sua superficie ou,
pelo menos parcialmente, embutido na parede celular, de modo
que gquando a preparacdo da parede celular de levedura &
administrada a um animal, ela estimula uma resposta imune
desejada contra um alvo de doencga.

E possivel utilizar qualquer estirpe de levedura para
produzir um veiculo de levedura do presente invento. As
leveduras sdo microrganismos unicelulares que pertencem a uma
de trés classes: Ascomicetes, Basidiomicetes e Fungos
Imperfeitos. Uma consideracdo para a selecdao de um tipo de
levedura para utilizagdo como um modulador imune € a
patogenicidade da levedura. Numa concretizacdo, a levedura é
uma estirpe nado patogénica como Saccharomyces cerevisiae. A
selecdo de uma estirpe de levedura néo patogénica minimiza
quaisquer efeitos adversos para o individuo a quem o veiculo
de levedura ¢ administrado. Contudo, ¢ possivel utilizar
leveduras patogénicas se a patogenicidade da levedura puder
ser anulada por qualquer meio conhecido por um perito na
especialidade (por exemplo, estirpes mutantes). De acordo com
um aspeto do presente invento, utilizam-se estirpes de
levedura nédo patogénicas.

Os géneros das estirpes de 1levedura gque poderdo ser
utilizados no invento incluem, mas nao estdao limitados a,
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Saccharomyces, Candida (que pode ser
patogénica), Cryptococcus, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Schizosaccharomyces e Yarrowia. Num aspeto, o0s
géneros de levedura s&do selecionados entre Saccharomyces,
Candida, Hansenula, Pichia ou Schizosaccharomyces e, num
aspeto, utiliza-se Saccharomyces. As espécies das estirpes de
levedura que poderdo ser utilizadas no invento incluem, mas
nao estéo limitadas a, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces carlsbergensis, Candida albicans, Candida
kefyr, Candida tropicalis, Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus neoformans, Hansenula anomala, Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus var. lactis, Pichia  pastoris,
Rhodotorula  rubra, Schizosaccharomyces  pombe e Yarrowia
lipolytica. E de salientar que algumas destas espécies
incluem uma variedade de subespécies, tipos, subtipos, etc.
que se destinam a estar incluidos nas espécies supracitadas.
Num aspeto, as espécies de levedura utilizadas no invento
incluem S. <cerevisiae, CC. albicans, H. polymorpha, P.
pastoris e S. pombe. S. cerevisiae €& Util, na medida em que é
relativamente facil de manipular e é “geralmente reconhecida
como segura” ou “GRAS” (do 1inglés Generally Recognized As
Safe) para utilizacdo como aditivo alimentar (GRAS, regra
proposta da FDA 62FR18938, 17 de abril de 1997). Uma
concretizacao do presente invento consiste numa estirpe de
levedura que ¢é capaz de efetuar a replicacdo de plasmideos
para um numero de codpias particularmente elevado, como
acontece com uma estirpe S. cerevisiae cir®. A estirpe S.
cerevisiae é uma dessas estirpes que é capaz de suportar
vetores de expressdao gue permitem que um ou mais antigénios-—
alvo e/ou proteinas de fusdo dos antigénios e/ou outras
proteinas sejam expressos em niveis elevados. Outra estirpe
de levedura uUtil no invento é Saccharomyces cerevisiae W303c.
Além disso, é possivel utilizar no presente invento quaisquer
estirpes mutantes de levedura, incluindo adquelas que exibem
modificagbes pds-traducionais reduzidas dos antigénios-alvo
ou das outras proteinas expressos, tals como mutacdes nas
enzimas que estendem a glicosilacédo ligada a N.

A  composigdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury do invento inclui pelo menos um antigénio do cancro
compreendendo um antigénio de Brachyury. De acordo com o0
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presente invento, a utilizacdo em geral nesta divulgacdo do
termo “antigénio” refere-se a: qualquer porcdo de uma
proteina (por exemplo, péptido, proteina parcial, proteina
completa), em que a proteina existe naturalmente em, ou &
desenhada ou derivada sinteticamente de, uma composicao
celular (célula completa, lisado celular ou células
rompidas), um organismo (organismo completo, lisado ou
células rompidas), um carboidrato, outra molécula ou uma sua
porcdo. Um antigénio poderd desencadear uma resposta imune
especifica para antigénio (por exemplo, uma resposta imune
humoral e/ou mediada por células) contra os mesmos antigénios
ou antigénios similares aos que sado encontrados por um
elemento do sistema imunitdrio (por exemplo, células T,
anticorpos) .

Um antigénio pode ser t&o pequeno como um unico epitopo,
um Unico dominio imunogénico ou maior e pode incluir
maltiplos epitopos ou dominios imunogénicos. Como tal, o
tamanho de um antigénio pode ser t&o pequeno como cerca de 8-
11 aminodcidos (isto é, um péptido) e td@o grande como: uma
proteina completa, um multimero, uma proteina de fusdo, uma
proteina quimérica, uma célula completa, um microrganismo
completo ou quaisquer porcdes destes (por exemplo, fragmentos
de proteinas (polipéptidos), lisados de células completas ou
extratos de microrganismos). 0Os antigénios Uteis no composto
imunoterapéutico de levedura-Brachyury do presente invento
sao péptidos, polipéptidos, proteinas completas, multimeros,
proteinas de fusdo e proteinas quiméricas. Além disso, os
antigénios podem incluir carboidratos, que podem @ ser
introduzidos num veiculo de levedura ou numa composicdo do
invento. Entender-se-a&4 que, em algumas concretizacdes (por
exemplo, gquando o antigénio € expresso por um veiculo de
levedura a partir de uma molécula de 4&cido nucleico
recombinante), o antigénio & uma proteina, proteina de fusao,
proteina quimérica ou seu fragmento, em vez de uma célula ou
microrganismo inteiro. Para a expressdao em levedura, um
antigénio possui um tamanho minimo que pode ser expresso de
forma recombinante em levedura se o antigénio consistir na
proteina inteira que serd expressa pela levedura, e possui
tipicamente pelo menos ou mais de 25 aminoacidos de
comprimento, ou pelo menos ou mais de 26, pelo menos ou mais

de 27, pelo menos ou mais de 28, pelo menos ou mais de 29,
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pelo menos ou mais de 30, pelo menos ou mais de 31, pelo
menos ou mais de 32, pelo menos ou mais de 33, pelo menos ou
mais de 34, pelo menos ou mais de 35, pelo menos ou mais de
36, pelo menos ou mais de 37, pelo menos ou mais de 38, pelo
menos ou mais de 39, pelo menos ou mais de 40, pelo menos ou
mais de 41, pelo menos ou mais de 42, pelo menos ou mais de
43, pelo menos ou mais de 44, pelo menos ou mails de 45, pelo
menos ou mais de 46, pelo menos ou mais de 47, pelo menos ou
mais de 48, pelo menos ou mais de 49, ou pelo menos ou mais
de 50 aminodcidos de comprimento, ou pelo menos ou mais de
25-50 aminocé&cidos de comprimento, ou pelo menos ou mais de
30-50 aminocaécidos de comprimento, ou pelo menos ou mais de
35-50 aminocédcidos de comprimento, ou pelo menos ou mais de
40-50 aminocédcidos de comprimento, ou pelo menos ou mais de
45-50 aminodcidos de comprimento, embora possam ser expressas
proteinas mais pequenas e possam ser expressas proteinas
consideravelmente maiores (por exemplo, centenas de
aminodcidos de comprimento ou mesmo alguns milhares de
aminocdcidos de comprimento). Num aspeto, poderd ser expressa
uma proteina completa ou uma proteina que ¢é desprovida de
entre 1 e 20 aminocdcidos das extremidades N-terminal e/ou C-
terminal. As proteinas de fusdo e as proteinas quiméricas
também sdo antigénios gque poderdo ser expressos no invento.
Um “antigénio—-alvo” ¢é um antigénio que ¢é especificamente
visado por uma composicdo imunoterapéutica do invento (isto
¢, um antigénio contra o qual se pretende provocar uma
resposta imune). Um “antigénio do cancro” € um antigénio que
compreende pelo menos um antigénio que estd associado a um
cancro, como Sseja um antigénio expresso por uma célula
tumoral, de modo que visar o antigénio também visa o cancro.
Um antigénio do cancro pode incluir um ou mais antigénios de
uma ou mais proteinas, incluindo uma ou mais proteinas
associadas a tumores. Um “antigénio de Brachyury” € um
antigénio derivado, desenhado ou produzido a partir de uma
proteina Brachyury.

Quando se refere a estimulacdo de uma resposta imune, o
termo “imunogénio” é um subconjunto do termo “antigénio” e,
deste modo, em alguns casos, pode ser usado indistintamente
do termo “antigénio”. Um imunogénio, tal como aqui utilizado,
descreve um antigénio que provoca uma resposta imune humoral

e/ou mediada por células (isto €&, € imunogénico), de forma
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que a administracdo do imunogénio a um individuo desencadeia
uma resposta imune especifica para antigénio contra 0s mesmos
antigénios ou antigénios similares aos que sdo encontrados
pelo sistema imunitdrio do individuo. Numa concretizagdo, o
imunogénio provoca uma resposta imune mediada por células,
incluindo uma resposta de células T CD4* (por exemplo, Thl,
Th2 e/ou Thl7) e/ou uma resposta de células T CD8" (por
exemplo, uma resposta de células Tc).

Um “dominio imunogénico” de um dado antigénio pode ser
qualguer parte, fragmento ou epitopo de um antigénio (por
exemplo, uma subunidade ou fragmento peptidico ou um epitopo
de um anticorpo ou outro epitopo conformacional) que contenha
pelo menos um epitopo gque pode atuar como um imunogénio
quando administrado a um animal. Por conseguinte, um dominio
imunogénico é maior do que um Unico aminodcido e tem pelo
menos um tamanho suficiente para conter pelo menos um epitopo
que pode atuar como um imunogénio. Por exemplo, uma Unica
proteina pode conter maltiplos dominios imunogénicos
diferentes. Os dominios imunogénicos né&o precisam de ser
sequéncias lineares dentro de uma proteina, como no caso de
uma resposta imune humoral, onde estdo contemplados dominios
conformacionais.

Um epitopo ¢ aqui definido como um sitio imunogénico
tnico num dado antigénio que ¢é suficiente para desencadear
uma resposta imune quando administrado ao sistema imunitario,
no contexto de sinais coestimuladores apropriados e/ou
células ativadas do sistema imunitdrio. Por outras palavras,
um epitopo € a parte de um antigénio que é reconhecida pelos
componentes do sistema imunitdrio e também pode ser designado
por determinante antigénico. Os peritos na especialidade
reconhecerdo que os epitopos de células T sao diferentes em
termos de tamanho e composigdo dos epitopos de células B ou
de anticorpos, e que os epitopos apresentados pela via do MHC
de <classe I diferem em termos de tamanho e atributos
estruturais dos epitopos apresentados pela via do MHC de
classe II. Por exemplo, os epitopos de células T apresentados
por moléculas do MHC de classe I tém tipicamente entre 8 e 11
aminocdcidos de comprimento, ao passo que o0s epitopos
apresentados por moléculas do MHC de classe II estdo menos
limitados ao nivel do comprimento e poderdo ter até 25
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aminocdcidos ou mais. Além disso, os epitopos de células T tém
caracteristicas estruturais previstas que dependem das
moléculas especificas do MHC ligadas pelo epitopo. Os
epitopos podem ser epitopos de sequéncia linear ou epitopos
conformacionais (regides de 1ligacao conservadas). A maioria
dos anticorpos reconhece epitopos conformacionais.

O Brachyury (gque também pode ser designado por “I”) é
uma proteina grandemente conservada entre muitas espécies
animais diferentes e é um fator de transcricdo que contém um
dominio “T-box” ou “dominio T”, um motivo de dominio de
ligagdo ao ADN partilhado por varias proteinas diferentes,
designadas coletivamente por familia de proteinas T-box. O
Brachyury humano foi c¢lonado pela primeira vez em 1996
(Edwards et al., supra). Uma sequéncia nucleotidica que
codifica o Brachyury humano ¢é aqui representada por SEQ 1ID
NO:1, que é uma sequéncia de ARNm que foi obtida a partir do
n.¢ de acesso do GENBANK® NM_ 003181 (GI:19743811). A SEQ 1ID
NO:1 codifica uma proteina Brachyury humana com 435
aminodcidos, cuja sequéncia de aminodcidos é aqui
representada como SEQ ID NO:2 (também encontrada no n.2 de
acesso do GENBANK® NP_003172; GI:4507339).

Outra proteina Brachyury humana agui divulgada ¢é uma
variante da proteina Brachyury humana representada por SEQ ID
NO:2 e possui a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:6. A
SEQ ID NO:6, uma proteina também com 435 amincacidos, ¢é
codificada por uma sequéncia nucleotidica aqui representada
por SEQ ID NO:5. A SEQ ID NO:6 possul uma identidade de
aproximadamente 99% com a SEQ ID NO:2 ao longo do comprimento
total da proteina. A SEQ ID NO:6 difere da SEQ ID NO:2 na
posicdo 177 (Asp versus Gly, respetivamente), posicado 368
(Thr wversus Ser, respetivamente) e posicdo 409 (Asn versus

Asp, respetivamente).

Outra proteina Brachyury humana aqui divulgada ¢é um
agonista da proteina Brachyury humana representada por SEQ ID
NO:2 ou SEQ ID NO:6. Tal como aqui utilizado de um modo
geral, um  “agonista” é qualqguer composto ou agente,
incluindo, sem limitagdo, pequenas moléculas, proteinas,
péptidos, anticorpos, agentes de ligacdo a acidos nucleicos,
etc., que se liga a um recetor ou 1ligando e produz ou
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desencadeia uma resposta, podendo incluir agentes que
mimetizam ou reforgcam a acdo de uma substidncia que existe
naturalmente e que se 1liga ao recetor ou 1ligando. Quando
utilizado no contexto de um antigénio de Brachyury do
invento, um antigénio ou proteina “agonista” refere-se a um
antigénio ou proteina que compreende pelo menos um epitopo
agonista de células T, gque também poderd ser designado por um
“mimotopo”. Um péptido mimotopo € um péptido que mimetiza a
estrutura de um epitopo de tipo selvagem e, como um agonista,
o mimotopo mimetiza ou reforca a acdo (funcdo bioldgica) do
epitopo natural. Por exemplo, a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:12 (WLLPGTSTL) €& um epitopo de células T de uma
proteina Brachyury de tipo selvagem. A sequéncia de
aminocdcidos de SEQ ID NO:13 (WLLPGTSTV) € um mimotopo ou
agonista do epitopo de células T de SEQ ID NO:12.

Um antigénio agonista de Brachyury humano € aqui
representado por SEQ ID NO:18. A SEQ ID NO:18 & uma proteina
com 435 aminoadcidos e ¢é codificada por uma sequéncia
nucleotidica aqui representada por SEQ ID NO:17. A SEQ 1ID
NO:18 é idéntica a SEQ ID NO:6, salvo por uma substituicdo de
uma leucina na posicado 254 de SEQ ID NO:6 por uma valina em
SEQ ID NO:18. Esta substituicdo cria um epitopo agonista de
células T em SEQ ID NO:18 nas posicbdes 246 a 254 que, sem se
estar vinculado pela teoria, se cré que induz respostas de
células T melhoradas contra Brachyury comparativamente ao
epitopo de tipo selvagem (posicdes 246 a 254 de SEQ ID NO:6).

As posicOes 41 a 223 de qualquer uma de SEQ ID NO:2, SEQ
ID NO:6 ou SEQ ID NO:18 representam o dominio de ligacdo ao
ADN T-box de Brachyury humano, e o dominio T-box noutras
sequéncias de Brachyury, incluindo sequéncias de Brachyury de
outras espécies, pode ser facilmente identificado por
comparacdo com estas sequéncias. Tal como aqgqui usada, a
referéncia a um dominio T-box de qgualgquer proteina Brachyury
aqui descrita ou conhecida na técnica e utilizada no invento
podera incluir mais 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40
aminocdcidos consecutivos da sequéncia de Brachyury, na
extremidade N-terminal e/ou C-terminal do dominio T-box
definido (por exemplo, de qualquer um dos lados das posicgdes
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41-223 de SEQ ID NO:2, 6 ou 18). O Brachyury humano,
incluindo as duas proteinas Brachyury humanas aqui descritas,
também contém varios epitopos de células T CD4* e CD8%F. Esses
epitopos foram descritos, por exemplo, em WO 2008/106551 e
incluem um epitopo de células Tc CD8%, WLLPGTSTL (também aqui
designado por Tp2, SEQ ID NO:12), nas posicles 246 a 254 de
SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:6. Como discutido acima, a SEQ ID
NO:18 compreende um epitopo agonista da SEQ ID NO:12, aqgqui
representado por SEQ ID NO:13.

O Brachyury humano possui uma homologia muito elevada
com O Brachyury de outras espécies animais e, por
conseguinte, € possivel utilizar as sequéncias de Brachyury
de outros organismos na preparagcao de uma composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento, em
particular quando estas sequéncias séao idénticas,
substancialmente homélogas e provocam uma resposta imune
eficaz contra o antigénio-alvo (por exemplo, Brachyury nativo
expresso por uma célula tumoral). Por exemplo, o Brachyury
murino, qgque foil clonado pela primeira vez por Hermann e
colegas em 1990 (Hermann et al., supra), apresenta uma
identidade de aproximadamente 85% com o Brachyury humano ao
nivel nucleotidico e uma identidade de aproximadamente 91% ao
nivel de aminodcidos. Relativamente ao Brachyury de outros
animais, ao nivel de amino&cidos, o0 Brachyury humano
apresenta uma identidade de 99,5% com o Brachyury de Pan
troglodytes, uma identidade de 90,1% com o Brachyury de Canis
lupus familiaris, uma identidade de 88,5% com o Brachyury
de Bos Taurus, uma identidade de 92,2% <com o Brachyury
de Rattus norvegicus e uma identidade de 80,9% com o
Brachyury de Gallus gallus. Nos aminodcidos 1-223 de
Brachyury, que contém o dominio T-box, o Brachyury humano e
de ratinho diferem apenas em dois aminocdcidos (nas posicdes
26 e 96). Uma sequéncia nucleotidica que codifica o Brachyury
murino ¢é aqui representada por SEQ ID NO:3, gque ¢é uma
sequéncia de ARNm que foi obtida a partir do n.2 de acesso do
GENBANK® NM_009309 (GI:1118130357). A SEQ ID NO:3 codifica
uma proteina Brachyury murina com 436 aminoacidos, cuja
sequéncia de aminodcidos é agqui representada por SEQ ID NO:4.
As posicdes 41 a 223 de SEQ ID NO:4 representam o dominio de
ligacdo ao ADN T-box de Brachyury murino.
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Numa concretizacdo do invento, um antigénio de Brachyury
compreende ou consiste na sequéncia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:18 ou pelo menos num seu dominio imunogénico. Numa
concretizacao, um antigénio de Brachyury compreende ou
consiste em dois, trés, quatro, cinco ou mais dominios
imunogénicos de Brachyury. Numa concretizacdo do invento, um
antigénio de Brachyury compreende ou consiste na sequéncia de
aminodcidos representada pelas posicdes de aminodcidos 1 ou 2
até um dos ultimos 25 aminoadcidos na extremidade C-terminal
de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:18
(isto é, até qualquer uma das posicbes 441 a 435 de SEQ 1ID
NO:2 ou SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO0O:18, ou até qualquer uma das
posicgdes 442 a 436 de SEQ ID NO:4). Outro antigénio de
Brachyury Util no invento também inclui pelo menos as
posicdes de aminodcidos 1-223 de Brachyury (por exemplo, as
posicbdes 1-223 de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou
SEQ ID NO:18) ou as posigbes 41-223 de Brachyury (por
exemplo, as posicgbes 41-223 de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:6 ou SEQ ID NO:18). Outro antigénio de Brachyury util
no invento inclui de pelo menos as posicdes de aminodcidos 1
a 85 a entre a posicédo 255 e a extremidade C-terminal de SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:18. Outro
antigénio de Brachyury util no invento inclui de pelo menos
as posicbes de aminocdcidos 1 a 85 a entre a posicdo 430 e a
extremidade C-terminal de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ 1ID
NO:6 ou SEQ ID NO:18. Outro antigénio de Brachyury util no
invento inclui de pelo menos as posicgdes de aminodcidos 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 a entre a posicado 255 e a
extremidade C-terminal de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ 1ID
NO:6 ou SEQ ID NO:18.

De acordo com quaisquer concretizacdes do presente
invento, a referéncia a uma proteina “completa” (ou um
dominio funcional completo ou um dominio imunoldgico
completo) inclui a sequéncia de aminodcidos completa da
proteina ou dominio funcional ou dominio imunoldégico, como
aquil descrita ou como conhecida ou descrita de outro modo
numa sequéncia disponivel ao publico. Uma proteina ou dominio
que & “guase completo”, que é também um tipo de homdélogo de
uma proteina, difere de uma proteina ou dominio completo pela
adi¢cédo ou eliminacado ou omisséao de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
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ou 10 aminodcidos da extremidade N-terminal e/ou C-terminal
dessa proteina completa ou dominio completo. A titulo de
exemplo, varias das ©proteinas de fusdo aqui descritas
compreendem um antigénio de Brachyury “quase completo”, uma
vez que o antigénio omite a metionina na posigdo 1 e
substitui um péptido N-terminal. A referéncia em geral a uma
proteina ou dominio ou antigénio pode incluir ambas as
proteinas completa e quase completa, assim como outros seus
homélogos.

Num aspeto de quaisquer concretizacgdes relacionadas com
um antigénio de Brachyury, um antigénio do cancro ou um
antigénio de Brachyury possui um tamanho minimo suficiente
para permitir que o antigénio seja expresso por levedura.
Para a expressdo em levedura, uma proteina possuil tipicamente
pelo menos cerca de 25 aminodcidos de comprimento, embora
possam ser expressas proteinas mais pequenas e possam ser
expressas proteinas consideravelmente maiores por levedura.
Por exemplo, um antigénio de Brachyury Util no invento € um
fragmento de uma proteina Brachyury que pode ser expresso de
forma recombinante por levedura e qgque contém pelo menos um
dominio imunogénico de Brachyury, o qual poderia incluir pelo
menos um dominio imunogénico de qualquer uma de SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:18. Num aspeto, tal
antigénio tem pelo menos 25 aminodcidos de comprimento e
contém pelo menos um dominio imunogénico de Brachyury. Num
aspeto, tal antigénio possui mais de 30 aminoacidos de
comprimento e contém pelo menos um dominio imunogénico de
Brachyury. Num aspeto, tal antigénio possui pelo menos 25-50
aminocdcidos de comprimento e contém pelo menos um dominio
imunogénico de Brachyury. Num aspeto, tal antigénio possui
pelo menos 30-50 aminocdcidos de comprimento e contém pelo
menos um dominio imunogénico de Brachyury. Num aspeto, tal
antigénio possui pelo menos 35-50 aminocdcidos de comprimento
e contém pelo menos um dominio imunogénico de Brachyury. Num
aspeto, tal antigénio possui pelo menos 40-50 aminodcidos de
comprimento e contém pelo menos um dominio imunogénico de
Brachyury. Num aspeto, tal antigénio possuil pelo menos 45-50
aminodcidos de comprimento e contém pelo menos um dominio
imunogénico de Brachyury. Numa concretizagdo, o antigénio de
Brachyury util no presente invento possuili pelo menos 25
aminodcidos de comprimento, ou pelo menos 30, 35, 40, 45, 50,
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55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120,
125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180,
185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240,
245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300,
305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360,
365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420,
425 ou 430 aminoadcidos de comprimento, podendo incluir
qualquer fragmento com pelo menos qualgquer um destes
comprimentos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 ou SEQ
ID NO:18.

Num aspeto, um antigénio de Brachyury compreende um ou
mais epitopos de células Tc, que poderdo incluir duas ou mais
coépias de quaisquer um, dois, trés ou mais dos epitopos de
células Tc agqui descritos. Num aspeto, o antigénio de
Brachyury compreende um ou mais epitopos de células T CD4*.
Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende um ou mais
epitopos de células Tc e um ou mais epitopos de células T
CD4*. Num aspeto, o epitopo de células T €& um epitopo
agonista.

Num aspeto, um antigénio de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminodcidos de WLLPGTSTL (SEQ ID NO:12, também
representada pelas posicbes 245 a 254 de SEQ ID NO:2 ou SEQ
ID NO:6). Num aspeto, um antigénio de Brachyury compreende
uma sequéncia de aminodcidos de WLLPGTSTV (SEQ ID NO:13,
também representada pelas posicdes 245 a 254 de SEQ 1ID
NO:18) . Num aspeto, o aminodcido na posicdo 4 quer de SEQ ID
NO:12 quer de SEQ ID ©NO:13 (uma prolina ou P nestas
sequéncias) € substituido por uma serina (S), uma treonina
(T), uma isoleucina (I) ou uma valina (V).

Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminocdcidos de SQYPSLWSV (SEQ ID NO:14). Num
aspeto, o aminocdcido na posicdo 2 de SEQ ID NO:14 (uma
glutamina ou Q nesta sequéncia) ¢é substituido por uma leucina
(L) . Num aspeto, o aminocacido na posicdo 4 de SEQ ID NO:14
(uma prolina ou P nesta sequéncia) ¢é substituido por uma
serina (S), treonina (T), leucina (L) ou wvalina (V). Num
aspeto, o aminodcido na posicdo 7 de SEQ ID NO:14 (um
triptofano ou W nesta sequéncia) é substituido por uma valina
(V), leucina (L), isoleucina (I), serina (S) ou treonina (T).
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Num aspeto, o aminocdcido na posicdo 9 de SEQ ID NO:14 (uma
valina ou V nesta sequéncia) ¢é substituido por uma leucina
(L). Um antigénio compreendendo uma sequéncia que contém
qualguer combinacdo de uma ou mais destas substituicbes em

SEQ ID NO:14 estd contemplado pelo invento.

Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminocdcidos de RLIASWTPV (SEQ ID NO:15). Num
aspeto, o aminodcido na posicdo 1 de SEQ ID NO:15 (uma
arginina ou R nesta sequéncia) é substituido por uma tirosina
(Y) ou um triptofano (W). Num aspeto, o aminodcido na posicéo
6 de SEQ ID NO:15 (um triptofano ou W nesta sequéncia) ¢é
substituido por uma valina (V), uma lisina (L), uma
isoleucina (I), uma serina (S) ou uma treonina (T). Um
antigénio compreendendo uma sequéncia que contém qualquer
combinacdo de uma ou ambas destas substituig¢des em SEQ 1ID
NO:15 estd contemplado pelo invento.

Num aspeto, o antigénio de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminodcidos de AMYSFLLDEV (SEQ ID NO:16). Num
aspeto, o aminocdcido na posicdo 2 de SEQ ID NO:16 (uma

metionina ou M nesta sequéncia) é substituido por uma leucina
(L) .

Numa concretizacdo do invento, um antigénio de Brachyury
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste numa
proteina de fusdo possuindo a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO:8. A proteina de fusdo de SEQ ID NO:8 & um polipéptido
unico com o0s seguintes elementos de sequéncia fundidos in-
frame da extremidade N-terminal para a extremidade C-
terminal: (1) um péptido N-terminal para conferir resisténcia
a degradacdo proteossémica e estabilizar a expressdao em
levedura (posigbdes 1-6 de SEQ ID NO:8); (2) um antigénio de
Brachyury humano consistindo nas posicgdes 2-435 de SEQ 1ID
NO:6 (posicbes 7-440 de SEQ ID NO:8); e (3) uma marca de
hexa-histidina (posic¢des 441-446 de SEQ ID NO:8). A sequéncia
de aminoédcidos de SEQ ID NO:8 é codificada pela sequéncia
polinucleotidica de SEQ ID NO:7.

Noutra concretizacédo do invento, um antigénio de
Brachyury compreende, consiste essencialmente em, ou consiste
numa proteina de fusdo possuindo a sequéncia de aminoacidos
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de SEQ ID NO:10. A proteina de fusdo de SEQ ID NO:10 é um
polipéptido tUnico com os seguintes elementos de sequéncia
fundidos in-frame da extremidade N-terminal para a
extremidade C-terminal: (1) um péptido N-terminal ©para
conferir resisténcia a degradacdo proteossdédmica e estabilizar
a expressao em levedura (posicdes 1-6 de SEQ ID NO:10); (2)
um antigénio de Brachyury murino consistindo nas posicdes 2-
436 de SEQ ID NO:4 (posigcbes 7-441 de SEQ ID NO:10); e (3)
uma marca de hexa-histidina (posic¢des 442-447 de SEQ 1ID
NO:10). A sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO:10 ¢é
codificada pela sequéncia polinucleotidica de SEQ ID NO:9.

Noutra concretizacdo do invento, um antigénio de
Brachyury compreende, consiste essencialmente em, ou consiste
numa proteina de fusdo possuindo a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NO:20. A proteina de fusdo de SEQ ID NO:20 é um
polipéptido tUnico com o©os seguintes elementos de sequéncia
fundidos in-frame da extremidade N-terminal para a
extremidade C-terminal: (1) um péptido N-terminal ©para
conferir resisténcia a degradacdo proteossdédmica e estabilizar
a expressadao (posicgbes 1-6 de SEQ ID NO:20, a sequéncia
peptidica também aqui representada por SEQ ID NO:11); (2) os
aminodcidos 2-435 de SEQ ID NO:18 (posigbes 7-440 de SEQ ID
NO:20), em que SEQ ID NO:18 representa uma proteina agonista
Brachyury humana completa; e (3) uma marca de hexa-histidina
(posicbes 441-446 de SEQ ID NO:20). O epitopo agonista (SEQ
ID NO:13) estd localizado nas posicdes 251 a 259 de SEQ 1ID
NO:20 (posigbdes 246 a 254 de SEQ ID NO:18). A sequéncia de
aminocdcidos de SEQ ID NO0O:20 ¢é codificada pela sequéncia
polinucleotidica de SEQ ID NO:19.

Um antigénio de Brachyury util no presente invento
também inclui proteinas possuindo uma sequéncia de
aminocdcidos que tem uma identidade de pelo menos 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
ou 99% com a sequéncia de aminodcidos de qualguer uma das
proteinas ou antigénios de Brachyury aqui descritos ao longo
do comprimento total da proteina, ou em relagcdo a um seu
fragmento ou dominio definido [por exemplo, um dominio
imunoldégico ou um dominio funcional (dominio com pelo menos
um atividade bioldégica)] que faz parte da proteina. Por
exemplo, um dominio da proteina Brachyury aqui descrito
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inclui o dominio T-box. Um dominio imunoldégico foi descrito

em pormenor acima.

Em alguns aspetos do invento, ¢é possivel efetuar
insercdes, eliminacgdes e/ou substituigbes de aminodcidos para
um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou
mais aminodcidos de uma proteina Brachyury de tipo selvagem
ou de referéncia, desde que a proteina Brachyury resultante,
quando utilizada como um antigénio numa composicéao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento, provoque
uma resposta imune contra uma proteina Brachyury nativa como
a proteina Brachyury de tipo selvagem ou de referéncia, qgue
poderd incluir uma resposta imune melhorada, uma resposta
imune diminuida ou uma resposta imune substancialmente
idéntica. Por exemplo, o invento inclui a wutilizagdo de
antigénios agonistas de Brachyury, que poderdo incluir um ou
mais epitopos de células T que foram mutados para melhorar a
resposta de células T contra o agonista de Brachyury, por
exemplo melhorando a avidez ou afinidade do epitopo para uma
molécula do MHC ou para o recetor de células T que reconhece
0 epitopo no contexto da apresentacao pelo MHC. Os agonistas
de Brachyury poderao, assim, melhorar a poténcia ou
eficiéncia de uma resposta de células T contra o Brachyury
nativo expresso por uma célula tumoral. O antigénio de
Brachyury possuindo a sequéncia de aminocdcidos de SEQ 1ID
NO:18 é um exemplo ndo limitativo de um agonista de Brachyury
(ou de um antigénio de Brachyury compreendendo um epitopo
agonista) .

Adicionalmente, as sequéncias de expressdo N-terminais e
as marcas C-terminais, como aquelas descritas acima em
relacdo as proteinas de fusdo de SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 ou
SEQ ID NO:20, sao opcionais, mas poderdao ser selecionadas
entre varias sequéncias diferentes descritas noutros locais
desta divulgagdo para melhorar ou ajudar a expressdao e a
estabilidade e/ou permitir a identificacdo e/ou purificacéo
da proteina. Muitos promotores diferentes adequados para
utilizagédo em levedura sao também conhecidos na técnica. Além
disso, poderao introduzir-se sequéncias de ligacéao
intercaladas curtas (por exemplo, péptidos com 1, 2, 3, 4 ou
5 aminocédcidos) entre as partes de uma proteina de fuséao
compreendendo um antigénio de Brachyury por varias razdes,
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incluindo a introducéd&o de sitios de enzimas de restricdo para
facilitar a clonagem, como sitios de clivagem para proteases
fagossomais do hospedeiro, para acelerar o processamento da
proteina ou antigénio e para a manipulacdo futura das
construcgdes.

Opcionalmente, as proteinas, incluindo as proteinas de
fusdo, que sé&do utilizadas como um componente da composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento sao
produzidas usando construgdes de antigénios que sao
particularmente uteis para melhorar ou estabilizar a
expressao de antigénios heterdlogos em levedura. Numa
concretizacdo, a(s) proteina(s) ou péptido(s) antigénico(s)
desejado(s) sé&o fundidos ao nivel da sua extremidade amino-
terminal com: (a) um péptido sintético especifico que
estabiliza a expressdo da proteina de fusdo no veiculo de
levedura ou impede a modificacdo pds-traducional da proteina
de fusdo expressa (tais péptidos estdo descritos em pormenor,
por exemplo, na Publicacdo de Patente U.S. n.2 2004-0156858
Al, publicada em 12 de agosto de 2004); (b) pelo menos uma
parte de uma proteina enddégena de levedura, incluindo, embora
ndo limitada a, sequéncia leader do fator alfa de levedura,
em que qualquer um dos parceiros de fusdo proporciona uma
estabilidade melhorada da expressdao da proteina na levedura
e/ou impede a modificacdo pds-traducional das proteinas pelas
células de levedura (tais proteinas também estdo descritas em
pormenor, por exemplo, na Publicacdo de Patente U.S. n.=®
2004-0156858 Al, supra); e/ou (c) pelo menos uma parte de uma
proteina de levedura que faz com que a proteina de fusido seja
expressa a superficie da levedura (por exemplo, uma proteina
Aga, descrita em maior detalhe nesta divulgacédo). Além disso,
0 presente invento inclui opcionalmente a utilizacdo de
péptidos que sado fundidos com a extremidade C-terminal da
construcdo que codifica o antigénio, particularmente para
utilizacdo na selecdo e identificagdo da proteina. Esses
péptidos incluem, mas n&o estdo limitados a, qualquer péptido
sintético ou natural, tal como uma marca peptidica (por
exemplo, 6X His ou hexapéptido) ou gqualquer outra marca
epitdépica curta. Os péptidos ligados a extremidade C-terminal
de um antigénio de acordo com o invento podem ser usados com
ou sem a adicdo dos péptidos N-terminais discutidos acima, e
vice-versa.



EP 2 685 995/PT
39

Numa concretizacdo, um péptido sintético Util numa
proteina de fusdo que serd expressa numa levedura € ligado a
extremidade N-terminal do antigénio, onde o péptido consiste
em pelo menos duas ©posicgdes de aminocdcidos gque @ séo
heterélogas ao antigénio, em qgque o péptido estabiliza a
expressdo da proteina de fusdo no veiculo de levedura ou
impede a modificacéo pds-traducional da proteina de fuséo
expressa. O péptido sintético e a porgcdo N-terminal do
antigénio, juntos, formam uma proteina de fusdo que possui os
seguintes requisitos: (1) o residuo de aminodcido na posicéo
um da proteina de fusdo é uma metionina (isto é, o primeiro
aminodcido no péptido sintético é uma metionina); (2) o
residuo de aminodcido na posicdo dois da proteina de fuséo
ndo €& uma glicina nem uma prolina (isto €&, o segundo
aminodcido no péptido sintético ndo é uma glicina nem uma
prolina); (3) nenhuma das posi¢bdes de aminodcidos nas
posigcdes 2-6 da proteina de fusdo é uma metionina (isto €&, os
aminodcidos nas posigcdes 2-6, facam eles parte do péptido
sintético ou da proteina, se o péptido sintético for mais
curto do que 6 aminodcidos, nd&o incluem uma metionina); e (4)
nenhum dos aminodcidos nas posigdes 2-6 da proteina de fuséo
¢ uma lisina ou uma arginina (isto €&, os aminocdcidos nas
posicdes 2-6, facam eles parte do péptido sintético ou da
proteina, se o péptido sintético for mais curto do gque 5
aminodcidos, ndo incluem uma lisina nem uma arginina). O
péptido sintético pode ser tdo curto como dois aminodcidos,
mas num aspeto contém 2-6 aminocdcidos (incluindo 3, 4, 5
aminocdcidos) e pode ser mais comprido do que 6 aminoéacidos,
em numeros inteiros, até cerca de 200 aminodcidos, 300
aminocdcidos, 400 aminoédcidos, 500 aminodcidos ou mais.

Numa concretizacdo, uma proteina de fusdo compreende uma
sequéncia de aminodcidos de M-X2-X3-X4-X5-X6, em que M &
metionina; em que X2 é qualquer aminodcido exceto glicina,
prolina, lisina ou arginina; em que X3 é qualquer aminoéacido
exceto metionina, lisina ou arginina; em que X4 ¢é qgualquer
aminodcido exceto metionina, lisina ou arginina; em que X5 é
qualquer aminodcido exceto metionina, lisina ou arginina; e
em que X6 € qualquer aminodcido exceto metionina, lisina ou
arginina. Numa concretizacdo, o residuo X6 €& uma prolina. Uma
sequéncia sintética exemplificativa que melhora a
estabilidade da expressdao de um antigénio numa célula de
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levedura e/ou 1impede a modificacdo pds-traducional da
proteina na levedura inclui a sequéncia M-A-D-E-A-P (aqui
representada por SEQ ID NO:11). Além da estabilidade
melhorada do produto de expressao, este parceiro de fusdo néao
parece afetar negativamente a resposta 1imune contra o
antigénio imunizante na construgéo. Adicionalmente, 0s
péptidos de fusdo sintéticos podem ser desenhados para
fornecerem um epitopo que pode ser reconhecido por um agente
de selecgdo, como seja um anticorpo.

Num aspeto do invento, o veiculo de 1levedura ¢&
manipulado de forma que o antigénio seja expresso ou
disponibilizado mediante entrega ou translocacdao de um
produto proteico expresso, total ou parcialmente, a
superficie do veiculo de levedura (expressdo extracelular).
Um método para obter este aspeto do invento consiste em
utilizar um braco espacador para posicionar uma ou mais
proteinas a superficie do veiculo de levedura. Por exemplo, é
possivel utilizar um brago espacador para criar uma proteina
de fusdo do(s) antigénio(s) ou outra proteina de interesse
com uma proteina gue direcione o(s) antigénio(s) ou outra
proteina de interesse para a parede celular da levedura. Por
exemplo, uma destas proteinas que pode ser usada para
direcionar outras proteinas é uma proteina de levedura (por
exemplo, a proteina da parede celular 2 (cwp2), a proteina
Aga2, Pird ou Flol) que permite que o(s) antigénio(s) ou
outra proteina sejam direcionados para a parede celular da
levedura, de modo que o antigénio ou outra proteina esteja

localizado a superficie da levedura. Poderdo usar-se
proteinas diferentes de proteinas de levedura para o braco
espacador. Contudo, para qualquer proteina do braco
espacador, é especialmente desejavel que a resposta

imunogénica seja dirigida contra o antigénio-alvo e néo
contra a proteina do brago espacador. Assim, caso sejam
usadas outras proteinas para o braco espacador, a proteina do
braco espacador que ¢é usada nado deverd gerar uma resposta
imune tdo grande a prépria proteina do braco espacador que a
resposta 1imune ao(s) antigénio(s)-alvo seja suplantada. Um
perito na especialidade deverd ter como objetivo uma resposta
imune pequena a proteina do brago espacador em relacdo a
resposta imune para o(s) antigénio (s)-alvo. Os bracos
espacadores podem ser construidos de modo a terem sitios de
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clivagem (por exemplo, sitios de clivagem de proteases) que
permitam que o antigénio seja facilmente removido ou
processado longe da levedura, se desejado. Qualquer método
conhecido de determinacdo da magnitude das respostas imunes
pode ser usado (por exemplo, producao de anticorpos, ensaios
liticos, etc.) e estes sdo facilmente conhecidos por um
perito na especialidade.

Outro método para posicionar o(s) antigénio(s)-alvo ou
outras proteinas de modo a estarem expostos a superficie da
levedura <consiste em utilizar sequéncias sinal, como
glicosilfosfatidilinositol (GPI), para ancorar o alvo a
parede celular da levedura. Em alternativa, o posicionamento
pode ser obtido mediante a Jjuncdo de sequéncias sinal que
direcionam o(s) antigénio(s) ou outras proteinas de interesse
para a via secretora através de translocacdo para o reticulo
endoplasmatico (RE), de modo que o antigénio liga-se a uma
proteina que estd presa a parede celular (por exemplo, Cwp).

Num aspeto, a proteina do braco espacador & uma proteina
de levedura. A proteina de levedura pode consistir em entre
cerca de dois e cerca de 800 aminoadcidos de uma proteina de
levedura. Numa concretizacdo, a proteina de levedura tem
cerca de 10 a 700 aminocdcidos. ©Noutra concretizacédo, a
proteina de levedura tem cerca de 40 a 600 aminoédcidos.
Outras concretizacgdes do idinvento incluem a proteina de
levedura possuindo pelo menos 250 aminodcidos, pelo menos 300
aminocdcidos, pelo menos 350 aminodcidos, pelo menos 400
aminocdcidos, pelo menos 450 aminoédcidos, pelo menos 500
aminodcidos, pelo menos 550 aminodcidos, pelo menos 600
aminocacidos ou pelo menos 650 aminoacidos. Numa
concretizacgdo, a proteina de levedura tem pelo menos 450
aminodcidos de comprimento. Outra consideragdo para otimizar
a expressdo a superficie do antigénio, <caso tal seja
pretendido, ¢é se a combinagdo do antigénio e do Dbrago
espacador deverd ser expressa como um mondémero ou Ccomo um
dimero ou como um trimero ou ainda mais unidades ligadas
entre si. Esta utilizacdo de mondémeros, dimeros, trimeros,
etc. permite o espagcamento ou enrolamento apropriado do
antigénio, de modo gque uma parte, se nado mesmo todo, o
antigénio seja apresentado a superficie do veiculo de
levedura de uma maneira que o torna mais imunogénico.
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A utilizacdo de proteinas de levedura pode estabilizar a
expressao das proteinas de fusdo no veiculo de 1levedura,
impedir a modificacgdo pds-traducional da proteina de fuséo
expressa e/ou direcionar a proteina de fusdo para um
compartimento particular na levedura (por exemplo, para ser
expressa a superficie da célula de levedura). Para entrega na
via secretora da levedura, as proteinas de levedura
exemplificativas a utilizar incluem, mas ndo estao limitadas
a: Aga (incluindo, mas ndo limitadas a, Agal e/ou Aga2), SUC2
(invertase de levedura), a seqgquéncia leader do fator alfa,
CPY, Cwp2p devido a sua localizacdo e retencdo na parede
celular, os genes BUD para localizacdo na gémula da célula de
levedura durante a fase inicial de formagdo da célula-filha,
Flolp, Pir2p e Piridp.

E possivel utilizar outras sequéncias para direcionar,
reter e/ou estabilizar a proteina noutras partes do veiculo
de levedura, por exemplo, no citosol ou na mitocdndria ou no
reticulo endoplasmédtico ou no nucleo. O0s exemplos de
proteinas de levedura apropriadas que podem ser usadas para
quaisquer das concretizacgdes indicadas acima incluem, mas néao
estdo limitadas a, TK, AF, SEC7; os produtos génicos
fosfoenolpiruvato-carboxicinase PCK1l, fosfoglicerocinase PGK
e triose-fosfato-isomerase TPI pela sua expressao repressivel
em glucose e localizacdo citosdlica; as proteinas de choqgue
térmico SSAl, SSA3, SSA4, SSCl, cuja expressdo € induzida e
cujas proteinas sdo mais termoestdveis aquando da exposicgéo
das células a tratamento térmico; a proteina mitocondrial
CYC1l para importacdo para a mitocdndria; ACTI1.

Os métodos de produgdo de veiculos de levedura e de
expressdo, combinacdo e/ou associacdo de veiculos de levedura
com antigénios e/ou outras proteinas e/ou agentes de
interesse para produzir composicdes de imunoterapia a base de
levedura estdo contemplados pelo invento.

De acordo com o presente invento, o termo “complexo
veiculo de levedura—-antigénio” ou “complexo levedura-
antigénio” é utilizado genericamente para descrever qualquer
associacédo de um veiculo de levedura com um antigénio e pode
ser usado indistintamente com “composicdo de imunoterapia a

base de levedura”, quando semelhante composicédo for utilizada
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para provocar uma resposta imune como descrito acima. Tal
associacdo inclui a expressadao do antigénio pela levedura (uma
levedura recombinante), a introducdo de um antigénio numa
levedura, a 1ligacéo fisica do antigénio a levedura e a
mistura da levedura com o antigénio, por exemplo num tampdo
ou noutra solucdo ou formulacdao. Estes tipos de complexos
estdo descritos em pormenor abaixo.

Numa concretizacdo, uma célula de levedura utilizada
para preparar o veiculo de levedura ¢é transfetada com uma
molécula de 4&cido nucleico heterdlogo que codifica uma
proteina (por exemplo, o antigénio), de forma que a proteina
seja expressa pela célula de levedura. Esta levedura € aqgqui
também designada por levedura recombinante ou veiculo de
levedura recombinante. A célula de levedura pode depois ser
formulada com um excipiente farmaceuticamente aceitdvel e
administrada diretamente a um doente, armazenada para
administragdo posterior ou introduzida numa célula dendritica
como uma célula intacta. A célula de levedura também pode ser
morta ou pode ser derivatizada, por exemplo por formacao de
esferoplastos, citoplastos, células fantasma ou particulas
subcelulares de levedura, em qgque dqualgquer uma das formas
poderd ser seguida de armazenamento, administracdo ou
introdugdo do derivado na célula dendritica. Os esferoplastos
de levedura também podem ser transfetados diretamente com uma
molécula de 4&cido nucleico recombinante (por exemplo, ©
esferoplasto é produzido a partir de uma levedura completa e
depois transfetado), de modo a produzir um esferoplasto
recombinante que expressa o antigénio. As células de levedura
ou o0s esferoplastos de levedura dque expressam de forma
recombinante o (s) antigénio(s) poderdo ser usados ©para
produzir um veiculo de levedura compreendendo um citoplasto
de levedura, uma célula fantasma de levedura, uma particula
de membrana de levedura, uma particula de parede celular de
levedura ou sua fracao.

Em geral, o veiculo de levedura e o(s) antigénio(s) e/ou
outros agentes podem ser associados por meio de gqualquer
técnica agqui descrita. Num aspeto, o(s) antigénio(s) e/ou
agente (s) foram introduzidos intracelularmente no veiculo de
levedura. Noutro aspeto, o(s) antigénio(s) e/ou agente(s)
foram ligados, covalente ou nédo covalentemente, ao veiculo de
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levedura. Noutro aspeto ainda, o veiculo de levedura e o0(s)
antigénio(s) e/ou agente(s) foram associados por mistura.
Noutro aspeto, e numa concretizacdo, o(s) antigénio(s) e/ou
agente (s) sao expressos de forma recombinante pelo veiculo de
levedura ou pela célula de 1levedura ou esferoblasto de
levedura do qual o veiculo de levedura foi derivado.

Um numero de antigénios e/ou outras proteinas que seréd
produzido por um veiculo de levedura do presente invento é
qualgquer numero de antigénios e/ou outras proteinas que possa
ser razoavelmente produzido por um veiculo de levedura, e
tipicamente varia de pelo menos um a pelo menos cerca de 6 ou
mais, incluindo de cerca de 2 a cerca de 6 antigénios e/ou
outras proteinas.

A expressdo de um antigénio ou outra proteina num
veiculo de levedura do presente invento ¢ obtida utilizando
técnicas conhecidas pelos peritos na especialidade.
Resumidamente, uma molécula de 4&cido nucleico que codifica
pelo menos um antigénio desejado ou outra proteina € inserida
num vetor de expressado, de tal forma que a molécula de &cido
nucleico é ligada funcionalmente a uma sequéncia de controlo
da transcricdo a fim de ser possivel efetuar a expresséo
constitutiva ou regulada da molécula de &cido nucleico quando
ela € transformada numa célula de levedura hospedeira. As
moléculas de 4cido nucleico que codificam wum ou mais
antigénios e/ou outras proteinas podem estar num ou mais
vetores de expressao, ligadas funcionalmente a uma ou mais
sequéncias de controlo da expressdao. As sequéncias de
controlo da expressao particularmente importantes sdao aquelas
que controlam o inicio da transcricgcdo, como as seqguéncias
promotoras e as sequéncias de ativacdo a montante. E possivel
utilizar qualquer promotor de levedura adequado no presente
invento e 0s peritos na especialidade conhecem varios destes
promotores. Os promotores para expressdo em Saccharomyces
cerevisiae incluem, mas nao estdo limitados a, promotores dos
genes que codificam as seguintes proteinas de levedura:
dlcool-desidrogenase I (ADH1) ou II (ADH2) , CUP1,
fosfoglicerato-cinase (PGK), triose-fosfato-isomerase (TPI),
fator de alongamento da traducgéao EF-1 alfa (TEF2),
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH; também
designada por TDH3, de triose-fosfato-desidrogenase),
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galactocinase (GAL1), galactose-l1-fosfato-uridiltransferase
(GAL7), UDP-galactose-epimerase (GAL10), citocromo cl (CYC1l),
proteina Sec7 (SEC7) e fosfatase 4&acida (PHO5), incluindo
promotores hibridos como 0s promotores ADH2/GAPDH e
CYC1/GAL10, e incluindo o promotor ADHZ/GAPDH, que é induzido
quando as concentracgdes de glucose na célula sao baixas (por
exemplo, cerca de 0,1 a cerca de 0,2%), assim como o promotor
CUP1 e o promotor TEF2. Do mesmo modo, sdo conhecidas véarias
sequéncias de ativacdo a montante (UAS de upstream activation
sequence), também denominadas amplificadores. As seguéncias
de ativacdo a montante para expressdo em Saccharomyces
cerevisiae incluem, mas nao estédo limitadas as, UAS dos genes
que codificam as seguintes proteinas: PCK1l, TPI, TDH3, CYC1,
ADH1, ADH2, SUC2, GALl, GAL7 e GAL10, bem como outras UAS
ativadas pelo produto génico GAL4, sendo a UAS ADH2 utilizada
num aspeto. Como a UAS ADH2 é ativada pelo produto génico
ADR1, poderad ser preferivel sobreexpressar o gene de ADRI
gquando um gene heterdlogo estd ligado funcionalmente a UAS
ADH2. As sequéncias de terminagdo da transcricdo para
expressdo em Saccharomyces cerevisiae incluem as sequéncias

de terminacdo dos genes do fator o, GAPDH e CYCI1.

As sequéncias de controlo da transcrigdo para expressar
genes em leveduras metilotrdéficas incluem as regides de
controlo da transcricdo dos genes que codificam a &lcool-
oxidase e a formato-desidrogenase.

A transfecdo de uma molécula de 4&cido nucleico numa
célula de levedura de acordo com o presente invento pode ser
obtida por qualguer método mediante o qual uma molécula de
dcido nucleico pode ser introduzida na célula e inclui, mas
ndo estd limitado a, difusdo, transporte ativo, Dbanho de
ultrassons, eletroporacao, microinjecao, lipofecédo, adsorcgao
e fusdo de protoplastos. As moléculas de 4&cido nucleico
transfetadas podem ser integradas num cromossoma da levedura
ou mantidas em vetores extracromossdémicos, utilizando
técnicas conhecidas pelos peritos na especialidade. Os
exemplos de veiculos de levedura gque transportam estas
moléculas de &cido nucleico sdo aqui descritos em pormenor.
Como discutido acima, um citoplasto de levedura, uma célula
fantasma de levedura e particulas de membrana ou preparacdes
da parede celular de levedura também podem ser produzidos de
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modo recombinante por transfecdo dos microrganismos intactos
ou de esferoplastos de levedura com as moléculas de &acido
nucleico desejadas, produzindo ai o antigénio, seguida de
manipulacéo adicional dos microrganismos ou dos
esferoplastos, usando técnicas conhecidas pelos peritos na
especialidade, para produzir o citoplasto, a célula fantasma,
0 extrato de membrana subcelular de levedura ou suas fragdes
contendo os antigénios desejados ou outras proteinas.

As condigdes eficazes para a produgdo de veiculos de
levedura recombinante e a expressdo do antigénio e/ou outra
proteina pelo veiculo de levedura incluem um meio eficaz no
qual uma estirpe de levedura pode ser crescida. Um meio
eficaz é tipicamente um meio aquoso compreendendo fontes de
hidratos de carbono, azoto e fosfato assimiléveis, bem como
sais, minerais, metais e outros nutrientes apropriados, como
vitaminas e fatores de crescimento. O meio poderd compreender
nutrientes complexos ou poderd ser um meio minimo definido.
As estirpes de levedura do presente invento podem ser
crescidas numa variedade de recipientes, incluindo, mas nao
limitados a, Dbiorreatores, frascos Erlenmeyer, tubos de
ensaio, placas de microtitulacdo e placas de Petri. A cultura
é¢ efetuada a uma temperatura, pH e teor de oxigénio
apropriados para a estirpe de levedura. Tais condigdes de
cultura encontram-se no ambito da pericia de um perito na
especialidade (ver, por exemplo, Guthrie et al. (eds.), 1991,
Methods in Enzymology, vol. 194, Academic Press, San Diego).
Por exemplo, num protocolo, as culturas liquidas contendo um
meio adequado podem ser inoculadas usando culturas obtidas de
placas 1niciais e/ou culturas iniciais de composicbes de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury, e sdo crescidas
durante aproximadamente 20 h a 30 °C, com agitacao a 250 rpm.
As culturas primdrias podem depois ser expandidas para
culturas maiores conforme desejado. A expressdo da proteina a
partir dos vetores com que as leveduras foram transformadas
(por exemplo, expressdo de Brachyury) poderd ser constitutiva
se o promotor utilizado for um promotor constitutivo, ou
poderd ser induzida por adicdo das condigdes de inducéo
apropriadas para o promotor se o promotor utilizado for um
promotor indutivel (por exemplo, sulfato de cobre no caso do
promotor CUP1). No caso de um promotor indutivel, a inducéao
da expressao da proteina poderd ser iniciada apds a cultura
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ter crescido até uma densidade celular adequada, que poderéd
ser de cerca de 0,2 Y.U./ml ou densidades superiores.

Um exemplo nao limitativo de um meio adequado para a
cultura de uma composicdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury do invento é o meio U2. O meio U2 compreende oS
seguintes componentes: 20 g/1 de glucose; 6,7 g/l de Yeast
Nitrogen Base (YNB) contendo sulfato de aménio e 0,04 mg/ml
de cada um dos compostos histidina, leucina, triptofano e
adenina. Outro exemplo nadao limitativo de um meio adequado
para a cultura da composicdo de imunoterapia a base de
levedura-Brachyury do invento ¢ o meio UL2. O meio UL2
compreende oS seguintes componentes: 20 g/l de glucose; 6,7
g/l de Yeast Nitrogen Base (YNB) contendo sulfato de aménio e
0,04 mg/ml de cada um dos compostos histidina, triptofano e

adenina.

Numa concretizacdao do invento, gquando ¢é utilizado um
promotor indutivel (por exemplo, © promotor CUPI1) para
expressar uma proteina Brachyury num veiculo de levedura de
acordo com o invento, a inducdo da expressdo da proteina é
iniciada a uma densidade celular superior a densidade celular
que seria adequada para a maioria das proteinas expressas por
levedura wutilizando tal promotor. Mais especificamente, os
presentes inventores constataram gque a expressdo oOtima do
antigénio de Brachyury controlada pelo promotor CUP1
verifica-se quando se permite que as leveduras que expressam
0 antigénio de Brachyury crescam até uma densidade celular de
entre pelo menos 0,5 Y.U./ml e aproximadamente 2,0 Y.U./ml e,
num aspeto, até entre 0,5 Y.U./ml e aproximadamente 1,5
Y.U./ml e, num aspeto, até entre pelo menos 1,0 Y.U./ml e
cerca de 2,0 Y.U./ml e, noutro aspeto, até pelo menos cerca
de 1,0 Y.U./ml, antes da inducdo da expressdo do antigénio de
Brachyury nas leveduras. Os presentes inventores constataram
que, apds a inducdo da expressdo de Brachyury, as leveduras
duplicardo apenas cerca de 1x a 1,5x. Além disso, apds a
inducdo da expressdo de Brachyury, os inventores verificaram
que o crescimento da levedura para densidades celulares
superiores a cerca de 2,0 Y.U./ml, ou durante mais de cerca
de 6-8 horas, resulta numa viabilidade reduzida das culturas,
ao mesmo tempo que nado melhora substancialmente a acumulacgao

do antigénio na levedura. Por conseguinte, numa concretizacéo
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do invento, uma composicdo de imunoterapia a base de
levedura-Brachyury em que a expressao do antigénio estd sob o
controlo de um promotor indutivel, como o promotor CUP1, é
crescida até meio da fase exponencial antes da indugao da
expressdo do antigénio. Num aspeto, as células sdo crescidas
até entre cerca de 1 e 2 Y.U./ml antes da inducdo da
expressao do antigénio. Num aspeto, a expressao do antigénio
¢ induzida (por exemplo, pela adicdo de sulfato de cobre) e
continua durante até 6, 6,5; 7, 7,5 ou 8 horas. Num aspeto, a
inducdo ocorre a uma temperatura de cerca de 30 2C e uma
velocidade de agitacao de 250 rpm.

Em algumas concretizagdes do invento, as leveduras séo
crescidas em condig¢des de pH neutro. Tal como aqui empregue,
a utilizacdo geral do termo “pH neutro” refere-se a um
intervalo de pH entre cerca de pH 5,5 e cerca de pH 8 e, num
aspeto, entre cerca de pH 6 e cerca de 8. Um perito na
especialidade compreenderd que podem ocorrer flutuacdes
pequenas (por exemplo, décimas ou centésimas) ao efetuar
medicdes com um medidor de pH. Como tal, a utilizacdo de pH
neutro para crescer as células de levedura significa que as
células de levedura sado crescidas a pH neutro durante a maior
parte do tempo que estdo em cultura. Numa concretizacao, as
leveduras s&o crescidas num meio mantido a um valor de pH de
pelo menos 5,5 (isto é, ndo é permitida a descida do pH do
meio de cultura para um valor abaixo de pH 5,5). Noutro
aspeto, as leveduras sao crescidas a um pH mantido num valor
de cerca de 6, 6,5; 7, 7,5 ou 8. A utilizacdo de um pH neutro
no crescimento das leveduras promove varios efeitos
bioldgicos que constituem caracteristicas desejdveis para a
utilizacdo das leveduras como veiculos para imunomodulacéo.
Por exemplo, a cultura da levedura a pH neutro permite um bom
crescimento da levedura sem um efeito negativo no tempo de
geracdo celular (por exemplo, abrandamento do tempo de
duplicacdo). A levedura pode continuar a crescer para
densidades elevadas sem perder a pliabilidade da sua parede
celular. A utilizacd&o de um pH neutro permite a producao de
leveduras com paredes celulares plidveis e/ou leveduras que
sdo mais sensiveis as enzimas de digestdo da parede celular
(por exemplo, glucanase) a todas as densidades de colheita.
Esta caracteristica ¢é desejdvel, pois as leveduras com
paredes celulares flexiveis podem induzir respostas imunes
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diferentes ou melhoradas em comparagao com as leveduras
crescidas em condig¢bdes mais acidas, por exemplo, promovendo a
secrecdo de citocinas por células apresentadoras de antigénio
que fagocitaram a levedura (por exemplo, citocinas do tipo
TH1 incluindo, mas nao limitadas a, IFN-y, interleucina-12
(IL-12) e IL-2, assim como citocinas pré-inflamatdrias como
IL-6). Adicionalmente, estes métodos de cultura permitem uma
maior acessibilidade aos antigénios 1localizados na parede
celular. Noutro aspeto, a utilizacdo de pH neutro para alguns
antigénios permite a libertacdo do antigénio ligado via
ligacgdes dissulfureto por tratamento com ditiotreitol (DTT),
que nao €& possivel quando essa levedura dgque expressa o
antigénio é crescida em meios a pH mais baixo (por exemplo,
PH 5).

Numa concretizacao, o) controlo da quantidade de
glicosilagcdo da levedura ¢é usado para controlar a expressao
de antigénios pela levedura, particularmente a superficie. A
quantidade de glicosilagdao da levedura pode afetar a
imunogenicidade e a antigenicidade do antigénio,
particularmente de um antigénio expresso a superficie, uma
vez dque 0S grupos agucar tendem a ser volumosos. Assim, a
existéncia de grupos agucar a superficie da levedura e o seu
impacto no espago tridimensional a volta do(s) antigénio(s)-
alvo devem ser aspetos considerados na modulacdao da levedura
de acordo com o invento. E possivel utilizar qualquer método
para reduzir a quantidade de glicosilacdo da levedura (ou
aumentéa-la, se desejado). Por exemplo, poderia usar-se uma
estirpe mutante de levedura que fol selecionada para ter
pouca glicosilacao (por exemplo, os mutantes mnnl, ochl e
mnn9) ou poderiam eliminar-se as sequéncias aceitadoras de
glicosilagdo no antigénio-alvo por mutagcdo. Em alternativa,
poderia utilizar-se uma levedura com padrdes de glicosilacao
abreviados, por exemplo Pichia. Também é possivel tratar a
levedura wutilizando métodos que reduzem ou alteram a
glicosilacéao.

Numa concretizacéao do presente invento, como uma
alternativa a expressdao de um antigénio ou outra proteina de
forma recombinante no veiculo de levedura, um veiculo de
levedura ¢é carregado intracelularmente com a proteina ou

péptido, ou com hidratos de carbono ou outras moléculas que
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atuam como um antigénio e/ou sdo uteis como agentes
imunomoduladores ou modificadores da resposta bioldgica de
acordo com o invento. Subsequentemente, o veiculo de
levedura, que agora contém o antigénio e/ou outras proteinas
intracelularmente, pode ser administrado a um individuo ou
introduzido num transportador como seja uma célula
dendritica. Os péptidos e as proteinas podem ser inseridos
diretamente em veiculos de levedura do presente invento por
técnicas conhecidas pelos peritos na especialidade, por
exemplo por difusdo, transporte ativo, fusdo de lipossomas,
eletroporacdo, fagocitose, ciclos de congelacdo-descongelacéo
e banho de ultrassons. Os veiculos de levedura que podem ser
carregados diretamente com péptidos, proteinas, hidratos de
carbono ou outras moléculas incluem as leveduras intactas,
assim como os esferoplastos, as células fantasma ou os
citoplastos, que podem ser carregados com oS antigénios e
outros agentes apdés a producdo. Em alternativa, a levedura
intacta pode ser carregada com o antigénio e/ou agente e, em
seguida, os esferoplastos, células fantasma, citoplastos ou
particulas subcelulares podem ser preparados a partir dela. E
possivel introduzir qualquer numero de antigénios e/ou outros
agentes num veiculo de levedura nesta concretizacdo, de pelo
menos 1, 2, 3, 4 ou qualquer numero inteiro até centenas ou
milhares de antigénios e/ou outros agentes, como aconteceria
com © carregamento de um microrganismo ou partes dele, por
exemplo.

Numa outra concretizacdo do ©presente invento, um
antigénio e/ou outro agente é ligado fisicamente ao veiculo
de levedura. A ligacdo fisica do antigénio e/ou outro agente
ao veiculo de levedura pode ser obtida por meio de qualquer
método adequado na técnica, incluindo métodos de associacéao
covalente e nao covalente que incluem, embora nao
exclusivamente, a reticulacdo quimica do antigénio e/ou outro
agente na superficie exterior do veiculo de levedura ou a
ligacdo Dbioldégica do antigénio e/ou outro agente na
superficie exterior do veiculo de levedura, por exemplo
utilizando um anticorpo ou outro parceiro de ligacao. A
reticulacdo quimica pode ser obtida, por exemplo, por métodos
gque incluem a unido com glutaraldeido, a marcagdo por
fotoafinidade, o tratamento com carbodiimidas, o tratamento
com reagentes capazes de estabelecer ligacdes dissulfureto e
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0 tratamento com outros reagentes de reticulacd&o comuns na
técnica. Em alternativa, € possivel efetuar o contacto do
veiculo de levedura com um reagente que altera a carga da
bicamada lipidica da membrana da levedura ou a composicédo da
parede celular, de forma a aumentar a propensdo da superficie
exterior da 1levedura para se fundir com, ou 1ligar a,
antigénios e/ou outros agentes com caracteristicas de carga
particulares. Agentes de direcionamento como anticorpos,
péptidos de 1ligacdo, recetores soluveis e outros ligandos
também poderdo ser incorporados num antigénio como uma
proteina de fuséo, ou associados de outra forma a um
antigénio, para a ligacédo do antigénio ao veiculo de
levedura.

Quando o antigénio ou outra proteina € expresso ou
ligado fisicamente a superficie da levedura, num aspeto,
poderdo selecionar-se cuidadosamente bracos espacadores para
otimizar a expressdo ou o teor do antigénio ou outra proteina
a superficie. O tamanho do(s) braco(s) espacador (es) pode
afetar que quantidade do antigénio ou outra proteina esté
exposta para ligacdo a superficie da levedura. Assim,
dependendo dos antigénio(s) ou outra(s) proteina(s) que estéo
a ser usados, um perito na especialidade selecionard um braco
espagador que proporcione um espacamento apropriado para o
antigénio ou outra proteina a superficie da levedura. Numa
concretizacdo, o braco espacador é uma proteina de levedura
possuindo pelo menos 450 aminodcidos. Os bragos espacadores
foram discutidos em pormenor acima.

Noutra concretizacdo ainda, o veiculo de levedura e o
antigénio ou outra proteina sdo associados um ao outro por um
mecanismo de ligagcdo mails passivo, nédo especifico ou néo
covalente, como seja a mistura suave do veiculo de levedura
com o antigénio ou outra proteina num tampdoc ou outra
formulacéo adequada (por exemplo, mistura).

Numa concretizacao, a levedura intacta (com ou sem
expressdo de antigénios ou outras proteinas heterdlogos) pode
ser pulverizada ou ©processada de maneira a produzir
preparacgdes da parede celular de levedura, particulas de
membrana de levedura ou fragmentos de levedura (isto ¢&,

levedura ndo intacta), e os fragmentos de levedura podem, em
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algumas concretizacgdes, ser fornecidos ou administrados
juntamente com outras composigdes que incluem antigénios (por
exemplo, vacinas de ADN, vacinas subunitédrias de proteinas,
organismos patogénicos mortos ou 1inativados, vacinas de
vetores virais) para melhorar as respostas 1imunes. Por
exemplo, € possivel wutilizar um tratamento enzimdtico, um
tratamento quimico ou uma forga fisica (por exemplo, rutura
mecédnica ou ultrassons) para fragmentar a levedura em partes
que sao usadas como um adjuvante.

Numa concretizacdo do invento, os veiculos de levedura
Uteis no invento incluem veiculos de levedura que foram
mortos ou inativados. A morte ou inativacdo da levedura pode
ser obtida por gqualquer um de varios métodos adequados
conhecidos na técnica. Por exemplo, a inativacdo da levedura
pelo calor é uma forma convencional de inativar as leveduras,
e um perito na especialidade pode monitorizar as alteragdes
estruturais do antigénio-alvo, se desejado, mediante métodos
padrédo conhecidos na técnica. Em alternativa, podem usar-se
outros métodos de inativacdo das leveduras, tais como métodos
qgquimicos, elétricos, radioativos ou via UV. Ver, por exemplo,
a metodologia divulgada em manuais de referéncia de cultura
de leveduras, como Methods of Enzymology, Vol. 194, Cold

Spring Harbor Publishing (1990). Qualquer das estratégias de
inativacdo usada deve ter em atencdo a estrutura secundéaria,
tercidria ou quaterndria do antigénio-alvo e preservar essa

estrutura de modo a otimizar a sua imunogenicidade.

Os wveiculos de levedura podem ser formulados em
composicgdes ou produtos de imunoterapia a base de levedura do
presente invento usando varias técnicas conhecidas pelos
peritos na especialidade. Por exemplo, os veiculos de
levedura podem ser secos por liofilizacdo. As formulacdes
compreendendo veiculos de levedura também podem ser
preparadas por compressao da levedura num bolo ou bloco, como
é feito para as leveduras usadas em operacdes de panificacéo
e producdo de cerveja. Além disso, os veiculos de levedura
podem ser misturados com um excipiente farmaceuticamente
aceitdvel, como um tampdo isotdnico que ¢é tolerado por um
hospedeiro ou célula hospedeira. 0Os exemplos de semelhantes
excipientes incluem 4&gua, soro fisioldgico, solucdo de
Ringer, solucgcédo de dextrose, solucdao de Hank e outras
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solucdes aquosas de sails equilibradas fisiologicamente.
Também se poderdo utilizar veiculos ndo aquosos, tais como
6leos fixos, 6leo de sésamo, oleato de etilo ou
triglicéridos. Outras formulacgdes Uteis incluem suspensdes
contendo agentes de melhoramento da viscosidade, Ccomo
carboximetilcelulose de sédio, sorbitol, glicerol ou
dextrano. Os excipientes também podem conter pequenas
quantidades de aditivos, tais como substéncias que melhoram a
isotonicidade e a estabilidade qguimica. Os exemplos de
tampdes incluem tampdo fosfato, tampado bicarbonato e tampao
Tris, enquanto os exemplos de conservantes incluem timerosal,
m- ou c-cresol, formalina e &alcool benzilico. As formulacgdes
padrédo podem ser liquidos injetdveis ou sdélidos que podem ser
adicionados a um liquido apropriado como uma suspensao ou
solugdo para injecdo. Assim, numa formulagdo nao liquida, o
excipiente pode compreender, por exemplo, dextrose, albumina
sérica humana e/ou conservantes, aos gquais se pode adicionar
dgua ou soro fisioldgico estéreis antes da administracéo.

Numa concretizacao do presente invento, uma composicgao
pode incluir agentes adicionais, gque também poderdo ser
designados por compostos modificadores da resposta bioldgica,
ou a capacidade de produzir esses agentes/modificadores. Por
exemplo, um veiculo de levedura pode ser transfetado ou
carregado com pelo menos um antigénio e pelo menos um
agente/composto modificador da resposta Dbioldgica, ou uma
composicdo do invento pode ser administrada em conjuncado com
pelo menos um agente/modificador da resposta bioldgica. Os
modificadores da resposta bioldgica incluem adjuvantes e
outros compostos que podem modular as respostas imunes, e que
poderdo ser designados por compostos imunomoduladores, assim
como compostos que modificam a atividade bioldgica de outro
composto ou agente, como um composto imunoterapéutico a base
de levedura, em que essa atividade Dbioldgica né&o esté
limitada a efeitos no sistema imunitdrio. Determinados
compostos imunomoduladores podem estimular uma resposta imune
protetora, ao passo que outros podem suprimir uma resposta
imune prejudicial, e o facto de um imunomodulador ser ou nao
util em combinagdo com um dado composto imunoterapéutico a
base de levedura poderd depender, pelo menos em parte, da
doenca ou perturbacdo a tratar ou prevenir e/ou do individuo
que serd tratado. Determinados modificadores da resposta
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bioldégica reforgam preferencialmente uma resposta i1imune
mediada por células, enquanto outros reforgcam
preferencialmente uma resposta imune humoral (isto €, podem
estimular uma resposta imune na gqual existe um maior nivel de
imunidade mediada por células em comparacdo com imunidade
humoral, ou vice-versa). Determinados modificadores da
resposta bioldgica tém uma ou mais propriedades em comum com
as propriedades bioldégicas dos compostos imunoterapéuticos a
base de levedura ou reforgcam ou complementam as propriedades
bioldgicas dos compostos imunoterapéuticos a base de
levedura. H& varias técnicas conhecidas pelos peritos na
especialidade para medir a estimulagcdo ou supressao das
respostas imunes, bem como para diferenciar respostas imunes
mediadas por células de respostas imunes humorais e para
diferenciar um tipo de resposta mediada por células de outro
tipo (por exemplo, uma resposta de Thl7 versus uma resposta
de Thl).

Os agentes/modificadores da resposta bioldgica uteis no
invento poderéo incluir, mas nao estdo limitados a,
citocinas, quimiocinas, hormonas, derivados lipidicos,
péptidos, proteinas, polissacarideos, farmacos do tipo
pequenas moléculas, anticorpos e seus fragmentos de ligacéo
ao antigénio (incluindo, mas nao limitados a, anticorpos
anti-citocinas, anticorpos anti-recetores de citocinas,
anticorpos anti-quimiocinas), vitaminas, polinucledtidos,
grupos de ligacgdo a &acidos nucleicos, aptémeros e moduladores
do crescimento. Alguns agentes adequados incluem, mas néao
estdo limitados a, IL-1 ou agonistas de IL-1 ou de IL-1R,
anti-IL-1 ou outros antagonistas de IL-1; IL-6 ou agonistas
de IL-6 ou de IL-6R, anti-IL-6 ou outros antagonistas de IL-
6; IL-12 ou agonistas de IL-12 ou de IL-12R, anti-IL-12 ou
outros antagonistas de IL-12; IL-17 ou agonistas de IL-17 ou
de IL-17R, anti-IL-17 ou outros antagonistas de IL-17; IL-21
ou agonistas de IL-21 ou de IL-21R, anti-IL-21 ou outros
antagonistas de IL-21; IL-22 ou agonistas de IL-22 ou de IL-
22R, anti-IL-22 ou outros antagonistas de IL-22; IL-23 ou
agonistas de IL-23 ou de IL-23R, anti-IL-23 ou outros
antagonistas de IL-23; IL-25 ou agonistas de IL-25 ou de IL-
25R, anti-IL-25 ou outros antagonistas de IL-25; IL-27 ou
agonistas de IL-27 ou de IL-27R, anti-IL-27 ou outros
antagonistas de IL-27; interferdo tipo I (incluindo IFN-«) ou
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agonistas ou antagonistas do interferdo tipo I ou de um seu
recetor; interferdo tipo II (incluindo IFN-y) ou agonistas ou
antagonistas do interferdo tipo II ou de um seu recetor;
anti-CD40, CD40L, proteina do gene de ativacdo de linfdécitos
3 (LAG3) e/ou IMP321 (fator imunoestimulador de células T
derivado da forma soluvel de LAG3), anticorpo anti-CTLA-4
(por exemplo, para libertar células T anérgicas) ;
coestimuladores de células T (por exemplo, anti-CD137, anti-
CD28, anti-CD40) ; alemtuzumab (por exemplo, CamPath®),
diftitox denileucina (por exemplo, ONTAK®); anti-CD4; anti-
CD25; anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-PD-L2; agentes que
blogqueiam FOXP3 (por exemplo, para repelir a atividade/matar
as células T reguladoras CD4+/CD25+4); 1ligando de F1t3,
imiquimod (Aldara™), fator de estimulagdo das coldnias de
granuldécitos-macrdéfagos (GM-CSF); fator de estimulacdo das
coldénias de granuldcitos (G-CSF), sargramostim (Leukine®);
hormonas incluindo, sem limitacao, prolactina e hormona de
crescimento; agonistas dos recetores do tipo Toll (TLR),
incluindo, mas nao limitados a, agonistas de TLR-2, agonistas
de TLR-4, agonistas de TLR-7 e agonistas de TLR-9;
antagonistas de TLR, incluindo, mas nao limitados a,
antagonistas de TLR-2, antagonistas de TLR-4, antagonistas de
TLR-7 e antagonistas de TLR-9; agentes anti-inflamatérios e
imunomoduladores, incluindo, mas nado limitados a, inibidores
da COX-2 (por exemplo, Celecoxib, AINE), glucocorticoides,
estatinas, talidomida e seus andlogos, incluindo IMiD™ (que
sdo analogos estruturais e funcionais da talidomida (por
exemplo, REVLIMID® (lenalidomida), ACTIMID® (pomalidomida));
agentes pré-inflamatdrios, tais como componentes fungicos ou
bacterianos ou qualquer citocina ou quimiocina pro—
inflamatéria; vacinas imunoterapéuticas, incluindo, mas néao
limitadas a, vacinas a base de virus, vacinas a base de
bactérias ou vacinas a base de anticorpos; e gquaisquer outros
imunomoduladores, imunopotenciadores, agentes anti-
inflamatérios, agentes pré-inflamatdrios e quaisquer agentes
que modulem o numero de, modulem o estado de ativacao de,
e/ou modulem a sobrevivéncia das células apresentadoras de
antigénio ou das células Thl7, Thl e/ou Treg. Qualqguer
combinacd&o desses agentes estd contemplada pelo invento, e
quaisquer desses agentes combinados ou administrados num
protocolo (por exemplo, simultaneamente, sequencialmente ou

noutros formatos) com um composto imunoterapéutico a base de
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levedura ¢é uma composicdo abrangida pelo invento. Tais
agentes sdo bem conhecidos na técnica. Estes agentes poderéao
ser usados sozinhos ou em combinacdo com outros agentes aqui
descritos.

Os agentes podem incluir agonistas e antagonistas de uma
dada proteina, péptido ou seu dominio. Tal como aqui
utilizado, um “agonista” ¢é qualgquer composto ou agente,
incluindo, sem limitacgdo, pequenas moléculas, proteinas,
péptidos, anticorpos, agentes de ligacdo a &cidos nucleicos,
etc., que se 1liga a um recetor ou 1ligando e produz ou
desencadeia uma resposta, e qgque poderd incluir agentes que
mimetizam ou reforgam a acdo de uma substédncia que existe
naturalmente e que se liga ao recetor ou ligando. Um
“antagonista” € qualquer composto ou agente, incluindo, sem
limitacéao, pequenas moléculas, proteinas, péptidos,
anticorpos, agentes de ligacdo a acidos nucleicos, etc., que
bloqueia ou inibe ou reduz a acédo de um agonista.

As composigbes do invento podem ainda incluir ou ser
administradas (em simultédneo, sequencialmente ou de forma
intermitente) com quaisquer outros agentes ou composic¢cdes ou
protocolos que sdo Uteis para prevenir ou tratar um cancro ou
quaisquer compostos que tratam ou melhoram qualquer sintoma
de um cancro, e particularmente de cancros associados a
expressdo ou Ssobreexpressdo de Brachyury. Além disso, as
composicdes do invento podem ser usadas juntamente com outras
composicdes imunoterapéuticas, incluindo imunoterapia
profildtica e/ou terapéutica. De facto, as composigdes do
invento podem ser usadas para inibir ou reduzir a resisténcia
a quimioterapia ou a resisténcia a radiacdo que poderd surgir
no cancro metastadtico através da inibicdo da expressédo de
Brachyury no cancro (e inibindo assim as influéncias
antiproliferativas) ou as composicdes do invento poderéao
melhorar o desempenho da quimioterapia ou da radioterapia num
individuo. Os agentes, composicdes ou protocolos (por
exemplo, protocolos terapéuticos) adicionais que sado Uteis
para o tratamento do cancro incluem, mas né&o estdo limitados
a, guimioterapia, resseccao cirurgica de um tumor,
radioterapia, transplante de células-tronco alogénicas ou
autdlogas e/ou terapias dirigidas contra o cancro (por
exemplo, farmacos do tipo pequenas moléculas, compostos



EP 2 685 995/PT
57

bioldégicos ou terapias com anticorpos monoclonais que visam
especificamente moléculas envolvidas no crescimento e
progressao tumoral, incluindo, mas nao limitados a,
moduladores seletivos dos recetores de estrogénio (SERM de
selective estrogen receptor modulator), inibidores da
aromatase, inibidores das tirosina-cinases, inibidores das
serina/treonina-cinases, inibidores das desacetilases de
histonas (HDAC), ativadores dos recetores de retinoides,
estimuladores da apoptose, inibidores da angiogénese,

inibidores da poli (ADP-ribose) -polimerase (PARP) ou
imunoestimuladores). Quaisquer destes agentes terapéuticos
e/ou protocolos terapéuticos adicionais poderéao ser

administrados antes, em simultdneo com, alternando com, ou
apds as composicgdes de imunoterapia do invento, ou em
diferentes momentos temporais. Por exemplo, quando
administradas a um individuo em conjuncdo com qguimioterapia
ou uma terapia dirigida, poderd ser desejavel administrar as
composicdes de imunoterapia a base de levedura-Brachyury
durante o “hiato” entre as doses de quimioterapia ou terapia
dirigida, de forma a maximizar a eficdcia das composicdes de
imunoterapia. Com frequéncia, a resseccdo cirurgica de um
tumor poderd preceder a administracdo de uma composicdo de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury, embora possa haver
uma cirurgia adicional ou primdria durante ou apds a
administracdo de uma composicdo de imunoterapia a base de
levedura—-Brachyury.

O idinvento também inclui um conjunto compreendendo
qualguer uma das composicdes agquil descritas ou quaisquer dos
componentes individuais das composicdes aqui descritas. Os
conjuntos poderdo incluir reagentes adicionais e instrugdes
ou indicacdes escritas para utilizar qualquer uma das
composigcbes do 1nvento para prevenir ou tratar um cancro
associado a expressdo ou sobreexpressao de Brachyury.

Métodos para administracdo ou utilizacdo das composicdes

do invento

As composicgdes imunoterapéuticas de levedura-Brachyury
do 1invento sdo concebidas para utilizacdo na prevencdo ou
tratamento de cancros que estdo associados a expressdo ou
sobreexpressao de Brachyury ou sao caracterizados por
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expressdo ou sobreexpressdo de Brachyury, incluindo através
da prevencdo da emergéncia de tais cancros, detendo a
progressao de tais cancros ou eliminando tais cancros. Mais
particularmente, as composicdes imunoterapéuticas de
levedura-Brachyury podem ser usadas para prevenir, inibir ou
atrasar o desenvolvimento de tumores que expressam Brachyury
e/ou prevenir, inibir ou atrasar a migracdo do tumor e/ou a
invasdo por parte do tumor de outros tecidos (metédstases)
e/ou, de um modo geral, prevenir ou inibir a progressdo do
cancro num individuo. As composicdes imunoterapéuticas de
levedura-Brachyury também podem ser usadas para melhorar pelo
menos um sintoma do cancro, por exemplo reduzindo a carga
tumoral no individuo; inibindo o crescimento tumoral no
individuo; aumentando a sobrevivéncia do individuo;
prevenindo, inibindo, invertendo ou atrasando o)
desenvolvimento da migracdo do tumor e/ou da invasdo por
parte do tumor de outros tecidos (cancro metastdtico) e/ou
prevenindo, inibindo, invertendo ou atrasando a progressao do
cancro no individuo. A imunoterapia a base de levedura-
Brachyury também pode ser usada terapeuticamente para inibir,
reduzir ou eliminar a resisténcia a quimioterapia ou a
resisténcia a radiacéo que  poderéa surgir no cancro
metastadtico através da inibicdo da expressdo de Brachyury no
cancro, e as composigbes do invento poderao melhorar o
desempenho da gquimioterapia ou da radioterapia num individuo.

Os cancros que sao relevantes para as composicdes e
métodos do invento consistem em qualgquer cancro que expressa,
ou pode expressar, Brachyury, ou cancros na proximidade de
cancros que expressam ou podem expressar Brachyury, e
incluem, mas ndo estdo limitados a, cancro da mama, intestino
delgado, estbmago, rim, bexiga, utero, ovario, testiculo,
pulmdo, cdélon, péncreas ou prodstata, e incluem cancros
metastdticos e em fase tardia. Além disso, o Brachyury &
expresso em tumores com origem nas células B, como a leucemia
linfocitica crénica (LLC), células B transformadas com o0
virus de Epstein-Barr e linfomas de Burkitt e Hodgkin, assim
como respetivos cancros metastéticos.

Uma concretizacgdo do invento refere-se a um método para
inibir a migracgdo do tumor e/ou reduzir, deter, inverter ou

prevenir a progressao metastatica do cancro num individuo que
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tem um cancro, ou inverter o desenvolvimento de eventos
metastaticos num cancro. Como discutido acima, o Brachyury
promove a transicgdo epitelial-mesengquimal (EMT) em células de
tumores humanos, conferindo as células tumorais um fendtipo
mesenquimal, bem como capacidades migratdérias e invasivas, ao
mesmo tempo gue atenua a progressdao do ciclo celular do
tumor. Por conseguinte, o envolvimento de Brachyury em
processos metastdticos faz dele um alvo ideal para a
prevencdo ou inibic&o dos processos metastaticos, incluindo a
paragem do cancro num estddio pré-metastdtico. A utilizacéo
de uma composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury do
invento pode ser eficaz para prevenir ou tratar um cancro
metastdtico, incluindo deter a progressdo do cancro, perante
a fuga (ou fuga tentada) do cancro a terapia tradicional,
como a quimioterapia e a radiacdo. O método inclui os passos
de administrar ao individuo gque tem um cancro uma composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento como aqui
descrita, que inclui, mas ndo estd limitada a: (a) um veiculo
de levedura e (b) um antigénio do cancro compreendendo pelo
menos um antigénio de Brachyury.

Num aspeto, o Brachyury nédo ¢é detetado no cancro do
individuo no momento em que a composicdo ¢ administrada pela
primeira vez. Em geral, quando o Brachyury ndo é detetado no
cancro do individuo, o individuo poderd ter um cancro em fase
inicial em gque a expressao de Brachyury ainda nao se
manifestou (por exemplo, estadio I ou estadio II) ou em que a
expressdo de Brachyury em todo o caso ainda nédo & detetédvel
(isto é, o Brachyury poderd ou ndo ser expresso num nivel
baixo ou num pegqueno numero de células tumorais, mas ainda
ndo ¢é facilmente detetdvel utilizando métodos de detecéo
convencionais) . Neste aspeto do invento, o desenvolvimento de
células tumorais expressando Brachyury é prevenido, atrasado
ou inibido mediante utilizacdo da composicdo imunoterapéutica
de levedura-Brachyury. Como resultado, a migragdo do tumor
e/ou outros processos metastdticos conducentes a progresséo
metastatica do tumor s&do prevenidos, atrasados ou inibidos
e/ou verifica-se uma paragem geral da progressdo do tumor no
individuo.

Noutro aspeto, a expressdao de Brachyury €& ou pode ser
detetada no cancro do individuo no momento em que a
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composigcédo ¢é administrada pela primeira vez. O individuo
poderad ter um cancro de estadio I, estadio II, estadio III ou
estédio IV neste aspeto do invento. Neste aspeto, a
utilizacdo da composicdo imunoterapéutica de levedura-—
Brachyury reduz, elimina, abranda ou detém o crescimento de
tumores que expressam Brachyury, o que pode resultar em
reducgao da carga  tumoral no individuo, inibicgéao do
crescimento do tumor que expressa Brachyury e/ou maior
sobrevivéncia do individuo. O individuo poderd experimentar
uma paragem, abrandamento ou inversao dos processos
metastdticos, melhorando a sobrevivéncia e a saude do doente
e, além disso, permitindo a utilizacdo de outros protocolos
terapéuticos para tratar o cancro.

De facto, o cancro metastdtico pode estar associado a
uma resisténcia, ou maior resisténcia, a terapias do cancro
como a quimioterapia, a radiacdo ou a terapia dirigida, em
gque o cancro “escapa” a terapia ou ¢é simplesmente menos
afetado pela terapia e progride. Por conseguinte, existe a
necessidade de reduzir ou eliminar a resisténcia a estas
terapias, de modo a melhorar ou reforgar a eficédcia da
terapia e melhorar a saude e a sobrevivéncia do doente.
Assim, uma concretizacdo do invento refere-se a um método
para reduzir ou prevenir a resisténcia a gquimioterapia, a
resisténcia a terapia dirigida ou a resisténcia a radiacéo
num doente com cancro. O método compreende administrar a um
individuo que tem um cancro e estd a receber qguimioterapia
e/ou radioterapia para o) cancro uma composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury como aqui descrita,
que poderd incluir uma composicgdo compreendendo: (a) um
veiculo de levedura e (b) um antigénio do cancro
compreendendo pelo menos um antigénio de Brachyury. Este
método do invento também poderd ser usado para tratar a
resisténcia associada a outros tratamentos terapéuticos para
o cancro, incluindo, mas nao exclusivamente, a terapia
dirigida.

Num aspeto desta concretizacdo, o Brachyury nédo &
detetado no cancro do individuo no momento em que a
composicdo € administrada pela primeira vez. Neste aspeto, a
administracdo de uma composicdo imunoterapéutica de levedura-

Brachyury ©previne ou inibe o comego da resisténcia a



EP 2 685 995/PT
6l

gquimioterapia ou a radioterapia mediante a inibigdo do
desenvolvimento de células tumorais expressando Brachyury no
cancro. Noutro aspeto, a expressdo de Brachyury é detetada no
cancro do individuo no momento em que a composicdo é
administrada pela primeira vez. Neste aspeto, o individuo
poderd ou ndo Jja& estar a experimentar resisténcia a
gquimioterapia ou a radiacdo. Em qualgquer dos casos, a
administracdo da composigcdo imunoterapéutica de levedura-
Brachyury do invento previne ou inibe a resisténcia a
gquimioterapia ou a radioterapia ou melhora a capacidade da
gquimioterapia ou da radioterapia para tratar o individuo,
reduzindo ou eliminando as células tumorais gque expressam
Brachyury no doente.

Outra concretizacdo do invento refere-se a um método
para tratar wum cancro e, em particular, um cancro que
expressa Brachyury. O método inclui administrar a um
individuo gque tem um cancro dque expressa Brachyury uma
composicgédo imunoterapéutica de levedura-Brachyury aqui
descrita, que pode incluir uma composicao compreendendo: (a)
um veiculo de levedura e (b) um antigénio do <cancro
compreendendo pelo menos um antigénio de Brachyury. Num
aspeto, o método reduz a carga tumoral no doente. Num aspeto,
o método aumenta a sobrevivéncia do doente. Num aspeto, o
método inibe o crescimento do tumor no individuo. Num aspeto,
o método previne, detém ou inverte a progressdo metastética
do tumor.

Como se cré que a expressdao de Brachyury é mais
prevalente a medida que um cancro avanga ou progride para
estddios mais elevados (por exemplo, do estddio I para o
estddio II para o estéddio III para o estaddio IV, dependendo
do cancro particular) e esté associado a processos
metastéticos, uma concretizacdo do invento consiste em
fornecer um método para prevenir ou atrasar o comego de um
cancro gque expressa Brachyury, ou deter o cancro num estadio
pré-metastatico ou pré-maligno. Tal método inclui administrar
a um individuo no gqual ndo sédo detetadas células cancerosas
expressando Brachyury uma composicdo imunoterapéutica de
levedura-Brachyury aqui descrita, que pode incluir uma
composicdo compreendendo: (a) um veiculo de levedura e (b) um

antigénio do cancro compreendendo pelo menos um antigénio de
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Brachyury. Num aspeto desta concretizacdo, sabe-se que o0
cancro expressa ou cré-se gue seja suscetivel de expressar
Brachyury nalgum estéddio do cancro, em pelo menos um
subconjunto de individuos com o cancro. Num aspeto desta

o}

concretizacdo, o individuo Jj& tem um cancro, mas néo
detetado Brachyury no cancro no momento em que a composicdo é
administrada pela primeira vez, o0 que significa que o
individuo poderd ter um cancro em fase inicial no qual a
expressao de Brachyury ainda ndo se manifestou ou no qual a
expressdo de Brachyury em todo o caso ainda ndo é detetéavel
(isto é, o Brachyury poderd ou nao ser expresso num nivel
baixo ou num pequeno numero de células tumorais, mas ainda
ndo ¢é facilmente detetédvel utilizando métodos de detecéo
convencionais). Em alguns casos, o tipo de cancro poderd ser
conhecido por ter uma velocidade de progressdo metastatica
elevada. Neste aspeto, a administracao da composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury previne, atrasa ou
inibe o desenvolvimento de c¢élulas tumorais gque expressam
Brachyury no cancro do doente e, por conseguinte, previne,
detém, atrasa ou 1inibe o0s ©processos metastdticos que
acompanham a expressadao de Brachyury. Noutro aspeto, o)
individuo nao tem um cancro quando a composicgao é
administrada. Este individuo poderd ter uma “predisposicido”
ou ser suscetivel de desenvolver um cancro, talvez devido ao
historial familiar ou a um marcador genético, ou porque o
individuo apresentou sinais de células ou lesbes ©pré-
cancerosas ou possul células ou lesdes pré-cancerosas (pré-
malignas) .

Num aspeto, o individuo ¢ adicionalmente tratado com
pelo menos um outro composto terapéutico ou protocolo
terapéutico Util para o tratamento do cancro. Tais agentes e
protocolos terapéuticos foram discutidos em pormenor noutros
locails desta divulgagcao. Por exemplo, em qualquer uma das
concretizacdes referentes a métodos do invento aqui
descritas, num aspeto, gquando o individuo tem um cancro
(independentemente do estado da expressdo detetavel de
Brachyury nas células do tumor), o individuo estd a ser
tratado ou foil tratado com outra terapia para o cancro. Essa
terapia pode incluir qualquer um dos protocolos terapéuticos
aqui descritos ou a utilizacdo de qualquer composto ou agente
terapéutico previamente aqui descrito, incluindo, mas néao
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exclusivamente, a quimioterapia, a radioterapia, a terapia
dirigida, a resseccédo cirurgica de um tumor, a transferéncia
de células-tronco, a terapia com citocinas, a transferéncia
adotiva de células T e/ou a administragdo de uma segunda
composicdo imunoterapéutica. No caso da administracdo de uma
segunda composicdo imunoterapéutica, tais composicdes poderao
incluir, mas nao estao limitadas a, composicdes de
imunoterapia a base de levedura adicionais, composicdes de
imunoterapia a base de virus recombinantes (vetores virais),
terapia com citocinas, terapia imunoestimuladora (incluindo a
quimioterapia com propriedades imunoestimuladoras), vacinas
de ADN e outras composicdes de imunoterapia.

Num aspeto, a segunda composicdo imunoterapéutica inclui
um segundo antigénio do cancro gque nao compreende um
antigénio de Brachyury. Por exemplo, uma segunda composicéo
imunoterapéutica 1Util em combinagcdo com uma composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury ¢é uma composicédo
imunoterapéutica a base de levedura compreendendo outro
antigénio do cancro. Esses antigénios do cancro poderdo
incluir, mas nao estao limitados a, antigénio
carcinoembrionéario (CERD), oncoproteina Ras com mutacgdes
pontuais, MUC-1, EGFR, BCR-Abl, MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE,
GP-100, MUC-2, oncoproteinas pb53 normais e com mutacdes
pontuais, PSMA, tirosinase, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-2,
TAG72, KSA, CA-125, PSA, HER-2/neu/c-erb/B2, hTERT, p73, B-
RAF, APC (adenomatous polyposis coli), Myc, proteina von
Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, recetor de androgénios (AR),
Smad4, MDR1, F1lt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1,
HERV-H, HERV-K, TWIST, mesotelina, NGEP, modificacdes destes
antigénios, wvariantes de splice destes antigénios e epitopos
agonistas destes antigénios, assim como combinagdes destes
antigénios e/ou seus dominios imunogénicos, suas
modificagdes, suas variantes e/ou seus epitopos agonistas.

Tal como aqui utilizado, “tratar” um cancro, ou gqualqguer
sua permutacdo (por exemplo, “tratado em termos de cancro”,
etc.), refere-se geralmente a administrar uma composicao do
invento uma vez o cancro presente (por exemplo, uma vez O
cancro diagnosticado ou detetado num individuo), com pelo
menos um objetivo terapéutico do tratamento (em comparacgao
com a auséncia deste tratamento) incluindo: reducdo da carga
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tumoral, inibicdo do <crescimento do tumor, aumento da
sobrevivéncia do individuo, atraso, inibicdo, paragem ou
prevencdo do comeco ou do desenvolvimento do cancro
metastdtico (por exemplo, atrasando, inibindo, detendo ou
prevenindo o comego do desenvolvimento da migracgdo do tumor
e/ou da invasdo por parte do tumor de tecidos fora do cancro
primdrio e/ou outros processos associados a progressao
metastdtica do cancro), atraso ou paragem da progressdo do
cancro, melhoria das ©respostas 1imunes contra o tumor,
melhoria das respostas imunes de memdéria a longo prazo contra
os antigénios do tumor e/ou melhor saude geral do individuo.
“Prevenir” ou “proteger” contra um cancro, ou qgqualquer sua
permutacéo (por exemplo, “prevencdo do cancro”, etc.),
refere-se geralmente a administrar uma composicao do invento
antes do surgimento de um cancro, ou antes de ocorrer um
estdgio especifico do cancro ou a expressdao de um antigénio
tumoral no cancro (por exemplo, antes de a expressadao de
Brachyury ser detetada no cancro), com pelo menos um objetivo
do tratamento (em comparacdo com a auséncia deste tratamento)
incluindo: prevenir ou atrasar o comego ou O desenvolvimento
de um cancro ou, caso o cancro surja apds o tratamento, pelo
menos reduzir a gravidade do cancro (por exemplo, reduzir o
nivel de crescimento do tumor, deter a progressdo do cancro,
melhorar a resposta imune contra o cancro, inibir os
processos metastaticas) ou melhorar 0s resultados no
individuo (por exemplo, melhorar a sobrevivéncia).

O presente invento i1inclui a entrega (administracao,
imunizacdo) de uma composigdo imunoterapéutica de levedura-
Brachyury do invento a um sujeito ou individuo. O processo de
administragdo pode ser realizado ex vivo ou in vivo, mas é
tipicamente realizado in vivo. A administragdo ex vivo
refere-se a efetuar parte do passo regulador fora do doente,
por exemplo administrar uma composigcdao do presente invento a
uma populacdo de células (células dendriticas) removidas de
um doente, em condig¢des dque permitem que um veiculo de
levedura, antigénio (s) e quaisquer outros agentes ou
composicgdes sejam carregados na célula, e devolver as células
ao doente. A composicédo terapéutica do presente invento pode
ser devolvida a um doente, ou administrada a um doente, por
meio de qualquer modo de administracdo adequado.
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A administracdo de uma composicdo pode ser sistémica,
mucosal e/ou proximal a localizacdo do local-alvo (por
exemplo, préximo de um local de um tumor). As vias de
administracdo adequadas serao evidentes para os peritos na
especialidade, dependendo do tipo de cancro gque se pretende
prevenir ou tratar e/ou da populacdo de células—-alvo ou
tecido-alvo. Os varios métodos de administracéo aceitéaveis

incluem, mas nao estéo limitados a, administracéao
intravenosa, administracdo intraperitoneal, administracao
intramuscular, administracao intranodular, administracao
intracorondria, administracdo intra-arterial (por exemplo,
numa artéria cardtida), administracdo subcuténea, entrega
transdérmica, administracéo intratraqueal, administracao

intra-articular, administracéao intraventricular, inalacao
(por exemplo, aerossol), administracao intracraniana,
intraespinal, intraocular, auricular, intranasal, oral,
pulmonar, impregnacdo de um cateter e 1injecdo direta num

tecido. Num aspeto, as vias de administracdo incluem:
intravenosa, intraperitoneal, subcutéanea, intradérmica,
intranodular, intramuscular, transdérmica, inalacéao,

intranasal, oral, intraocular, intra-articular, intracraniana
e intraespinal. A entrega parentérica pode incluir as vias
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapleural,
intrapulmonar, intravenosa, subcutdnea, cateter auricular e
cateter venoso. A entrega auricular pode incluir gotas para o
ouvido, a entrega intranasal pode incluir gotas para o nariz
ou injecdo 1intranasal e a entrega intraocular pode incluir
gotas oftdlmicas. A entrega via aerossol (inalacdo) também
pode ser efetuada usando métodos convencionais na técnica
(ver, por exemplo, Stribling et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
UsA 189:11277-11281, 1992). Num aspeto, uma composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento é
administrada por via subcuténea. Num aspeto, a composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury é administrada
diretamente num ambiente tumoral.

Em geral, uma dose uUnica adequada de uma composicéao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury ¢ uma dose que é capaz
de fornecer eficazmente um veiculo de levedura e o antigénio
de Brachyury a um dado tipo de células, tecido ou regido do
corpo do doente, numa quantidade eficaz para provocar uma
resposta imune especifica para antigénio contra um ou mais
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antigénios ou epitopos de Brachyury, quando administrada uma
ou mais vezes ao longo de um periodo de tempo adequado. Por
exemplo, numa concretizacdo, uma dose Unica de uma composicgao
de levedura-Brachyury do presente invento é de cerca de 1 x
10° a cerca de 5 x 107 equivalentes de células de levedura
por quilograma de peso corporal do organismo ao qual a
composicdo estd a ser administrada. Num aspeto, uma dose
tnica de um veiculo de levedura do presente invento & de
cerca de 0,1 Y.U. (Yeast Unit - unidade de levedura; qgue sao
1 x 10° células de levedura ou equivalentes de células de
levedura) a cerca de 100 Y.U. (1 x 10° células) por dose
(isto é, por organismo), incluindo qualquer dose intermédia,
em incrementos de 0,1 x 10% células (isto &, 1,1 x 106; 1,2 x
106; 1,3 x 106.). Numa concretizacdo, uma dose adequada
inclui doses entre 1 Y.U. e 40 Y.U. e, num aspeto, entre 10
Y.U. e 40 Y.U. Numa concretizacdo, as doses sao administradas
em diferentes locais no individuo, mas durante o mesmo
periodo posoldgico. Por exemplo, uma dose de 40 Y.U. podera
ser administrada mediante a injecdo de doses de 10 Y.U. em
quatro locais diferentes no individuo durante um periodo
posoldgico. 0O invento inclui a administracdo de uma
quantidade da composicdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 Y.U. ou mais) em 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10 ou mais locais diferentes num individuo
para formar uma dose Unica. Uma Y.U. (unidade de levedura)
sdao 1 x 107 células de levedura ou equivalentes de células de
levedura.

Os “reforcos” de uma composicao terapéutica sao
administrados, por exemplo, quando a resposta imune contra o
antigénio enfraqueceu ou conforme necessario para
proporcionar uma resposta imune ou induzir uma resposta de
memédria contra um antigénio ou antigénios particulares. Os
reforcos podem ser administrados com cerca de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 ou 8 semanas de intervalo, ou mensalmente,
bimensalmente, trimestralmente, anualmente e/ou em
incrementos de alguns ou de varios anos apds a administracédo
original, dependendo do estado do individuo em tratamento e
do objetivo da terapia no momento da administracé&o (por
exemplo, profilatico, tratamento ativo, manutencgédo). Numa
concretizacdo, um regime de administracdo € um regime no qual
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doses da composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury
sdo administradas pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou
mais vezes ao longo de um periodo de tempo de semanas, a
meses, a anos. Numa concretizacdo, as doses sao administradas
semanalmente ou a cada duas semanas para 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 ou mais doses, seguido de doses a cada duas semanas
ou mensalmente consoante necessario para obter o tratamento
preventivo ou terapéutico desejado para o cancro. Podem
depois administrar-se reforg¢os adicionais a intervalos
similares ou mais prolongados (meses oOu anos) COmMO uma
terapia de manutencdo ou de remissao, se desejado.

Num aspeto do invento, um ou mais agentes terapéuticos
ou protocolos terapéuticos adicionais sdo administrados ou
realizados sequencialmente e/ou em simulténeo com a
administracdo da composicdo de imunoterapia a Dbase de
levedura-Brachyury (por exemplo, ressecc¢ao cirurgica do
tumor, administracdo de qguimioterapia, administracdo de
radioterapia, administracdo de outra composicdo ou protocolo
de imunoterapia, terapia com citocinas, transferéncia adotiva
de células T ou transplante de células-tronco). Por exemplo,
uma ou mals terapias podem ser administradas ou realizadas
antes da administracdo da primeira dose da composicao de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury ou apds a
administracdo da primeira dose. Numa concretizagdao, uma ou
mais terapias podem ser administradas ou realizadas de modo
alternado com a administracdo da composicdo de imunoterapia a
base de levedura-Brachyury, por exemplo num protocolo em qgue
a composicgao de levedura-Brachyury é administrada a
intervalos prescritos entre uma ou mais doses consecutivas de
quimioterapia ou outra terapia. Numa concretizacéao, a
composicdo de 1munoterapia a base de levedura-Brachyury é
administrada numa ou mais doses ao longo de um periodo de
tempo antes do inicio das terapias adicionais. Por outras
palavras, a composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury
¢ administrada como uma monoterapia durante um periodo de
tempo e depoils Jjunta-se uma terapia adicional (por exemplo,
quimioterapia), dguer em simultdneo com novas doses da
imunoterapia a base de levedura-Brachyury, gquer de uma forma
alternada com a imunoterapia a base de levedura-Brachyury. Em
alternativa ou adicionalmente, poderd administrar-se outra

terapia durante um periodo de tempo antes do inicio da
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administracdo da composicdo de imunoterapia a Dbase de
levedura-Brachyury, e o0s conceitos poderdo ser combinados
(por exemplo, resseccao cirurgica de um tumor, seguida de
monoterapia com imunoterapia a base de levedura-Brachyury
durante varias semanas, seguida de doses alternadas de
quimioterapia e de imunoterapia a base de levedura-Brachyury
durante semanas ou meses, opcionalmente seguida de
monoterapia usando imunoterapia a base de levedura-Brachyury
ou outra terapia, ou de um novo protocolo de combinacbes de
terapia fornecidas sequencialmente, em simultdneo ou de forma
alternada). O invento contempla varios protocolos para o
tratamento de um cancro utilizando 1imunoterapia a Dbase de
levedura-Brachyury, e estes exemplos devem ser considerados
exemplos ndo limitativos de varios protocolos possiveis.

Num aspeto do invento, além de visar Brachyury, a
imunoterapia a base de levedura visa também antigénios
adicionais distintos de Brachyury. Esses antigénios-alvo
adicionais podem ser incluidos no mesmo veiculo de levedura
que os antigénios de Brachyury, ou podem produzir-se
composicdes de imunoterapia a base de levedura adicionais
visando diferentes antigénios, que sdo depois combinadas
conforme desejado dependendo do individuo a tratar, dos
antigénios expressos pelo tipo de <cancro ou pelo tumor
particular do individuo e/ou dependendo do estdgio do cancro
no individuo, ou do estdgio de tratamento do individuo. Por
exemplo, ¢é possivel selecionar uma combinacdoc de antigénios
que abrangem: (1) antigénios envolvidos em eventos seminais
no desenvolvimento do cancro, como Ras mutada, antigénios
envolvidos ou associados a desregulacao de processos
celulares, como CEA e (3) Brachyury, que estd envolvido em
processos metastaticos. Por exemplo, uma ou mais composicdes
de imunoterapia a base de levedura adicionais poderao
expressar um ou mais antigénios que incluem, mas n&o estéo
limitados a, antigénio carcinocembriondrio (CEA), oncoproteina
Ras com mutacdes pontuais, MUC-1, EGFR, BCR-Abl, MART-1,
MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100, MUC-2, oncoproteinas pb53
normais e com mutacgdes pontuais, PSMA, tirosinase, TRP-1
(gp75), NY-ESO-1, TRP-2, TAGT72, KSA, CA-125, PSA, HER-
2/neu/c-erb/B2, hTERT, p73, B-RAF, APC (adenomatous polyposis
coli), Myc, proteina wvon Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2,
recetor de androgénios (AR), Smad4, MDR1l, F1t-3, BRCA-1,
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BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H, HERV-K, TWIST,
mesotelina, NGEP, modificacbes destes antigénios, variantes
de splice destes antigénios e epitopos agonistas destes
antigénios, assim como combinacdes destes antigénios e/ou
seus dominios imunogénicos, suas modificacgdes, suas variantes
e/ou seus epitopos agonistas. Poderd administrar-se uma,
duas, trés ou mais destas composicbdes de imunoterapia a base
de levedura a um individuo antes de, em simultdneo ou
alternando com, e/ou apdés a administracdo de uma composicéo
de imunoterapia a base de levedura-Brachyury, de modo a
otimizar a abordagem dos antigénios no tumor do individuo.
Tal como acima, podem também usar-se terapias adicionais
nesses protocolos (por exemplo, resseccdo cirtrgica do tumor,
quimioterapia, terapia dirigida, radioterapia, etc.).

Numa concretizacdo do invento, €& disponibilizado um
método para tratar um cancro. O método inclui os passos de:
(a) administrar a um individuo gque tem um cancro no qual néo
foi detetada a expressao de Brachyury uma primeira composicgao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
primeiro antigénio do cancro que ndo compreende um antigénio
de Brachyury e (b) administrar ao individuo, antes, em
simultdneo com, ou apdés a administragdo da primeira
composigédo imunoterapéutica, uma segunda composicéao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
segundo antigénio do cancro compreendendo um antigénio de
Brachyury. Em concretizagdes adicionais, o método pode
incluir a administracéo de uma ou mais composicdes
imunoterapéuticas adicionais, em que cada uma das uma ou mais
composicgdes imunoterapéuticas adicionais compreende um
antigénio do cancro adicional. O antigénio adicional pode ser
qualquer um daqueles conhecidos na técnica ou aqui descritos,
incluindo, mas nao limitado a, Ras mutada, antigénio
carcinoembrionario (CEA) e MUC-1.

Noutra concretizacdo do invento, um método para tratar
um cancro inclui os seguintes passos: (a) administrar a um
individuo gque tem um cancro uma primeira composicao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
antigénio Ras mutado; (b) administrar ao individuo de (a) uma
segunda composicdo imunoterapéutica compreendendo um veiculo

de levedura e um antigénio selecionado entre o grupo gue
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consiste em antigénio carcinoembriondrio (CEA) e mucina-1
(MUC-1); e (c) administrar ao individuo de (a) e (b) uma
terceira composicgdo imunoterapéutica compreendendo um veiculo
de levedura e um antigénio de Brachyury. Um ou mais dos
passos de administracao em (a), (b) e (c) podem ser
realizados em simultdneo ou sequencialmente. Os passos
poderdo ser repetidos conforme necessadrio para tratar o
cancro de um individuo particular, e os antigénios do cancro
podem ser modificados antes ou durante o tratamento para
abordar especificamente o cancro do individuo particular.

No método do presente invento, as composicdes e as
composicbes terapéuticas podem ser administradas a um animal,
incluindo qualgquer vertebrado, e particularmente qualquer
membro da classe de vertebrados Mammalia, incluindo, sem
limitacdo, primatas, roedores, gado e animais domésticos. O
gado inclui mamiferos que sdo consumidos ou gque produzem
produtos Uteis (por exemplo, ovelhas para a producgdo de 14).
Os mamiferos a tratar ou proteger utilizando o invento
incluem humanos, primatas ndo humanos, caes, gatos, ratinhos,
ratos, cabras, ovelhas, gado bovino, cavalos e porcos.

Um “individuo” ¢é um vertebrado, como um mamifero,
incluindo, sem limitagdo, um humano. Os mamiferos incluem,
mas nao estdo limitados a, animais de exploracdo, animais
utilizados em competicdes desportivas, animais de estimacao,
primatas, ratinhos e ratos. 0 termo “individuo” é
intercambidvel com o termo “animal”, “sujeito” ou “doente”.

Técnicas gerais uteis no invento

A pratica do presente invento empregara, salvo indicacéao
em contrario, técnicas convencionais de biologia molecular
(incluindo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia
celular, bioguimica, quimica de dcidos nucleicos e
imunologia, que sdo bem conhecidas ©pelos peritos na
especialidade. Essas técnicas estdoc explicadas em detalhe na
literatura, por exemplo, em Methods of Enzymology, Vol. 194,
Guthrie et al., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1990); Biology and activities of yeasts, Skinner, et al.,

eds., Academic Press (1980); Methods in yeast genetics : a

laboratory course manual, Rose et al., Cold Spring Harbor
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Laboratory Press (1990); The Yeast Saccharomyces: Cell Cycle

and Cell Biology, Pringle et al., eds., Cold Spring Harbor

Laboratory Press (1997) ; The Yeast Saccharomyces: Gene

Expression, Jones et al., eds., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1993); The Yeast Saccharomyces: Genome Dynamics,

Protein Synthesis, and Energetics, Broach et al., eds., Cold

Spring Harbor Laboratory Press (1992); Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, second edition (Sambrook et al., 1989)

e Molecular Cloning: A Laboratory Manual, third edition

(Sambrook and Russel, 2001) (aqui referidos conjuntamente
como "Sambrook"); Current Protocols in Molecular Biology

(F.M. Ausubel et al., eds., 1987, incluindo suplementos até
2001); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al.,
eds., 1994); Harlow and Lane (1988), Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Publications, New York; Harlow and
Lane (1999) Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (agqui

referidos conjuntamente como "Harlow and Lane"), Beaucage et
al. eds., Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, John
Wiley & Sons, Inc., New York, 2000); Casarett and Doull,
Toxicology The Basic Science of Poisons, C. Klaassen, ed.,
oth edition (2001) e Vaccines, S. Plotkin, W. Orenstein & P.
Offit, eds., Fifth Edition (2008).

Defini¢cbes gerais

Um “TARMOGEN®” (GlobeImmune, Inc., Louisville, Colorado)
refere-se de um modo geral a um veiculo de levedura gue
expressa um ou mais antigénios heterdlogos extracelularmente
(a sua superficie), intracelularmente (interna ou
citosolicamente) ou tanto extracelular como
intracelularmente. Os TARMOGEN® foram descritos em geral
(ver, por exemplo, Patente U.S. n.¢ 5,830,463). Determinadas
composicgdes de imunoterapia a base de levedura, e métodos de
preparacdo e utilizacdo em geral das mesmas, também estédo

10

descritos em detalhe, por exemplo, em Patente U.S. n.
5,830,463; Patente U.S. n.e 7,083,787; Patente U.S. n.
7,736,642; Stubbs et al., Nat. Med. 7:625-629 (2001), Lu et
al., Cancer Research 64:5084-5088 (2004) e em Bernstein et
al., Vaccine 2008 Jan 24;26(4):509-21, todos eles aqui
incorporados na integra através de referéncia.

10
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Tal como aqui utilizado, o termo “andlogo” refere-se a
um composto quimico que ¢é estruturalmente similar a outro
composto, mas difere ligeiramente em termos de composicgao
(como na substituicdo de um dtomo por um &tomo de um elemento
diferente ou na presenca de um grupo funcional particular ou
na substituicdo de um grupo funcional por outro grupo
funcional). Assim, um andlogo é um composto que é semelhante
ou compardvel em termos de funcdo e aspeto, mas tem uma
estrutura ou origem diferente em relacdao ao composto de
referéncia.

Os termos “substituido”, “derivado substituido” e
“derivado”, quando utilizados para descrever um composto,
significam que pelo menos um hidrogénio ligado ao composto
ndo substituido estd substituido por um &tomo diferente ou um

grupo gquimico.

Embora um derivado possua uma estrutura fisica
semelhante ao composto parental, o derivado poderd ter
propriedades quimicas e/ou bioldgicas diferentes do composto
parental. Tais propriedades podem incluir, mas nao estao
limitadas a, maior ou menor atividade do composto parental,
nova atividade em comparacdo com o composto parental, maior
ou menor biodisponibilidade, maior ou menor eficédcia, maior
ou menor estabilidade in vitro e/ou in vivo e/ou propriedades
de absorcdo acrescidas ou reduzidas.

Em geral, o termo “biologicamente ativo” indica que um
composto (incluindo wuma proteina ou péptido) possui pelo
menos uma atividade detetdvel gque tem um efeito sobre os
processos metabdlicos, fisioldgicos, gquimicos ou outros de
uma célula, um tecido ou um organismo, conforme medido ou
observado in vivo (isto é, num ambiente fisioldgico natural)
ou in vitro (isto é, em condic¢des laboratoriais).

De acordo com o presente invento, o termo “modular” pode
ser 1intercambiado com “regular” e refere-se em geral a
regulacdo positiva ou regulacdo negativa de uma atividade
particular. Tal como aqui wutilizado, o termo “regular
positivamente” pode ser usado em geral para descrever
qualguer das acgdes de: provocagdo, iniciacdo, acréscimo,
aumento, reforco, melhoramento, realce, amplificacéao,
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promogdo ou fornecimento, em relacdo a uma atividade
particular. De modo idéntico, o termo “regular negativamente’”
pode ser usado em geral para descrever qualquer das acdes de:
diminuicao, reducéao, inibig¢do, melhoramento, abaixamento,
atenuacao, blogqueio ou impedimento, em relagdao a uma
atividade particular.

Numa concretizacdo do presente invento, qualquer uma das
sequéncias de aminocdcidos aqui descritas pode ser produzida
com desde pelo menos um, e até cerca de 20, aminodcidos
heterdlogos adicionais flangueando cada uma das extremidades
C-terminal e/ou N-terminal da sequéncia de aminodcidos
especificada. A proteina ou polipéptido resultante pode ser
referido como “consistindo essencialmente” na sequéncia de
aminodcidos especificada. De acordo com o presente invento,
os aminodcidos heterdlogos sdo uma sequéncia de aminodcidos
que ndo é encontrada naturalmente (isto €, nao é encontrada
na natureza, in vivo) a flanquear a sequéncia de aminodcidos
especificada, ou que ndo estd relacionada com a funcdo da
sequéncia de aminoédcidos especificada, ou gue ndo seria
codificada pelos nucledétidos que flanqueiam a sequéncia de
acido nucleico natural que codifica a sequéncia de
aminocdcidos especificada tal como ela surge no gene, Se esses
nucledétidos na sequéncia natural fossem traduzidos de acordo
com a utilizacdo de coddes padrao para o organismo do qual a
sequéncia de aminodcidos em questdo deriva. De forma
idéntica, a frase “consistindo essencialmente em”, quando
usada em referéncia a uma sequéncia de 4&cido nucleico aqui
indicada, refere-se a uma sequéncia de 4cido nucleico
codificando uma sequéncia de aminodcidos especificada qgue
pode ser flanqueada por desde pelo menos um, e até tantos
como cerca de 60, nucledétidos heterdlogos adicionais em cada
uma das extremidades 5’ e/ou 3’ da sequéncia de 4acido
nucleico que codifica a sequéncia de aminoacidos
especificada. 0Os nucledétidos heterdlogos ndo sdo encontrados
naturalmente (isto ¢é, nado sado encontrados na natureza, 1Iin
vivo) a flanquear a sequéncia de &acido nucleico que codifica
a sequéncia de aminodcidos especificada tal como ela surge no
gene natural, ou ndo codificam uma proteina que confira
qualguer funcado adicional ou gue modifique a funcao da
proteina possuindo a sequéncia de aminoadcidos especificada.
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De acordo com o presente invento, a frase Y“liga-se
seletivamente a” refere-se a capacidade de um anticorpo,
fragmento de ligacdo ao antigénio ou parceiro de ligacdo do
presente invento para se ligar preferencialmente a proteinas
especificadas. Mais especificamente, a frase “liga-se
seletivamente” refere-se a ligacdo especifica de uma proteina
a outra (por exemplo, um anticorpo, seu fragmento ou parceiro
de ligacdo a um antigénio), em que a quantidade de ligacgao,
medida  por qualquer ensaio padréo (por exemplo, um
imunoensaio), € estatistica e significativamente mais elevada
do que o fundo para o ensaio. Por exemplo, ao efetuar um
imunocensaio, o0s controlos normalmente incluem um pocgo/tubo de
reacdo gque contém anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigénio sozinho (isto €, na auséncia de antigénio), em que
a quantidade de reatividade (por exemplo, ligacdo nao
especifica ao pocgo) apesentada pelo anticorpo ou seu
fragmento de ligagdo ao antigénio na auséncia do antigénio é
considerada o fundo. A ligacdo pode ser medida utilizando uma
variedade de métodos convencionais na técnica, incluindo
imunoensaios enzimdticos (por exemplo, ELISA, ensaios de
imunoblot, etc.).

A  referéncia geral a uma proteina ou polipéptido
utilizado no presente invento inclui proteinas completas,
proteinas quase completas (definidas acima), ou qualquer
fragmento, dominio (estrutural, funcional ou imunogénico),
epitopo conformacional, ou homdélogo ou variante de uma dada
proteina. Uma proteina de fusdo também poderd ser referida,
em geral, como uma proteina ou polipéptido. Uma proteina
isolada, de acordo com o presente invento, ¢é uma proteina
(incluindo um polipéptido ou péptido) que foil removida do seu
ambiente natural (isto ¢é, que foi sujeita a manipulacéo
humana) e pode incluir proteinas purificadas, proteinas
parcialmente purificadas, ©proteinas produzidas de forma
recombinante e proteinas ©produzidas sinteticamente, por
exemplo. Assim, Y“isolada” nao reflete a extensdo em dque a
proteina foi purificada. De preferéncia, uma proteina isolada
do presente invento € produzida de forma recombinante. De
acordo com o presente invento, os termos “modificacao” e
“mutacao” podem ser intercambiados, particularmente em
relacdo as modificacdes/mutacdes na sequéncia de aminoadcidos
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de proteinas ou suas porcgdes (ou sequéncias de 4cido
nucleico) aqui descritas.
Tal como aqui utilizado, 0 termo “homdlogo” ou

“variante” é usado para designar uma proteina ou péptido que
difere de uma proteina ou péptido de referéncia (isto é, o
“protétipo” ou proteina de “tipo selvagem”) por pequenas
modificacdes na proteina ou péptido de referéncia, mas qgue
mantém a estrutura bédsica da proteina e das cadeias laterais
da forma gue existe naturalmente. Essas modificac¢des incluem,
mas nao estdo limitadas a: alteragbes numa ou em algumas
cadeias laterais de aminoacidos; alteracdes num ou em alguns
aminocdcidos, incluindo eliminac¢des (por exemplo, uma versao
truncada da proteina ou péptido), insercgdes e/ou
substituicgdes; alteracgdes na estereoquimica de um ou de

alguns atomos; e/ou derivatizacgdes menores, incluindo, mas

ndo limitadas a: metilacao, glicosilacao, fosforilacéao,
acetilacéo, miristoilacéo, prenilacéo, palmitoilacéo,
amidacdo e/ou adicdo de glicosilfosfatidilinositol. Um

homélogo ou variante ©pode ter propriedades melhoradas,
reduzidas ou substancialmente similares em comparacdao com a
proteina ou péptido de referéncia. Um homdélogo ou variante
pode incluir um agonista de uma proteina ou um antagonista de
uma proteina. Os homdélogos ou variantes podem ser produzidos
usando técnicas conhecidas na técnica para a producdo de
proteinas, incluindo, embora nédo limitadas a, modificacdes
diretas na proteina de referéncia isolada, sintese direta da
proteina ou modificacgdes na sequéncia de &cido nucleico que
codifica a proteina, wusando, por exemplo, técnicas de ADN
recombinante ou clédssicas para efetuar a mutagénese aleatédria
ou dirigida, resultando na codificagcdo de uma variante da
proteina. Além disso, poderdo existir variantes naturais de
uma proteina de referéncia (por exemplo, isoformas, variantes
alélicas ou outras variantes naturais que podem existir de
individuo para individuo) que poderao ser isoladas,

produzidas e/ou utilizadas no invento.

Um homélogo ou variante de uma dada proteina poderé
compreender, consistir essencialmente em, ou consistir, numa
sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos
cerca de 45%, ou pelo menos cerca de 50%, ou pelo menos cerca
de 55%, ou pelo menos cerca de 60%, ou pelo menos cerca de
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65%, ou pelo menos cerca de 70%, ou pelo menos cerca de 75%,
ou pelo menos cerca de 80%, ou pelo menos cerca de 85%, ou
pelo menos cerca de 86%, ou pelo menos cerca de 87%, ou pelo
menos cerca de 88%, ou pelo menos cerca de 89%, ou pelo menos
cerca de 90%, ou pelo menos cerca de 91%, ou pelo menos cerca
de 92%, ou pelo menos cerca de 93%, ou pelo menos cerca de
94%, ou pelo menos cerca de 95%, ou pelo menos cerca de 96%,
ou pelo menos cerca de 97%, ou pelo menos cerca de 98%, ou

pelo menos cerca de 99% (ou qualgquer percentagem de
identidade entre 45% e 99%, em incrementos de numeros
inteiros), com a sequéncia de aminocdcidos da proteina de

referéncia (por exemplo, uma sequéncia de aminodcidos aqui
especificada ou a segquéncia de aminocdcidos de uma proteina
especificada). Numa concretizacdo, o homélogo ou variante
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste, numa
sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade inferior a
100%, inferior a cerca de 99%, inferior a cerca de 98%,
inferior a cerca de 97%, inferior a cerca de 96%, inferior a
cerca de 95%, etc., em incrementos de 1%, até uma identidade
inferior a cerca de 70% com a sequéncia de aminodcidos da

proteina de referéncia.

Tal como aqui utilizada, salvo especificacéo em
contradrio, a referéncia a uma percentagem (%) de identidade
refere-se a uma avaliacdo de homologia que é efetuada usando:
(1) uma pesquisa de homologia béasica com a ferramenta de
alinhamento 1local BLAST (de Basic Local Alignment Search
Tool), utilizando Dblastp para pesquisas de aminocdcidos e
blastn para pesquisas de &cidos nucleicos com parametros
predefinidos padrdo, em que a sequéncia de Dbusca (query
sequence) ¢ filtrada relativamente a regides de baixa
complexidade por predefinicdo (como descrito em Altschul,
S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z.,
Miller, W. & Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST:
a new generation of protein database search programs.”
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, aqui incorporado na integra
através de referéncia); (2) um alinhamento BLAST de duas
sequéncias (por exemplo, utilizando os pardmetros descritos
abaixo); (3) e/ou PSI-BLAST (de Position-Specific Iterated
BLAST; BLAST iterativo) com ©0s parédmetros predefinidos
padrao. Salienta-se que devido a algumas diferencas nos
pardmetros padrdo entre BLAST Dbasico e BLAST para duas
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sequéncias, duas sequéncias especificas poderiam ser
reconhecidas como tendo uma homologia significativa usando o
programa BLAST, ao passo que uma pesquisa efetuada em BLAST
bédsico utilizando uma das sequéncias como a sequéncia de
busca poderia ndo identificar a segunda sequéncia nas
correspondéncias principais. Além disso, a ferramenta PSI-
BLAST fornece uma versdo automatizada e facil de usar de uma
pesquisa de “perfis”, que & uma forma sensivel de procurar
homélogos de sequéncia. O programa efetua primeiro uma
pesquisa BLAST com lacunas na base de dados. O programa PSI-
BLAST utiliza a informacéo de quaisquer alinhamentos
significativos devolvidos para construir uma matriz de
pontuacdo especifica da posicdo, que substitui a sequéncia de
busca para o ciclo seguinte de pesquisa na base de dados. Por
conseguinte, deve entender-se que a percentagem de identidade
pode ser determinada utilizando qualquer um destes programas.

Duas sequéncias especificas podem ser alinhadas uma com
a outra utilizando o programa BLAST como descrito em Tatusova
and Madden (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for
comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol
Lett. 174:247-250. Esse alinhamento de sequéncias é efetuado
em blastp ou blastn, utilizando o algoritmo BLAST 2.0 para
efetuar uma pesguisa BLAST com lacunas (Gapped BLAST; BLAST
2.0) entre as duas seqguéncias, que permite a introducdo de
lacunas (eliminacdes e insercg¢des) no alinhamento resultante.
Para efeitos de clareza na divulgacdo, um alinhamento de
sequéncias BLAST para duas sequéncias ¢é efetuado usando os
pardmetros predefinidos padrdoc da seguinte forma:

Para blastn, utilizando a matriz 0 BLOSUMG62:

Bonificacdo por correspondéncia = 1

Penalizacdo por discrepéncia = -2

Penalizacbes por lacuna aberta (5) e lacuna de extensédo (2)
lacuna x queda (50) esperado (10) tamanho de palavra (11)
filtro (on)

Para blastp, utilizando a matriz 0 BLOSUMG62:

Penalizagdes por lacuna aberta (11) e lacuna de extensdo (1)
lacuna x queda (50) esperado (10) tamanho de palavra (3)
filtro (on)
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Uma molécula de &acido nucleico isolada € uma molécula de
dcido nucleico que foi removida do seu ambiente natural (isto
é, que foi sujeita a manipulagdo humana), em gque o seu
ambiente natural € o genoma ou cromossoma onde a molécula de
4dcido nucleico €& encontrada na natureza. Assim, “isolada” nao
reflete necessariamente a extensdo em que a molécula de &acido
nucleico foi purificada, mas indica que a molécula n&o inclui
um genoma inteiro ou um cromossoma inteiro ou um segmento do
genoma contendo mais de um gene, no qual a molécula de &cido
nucleico € encontrada na natureza. Uma molécula de &cido
nucleico isolada pode incluir um gene completo. Uma molécula
de &cido nucleico isoclada gque inclui um gene ndo ¢é um
fragmento de um cromossoma que inclui esse gene; mais
exatamente, ela inclui a regido codificante e as regides
reguladoras associadas ao gene, mas nao inclui quaisquer
genes adicionais que sado encontrados naturalmente no mesmo
cromossoma. Uma molécula de acido nucleico isolada também
poderd incluir partes de um gene. Uma molécula de &cido
nucleico isolada também pode incluir uma sequéncia de &cido
nucleico especificada flanqueada por (isto €, na extremidade
5 e/ou 3’ da sequéncia) &cidos nucleicos adicionais que
normalmente nao flanqueiam a sequéncia de 4&cido nucleico
especificada na natureza (isto &, sequéncias heterdlogas). A
molécula de acido nucleico isolada pode incluir ADN, ARN (por
exemplo, ARNm) ou derivados de ADN ou ARN (por exemplo,
ADNc) . Embora a frase “molécula de 4acido nucleico” se refira
principalmente a molécula de acido nucleico fisica e a frase
“sequéncia de 4&cido nucleico” se refira principalmente a
sequéncia de nucledétidos na molécula de 4&cido nucleico, as
duas frases podem ser usadas de forma indistinta,
especialmente em relacdo a uma molécula de &cido nucleico, ou
uma sequéncia de acido nucleico, ser capaz de codificar uma
proteina ou dominio de uma proteina.

Uma molécula de 4&cido nucleico recombinante ¢é uma
molécula que pode incluir pelo menos uma de qualquer
sequéncia de acido nucleico que codifica qualguer uma ou mais
proteinas aqui descritas, ligada funcionalmente a pelo menos
uma de qualguer sequéncia de controlo da transcrigdo capaz de
regular eficazmente a expressdo da(s) molécula(s) de é&acido
nucleico na célula que serd transfetada. Embora a frase
“molécula de &cido nucleico” se refira principalmente a
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molécula de 4&cido nucleico fisica e a frase “sequéncia de
dcido nucleico” se refira principalmente a sequéncia de
nucledétidos na molécula de 4&cido nucleico, as duas frases
podem ser usadas de forma indistinta, especialmente em
relacdo a uma molécula de &cido nucleico, ou uma sequéncia de
4dcido nucleico, ser capaz de codificar uma proteina. Além
disso, a frase “molécula recombinante” refere-se
principalmente a uma molécula de A4cido nucleico ligada
funcionalmente a uma sequéncia de controlo da transcricéo,
mas pode ser usada de forma indistinta com a frase “molécula
de &4cido nucleico” que é administrada a um animal.

Uma molécula de &cido nucleico recombinante inclui um
vetor recombinante, que é qualquer sequéncia de A4cido
nucleico, tipicamente uma sequéncia heterdloga, que esté
ligado funcionalmente a molécula de &cido nucleico isolada
que codifica uma proteina de fusdo do presente invento, que é
capaz de permitir a producdo recombinante da proteina de
fusdo e que é capaz de entregar a molécula de acido nucleico
numa célula hospedeira de acordo com o presente invento. Esse
vetor pode conter sequéncias de &cido nucleico gque nado séao
encontradas naturalmente em posicdo adjacente as moléculas de
4dcido nucleico isoladas que serdo inseridas no vetor. O vetor
pode ser ARN ou ADN, procaridético ou eucaridtico, e
preferencialmente no presente invento, é um plasmideo util
para transfetar levedura. Podem usar-se vetores recombinantes
na clonagem, sequenciacdo e/ou restante manipulacdo das
moléculas de &cido nucleico e na entrega dessas moléculas
(por exemplo, numa composicdo de ADN ou numa composicdo a
base de wvetor wviral. Os vetores recombinantes s&o wusados
preferencialmente na expressdo de moléculas de acido nucleico
e também podem ser designados por vetores de expressao. Os
vetores recombinantes preferidos s&o capazes de ser expressos
numa célula hospedeira transfetada, como seja uma levedura.

Numa molécula recombinante do presente invento, as
moléculas de &acido nucleico estdo ligadas funcionalmente a
vetores de expressao contendo sequéncias reguladoras, como
sequéncias de controlo da transcricdo, sequéncias de controlo
da traducdo, origens de replicacdo e outras sequéncias
reguladoras que sdo compativeis com a célula hospedeira e que
controlam a expressdo de moléculas de acido nucleico do
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presente invento. Em particular, as moléculas recombinantes
do presente invento incluem moléculas de &acido nucleico que
estdo ligadas funcionalmente a uma ou mais sequéncias de
controlo da expressdao. A frase “ligada funcionalmente”
refere-se a ligar uma molécula de &cido nucleico a uma
sequéncia de controlo da expressdao de uma maneira que permite
que a molécula seja expressa quando € transfetada (isto &,
transformada, transduzida ou transfetada) numa célula

hospedeira.

De acordo com o presente invento, o termo “transfecd&o” &
utilizado para designar qualquer método por meio do qual uma
molécula de 4acido nucleico exdgena (isto é, uma molécula de
4dcido nucleico recombinante) pode ser inserida numa célula. O
termo “transformacdo” pode ser usado de maneira indistinta
com o termo “transfecdo” quando esse termo é utilizado para
designar a introducdo de moléculas de 4acido nucleico em
células microbianas, como algas, bactérias e leveduras. Nos
sistemas microbianos, o termo “transformacgdo” ¢é usado para
descrever uma modificacdo herdada devido a aquisicdo de
4dcidos nucleicos exdgenos pelo microrganismo e é,
essencialmente, sinénimo do termo “transfecado”. Assim, as
técnicas de transfecdo incluem, mas né&o estdao limitadas a,
transformacédo, tratamento quimico das células, bombardeamento
de particulas, eletroporacao, microinjecao, lipofecao,
adsorcao, infecdo e fusdo de protoplastos.

Os resultados experimentais seguintes sao fornecidos a
titulo ilustrativo.

EXEMPLOS

Exeleo 1

O exemplo seguinte descreve a producdo de uma composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury.

Nesta experiéncia, as leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) foram manipuladas para expressar Brachyury humano
sob o controlo do promotor indutivel por cobre CUPI ou do
promotor constitutivo TEF2, produzindo composicgdes de
imunoterapia a Dbase de levedura-Brachyury. Em cada caso,
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produziu-se uma proteina de fusdo compreendendo um antigénio
de Brachyury como um polipéptido uUnico com o0s seguintes
elementos de sequéncia fundidos in-frame da extremidade N-
terminal para a extremidade C-terminal, representada por SEQ
ID NO:8 (1) um péptido N-terminal para conferir resisténcia a
degradacdo proteossdmica e estabilizar a expressao (posigdes
1-6 de SEQ ID NO:8, em qgue a sequéncia do péptido é aqui
também representada por SEQ ID NO:11); (2) os aminodcidos 2-
435 de SEQ ID NO:6, em gue SEQ ID NO:6 representa uma
proteina Brachyury humana quase completa (posicdes 7-440 de
SEQ ID NO:8); e (3) uma marca de hexa-histidina (posicdes
441-446 de SEQ ID NO:8). As sequéncias de aminoacidos usadas
nesta proteina de fusdo podem ser modificadas por meio da
utilizagdo de aminoacidos adicionais ou alternativos a
flanquear qualquer uma das extremidades do antigénio de
Brachyury, se desejado, e porc¢des mais curtas do antigénio de
Brachyury também poderdo ser usadas. Uma sequéncia de acido
nucleico que codifica a proteina de fusdo de SEQ ID NO:8
(otimizada em termos de codbes para a expressao em levedura)
€ aquil representada por SEQ ID NO:7.

Resumidamente, o ADN que codifica uma proteina Brachyury
humana completa, proveniente de um plasmideo Brachyury-PCRII
fornecido pelo National Cancer Institute (Dr. Jeffrey
Schlom), foi amplificado por PCR e, em seguida, inserido nos
sitios de clonagem EcoRI e SpelI depois do promotor CUPI
(vetor pGI-100) ou do promotor TEFZ (vetores plulOll ou pGI-
172), em vetores de expressdo 2 um de levedura. As sequéncias
nucleotidicas que codificam o péptido de estabilizacdo N-
terminal, MADEAP (SEQ ID NO:11), e um péptido de hexa-
histidina C-terminal também foram adicionadas ao vetor
plasmidico para codificar a proteina de fusdo completa
representada por SEQ ID NO:8. Os plasmideos resultantes foram
transformados em DHS5a para armazenamento dos plasmideos e em
Saccharomyces cerevisiae W303x para a producéao das
composicdes imunoterapéuticas de levedura-Brachyury.

A transformacdo em Saccharomyces cerevisiae foi efetuada
por transfegdo com acetato de litio/polietilenoglicol, e os
transfetantes primadrios foram selecionados em placas de meio
minimo sdélido sem uracilo (UDM; meio isento de uridina). As

coldébnias foram selecionadas por crescimento em meio U2 (meio
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isento de wuridina) ou UL2 (meio i1isento de uridina e de
leucina) a 30 °C.

A composigdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury compreendendo um polinucledétido gque codifica a
proteina de fusdo de Brachyury humano representada por SEQ ID
NO:8, sob o <controlo do promotor CUPI1, € aqui também
designada por GI-6301. A composicdo de imunoterapia a base de
levedura-Brachyury compreendendo um polinucledétido que
codifica a proteina de fusdo de Brachyury humano representada
por SEQ ID NO:8, sob o controlo do promotor TEFZ (no vetor
plu0l1l), é agqui também designada por GI-6302. A composicgado de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury compreendendo um
polinucleétido que codifica a proteina de fusdo de Brachyury
humano representada por SEQ ID NO:8, sob o controlo do
promotor TEF2 (no vetor pGI-172), é aqui também designada por
GI-6303.

As culturas liquidas sem uridina (U2) ou sem uridina e
sem leucina (UL2) foram inoculadas utilizando as placas e as
culturas iniciais descritas acima e foram crescidas durante
20 h a 30 ¢C, com agitacdo a 250 rpm. Inocularam-se também os
meios tamponados contendo 4,2 g/l de Bis-Tris (BT-U2; BT-UL2)
para avaliar os compostos imunoterapéuticos de levedura-
Brachyury produzidos em condigdes de fabrico a pH neutro
(resultados né&o apresentados). As culturas primédrias foram
utilizadas para inocular as culturas finais da mesma
formulacéao.

Receita para o meio ligquido U2:

15 g/1 de glucose

6,7 g/l de Yeast Nitrogen Base contendo sulfato de aménio
0,04 g/1 de cada um dos compostos histidina, triptofano,
adenina e 0,06 g/1 de leucina

Receita para o meio liquido UL2:

15 g/1 de glucose

6,7 g/l de Yeast Nitrogen Base contendo sulfato de amdnio
0,04 g/1 de cada um dos compostos histidina, triptofano e
adenina
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Nas experiéncias iniciais de comparacdo das composicdes
imunoterapéuticas de levedura-Brachyury sob o controlo dos
diferentes promotores, a expressdao de levedura-Brachyury
controlada por CUPl1 (expressao indutivel) foi iniciada pela
adicdo de sulfato de cobre 0,5 mM apds a cultura de levedura-
Brachyury ter atingido uma densidade de aproximadamente 0,2
Y.U./ml, tendo prosseguido até a cultura atingir uma
densidade de 0,5-1,5 Y.U. (a levedura-Brachyury duplicou
apenas cerca de 1-1,5x apdés a adigdo do sulfato de cobre, mas
as células produziram uma grande quantidade de proteina
Brachyury). A expressdo de levedura-Brachyury controlada por
TEF2 €& constitutiva, e o crescimento destas células continuou
até as culturas atingirem uma densidade de entre 1,1 e 4,0
Y.U./ml. As células de cada cultura foram depois colhidas,
lavadas e mortas termicamente a 56 °C durante 1 hora em PBS.
As células vivas de cada cultura também foram processadas
para comparacgao.

Apbés a morte térmica das culturas, as células foram
lavadas trés vezes em PBS. A expressao de proteina total foi
medida por meio de um ensaio de precipitagdo com TCA/ligacéo
a nitrocelulose e transferéncia de Western usando um
anticorpo monoclonal anti-marca de histidina e um anticorpo
anti-Brachyury (Abcam, Cambridge, Massachussets). O teor de
proteina foi quantificado wutilizando métodos de imagem
digitais semiquantitativos.

Os resultados das experiéncias de expressdo i1niciais
(resultados nao apresentados) demonstraram que cada uma das
composigdes de imunoterapia de levedura-Brachyury do invento
expressou a proteina de fusdo de Brachyury, isto €&, usando
quer o promotor CUPI1 quer o promotor TEFZ2, e a expressao foi
detetada utilizando qualquer um dos meios (U2 e UL2). Além
disso, a expressdo do antigénio foi detetédvel tanto nas
células de levedura mortas termicamente como nas células
vivas (resultados nao apresentados). A expressao de Brachyury
foi significativamente superior na composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury compreendendo o)
promotor CUPI (GI-6301), pelo que esta composicao foi
selecionada para estudos adicionais, incluindo de otimizacgéao
da expressdao e para experiéncias in vitro e in vivo (ver o0s
Exemplos abaixo).
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A Fig. 1A ilustra a expressadao de Brachyury em GI-6301
utilizando ambos o0s meios U2 e UL2, usando o anticorpo anti-
Brachyury para a detecgcdo. A levedura de controlo expressando
um antigénio distinto de Brachyury ndo corou com o anticorpo.
A Fig. 1B mostra a expressao de Brachyury nas mesmas
preparacdes de GI-6301, utilizando o anticorpo anti-His para
identificar a marca de hexa-histidina na proteina de fusé&o de
Brachyury. A levedura de controlo expressando um antigénio
distinto de Brachyury mas possuindo uma marca de hexa-
histidina também estéa representada. Estes resultados
mostraram uma boa expressao de Brachyury usando qualgquer um
dos meios, embora a expressao no meio UL2 tenha sido
significativamente superior.

Exemplo 2

O exemplo seguinte descreve a identificagcdo de condigdes
para a expressdo do antigénio e a producdo da composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury, GI-6301.

Para determinar a densidade ¢étima para a inducdo pelo
cobre da expressdo do antigénio em GI-6301, prepararam-se
culturas i1niciais e intermédias de GI-6301 wutilizando as
condicbes padrdo de crescimento em meio ULZ2 descritas no
Exemplo 1 acima. Em seguida, diluiram-se aliquotas da cultura
para 0,5 Y.U./ml, 1,0 Y.U./ml e 1,5 Y.U./ml e incubou-se a 30
°C durante 1 hora. Adicionou-se CuSO4 0,5 mM as culturas para
induzir a expressdo de Brachyury e prosseguiu-se a cultura.
As células foram colhidas e contadas as 6 horas e as 14 horas
para medicdo da densidade celular. Efetuou-se a lise de 20
Y.U. de leveduras mortas termicamente de cada condicao,
mediu-se a proteina total e produziram-se transferéncias de
Western utilizando o anticorpo anti-His.

Tabela 1

Tempo de indugéo

0 horas 6 horas 14 horas
Densidade celular 0,5 1,03 0,96
(Y.U./ml)
1,0 1,88 1,74
1,5 3,14 2,7
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Como ilustrado na Tabela 1, a levedura duplicou apenas
cerca de 1 vez apds a inducdo por cobre (outras experiéncias
mostraram uma duplicacdo até 1,5x), e a densidade e a
viabilidade celulares (ndo apresentadas) diminuiram apds 6
horas de inducdéo por cobre. A Fig. 2 mostra que as trés
densidades de inducdo deram todas origem a uma expressao
significativa de Brachyury, com uma tendéncia no sentido de
maior expressdo de Brachyury as densidades de inducdo mais
elevadas. Contudo, experiéncias adicionais utilizando
densidades de inicio da inducdo de 2,1 Y.U./ml e 2,8 Y.U./ml
e CuS0Os4 375 UM revelaram gque a expressaoc da proteina comecou
a diminuir a medida gue a densidade das culturas no inicio da
indug¢do por cobre aumentou e nado melhorou de forma
significativa apds <cerca de 6-8 horas (resultados nao
apresentados) .

Em seguida, investigou-se o efeito da quantidade de
CuS0Os na expressadao de Brachyury. GI-6301 foi crescida a
partir de culturas iniciais e intermédias em meio UL2 como
descrito no Exemplo 1. Em segquida, diluiram-se aliquotas da
cultura para 1,0 Y.U./ml e incubou-se a 30 °C durante 1 hora.
Adicionou-se CuSOs a cada cultura numa concentragdo de 375 uM
ou de 500 pM e permitiu-se que a indugdo da expressdo da
proteina prosseguisse para varios pontos temporais (2 horas,
4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas), altura em dgque as
células foram colhidas, mortas termicamente e processadas
para avaliacéo da expressao de proteina, utilizando
transferéncias de Western com anticorpo anti-His como
descrito acima. Embora ambas as concentragdes de CuSOs4 tenham
resultado em boa expressao de Brachyury, a expressadao da
proteina usando 375 pM aparentou ser ligeiramente melhor,
particularmente em pontos temporais tardios (resultados nao
apresentados) .

Por conseguinte, para a composicdo de levedura-Brachyury
controlada por CUP1 (expressdo indutivel), os inventores
constataram que a inducdo da expressao do antigénio a meio da
fase exponencial de crescimento da levedura foi 6tima para a
produgdo do antigénio. Para a produgdo da composigédo
imunoterapéutica de levedura-Brachyury (GI-6301) usada nos
Exemplos seguintes, as células foram crescidas em meio UL2
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como descrito no Exemplo 1 para densidades entre 1 e 2
Y.U./ml e foram depois induzidas pela adicdo de sulfato de
cobre 0,375-0,5 mM durante até 6-8 horas a 30 °C, 250 rpm. As
células foram colhidas, lavadas e mortas termicamente a 56
durante 1 h em PBS.

(o]
@]

Exemplo 3

0O exemplo seguinte descreve a construgcao e producao de
uma composicao imunoterapéutica de levedura-Brachyury
adicional, em que o antigénio de Brachyury contém um epitopo
agonista de células T.

Nesta experiéncia, as leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) foram manipuladas para expressar um antigénio de
Brachyury humano que é uma proteina Brachyury quase completa
compreendendo o epitopo de células T WLLPGTSTV (SEQ 1ID
NO:13), que ¢é um epitopo agonista. O epitopo nativo de
células T de Brachyury, presente em SEQ ID NO:6 ou 8, por
exemplo, é WLLPGTSTL (SEQ ID NO:12). O antigénio agonista de
Brachyury humano foil expresso sob o controlo do promotor
indutivel por cobre CUPI1, produzindo uma composicao de
imunoterapia de levedura-Brachyury. Mais particularmente,
produziu-se uma proteina de fusdo compreendendo um antigénio
agonista de Brachyury (isto ¢é, um antigénio de Brachyury
contendo pelo menos um epitopo agonista) como um polipéptido
tnico com os seguintes elementos de sequéncia fundidos in-—
frame da extremidade N-terminal para a extremidade C-
terminal, representada por SEQ ID NO:20 (1) um péptido N-
terminal para conferir resisténcia a degradacdo proteossdmica
e estabilizar a expressao (posicdes 1-6 de SEQ ID NO:20, em
que a sequéncia do péptido é aqui também representada por SEQ
ID NO:11); (2) 0s aminodcidos 2-435 de SEQ ID NO:18
(representados pelas posigdes 7-440 de SEQ ID NO:20; SEQ 1ID
NO:18 representa uma proteina agonista Brachyury humana
completa possuindo uma Unica substituicdo de aminodcido na
posicdo 254 em comparagdo com a proteina Brachyury de tipo
selvagem); e (3) uma marca de hexa-histidina (posigdes 441-
446 de SEQ ID NO:20). O epitopo agonista (SEQ ID NO:13) esté
localizado nas posicgbes 251 a 259 de SEQ ID NO:20 (posicgles
246 a 254 de SEQ ID NO:18). As sequéncias de aminoacidos
usadas nesta proteina de fusdo podem ser modificadas por meio
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da wutilizacdo de aminocdcidos adicionais ou alternativos a
flanquear qualquer uma das extremidades do antigénio de
Brachyury, se desejado, e porc¢des mails curtas do antigénio de
Brachyury também poderdo ser usadas. Uma sequéncia de acido
nucleico que codifica a proteina de fusdo de SEQ ID NO:20
(otimizada em termos de coddes para a expressao em levedura)
é aquil representada por SEQ ID NO:19.

Resumidamente, o ADN que codifica a proteina Brachyury
humana quase completa como descrita no Exemplo 1 (isto ¢€,
Brachyury completo menos a metionina N-terminal), modificado
por mutagénese dirigida para introduzir uma substituigdo da
leucina por uma valina na posicdo 254 relativamente a
proteina Brachyury completa, foi amplificado por PCR e, em
seguida, inserido nos sitios de clonagem EcoRI e Spel depois
do promotor CUPI (vetor pGI-100), em vetores de expressao 2
um de levedura. As sequéncias nucleotidicas que codificam o
péptido de estabilizacdo N-terminal, MADEAP (SEQ ID NO:11), e
um  péptido de hexa-histidina C-terminal também foram
adicionadas ao vetor plasmidico para codificar a proteina de
fusdo completa representada por SEQ ID NO:20. Os plasmideos
resultantes foram transformados em DHba para armazenamento
dos plasmideos e em Saccharomyces cerevisiae W303c para a
producdo das composic¢des imunoterapéuticas de levedura-—
Brachyury.

A transformacdo em Saccharomyces cerevisiae fol efetuada
por transfegdo com acetato de litio/polietilenoglicol, e os
transfetantes primdrios foram selecionados em placas de meio
minimo sé6lido sem uracilo (UDM; meio isento de uridina). As
colbénias foram selecionadas por crescimento em meio UL2 (meio

isento de uridina e de leucina) a 30 °C.

A composicdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury compreendendo um polinucledétido gque codifica a
proteina de fusdo agonista de Brachyury humano representada
por SEQ ID NO:20, sob o controlo do promotor CUPI, € aqui
também designada por GI-6305.

As células de GI-6305 foram crescidas em meio UL2 como
descrito no Exemplo 1 para densidades entre 1 e 2 Y.U./ml e
depois foram induzidas pela adicdo de sulfato de cobre 0,375-
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0,5 mM durante até 6-8 horas a 30 ¢C, 250 rpm, utilizando as
condigdes desenvolvidas pelos inventores para GI-6301 como
descrito no Exemplo 2. As células foram colhidas, lavadas e
mortas termicamente a 56 2eC durante 1 h em PBS.

Apds a morte térmica das culturas, as células foram
lavadas trés vezes em PBS. A expressdo de proteina total foi
medida por meio de um ensaio de precipitagdo com TCA/ligacéo
a nitrocelulose e transferéncia de Western usando um
anticorpo monoclonal anti-marca de histidina e um anticorpo
anti-Brachyury (Abcam, Cambridge, Massachussets). 0O teor de
proteina foi quantificado wutilizando métodos de imagem
digitais semiquantitativos.

A Fig. 1C ilustra a expressdo robusta do antigénio
agonista de Brachyury em GI-6305, utilizando o anticorpo
anti-His para 1identificar a marca de hexa-histidina na
proteina de fusdo de Brachyury. O teor aproximado de
antigénio para GI-6305 crescida em meio UL2 nesta experiéncia
foi >22 615 ng/Y.U.

Exeleo 4

0O exemplo seguinte demonstra a expansdo de células T
especificas para Brachyury, utilizando uma composicao

imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento.

Para determinar se as células T de dadores normais eram
capazes de gerar células T especificas para o antigénio de
Brachyury, prepararam-se células dendriticas (DC de Dendritic
Cell) a partir de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC de Peripheral Blood Mononuclear Cells) de dois dadores
normais. Resumidamente, as PBMC isoladas foram cultivadas
durante 5 dias na ©presenca de GM-CSF e 1IL-4 e foram
subsequentemente incubadas com levedura de controlo (também
designada por “YVEC”, que ¢é uma levedura Saccharomyces
cerevisiae transformada com um vetor vazio, ou um vetor que
ndo contém uma insercdo que codifica um antigénio) ou com
levedura-Brachyury (GI-6301, descrita nos Exemplos 1 e 2
acima), wutilizando uma relacgdo levedura:DC = 1:1. Apds 48
horas de co-cultura, as DC foram wutilizadas como APC (de
Antigen Presenting Cell; célula apresentadora de antigénio)
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para a estimulacdo de células T autdlogas. Cada ciclo de
estimulacéao, designado por IVS (estimulacédo 1in vitro),
consistiu em 3 dias de cultura na auséncia de IL-2, seguidos
de 4 dias adicionais na presenca de IL-2 recombinante (20
U/ml). No final do IVS 2, as células T foram coradas com um
tetrédmero de controlo ou um tetrdmero especifico para o
péptido Tp2 de Brachyury (WLLPGTSTL, posicbes 246 a 254 de
SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:6). A Tabela 2 mostra a percentagem

de células T CD8" que foram coradas positivamente com cada
tetrémero.

Tabela 2

“Tetramero  Tetramero

Levedura‘dé‘ébntrolo
Levedura-Brachyury
17663 Levedura de controlo

Levedura—-Brachyury

. e

Numa segunda experiéncia, as células dendriticas (DC)
foram preparadas a partir de PBMC de nove dadores normais,
utilizando uma cultura de 5 dias na presenca de GM-CSF e IL4,
e subsequentemente incubadas com levedura-Brachyury (GI-6301)
numa relacgdo levedura:DC = 1:1, como descrito acima. Apds 48
horas em co-cultura, as DC foram utilizadas como APC para a
estimulacdo de células T autdlogas. Cada ciclo de 1IVS foi
efetuado da forma descrita acima. No final do IVS 2, as
células T foram coradas com um tetrémero de controlo ou um
tetrdmero especifico para o péptido Tp2 de Brachyury. A
Tabela 3 apresenta a percentagem de células T CD8" que foram
coradas positivamente com cada tetramero.
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Tabela 3
Levedura—-Brachyury
17663 Levedura-Brachyury 0,05
32249 Levedura-Brachyury 0,01
29004 Levedura-Brachyury 0,02
19063 Levedura-Brachyury 0,10
06852 Levedura-Brachyury 0,05
26532 Levedura-Brachyury 0,07
12172 Levedura-Brachyury 0,01
26725 Levedura-Brachyury 0,01

Os resultados nas Tabelas 2 e 3 mostram qgque a
estimulacdo de células T de dadores normais com um composto
imunoterapéutico de levedura-Brachyury do invento aumenta a
percentagem de células T CD8' positivas para o tetrdmero numa
maioria dos dadores normais, comparativamente aos controlos,
indicando que as células T humanas normais tém a capacidade
de reconhecer o Brachyury como um imunogénio.

Exemplo 5

0O exemplo seguinte demonstra a capacidade de uma
composigdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury para gerar
células Tc especificas para Brachyury que lisam alvos
expressando Brachyury, a partir de PBMC de dadores normais.

Nesta experiéncia, as células T especificas ©para
Brachyury de trés dos dadores normais da Tabela 2 acima foram
expandidas in vitro, utilizando DC incubadas com levedura-
Brachyury (GI-6301) durante 2 ciclos de IVS (como descrito no
Exemplo 4). Efetuou-se um terceiro IVS com DC maturadas na
presenca de CD40L e pulsadas com o péptido Tp2 especifico de
Brachyury (WLLPGTSTL, posicbes 246 a 254 de SEQ ID NO:2 ou
SEQ ID NO:6). No dia 5, as células T CD8' foram isoladas e
usadas num ensaio de células T citotdxicas contra alvos
constituidos por células tumorais SW480 (HLA-A2%/nivel
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elevado de Brachyury) e MCF7 (HLA-A2%/nivel reduzido de
Brachyury), as relacbes efetor:alvo (EA) indicadas, realizado
durante a noite (ver Figura 3). A Tabela 4 ilustra a
percentagem de células T CD8' que coraram positivamente com
um tetrdmero de controlo versus um tetrémero para Tp2
especifico de Brachyury.

Tabela 4

Levedura-
Brachyury/Tp2
17663 Levedura-
Brachyury/Tp2
26532 Levedura-—

Brachyury/Tp2

As Figs. 3A (dador 07706), 3B (dador 17663) e 3C (dador
26532) mostram que as PBMC de dois dos trés dadores normais
foram capazes de gerar células Tc CD8'" gque conseguiram matar
alvos expressando Brachyury. Em conjunto, estes resultados
demonstram que as composicdes imunoterapéuticas de levedura-
Brachyury conseguem produzir células Tc especificas para
Brachyury que sdo capazes de matar uma célula tumoral
expressando Brachyury.

De forma a mostrar que a imunoterapia a base de
levedura-Brachyury consegue 1induzir células Tc especificas
para Brachyury na auséncia de pulsos com um péptido
especifico (isto é, gerando células Tc contra potencialmente
miltiplos epitopos de células Tc diferentes), realizaram-se
experiéncias adicionais usando células T de dadores normais
expandidas in vitro com recurso apenas a composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury, GI-6301 (isto &, sem
pulso com péptido). Resumidamente, as células T especificas
para Brachyury obtidas das PBMC de um dador normal (dador
19063) foram expandidas in vitro, utilizando DC incubadas com
GI-6301 durante 2 ciclos de IVS (como descrito no Exemplo 4).
No dia 5, as células T CD8" foram isoladas e usadas num
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ensaio de células T citotdxicas contra células tumorais SW480
(HLA-A2*/nivel elevado de Brachyury) e H226 (HLA-A2 /nivel
elevado de Brachyury), numa relacdo efetor:alvo (EA) de 15:1,
realizado durante a noite. A Fig. 4A ilustra a percentagem de
lise especifica das células tumorais SW480 e H226. A Fig. 4B
apresenta a expressao do ARNm de Brachyury em relacao ao de
GAPDH nas células tumorais SW480 e H226, determinada por RT-
PCR em tempo real. Estas experiéncias demonstram
adicionalmente que a composicdo imunoterapéutica de levedura-
Brachyury consegue gerar células Tc especificas para
Brachyury qgue sédo capazes de matar uma célula tumoral
expressando Brachyury.

Exemplo 6

0O exemplo seguinte demonstra gque uma composicdao de
levedura-Brachyury do 1invento pode expandir as células T
especificas para Brachyury de doentes com cancro.

Nesta experiéncia, as DC foram preparadas a partir das
PBMC de duas doentes com cancro da mama, pds-vacinacdo com
vacinas a base de vetores virais compreendendo os antigénios
CEA e MUC-1. As DC foram preparadas por cultura durante 5
dias na presenca de GM-CSF e IL-4 como descrito no Exemplo 4,
seguida de incubacdo na presenca de levedura-Brachyury (GI-
6301) utilizando uma relacdo levedura:DC = 1:1 Apds 48 horas
de co-cultura, as DC foram wutilizadas como APC para a
estimulacdo de «células T autdlogas. Cada ciclo de 1IVS
consistiu em 3 dias na auséncia de IL-2, seguidos de 4 dias
adicionais na presenca de 20 U/ml de IL-2 recombinante. A
Tabela 5 mostra a percentagem de células T CD8" (IVSl) qgue
foram coradas positivamente com um tetrémero de controlo ou
um tetrdmero especifico para o péptido Tp2 de Brachyury.

Tabela 5

Dt 01 Mama

Levedura—Brachyuryv

Dt 10 Mama Levedura-Brachyury
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Os resultados na Tabela 5 demonstram que a estimulacéo
de células T de dadores com cancro da mama com uma composicéo
imunoterapéutica de levedura-Brachyury do invento aumenta a
percentagem de células T CD8" positivas para o tetrémero numa
maioria dos dadores, comparativamente aos controlos,
indicando que as células T de dadores com um cancro em curso
tém a capacidade de reconhecer o Brachyury como um
imunogénio.

Exemplo 7

O exemplo seguinte demonstra a geracdao de respostas de
células T CD4" especificas para Brachyury in vivo, utilizando
imunoterapia a base de levedura-Brachyury.

Nesta experiéncia, ratinhos C57BL/6 foram vacinados
semanalmente num total de 4 vezes com 4 YU de levedura-
hBrachyury (GI-6301), administrada em quatro sitios de
injecdo separados numa quantidade de 1 YU por sitio. Duas
semanas apdés o reforgo final, os ratinhos foram sacrificados,
e as células T CD4*" foram purificadas e analisadas gquanto a
proliferacdo na presenga de varias concentragdes de proteina
Brachyury purificada (obtida de células de inseto). Como

controlo, utilizou-se P-Gal numa concentracdo de 40 ug/ml.

Os resultados ilustrando a proliferacdo de células T
CD4* isoladas dos bagos de animais vacinados com levedura de
controlo (YVEC, ver Exemplo 4) e levedura-hBrachyury (GI-
6301) estdo apresentados na Fig. 5. A Fig. 5 mostra que a
imunizacdo com levedura-Brachyury (GI-6301) produz células T
CD4* especificas para Brachyury.

Exemplo 8

0O exemplo seguinte demonstra que a imunizacdo com uma
composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury reduz o0s
tumores que expressam Brachyury in vivo.

Nesta experiéncia, ratinhos C57BL/6 receberam 1 x
106 células MC38-phBrachyury (células tumorais MC38
expressando um Brachyury humano recombinante) via a veia da
cauda (dia 0). Quatro dias apds a implantacdo do tumor, oS
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animais comegaram a receber vacinag¢gdes semanais com levedura
de controlo (YVEC, ver Exemplo 4) ou levedura-hBrachyury (GI-

6301), administradas numa dose de 1 YU por sitio em guatro
sitios diferentes (total de 4 YU por dose). No dia 40 apds a
implantagcdo do tumor, os animais foram sacrificados e
avaliou-se o numero de ndédulos tumorais no pulmdo. Os

resultados de duas experiéncias combinadas estdo apresentados
na Fig. 6. A Tabela 6 mostra o numero médio de tumores no

pulmdo (x EPM) e o numero (e percentagem) de animais

portadores 25 ndédulos no pulméo.

Tabela 6

Levedura de controlo

(YVEC)

Levedura-Brachyury 1,9+ 0,5  2/15 (13,3%)

(GI-6301)

Os resultados na Fig. 6 e na Tabela 6 demonstram gue a
administracdo de uma composicdo imunoterapéutica de levedura-
Brachyury do invento é capaz de reduzir os tumores qgue
expressam Brachyury em ratinhos, em comparacdo com ratinhos

que recebem a levedura sozinha (sem antigénio de Brachyury).

Exemplo 9

0O exemplo seguinte demonstra a geracao de respostas de
células T CD4* especificas para Brachyury in vitro,
utilizando imunoterapia a base de levedura-Brachyury em
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) humano
obtidas de dadores saudéveis.

Nas experiéncias seguintes, uma proteina Brachyury
humana completa foi expressa em células de 1inseto via
expressdo em baculovirus e subsequentemente purificada.

As células dendriticas (DC) foram preparadas a partir de
PBMC de dadores saudaveis por cultura durante 5 dias com GM-
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CSF e IL-4 e subsequentemente tratadas in vitro com levedura
de controlo (YVEC, ver Exemplo 4) ou levedura-Brachyury (GI-
6301, ver Exemplos 1 e 2) (relacdo levedura:DC = 1:1). Apds
48 horas, as DC foram colhidas, irradiadas (30 Gy) e
utilizadas para estimulacdo de PBMC autdlogas, utilizando uma
relacdo DC:PBMC = 1:10. No dia 3, adicionou-se IL-2 (10 U/ml)
as culturas. No dia 7, as células T estimuladas foram
colhidas e subsequentemente testadas quanto a producao de

IFN-Y em resposta a PBMC autdlogas irradiadas (relacao

células T:PBMC = 1:3) sozinhas ou na presenca de 10 Hg/ml de
proteina Brachyury purificada ou proteina albumina sérica
humana de controlo. Apds 96 horas de estimulacdo, recolheram-
se os sobrenadantes e avaliaram-se quanto aos niveis de IFN-Y
por ensaio ELISA. Avaliou-se um total de 9 dadores saudaveis,
com 3/9 dadores mostrando respostas de células T CD4"
especificas para Brachyury apds a estimulacdo in vitro com DC
tratadas com levedura-Brachyury. Os resultados para 3 casos
positivos estdo apresentados na Tabela 7 (os valores indicam
os niveis de IFN-Y em resposta a proteina Brachyury, apds
subtracdo do fundo referente a estimulacdo com a proteina
albumina sérica humana de controlo; para o dador 3,
efetuaram-se dois ciclos de estimulacdao antes de avaliar a
resposta a proteina Brachyury).

Tabela 7
ID do Estimulacgéo AIFN-y
dador de DC (pg/ml)
1 Levedura de controlo 1500, 00

tevedurs-Brachybry  2950,0
:LéQédﬁfa'dézbbﬁfféio?:. .:‘ié;4z‘
s e
"3 Levedura de controlo 17,4

. e

Avaliaram-se seis dadores saudaveis adicionais quanto a
respostas de células T CD4* a proteina Brachyury apds
estimulacdo in vitro com DC tratadas com levedura-Brachyury

(GI-6301), wvia coloragdo da citocina IFN-Y intracelular em
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células CD4*. As células dendriticas foram preparadas a
partir de PBMC de dadores saudaveils por cultura durante 5
dias com GM-CSF e IL-4 e subsequentemente tratadas in vitro
com levedura de controlo (YVEC) ou levedura-Brachyury (GI-
6301) (relacdo levedura:DC = 1:1). Apds 48 horas, as DC foram
colhidas, irradiadas (30 Gy) e utilizadas para estimulacdo de
PBMC autdlogas, utilizando uma relagdo DC:PBMC = 1:10. No dia
3, adicionou-se IL-2 (10 U/ml) as culturas. No dia 7, as
células T estimuladas foram colhidas e subsequentemente

testadas quanto a produgao de IFN-Y em resposta a PBMC
autdlogas (relacadao células T:PBMC = 1:3) sozinhas ou na

presenca de 10 Mg/ml de proteina Brachyury purificada ou
proteina albumina sérica humana de controlo. Apds 2 horas de
estimulacao, adicionou-se o inibidor do transporte de
proteinas BD GOLGISTOP™ (BD Biosciences) as culturas. Apds 4
horas de estimulacéo, as células foram colhidas,
permeabilizadas e coradas quanto a CD4 e IFN-Y utilizando
anticorpos anti-CD4 PerCP-Cy5.5 e anti-IFN-y FITC (BD
Biosciences). Avaliou-se um total de 6 dadores saudaveis, com
2/6 dadores mostrando respostas de células T CD4* especificas
para Brachyury apds a estimulagdo in vitro com DC tratadas
com levedura-Brachyury. Os resultados para oS casos positivos
estdo apresentados na Tabela 8 (os wvalores 1indicam a
percentagem de células T gque foram simultaneamente positivas
para CD4 e IFN-Y intracelular em resposta a albumina sérica
humana (HSA de Human Serum Albumin) de controlo ou proteina
Brachyury, apds subtracgdo do fundo referente a estimulacgéo
com PBMC sozinhas).

Tabela 8

_ Numezo de

estimulacbes in vitro

— -
5 2
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Exemplo 10

0O exemplo seguinte demonstra que uma composicdo de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury expressando um
antigénio agonista de Brachyury gera células T especificas
para Brachyury de um doente com cancro da prdéstata.

Para gerar uma linha de células T especificas para
Brachyury, expuseram-se células dendriticas (DC) autdlogas
imaturas a composicdo de imunoterapia a base de levedura-
Brachyury conhecida como GI-6305 (ver Exemplo 3), numa
relacao DC:GI-6305 = 1:1, durante 48 horas, e
subsequentemente usaram-se como células apresentadoras de
antigénio (APC) para estimular <células autdélogas nao
aderentes, numa relacao efetor:APC de 10:1. As culturas foram
incubadas durante 3 dias a 37 °C, numa atmosfera humidificada
contendo 5% COz, e depois suplementadas com IL-2 humana
recombinante, numa concentracdo de 20 U/ml, durante 7 dias
adicionais. A cultura com 10 dias constituiu um ciclo de
estimulacgdo in vitro (IVS). As células T foram reestimuladas
no dia 11 com DC autdlogas expostas a GI-6305 como descrito
acima, para iniciar o ciclo IVS seguinte. As DC autdlogas
expostas a GI-6305 foram usadas como APC para trés ciclos
IVS. Apds o terceiro IVS, utilizaram-se células B autdlogas
transformadas com EBV irradiadas (23000 rad), pulsadas com um
péptido agonista de Brachyury, WLLPGTSTV (SEQ ID NO:13), como
APC. FEstabeleceu-se uma linha de células T especificas para
Brachyury, denominada T-2-BR-A. Esta linha de células T foi
usada nos imunoensaios descritos abaixo.

A Tabela 9 demonstra que as células T especificas para
Brachyury (T-2-BR-A) libertam niveis significativos de IFN-vy
apds a estimulacdo com DC alogénicas tratadas com GI-6305,
enquanto a levedura de controlo (YVEC, ver Exemplo 4) nao
estimulou a libertacdo de IFN-y pelas células T-2-BR-A. Os
resultados estédo expressos em pg/ml/10° células T.
Resumidamente, as células DC HLA-A2" alogénicas de um dador
normal foram tratadas com GI-6305 durante 48 horas,
utilizando varias relagdes levedura:DC (indicadas na Tabela
9), e depois foram usadas para estimular as células T
especificas para um epitopo agonista de Brachyury (T-2-BR-A).
Nesta experiéncia, a relacado DC:células T foi de 1:10.
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Tabela 9
Células Relagédo ,
L. Tratamento Células T IFN-vy
dendriticas levedura/DC
Levedura de
+ 10:1 - <15, 6
controlo
Levedura de
+ 10:1 + <15, 6
controlo
- - - + 52,1
+ GI-6305 10:1 - <15, 6
+ GI-6305 10:1 + 589,0
+ GI-6305 5:1 - <15, 6
+ GI-6305 5:1 + 661,1
+ GI-6305 2,5:1 - <15, 6
+ GI-6305 2,5:1 + 341, 3
+ GI-6305 1:1 - <15, 6
+ GI-6305 1:1 + 388, 2

A Tabela 10 demonstra

Brachyury,

que as células T

especificas para

estabelecidas utilizando DC tratadas com GI-6305,

podem efetuar a lise eficaz de células de cancro da mama MDA-

MB-231 que sdo HLA-A2*/Brachyury”,
ASPC-1

de cancro

Resumidamente,
para Brachyury T-2-BR-A,
(Tc)
MDA-MB-231
as

citotdxicas
tumorais
/Brachyury™®),
Tabela 10),

pancredtico

que

sao

mas nao lisam as células

HLA-A2-/Brachyury®.

utilizou-se a linha de células T especificas

contra

relacdes

durante a noite.

no IVS o6,

alvos

(HLA-A2*%/Brachyury’)

efetor:alvo

como a percentagem de lise especifica.

constituidos

num ensaio de células T

células
(HLA-A2~
indicadas

por
e ASPC-1

(EA) (ver

Os resultados estdo expressos

Tabela 10
Relacgdo E:A MDA-MB-231 ASPC-1
25:1 52,2 (2,8) -5,1 (2,6)
12,5:1 23,8 (1,4) 0,2 (5,06)
6,25:1 13,9 (4,4) 2,3 (3,3)
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Noutra experiéncia, avaliou-se a capacidade da 1linha
celular T-2-BR-A para se ligar a tetrameros HLA-A2
especificos para Brachyury. Resumidamente, as células T-2-BR-
A  (usadas no IVS 4) foram coradas com um tetradmero de
controlo ou um tetramero especifico para o péptido agonista
de Brachyury. As Figuras 7A e 7B mostram que 10,8% das
células T CD8+ na linha celular T-2-BR-A gerada com células
DC tratadas <com GI-6305 1ligam-se especificamente a um
tetrédmero Brachyury-HLA-A2 (Fig. 7B) e ndo se ligam a um
tetrdmero de controlo (Fig. 7A).

A expressédo de perforina da linha de células T T-2-BR-A
foi analisada por citometria de fluxo (a perforina € um
mediador da atividade citolitica das células T citotdxicas
(células Tc)). Resumidamente, as células T foram testadas no
dia 5 apd6és a reestimulacdo com células B autdlogas
transformadas com EBV e pulsadas com o péptido agonista de
Brachyury. A Fig. 8 apresenta a expressdo de perforina na
linha celular T-2-BR-A apds estimulagdo com as células B
autélogas pulsadas com o péptido agonista de Brachyury,
demonstrando adicionalmente a capacidade citotdéxica desta
linha de células T especifica para Brachyury, que foi
produzida utilizando células DC tratadas com GI-6305.

Exemplo 11

0 exemplo seguinte descreve um ensaio clinico de fase 1
em sujeitos com cancro positivo para Brachyury.

Iniciou-se um ensaio clinico de fase 1, aberto, com
escalonamento de dose sequencial, utilizando a composicao de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury conhecida como GI-
6301 descrita nos Exemplos 1, 2 e 4-9. Ao abrigo deste
protocolo de ensaio c¢linico, 9-18 doentes com cancro (3-6
doentes por coorte de dose) recebem a composicao de
imunoterapia a base de levedura-Brachyury conhecida como GI-
6301 num protocolo de escalonamento de dose sequencial,
utilizando intervalos de dose de 4 Y.U. (1 Y.U. x 4 sitios, o
que significa que ¢é administrada 1 Y.U. de GI-6301 em 4
sitios diferentes no corpo do doente em cada visita), 16 Y.U.
(4 Y.U x 4 sitios) e 40 Y.U. (10 Y.U. x 4 sitios),
administrada subcutaneamente. GI-6301 ¢é administrada com
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intervalos de 2 semanas durante um total de 7 visitas (~3
meses) e depols disso mensalmente até os doentes atingirem os
critérios off-study. Seleciona-se uma coorte expandida de
doentes (n = 10) a dose méxima tolerada (MTD) ou a melhor
dose observada para estudo adicional. O0s resultados séao
monitorizar a seguranca e a tolerabilidade como um paréametro
de avaliacdo primdrio e, na coorte expandida, se é detetével
uma alteracdo significativa nos precursores de células T
conforme medida por um aumento das células T especificas para
Brachyury no ensaio ELISpot e proliferagcdo em resposta a
proteina Brachyury (por exemplo, surgimento ou aumento de
células T CD8" ou CD4" especificas para Brachyury com o
tratamento). Como parametros de avaliacgdo secundarios, mede-—
se o beneficio <c¢linico, como a sobrevivéncia livre de
progressdo, a resposta radiografica clinica, uma redugdo dos
marcadores séricos e/ou uma reducdo das células tumorais
circulantes, assim como pardmetros da ativacéo imune geral,
incluindo a frequéncia de subconjuntos de células imunitarias
no sangue periférico (células T CD8" memdbéria/efetoras,
células T CD4* memdria/efetoras, células Treg, células NK,
células DC) e alteragdes nos niveis séricos de citocinas (por
exemplo, IFN-y, IL-10, IL-12, IL-2, IL-4, TGF-p, etc.).

Espera-se que GI-6301 seja segura e bem tolerada sem
toxicidades significativas. Além disso, espera-se que GI-6301
produza respostas de células T especificas para Brachyury
emergentes do tratamento ou uma melhoria das respostas de
células T basais especificas para Brachyury pré-existentes em
pelo menos alguns ou numa maioria dos doentes. Espera-se
também que alguns doentes tenham a doenca estabilizada.

Num estudo adicional ou numa expansao deste estudo, a
composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury conhecida
como GI-6305 (ver Exemplo 3) é administrada a uma coorte
adicional de doentes, utilizando a dose méxima tolerada ou a
melhor dose observada determinada acima, e medem—-se 0S mesmos
parametros de avaliacdo primadrios e secundadrios. Espera-se
que GI-6305 também seja segura e bem tolerada sem toxicidades
significativas, assim como produza respostas de células T
especificas para Brachyury emergentes do tratamento ou uma
melhoria das respostas de células T basais especificas para
Brachyury pré-existentes em pelo menos alguns ou numa maioria
dos doentes. Espera-se também gque alguns doentes tenham a
doenca estabilizada.
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Exemplo 12

0 exemplo seguinte descreve um ensaio clinico de fase 2
utilizando composicdes imunoterapéuticas de levedura-
Brachyury.

Efetua-se um ensaio clinico randomizado de fase 2 em
doentes com cancro da mama, utilizando uma composicgao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury como descrita no
Exemplo 1 e 2 (por exemplo, GI-6301) ou no Exemplo 3 (GI-
6305). Incluem-se no estudo pelo menos 100 ou mais sujeitos
com cancro da mama positivo para Brachyury em estddio I, II
ou III. Os critérios de inclusdo dos sujeitos podem incluir
sujeitos com cancros de grau 1, 2 ou 3. 0Os critérios de
inclusdo dos sujeitos também podem incluir sujeitos com
cancro da mama “triplo negativo” (cancros que sao negativos
para recetor de estrogénio (ER), recetor de progesterona (PR)
e HER2). Os critérios de inclusdo dos sujeitos também podem
incluir doentes com cancro negativo nos ganglios linféticos.

O ensaio ¢é realizado como um ensaio multicéntrico,
controlado por placebo, aberto ou duplamente cego. Todos 0s
doentes recebem um padrdo de cuidados terapéutico, e os
doentes do brago de tratamento recebem varias injecdes em
série da composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury
durante o tratamento. O parédmetro de avaliacdo primadrio é a
sobrevivéncia livre de recidivas ou a sobrevivéncia geral. Os
pardmetros de avaliacdo adicionais podem incluir respostas de
células T especificas para antigénio (por exemplo, surgimento
ou aumento de células T CD8' especificas para Brachyury com o
tratamento), manutencao de negatividade nos ganglios
linféaticos, progressdo para metédstases e expressdo de
Brachyury nas células tumorais.

Espera-se que a composicdo imunoterapéutica de levedura-
Brachyury seja segura e Dbem tolerada sem toxicidades
significativas. Além disso, espera-se gque a composicao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury produza respostas de
células T especificas para Brachyury emergentes do tratamento
e/ou uma melhoria das respostas de células T Dbasais
especificas para Brachyury pré-existentes em pelo menos
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alguns ou numa maioria dos doentes. Espera-se também qgue
alguns ou uma maioria dos doentes tenham a doenca
estabilizada, mantenham negatividade nos génglios linféaticos
e/ou prevencgdo, reducdo ou paragem da progressdo metastética.
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gcggggacac
tggggctceg
agttgaggca
teccaaagec
ggacagtctt
gtegeaggte

aggtggatct

tccatttecece
ccgacgccgg
tgggcgaggg
tcggaggegce
cggccaaatg
ggtcegegee
teggtecaag

caggtagcga

103

tctectgegeg
ggcaggctga
acgtgtgggg
gagaacagca
cgctegtece
ctecteecgg
gggecceettt

gtctgggcett

cggaccttece
tccacgatcc
acaggtgcac
ctactactge
tgggagggga
gtctgtgeeg
teteggaagg

cggggacggc

agg atg agc tcoce cct gge ace gag age gog gga

Met Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly

1

cga gtg gac
Arg Val Asp

agce
Ser

gag aag
Glu Lys

gag agc gag
Glu Ser Glu
50

cac
His

ggc
Gly

ctg
Leu

5

ctg ctg
Leu Leu
20

ccc
Pro

gac
Asp

tgg ctg
Trp Leu

agc
Ser

aca
Thr

cgc
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

ttc
Phe
55

10

gag aat
Glu Asn
25

gtg
Val

ctg
Leu

cge
Arg

gaa
Glu

ctc
Leu

aag
Lys

gag
Glu

tttteccagat
tgggtgtgcg
cggaaactge
ggcgagacga
gggaggcgcg
ggacccggga
gcggeggeca
ggggagggga

aag agc
Lys Ser

gag ctg
Glu Leu

cge gtg
Arg Val

acc aat
Thr Asn
60

60

120

180

240

300

360

420

480

529

577

625

673
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gag
Glu

gtg
Vval

gac
Asp

tgg
Trp

atc
Ile
125

gte
Val

caqg
Gln

gtg
Val

gag
Glu

get
Ala
205

aag
Lys

cag
Gln

acce
Thr

tcec
Ser

cac
Hisg
285

cca
Pro

atg
Met

aac
Asn

ttc
Phe

gtg
val
110

cac
His

tec
Ser

ate
Ile

aga
Arg

acc
Thr
150

ctt
Leu

gaa
Glu

caa
Gln

otg
Leu

ctc
Leu
270

cgg
Arg

aca
Thr

ate
Ile

gty
Val

gtg
val
95

ceg
Pro

CcCcC
Pro

ttec
Phe

atg
Met

gtt
Val
175

cag
Gln

aaa
Lys

aga
Arg

cct
Pro

tgt
Cys
255

ccc
Pro

tce
Ser

tat
Tyr

gtg
Val

tet
Ser

gcg
Ala

gg9g
Gly

gac
Asp

agc
Ser

ctg
Leu
160

999
Gly

ttec
Phe

att
Ile

agt
Ser

999
Gly
240

cca

Pro

tcc
Ser

tca
Ser

tet
Ser

acce
Thr

ggc
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

teg
Ser

aaa
Lys
145

aac
Asn

ggt
Gly

ata
Ile

aag
Lys

gat
Asp
225

tac

Tyr

cct
Pro

acg
Thr

cce
Pro

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys

cce
Pro
130

gtc
Val

tece
Ser

cca
Pro

gcg
Ala

tac
Tyr
210

cac
His

tece
Ser

gca
Ala

cac
His

tac
Tyr
290

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

aac
Asn

ceg
Pro
115

aac
Asn

aag
Lys

ttg
Leu

cag
Gln

gtg
Val
195

aat
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn

agc
Ser
275

ccc
Pro

teca
Ser

ggc
Gly

cCcC
Pro

cac
His
100

gag
Glu

ttc
Phe

cte
Leu

cat
His

age
Arg
180

act
Thr

cca
Pro

gag
Glu

tgyg
Trp

acet

Pro
2460

tgt
Cys

age
Ser

cct
Pro

agg

aac
Asn

cgc
Arg

ceg
Pro

999
Gly

acg
Thr

aag
lys
165

atg
Met

gct
Ala

ttt
Phe

atg
Met

999
Gly
245

cat

His

gac
Asp

falele}
Pro

geca
Ala

agg
70

gec
Ala

tgg
Trp

cag
Gln

gce
Ala

aac
Asn
150

tat
Tyr

atc
Ile

tat
Tyr

gca
Ala

atg
Met
230

tgg
Trp

cet
Pro

agg

tat
Tyr

tgt
Cys

104

atg
Met

atg
Met

aag
Lys

gcg
Ala

cac
His
135

aag
Lys

gag
Glu

ace
Thr

cag
Gln

aaa
Lys
215

gag
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

gct
Ala
295

tta
Leu

ttt
Phe

tac
Tyr

tac
Tyr

cce
Pro
120

tgg
Trp

ctc
Leu

cct
Pro

agc
Ser

aac
Asn
200

gct
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

ttt
Phe

cca
Pro
280

cat

His

tece
Ser

ccg
Pro

tece
Ser

gtg
val
105

age
Ser

atg
Met

aac
Asn

cga
Arg

cac
His
185

gag
Glu

tte
Phe

ccc
Pro

cct
Pro

gga
Gly
265

acc

Thr

cgg
Arg

atg
Met

gtg
Val

tte
Phe

aac
Asn

tgec
Cys

aag
Lys

gga
Gly

ate
Ile
170

tge
Cys

gag
Glu

ctt
Leu

gga
Gly

gga
Gly
250

ggt
Gly

ctg
Leu

daac
Asn

ctyg
Leu

ctg
Leu
75

ctg
Leu

999
Gly

gte
val

get
Ala

999
Gly
155

cac

His

tte
Phe

atc
Ile

gat
AsSp

gac
Asp
235

acc
Thr

geo
Ala

agg

aat
Asn

caa
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

gaa
Glu

tac
Tyr

cce
Pro
140

ggc
Gly

ata
Ile

cct
Pro

aca
Thr

gca
Ala
220

agc
Ser

agc
Ser

cte
Leu

agc
Ser

tct
Ser
300

tee
Ser

721

769

B17

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1393

1441
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aat
Asn

gac

cat
is Asp

His

ccc
Pro

gtg
Val

age
Ser
335

age
Ser

ctg
Leu
350

tgg
Trp

gca
Ala
365

gce
Ala

gtg
Val

tac
Tyr

cac
His

gcg
Ala

tee
Ser

cca
Pro

gga
Gly

tac
Tyr
415

agc
Ser

cag
Gln

cct

Pro Val Ser

430
gtgacttttt
gtctcaggtt
acacggcacc
teccaggtygg
gacggtgaaa
gtattggcaa
aaaaagcaca
aggacagaat
ctctgeoeccee
ctataactgt
tttotgeaaa

ccttttgtga

<210> 2

<211> 435
<212> PRT
<213>

gtg tcg

95/PT

305

tce
Ser

tgg
Trp
320

aat
Asn

cac
His

tct
Ser

gtg
Val

tcc
Ser

aac
Asn

agce
Ser

gece
Ala

agc
Ser

ggg
Gly

ctt
Leu

gga
Gly

cca
Pro
340

agce
Ser

aac
Asn
355

ggc
Gly

ctyg
Leu

999
Gly

370

aca
Thr

cce
Pro

385

tac
Tyr

ctg
Leu
400

gac
Asp

gcc
Ala

cca cct

gtcegtggeag
aagaaggaaa
tttccccaga
cttacagatg
aaatgtttge
ctttggeaca
ctcttaatct
aaaatcatag
tagaatgtgt
ttcatatttt
ataaacgcaa

gtatttactg

Homo sapiens

cte
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

tce
Pro Pro Ser

cat
His

ace
Thr

999
Gly

gcg
Ala

gcc
aAla

caa
Gln
420

atg
Met
435

tga

ccagtggtga
tgcagcctcea
gccccagcat
aacccaactg
cagggtocag
ccagaatttg
tcttcecttgt
ttgaggacag
gtattttaag
tcttttgaca
tatgcaaaat

tttattg

atg
Met
325

cct
Pro

gce
Ala

gce
Ala

ccg
Pro

gce
Ala
405

ggc
Gly

105

310

cet
Pro

gec
Ala

acc
Thr

age
Ser

gtc
Vval

acc
Thr

tte
Phe
375

cag
Gln

gtc
Val
390

tcg
Ser

gcg
Ala

gee
Ala

ctc
Leu

cgc
Arg

ctggattgac
gtaacttcect
cccttgectea
tggagatgat
aaactttttt
taaactccac
tgctttcaag
caggttttag
catatgtagc
aagtagccaa

gtgattegte

cat
His

cce
Pro

age
Ser
330

tec
Ser

agt
Ser
345

cag
Gln

tce
Ser

ceg
Pro
360

ggc
Gly

tte
Phe

cgg
Arg

ggce
Gly

tet
Ser

[alelol
Pro

gcg
Ala

atc
Ile
410

aca
Thr

gac
Asp

tca
Ser

ata
Ile

gcc
Ala
425

ctactaggta
tttcaaagca
cacctgcagt
gcagttggee
tggtttattt
cagtcctact
tagttagagt
ttgaattgaa
taatctcttg
agacaatcag

cagttattag

315

cte
Leu

atg
Met

tac
Tyr

ccce
Pro

cag
Gln

gca
Ala

tce
Ser

cee
Pro
380

tece
Ser

385

tcg
Ser

gtg
Val

gac
Asp

aca
Thr

tgg
Trp

agcagcaagg cccaggtcec gaaagatgea

cccagtggea
gtggaggage
agcggtgcetg
caaccteact
ctcatacagt
ttagtgagat
tgagctgtta
aatttgactg
tgttgttaaa
cagaaagcat

tgaageeect

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1831

1891

1851

2011

2071

2131

2191

2251

2311

2371

2431

2491

2518
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<400> 2

Met Ser Ser

1

val

Glu

Ser

Thr

65

Gly

Ala

Gly

Ser

Lys

145

Asn

Gly

Tle

Lys

Asp
225

Asp

Lys

Glu

50

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

130

Val

Ser

Pro

Ala

Tyr

210

His

His

Gly

35

Leu

Asn

Asp

Asn

Pro

115

Asn

Lys

Leu

Gln

Val

195

Asn

Lys

Pro

Leu

20

Asp

Trp

Gly

Pro

His

100

Glu

Phe

Leu

His

Arg

180

Thr

Pro

Glu

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

85

Arg

Pro

Gly

Thr

Lys

165

Met

Ala

Phe

Met

Thr

Ser

Thr

Arg

Arg

70

Ala

Trp

Gln

Ala

Asn

150

Tyr

Ile

Tyr

Ala

Met
230

Glu

Ala

Glu

Phe

55

Met

Met

Lys

Ala

His

135

Lys

Glu

Thr

Gln

Lys

215

Glu

Ser

val

Arg

40

Lys

Phe

Tyr

Tyr

Pro

120

Trp

Leu

Pro

Ser

Asn

200

Ala

Glu

Ala

Glu

25

Glu

Glu

Pro

Ser

val

105

Ser

Met

Asn

Arg

His

185

Glu

Phe

Pro

Gly

10

Asn

Leu

Leu

Val

Phe

90

Asn

Cys

Lys

Gly

Ile

170

Cys

Glu

Leu

Gly

106

Lys

Glu

Arg

Thr

Leu

75

Leu

Gly

val

Ala

Gly

155

His

Phe

Tle

Asp

Asp
235

Ser

Leu

val

Asn

60

Lys

Leu

Glu

Tyr

Pro

140

Gly

Ile

Pro

Thr

Ala

220

Ser

Leu

Gln

Gly

45

Glu

Val

Asp

Trp

Ile

125

val

Gln

Val

Glu

Ala

205

Lys

Gln

Gln

Ala

30

Leu

Met

Asn

Phe

Val

110

His

Ser

Ile

Arg

Thr

190

Leu

Glu

Gln

Tyr

15

Gly

Glu

Ile

Val

Val

95

Pro

Pro

Phe

Met

Val

175

Gln

Lys

Arg

Pro

Arg

Ser

Glu

Val

Ser

80

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

160

Gly

Phe

Ile

Ser

Gly
240
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Tyr

Pro

Thr

Pro

Asp

305

Ser

Asn

Val

Asn

Pro

385

Tyr

Ala

Pro

<210> 3

Ser

Ala

His

Tyr

290

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

370

Leu

Glu

Ala

Ser

Gln

Asn

Ser

275

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

355

Leu

Thr

Gly

Ala

Met
435

<211> 2046
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222>

Trp

Pro

260

Cys

Ser

Pro

Gly

Pro

340

Gly

Gly

His

Ala

Gln
420

Gly

245

His

Asp

Pro

Ala

Met

325

Pro

Ala

Ala

Pro

Ala

405

Gly

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

310

Pro

Thr

Val

Gln

val

390

Ala

Arg

(109) ..(1419)

Leu

Gln

Tyxr

Ala

295

Leu

Ala

Ser

Thr

Phe

375

Ser

Ala

Leu

Leu

Phe

Pro

280

His

Ser

His

Ser

Pro

360

Phe

Ala

Thr

Ile

Pro

Gly

265

Thr

Arg

Met

Pro

Ser

345

Gly

Arg

Pro

Asp

Ala
425

Gly

250

Gly

Leu

Asn

Leu

Ser

330

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

410

Ser

107

Thr

Ala

Arg

Asn

Gln

315

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

395

val

Trp

Ser

Leu

Ser

Ser

300

Ser

Leu

Pro

Ala

Pro

380

Ser

Asp

Thr

Thr

Ser

His

285

Pro

His

Pro

Ser

Ala

365

Ala

Gly

Ser

Pro

Leu

Leu

270

Arg

Thr

Asp

val

Leu

350

Ala

His

Ser

Gln

Val
430

Cys

255

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser
335

Trp

Val

Tyr

Pro

Tyr

415

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Trp

320

His

Ser

Ser

Thr

Leu

400

Asp

Pro
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108
<400> 3
ggctcegeag agtgaccett tttettggaa aageggtgge gagagaagtyg aaggtggetg 60
ttgggtaggg agtcaagact cctggaaggt ggagagggtg gcgggagg atg age tcg 117
Met Ser Ser
1
ccg gge aca gag agc goa ggg aag age ctg cag tac cga gtg gac cac 165
Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly Lys Ser Leu Gln Tyr Arg Val Asp His
5 10 15
ctg cte age gee gtg gag age gag ctg cag gecg gge age gag aag gga 213
Leu Leu Ser Ala Val Glu Ser Glu Leu Gln Ala Gly Ser Glu Lys Gly
20 25 30 35
gac cce acc gaa cge gaa ctg cga gtg gge ctg gag gag age gag ctg 261
Asp Pro Thr Glu Arg Glu Leu Arg Val Gly Leu Glu Glu Ser Glu Leu
40 45 50
tgyg ctg cge tte aag gag cta act aac gag atg att gtg acc aag aac 303
Trp Leu Arg Phe Lys Glu Leu Thr Asn Glu Met Ile Val Thr Lys Asn
55 60 65
gge agg agg atg ttc ccg gtg ctg aag gta aat gtg tca gge ctg gac 357
Gly Arg Arg Met Phe Pro Val Leu Lys Val Asn Val Ser Gly Leu Aap
70 75 80
cce aat gee atg tac tet tte ttg ctg gac ttc gtg acg gct gac aac 405
Pro Asn Ala Met Tyr Ser Phe Leu Leu Asp Phe Val Thr Ala Asp Asn
85 90 95
cac cge tgg aaa tat gtg aac ggg gag tgg gta cct ggg ggc aaa cca 453
His Arg Trp Lys Tyr Val Asn Gly Glu Trp Val Pro Gly Gly Lys Pro
100 105 110 115
gag cct cag gecg ccec age tge gtc tac atc cac cca gac tcg cce aat 501
Glu Pro Gln Ala Pro Ser Cys Val Tyr Ile His Pro Asp Ser Pro Asn
120 125 130
ttt ggg gee cac tgg atg aag gog cot gtg tet tte age aaa gte aaa 549
Phe Gly Ala His Trp Met Lys Ala Pro Val Ser Phe Ser Lys Val Lys
135 1490 145
cte ace aac aag cte aat gga ggg gga cag atc atg tta aac tee ttg 597
Leu Thr Asn Lys Leu Asn Gly Gly Gly Gln Ile Met Leu Asn Ser Leu
150 155 160
cat aag tat gaa cect egg att cac atc gtg aga gtt ggg gge cecg caa 645
Hig Lys Tyr Glu Pro Arg Ile His Ile Val Arg Val Gly Gly Pro Gln
165 170 175
cgc atg atc acc agc cac tgc ttt ccc gag acc cag ttc ata gct gtg 693
Arg Met Ile Thr Ser His Cys Phe Pro Glu Thr Gln FPhe Ile Ala Val
180 185 190 195
act geco tac cag aat gag gag att aca gee ¢ttt aaa att aaa tac aac 741
Thr Ala Tyr Gln Asn Glu Glu Ile Thr Ala Leu Lys Ile Lys Tyr Asn
200 205 210
cca ttt goct aaa goe tte ctt gat goc aaa gaa aga aac gac cac aaa 789
Pro Phe Ala Lys Ala Phe Leu Asp Ala Lys Glu Arg Asn Asp His Lys
215 220 225

gat gta atg gag gaa ccg ggg gac tgc cag cag ccg ggg tat tce caa 837
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Asp

tgg
Trp

tce
Sar
260

tgt
Cys

age
Ser

tct
Ser

gga
Gly

cca
Pro
340

ggt
Gly

gga
Gly

cac
His

gaa
Glu

gce
Ala
420

atg
Met

val

g9g
Gly
245

cac
Hisg

gag
Glu

cce
Pro

gct
Ala

gtg
val

325
aet

Pro

acc
Thr

get
Ala

acg
Thr

g99
Gly
405

caa
Gln

tga

Met
230

tgg
Trp

cct
Pro

agy
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys
310

cct
Pro

act
Thr

atc
Ile

cag
Gln

gte
Val
390

gct
Ala

agc
Ser

Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

gct
Ala
295

ctg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

acc
Thr

ttc
Phe
375

tca

Ser

gct
Ala

ctc
Leu

Glu

gtt
Val

ttt
Phe

cca
Pro
280

cat
His

tcc
Ser

cac
His

tet
Ser

cca
Pro
360

ttt
Phe

gct
Ala

aca
Thr

ctc
Leu

Pro

cot
Pro

gga
Gly
265

gct
Ala

cgg
Arg

atg
Met

acc
Thr

age
Ser
345

ggc
Gly

cga
Arg

gce
Ala

gtc
Val

ata
Ile
425

Gly

ggt
Gly
250

ggc
Gly

cta
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

agc
Ser
330

cag
Gln

tcc
Ser

gge
Gly

acg
Thr

aca
Thr
410

gce
Ala

Asp
235

gct
Ala

tcg
Ser

agg
Arg

age
Ser

cag
Gln
315

atg
Met

tat
Tyr

cag
Gln

tce
Ser

tee
Ser
395

gac

Asp

tcg
Ser

Cys

gge
Gly

ctc
Leu

aac
Asn

tct
Ser

300

tce
Ser

ctg
Leu

[alale]
Pro

aca
Thr

cct
Pro

380

teg
Ser

att
Ile

tog
Tzp

Gln

ace
Thr

tct
Ser

cac
His
285

cca
Pro

cat
His

cct
Pro

agt
Ser

gct
Ala
365

gca
Ala

tct
Ser

tct
Ser

aca
Thr

109

Gln

cte
Leu

ctc
Leu
270

cgg
Arg

ace
Thr

gat
Asp

gtg
val

cte
Leu
350

ggg
Gly

cat
His

tct
Ser

gac
Asp

cct
Pro
430

Pro

tge
Cys
255

CCC
Pro

tca
Ser

tat
Tyr

aac
Asn

agt
Ser
335

tgg
Trp

gtg
val

tac
Tyr

ggt
Gly

agc
Ser
415

gtg
Val

Gly
240

ccog
Pro

tce
Sar

teg
Ser

gcg
Ala

tgg
Trp
320

cat
His

tet
Ser

tce
Ser

aca
Thr

tet
Ser
400

cag

Gln

tca
Ser

attgaacttt cctecatgtg ctgagacttg taacaaccgg

atcttetagg

agatactaac

acagcctctt

agagagacgg

tagggtccta
gtccacccece
gccttagagt

cgtcaactgt

gaagtcaact

tgttttetge

aactccattt
gtttgatacc

ctgtggteca
tatcttgtgt

tgtcctactt
agttaacttt
tctgcecttg
gtatggatac

acaataaagg

ctcaaagtgg caggetcettg
tcaaataaga

tacagtagtg

gttttttgtg
ttctctacaa

tagtgagaca
gaggacagaa
gaacatgcot
ttttctgttg

caatatatag

ggacaaggga

gcaataatac

atatgtgtcc

actggcagtt

catatatgtg

caaggtacac

aaaagcatag

actttaagca

acaaagtagc

cacetygg

Tyr

cot
Pro

aca
Thr

cee
Pro

gac
Asp
305

tct
Ser

aac
Asn

gtg
Val

aac
Asn

cca
Pro

385

ccyg
Pro

tat
Tyr

CCC
Pro

Ser

gec
Ala

cac
His

tac
Tyr
290

aat
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

age
Ser

999
Gly
370
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Leu Arg Ser His

290

aac aat tct cca
Asn Asn Ser Pro

305

ctg caa tcc cat

Leu Gln Ser His
23N

Sal

age atg cte cce
Ser Met Leu Pro

335

cag tac cecc agc
Gln Tyr Pro Ser

tee cag gea gea
Ser Gln Ala Ala

370

ggce tcc cce gog
Gly Ser Pro Ala

385

tet tec teg gga
Ser Ser Ser Gly
400

atc gtg gac agc
Ile Val Asp Ser

415

tca tgg aca cct
Ser Trp Thr Pro

tgagactagt

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

8
446
PRT

ctt
Leu

gaa
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

cte
Leu
275

cgg
Arg

acc
Thr

gac
Asp

gtg
Val

ctg
Leu
355

gee
Ala

cac
His

tcc
Ser

cag
Gln

gtg
Val
435

Artificial

aaa
Lys

aga
Arg

cct
Pro

tgt
Cys
260

cce
Pro

tce
Ser

tat
Tyr

aat
Asn

age
Ser
340

tgg
Trp

gtg
Val

tac
Tyr

cca
Pro

tac
Tyr
420

tcg
Ser

att
Ile

agt
Ser

ggg
Gly
245

cca
Pro

tece
Ser

tca
Ser

tct
Ser

tgg
Trp

255

S435

cac
His

tct
Ser

ace
Thr

aca
Thr

ctg
Leu
405

gac
Asp

cca
Pro

aag
Lys

gat
Asp
230

tac
Tyr

cct
Pro

acg
Thr

CCC
Pro

gac
Asp
310

tec
Ser

aat
Asn

gtg
Val

aac
Asn

cec
Pro
3920

tac

Tyr

gece
Ala

cct
Pro

Construcgdo sintética

tac
Tyr
215

cac
His

tce
Ser

gca
Ala

cac
His

tac
Tyr
295

aac
Asn

agc
Ser

gce
Ala

agc
Ser

ggg
Gly
375

ctc
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

tce
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn

agc
Ser
280

cCcc
Pro

teca
Ser

ctt
Leu

age
Ser

aac
Asn
360

ctg
Leu

ace
Thr

ggg
Gly

gee
Ala

atyg
Met
440

117

cca
Pro

gag
Glu

tgg
Trp

cct
Pro
265

tgt
Cys

agc
Ser

cct
Pro

gga
Gly

cca
Pro
345

ggc
Gly

ggg
Gly

cat
His

gcg
Ala

caa
Gln
425

cat
His

ttt
Phe

atg
Met

gg99
Gly
250

cat
His

gac
Asp

cCcC
Pro

gca
Ala

atg
Met
232N

S3V

cct
Pro

gce
Ala

goc
Ala

ccg
Pro

gec
Ala
410

ggc
Gly

cac
His

gca
Ala

atg
Met
235

tgg
Trp

cct
Pro

agg
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys
315

cct
Pro

acc
Thr

gtc
val

cag
Gln

gtc
Val
395

gcg
Ala

cge
Arg

cat
His

aaa
Lys
220

gag
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

gct
Ala
300

tta
Leu

gce
Ala

age
Ser

acc
Thr

tte
Phe
380

teg
Ser

gee
Ala

cte
Leu

cac
His

gct
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

ttt
Phe

cca
Pro
285

cat
His

teca
Ser

cat
His

tece
Ser

ccg
Pro
365

tte
Phe

gca
Ala

aca
Thr

ata
Ile

cat
His
445

tte
Phe

cce
Pro

act
Pro

gga
Gly
270

acc
Thr

cgg
Arg

atg
Met

CCcC
Pro

agt
Ser
350

ggc
Gly

cgg
Arg

cce
Pro

aac
Asn

gce
Ala
430

cac
His

675

723

771

819

867

9215

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1357
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<400> 8

Met Ala Asp

1

Ser

Leu

Val

Asn

65

Lys

Leu

Glu

Tyr

Pro

145

Gly

Ile

Pro

Thr

Leu

Gln

Gly

Glu

Val

Asp

Trp

Ile

130

Val

Gln

val

Glu

Ala

Gln

Ala

Leu

Met

Asn

Phe

Val

115

His

Ser

Ile

Arg

Thr

195

Leu

Glu

Tyr

20

Gly

Glu

Ile

Val

Val

100

Pro

Pro

Phe

Met

val

180

Gln

Lys

Ala

Arg

Ser

Glu

Val

Ser

Ala

Gly

Asp

Ser

Leu

le5

Gly

Phe

Ile

Pro

val

Glu

Ser

Thr

70

Gly

Ala

Gly

Ser

Lys

150

Asn

Asp

Ile

Lys

Ser

Asp

Lys

Glu

55

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

135

Val

Ser

Pro

Ala

Tyr

Ser

His

Gly

Leu

Asn

Asp

Asn

Pro

120

Asn

Lys

Leu

Gln

Val

200

Asn

Pro

Leu

25

Asp

Trp

Gly

Pro

His

105

Glu

Phe

Leu

His

Arg

185

Thr

Pro

Gly

10

Leu

Pro

Leu

Arg

Asn

Arg

Pro

Gly

Thr

Lys

170

Met

Ala

Phe

118

Thr

Ser

Thr

Arg

Arg

75

Ala

Trp

Gln

Ala

Asn

155

Tyr

Ile

Tyr

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

60

Met

Met

Lys

Ala

His

140

Lys

Glu

Thr

Gln

Lys

Ser

val

Arg

Lys

Phe

Tyr

Tyr

Pro

125

Trp

Leu

Pro

Ser

Asn

205

Ala

Ala

Glu

30

Glu

Glu

Pro

Ser

Val

110

Ser

Met

Asn

Arg

His

190

Glu

Phe

Gly

15

Asn

Leu

Leu

vVal

Phe

Asn

Cys

Lys

Gly

Ile

175

Cys

Glu

Leu

Lys

Glu

Arg

Thr

Leu

80

Leu

Gly

Val

Ala

Gly

160

His

Phe

Ile

Asp
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210

Ala Lys Glu

225

Ser Gln Gln

Ser Thr Leu

Leu Ser Leu

275

Ser His Arg
290

Ser Pro Thr

305

Ser His Asp

Leu Pro Val

Pro Ser Leu

355

Ala Ala Ala
370

Pro Ala His

385

Ser Gly Ser

Asp Ser Gln

Thr Pro Val

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

<220>
<223>

435

9
1360
ADN

Arg

Pro

Cys

260

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

340

Trp

Val

Tyr

Pro

Tyr

420

Ser

Ser

Gly

245

Pro

Ser

Ser

Ser

Trp

325

His

Ser

Thr

Thr

Leu

405

Asp

Pro

Artificial

Asp

230

Tyr

Pro

Thr

Pro

Asp

310

Ser

Asn

Val

Asn

Pro

3%0

Tyr

Ala

Pro

215

His

Ser

Ala

His

Tyr

295

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

375

Leu

Glu

Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

Ser

280

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

360

Leu

Thr

Gly

Ala

Met
440

Construcdo sintética

Glu

Trp

Pro

265

Cys

Ser

Pro

Gly

Pro

345

Gly

Gly

His

Ala

Gln

425

His

Met

Gly

250

His

Asp

Pro

Ala

Met

330

Pro

Ala

Ala

Pro

Ala

410

Gly

His

119

Met

235

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

315

Pro

Thr

Val

Gln

val

395

Ala

Arg

His

220

Glu

Leu

Gln

Tyr

Ala

300

Leu

Ala

Ser

Thr

Phe

380

Ser

Ala

Leu

His

Glu

Leu

Phe

Pro

285

His

Ser

His

Ser

Pro

365

Phe

Ala

Thr

Ile

His
445

Pro

Pro

Gly

270

Thr

Arg

Met

Pro

Ser

350

Gly

Arg

Pro

Asn

Ala

430

His

Gly

Gly

255

Gly

Leu

Asn

Leu

Ser

335

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

415

Ser

Asp

240

Thr

Ala

Arg

Asn

Gln

320

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

400

Val

Trp
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120

<220>
<221> CDS
<222> (10)..(1353)

<400> 9

gaattcooge atg gee gat gaa get ceg age teg cog gge aca gag agce gca 51
Met ARla Asp Glu Ala Pro Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala
1 5 10

ggyg aag agc ctg cag tac cga gtg gac cac ctg ctc agc gcecc gtg gag 99
Gly Lys Ser Leu Gln Tyr Arg Val Asp His Leu Leu Ser Ala Val Glu
15 20 25 30

agc gag ctg cag gcg ggc agc gag aag gga gac ccc acc gaa cgc gaa 147
Ser Glu Leu Gln Ala Gly Ser Glu Lys Gly Asp Pro Thr Glu Arg Glu
35 40 45

ctg cga gtg ggc ctg gag gag agc gag ctg tgg ctg cgc ttc aag gag 195
Leu Arg Val Gly Leu Glu Glu Ser Glu Leu Trp Leu Arg Phe Lys Glu

cta act aac gag atg att gtg acc aag aac ggc agg agg atg ttc ccg 243
Leu Thr Asn Glu Met Ile Val Thr Lys Asn Gly Arg Arg Met Phe Pro
65 70 75

gtg ctg aag gta aat gtg tca ggc ctg gac ccec aat geo atg tac tet 291
Val Leu Lys Val Asn Val Ser Gly Leu Asp Pro Asn Ala Met Tyr Ser
80 85 90

ttc ttg ctg gac ttc gtg acg gct gac aac cac cgc tgg aaa tat gtg 339
Phe Leu Leu Asp Phe Val Thr Ala Asp Asn His Arg Trp Lys Tyr Val
95 100 105 110

aac ggg gag tgg gta cct ggg ggc aaa cca gag coct cag gog cce age 387
Asn Gly Glu Trp Val Pro Gly Gly Lys Pro Glu Pro Gln Ala Pro Ser
115 120 125

tge gte tac atc cac cca gac tcg cce aat ttt ggg gee cac tgg atg 435
Cys Val Tyr Ile His Pro Asp Ser Pro Asn Phe Gly Ala His Trp Met
130 135 140

aag gcg cct gtg tet tte age aaa gtc aaa ctc acc aac aag cte aat 483
Lys Ala Pro Val Ser Phe Ser Lys Val Lys Leu Thr Asn Lys Leu Asn
145 150 155

gga ggg gga cag atc atg tta aac tcec ttg cat aag tat gaa cot cgg 531
Gly Gly Gly Gln Ile Met Leu Asn Ser Leu His Lys Tyr Glu Pro Arg
160 165 170

att cac atc gtg aga gtt ggg ggc ccg caa cge atg ate acc age cac 579
Ile His Ile Val Arg Val Gly Gly Pro Gln Arg Met Ile Thr Ser His
175 180 185 190

tge ttt ccec gag acc cag tte ata gect gtg act gece tac cag aat gag 627
Cys Phe Pro Glu Thr Gln Phe Ile Ala Val Thr Ala Tyr Gln Asn Glu
195 200 205

gag att aca gcee ctt aaa att aaa tac aac ceca ttt get aaa geoe tte 675
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Glu Ile Thr Ala leu

210

ctt gat gec aaa gaa
Leu Asp Ala Lys Glu

225

ggg gac tgce cag cag
Gly Asp Cys Gln Gln
240

ggt gct gge acc cte
Gly Ala Gly Thr Leu

255

gge teg cte tet cte
Gly Ser Leu Ser leu

275

ota agg aac cac cgg
Leu Arg Asn His Arg

290

aac age tcet eca ace
Asn Ser Ser Pro Thr

305

ctg cag tcc cat gat
Leu Gln Ser His Asp
320

agc atg ctg cct gtg
Ser Met Leu Pro val

335

cag tat ccc agt cte
Gln Tyr Pro Ser Leu

355

tce cag aca gct ggg
Ser Gln Thr Ala Gly

370

ggc tcec cct geca cat
Gly Ser Pro Ala His

385

acg tcc tcg tet tet
Thr Ser Ser Ser Ser
400

aca gac att tct gac
Thr Asp Ile Ser Asp

415

gee teg tgg aca cot
Ala Ser Trp Thr Pro

435

cac tga gactagt

His

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

10

447

PRT
Artificial

Lys

aga
Arg

ceg
Pro

tge
Cys
260

agce
Pro

tea
Ser

tac
Tyr

aac
Asn

agt
Ser
340

tgg
Trp

gtg
Val

tac
Tyr

ggt
Gly

agc
Ser
420

gtg
val

Ile

aac
Asn

999
Gly
245

ccg
Pro

teoc
Ser

teg
Ser

gcg
Ala

tgg
Trp
325

cat
His

tet
Ser

tce
Ser

aca
Thr

tect
Ser
405

cag
Gln

teca
Ser

lys

gac
Asp
230

tat
Tyr

act
Pro

aca
Thr

cce
Pro

gac
Asp
310

tct
Ser

aac
Asn

gtg
val

aac
Asn

cca
Pro
390

ccg
Pro

tat
Tyr

cce
Pro

Tyr
215

cac
His

tee
Ser

gce
Ala

cac
His

tae
Tyr
295

aat
Asn

agc
Ser

gcc
Ala

agc
Ser

ggg
Gly
375

ctg

Leu

atg
Met

gac
Asp

cca
Pro

Asn

aaa
Lys

caa
Gln

agc
Ser

ggc
Gly
280

(alala)
Pro

tca
Ser

ctec
Leu

agc
Ser

aat
Asn
360

ctg
Leu

aca
Thr

tat
Tyr

acg
Thr

tet
Ser
440

121

Pro

gat
Asp

tgg
Trp

tec
Ser
265

tgt
Cys

age
Ser

tet
Ser

gga
Gly

cca
Pro
345

ggt
Gly

gga
Gly

cac
His

gaa
Glu

gce
Ala
425

atg
Met

Phe

gta
val

999
Gly
250

cac
His

gag
Glu

[alala)
Pre

get
Ala

gtg
val
330

cct
Pro

ace
Thr

gct
Ala

acqg
Thr

ggg
Gly
410

caa
Gln

cat
His

Ala

atg
Met
235

tag
Trp

cct
Pro

agg
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys
315

cct
Pro

act
Thr

atc
Ile

cag
Gln

gtc
Val
395

gct
Ala

agg
Ser

cac
His

Lys
220

gag
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

got
Ala
300

cty
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

ace
Thr

ttc
Phe
380

tca

Ser

gct
Ala

ctc
Leu

cat
His

Ala

gaa
Glu

gtt
val

ttt
Phe

cca
Pro
285

cat
His

tee
Ser

cac
His

tct
Ser

cca
Pro
365

ttt
Phe

gct
Ala

aca
Thr

cte
Leu

caec
His
445

Phe

ccg
Pro

cet
Pro

gga
Gly
270

got
Ala

cgg
Arg

atg
Met

acc
Thr

agc
Ser
350

ggc
Gly

cga
Arg

gce
Ala

gte
Val

ata
Ile
430

cat
His

723

771

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1360
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122
<220>
<223> Construgdo sintética
<400> 10
Met Ala Asp Glu Ala Pro Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly Lys
1 5 10 15

Ser Leu Gln Tyr Arg Val Asp His Leu Leu Ser Ala Val Glu Ser Glu
20 25 30

Leu Gln Ala Gly Ser Glu Lys Gly Asp Pro Thr Glu Arg Glu Leu Arg

Val Gly Leu Glu Glu Ser Glu Leu Trp Leu Arg Phe Lys Glu Leu Thr

Asn Glu Met Tle Val Thr Lys Asn Gly Arg Arg Met Phe Pro Val Leu
65 70 75 80

Lys vVal Asn Val Ser Gly Leu Asp Pro Asn Ala Met Tyr Ser Phe Leu
85 S0 95

Leu Asp Phe Val Thr Ala Asp Asn His Arg Trp Lys Tyr Val Asn Gly
100 105 110

Glu Trp Val Pro Gly Gly Lys Pro Glu Pro Gln Ala Pro Ser Cys Val
115 120 125

Tyr Ile His Pro Asp Ser Pro Asn Phe Gly Ala His Trp Met Lys Ala
130 135 140

Pro Val Ser Phe Ser Lys Val Lys Leu Thr Asn Lys Leu Asn Gly Gly
145 150 155 160

Gly Gln Ile Met Leu Asn Ser Leu His Lys Tyr Glu Pro Arg Ile His
165 170 175

Ile Val Arg Val Gly Gly Pro Gln Arg Met Ile Thr Ser His Cys Phe
180 185 190

Pro Glu Thr Gln Phe Ile Ala Val Thr Ala Tyr Gln Asn Glu Glu Ile
195 200 205
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Thr Ala Leu
210

Ala Lys Glu

225

Cys Gln Gln

Gly Thr Leu

Leu Ser Leu

275

Asn His Arg
290

Ser Pro Thr

305

Ser His Asp

Leu Pro Val

Pro Ser Leu

355

Thr Ala Gly
370

Pro Ala His

385

Ser Ser Ser

Ile Ser Asp

Trp Thr Pro

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

<220>
<223>

435

11
6
PRT

Lys

Arg

Pro

Cys

260

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

340

Trp

val

Tyr

Gly

Ser

420

Val

Ile

Asn

Gly

245

Pro

Ser

Ser

Ala

Trp

325

His

Ser

Ser

Thr

Ser

405

Gln

Ser

Artificial

Lys

Asp

230

Tyr

Pro

Thr

Pro

Asp

310

Ser

Asn

val

Asn

Pro

3%0

Pro

Tyr

Pro

Tyr

215

His

Ser

Ala

His

Tyr

295

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

375

Leu

Met

Asp

Pro

Péptido sintético

Asn

Lys

Gln

Ser

Gly

280

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

360

Leu

Thr

Tyr

Thr

Ser
440

Pro

Asp

Trp

Ser

265

Cys

Ser

Ser

Gly

Pro

345

Gly

Gly

His

Glu

Ala

425

Met

Phe

val

Gly

250

His

Glu

Pro

Ala

val

330

Pro

Thr

Ala

Thr

Gly

410

Gln

His

123

Ala

Met

235

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

315

Pro

Thr

Ile

Gln

val

395

Ala

Ser

His

Lys

220

Glu

Leu

Gln

Tyr

Ala

300

Leu

Gly

Gly

Thr

Phe

380

Ser

Ala

Leu

His

Ala

Glu

Val

Phe

Pro

285

His

Ser

His

Ser

Pro

365

Phe

Ala

Thr

Leu

His
445

Phe

Pro

Pro

Gly

270

Ala

Arg

Met

Thr

Ser

350

Gly

Arg

Ala

Val

Ile

430

His

Leu

Gly

Gly

255

Gly

Leu

Asn

Leu

Ser

335

Gln

Ser

Gly

Thr

Thr

415

Ala

His

Asp

Asp

240

Ala

Ser

Arg

Ser

Gln

320

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

400

Asp

Ser
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<400> 11

Met Ala Asp
1

<210> 12
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 12

Trp Leu Leu
1

<210> 13
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 13

Trp Leu Leu
1

<210> 14
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 14

Ser Gln Tyr
1

<210> 15
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 15

Arg Leu Ile
1

<210> 16
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo

<400> 16
Ala Met Tyr

1

Glu Ala Pro

5

sapiens

Pro Gly Thr Ser Thr Leu

5

sapiens

Pro Gly Thr Ser Thr Vval

5

sapiens

Pro Ser Leu Trp Ser val

5

sapiens

Ala Ser Trp Thr Pro Val

5

sapiens

Ser Phe Leu Leu Asp Phe Vval

5

10

124



EP 2 685 995/PT
125

<210> 17

<211> 1305

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Construgdo sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1) ..(1305)

<400> 17
atg agc tcc cect gge acc gag agc gcg gga aag agc ctg cag tac cga 48
Met Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly Lys Ser Leu Gln Tyr Arg

gtg gac cac ctg ctg age gcc gtg gag aat gag ctg cag gcg ggc agce 96
Val Asp His Leu Leu Ser Ala Val Glu Asn Glu Leu Gln Ala Gly Ser
20 25 30

gag aag ggc gac ccc aca gag cgc gaa ctg cgc gtg ggc ctg gag gag 144
Glu Lys Gly Asp Pro Thr Glu Arg Glu Leu Arg Val Gly Leu Glu Glu
35 40 45

age gag ctg tgg ctg cge ttc aag gag ctc acc aat gag atg atc gtg 192
Ser Glu Leu Trp Leu Arg Phe Lys Glu Leu Thr Asn Glu Met Ile Val
50 55 60

acc aag aac ggc agg agg atg ttt ccg gtg ctg aag gtg aac gtg tct 240
Thr Lys Asn Gly Arg Arg Met Phe Pro Val Leu Lys Val Asn Val Ser
65 70 75 80

ggce ctg gac ccc aac gcce atg tac tec tte ctg ctg gac tte gtg geg 288
Gly Leu Asp Pro Asn Ala Met Tyr Ser Phe Leu Leu Asp Phe Val Ala
85 90 95

gcg gac aac cac cgc tgg aag tac gtg aac ggg gaa tgg gtg ccg ggg 336
Ala Asp Asn His Arg Trp Lys Tyr Val Asn Gly Glu Trp Val Pro Gly
100 105 110

ggc aag ccg gag ccg cag gcog ccc age tge gte tac atc cac cee gac 384
Gly Lys Pro Glu Pro Gln Ala Pro Ser Cys Val Tyr Ile His Pro Asp
115 120 125

teg cece aac tte ggg gee cac tgg atg aag get cee gte tee tte age 432
Ser Prc Asn Phe Gly Ala His Trp Met Lys Ala Pro Val Ser Phe Ser
130 135 140

aaa gtc aag ctc acc aac aag ctc aac gga ggg ggc cag atc atg ctg 480
Lys Val Lys Leu Thr Asn Lys Leu Asn Gly Gly Gly Gln Ile Met Leu
145 150 155 160

aac tcc ttg cat aag tat gag cct cga ate cac ata gtg aga gtt ggg 528
Asn Ser Leu His Lys Tyr Glu Pro Arg Ile His Ile Val Arg Val Gly
165 170 175

gat cca cag cgc atg atc acc age cac tge tte cect gag ace cag tte 576
Asp Pro Gln Arg Met Ile Thr Ser His Cys Phe Pro Glu Thr Gln Phe
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ata
Ile

aag
Lys

gat
Asp
225

tac
Tyr

cct
Bro

acg
Thr

ccc
Pro

gac

A v

Asp
305

tcec
Ser

aat
Asn

gtg
val

aac
Asn

cce
Pro
385

tac

Tyr

gce
Ala

cct
Pro

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

gcg
Ala

tac
Tyr
210

cac
His

tce
Ser

gca
Ala

cac
His

tac
Tyr
2%0

aac

Ao
Fitoaed

age
Ser

gee
Ala

age
Ser

999
Gly
370

cte
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

tce
Ser

gtg
val
195

aat

Agn

aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn

agc
Ser
275

cCcC
Pro

ca

wn o

ctt
Leu

age
Ser

aac
Asn
355

ctg
Leu

acc
Thr

gg99
Gly

gee
Ala

atg
Met
435

18

435
PRT
Artificial

180

act
Thr

cca
Pro

gag
Glu

tgg
Tre

cct
Pro
260

tgt
Cys

cca
Pro
340

ggc
Gly

gg9g
Gly

cat
His

gcg
Ala

caa
Gln
420

gct
Ala

ttt
Phe

atg
Met

999
Gly
245

cat
His

gac
Asp

ccco
Pro

atg
Met
325

cct
Pro

gcc
Ala

gece
Ala

ccg
Pro

gce
Ala
405

ggc
Gly

tat
Tyr

gca
Ala

atg
Met
230

tgg
Trp

cct
Pro

agg
Arg

tat
Tyr

tgt
Meg o
Cys

310

cct
Pro

ace
Thr

gtc
val

cag
Gln

gtc
val
390

gcg
Ala

cge
Arg

cag
Gln

aaa
Lys
215

gag
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

gct
Ala
295

tta

T e
Leu

gcc
Ala

age
Ser

acc
Thr

tte
Phe
375

tcg

Ser

gcea
Ala

cte
Leu

aac
Asn
200

gct
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

ttt
Phe

cca
Pro

280

cat
His

tce
Ser

ccg
Pro
360

tte
Phe

gca
Ala

aca
Thr

ata
Ile

gag
Glu

tte
Phe

CcCcC
Pro

cect
Pro

gga
Gly
265

acc
Thr

agt
Ser
345

ggc
Gly

cgg
Arg

CCC
Pro

aac
Asn

gece
Ala
425

gag
Glu

ctt
Leu

gga
Gly

gga
Gly
250

ggt
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

tce
Ser

ggc
Gly

tct
Ser

ate
Ile
410

tca
Ser

126

atc
Ile

gat
Agp

gac
Asp
235

acc
Thr

gce
Ala

agg
Arg

aat
Asn

caa

21
Sl

315

atg
Met

tac
Tyr

cag
Gln

teec
Ser

tce
Ser
395

gtg
val

tgg
Trp

aca
Thr

gca
Ala
220

age
Ser

agc
Ser

cte
Leu

agec
Ser

tct
Ser
300

tce

[l
el

ctc
Leu

cce
Pro

gca
Ala

cce
Pro
380

tcg

Ser

gac
Asp

aca
Thr

gct
Ala
205

aag
Lys

cag
Gln

acc
Thr

tec
Ser

cac
His
285

cCa
Pro

age
Ser

gca
Ala
365

gcg
Ala

gga
Gly

age
Ser

cct
Pro

150

ctt
Leu

gaa
Glu

caa
Gln

gtg
val

cte
Leu
270

cgg
Arg

acc
Thr

ctg
Leu
350

gcc
Ala

cac
His

tce
Ser

cag
Gln

gtg
val
430

aaa
Lys

aga
Arg

cet
Pro

tgt
Cys
255

cco
Pro

tce
Ser

gtg
val

tac
Tyr

CcCa
Pro

tac
Tyr
415

teg
Ser

att
Ile

agt
Ser

gg9g
Gly
240

cca
Pro

tce
Ser

tca
Ser

tect
Ser

tgg
Mo

+IP

320

cac
His

tect
Ser

acc
Thr

aca
Thr

ctg
Leu
400

gac

Asp

cca
Pro

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1305
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<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 18
Met Ser Ser

1

val

Glu

Ser

Thr

65

Gly

b
o
[

Gly

Ser

Lys

145

Asn

Asp

Ile

Asp

Lys

Glu

50

Lys

Leu

b
0
Le

Lys

Pro

130

Val

Ser

Pro

Ala

His

Gly

35

Leu

Asn

Asp

Pro

115

Asn

Lys

Leu

Gln

Val

Pro

Leu

20

Asp

Trp

Gly

Pro

Glu

Phe

Leu

His

Arg

180

Thr

Gly

Leu

Pro

Leu

Pro

Gly

Thr

Lys

165

Met

Ala

Thr

Ser

Thr

Arg

Arg

Ala

+3
H

e

Gln

Ala

Asn

150

Tyr

Ile

Tyr

Glu

Ala

Glu

Phe

55

Met

Met

-
-t
L]

Ala

His

135

Lys

Glu

Thr

Gln

Ser

val

Arg

40

Lys

Phe

Tyr

H
H

Pro

120

Trp

Leu

Pro

Ser

Asn

Ala

Glu

25

Glu

Glu

Pro

Ser

Ser

Met

Asn

Arg

His

185

Glu

Gly

10

Asn

Leu

Leu

val

Cys

Lys

Gly

Ile

170

Cys

Glu

127

Lys

Glu

Arg

Thr

Leu

75

Leu

(2]

@

Val

Ala

Gly

155

His

Phe

Ile

Ser

Leu

val

Asn

60

Lys

Leu

Tyr

Pro

140

Gly

Ile

Pro

Thr

Leu

Gln

Gly

45

Glu

val

Asp

]
H
o
=<

Ile

125

vVal

Gln

val

Glu

Ala

G1ln

Ala

30

Leu

Met

Asn

Phe

o b=

His

Ser

Ile

Arg

Thr

190

Leu

Tyr

15

Gly

Glu

Ile

val

val

el
)
(]

Pro

Phe

Met

val

175

Gln

Lys

Arg

Ser

Glu

val

Ser

80

Ala

[}

"
v

Asp

Ser

Leu

160

Gly

Phe

Ile
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Lys Tyr
210

Asp His
225

Tyr Ser

Pro Ala

Thr His

Pro Tyr

290

Asp Asn
305

Ser Ser

Asn Ala

Val Ser

Asn Gly

370

Pro Leu

385

Tyr Glu

Ala Ala

Pro Ser

195

Asn

Lys

Gln

Asn

Ser

275

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

355

Leu

Thr

Gly

Ala

Met
435

<210> 19

<211> 1370
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Pro

Glu

Trp

Pro

260

Cys

Ser

Pro

Gly

Pro

340

Gly

Gly

His

Ala

Gln
420

Phe

Met

Gly

245

His

Asp

Pro

Ala

Met

325

Pro

Ala

aAla

Pro

Ala

405

Gly

Ala

Met

230

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

310

Pro

Thr

val

Gln

val

390

Ala

Arg

Lys

215

Glu

Leu

Gln

Tyr

Ala

285

Leu

Ala

Ser

Thr

FPhe

375

Ser

Ala

Leu

200

Ala

Glu

Leu

Phe

Pro

280

His

Ser

His

Ser

Pro

360

Phe

Ala

Thr

Ile

<223> Construgdo sintética

Phe

Pro

Pro

Gly

265

Thr

Arg

Met

Pro

Ser

345

Gly

Arg

Pro

Asn

Ala
425

Leu

Gly

Gly

250

Gly

Leu

Asn

Leu

Ser

330

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

410

Ser

128

Asp

Asp

235

Thr

Ala

Arg

Asn

Gln

315

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

395

Val

Trp

Ala

220

Ser

Ser

Leu

Ser

Ser

300

Ser

Leu

Pro

Ala

Pro

380

Ser

Asp

Thr

205

Lys

Gln

Thr

Ser

His

285

Pro

Hisg

Pro

Ser

Ala

365

Ala

Gly

Ser

Pro

Glu

Gln

val

Leu

270

Arg

Thr

Asp

val

Leu

350

Ala

His

Ser

Gln

val
430

Arg

Pro

Cys

255

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

335

Trp

val

Tyr

Pro

Tyr

415

Ser

Ser

Gly

240

Pro

Ser

Ser

Ser

Trp

320

His

Ser

Thr

Thr

Leu

400

Asp

Pro
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<220>
<221> CDS
<222> (10)..(1350)

<400> 19

gaattcocoge atg gece gat gaa get ceg age tee ceot gge ace gag age gog 51
Met Ala Asp Glu Ala Pro Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala
1 5 10

gga aag age ctg cag tac cga gtg gac cac ctg ¢tg age gee gtg gag 99
Gly Lys Ser Leu Gln Tyr Arg Val Asp His Leu Leu Ser Ala Val Glu
15 20 25 30

aat gag ctg cag gcg ggc agc gag aag ggc gac ccc aca gag cgc gaa 147
Asn Glu Leu Gln Ala Gly Ser Glu Lys Gly Asp Pro Thr Glu Arg Glu
35 40 45

ctg cgc gtg ggc ctg gag gag age gag ctg tgg ctg cge ttec aag gag 195
Leu Arg Val Gly Leu Glu Glu Ser Glu Leu Trp Leu Arg Phe Lys Glu

ctc acc aat gag atg atc gtg acc aag aac ggc agg agg atg ttt ccg 243
Leu Thr Asn Glu Met Ile Val Thr Lys Asn Gly Arg Arg Met Phe Pro
65 70 75

gtg ctg aag gtg aac gtg tct ggc ¢ctg gac cce aac gec atg tac tee 291
Val Leu Lys Val Asn Val Ser Gly Leu Asp Pro Asn Ala Met Tyr Ser
80 85 20

tte ctg ctg gac tte gtg geg gog gac aac cac cgce tgg aag tac gtg 339
Phe Leu Leu Asp Phe Val Ala Ala Asp Asn His Arg Trp Lys Tyr Val
95 100 105 110

aac ggg gaa tgg gtg ccg ggg ggc aag ccg gag ccg cag gcg ccc age 387
Asn Gly Glu Trp Val Pro Gly Gly Lys Pro Glu Pro Gln Ala Pro Ser

115 120 125

tgc gte tac atc cac ccc gac tcg cce aac ttec ggg gec cac tgg atg 435
Cys Val Tyr Ile His Pro Asp Ser Pro Asn Phe Gly Ala His Trp Met
130 135 140

aag gct cecc gtce tece tte age aaa gtc aag ctc acc aac aag ctc aac 483
Lys Ala Pro Val Ser Phe Ser Lys Val Lys Leu Thr Asn Lys Leu Asn
145 150 155

gga ggg ggc cag atc atg ctg aac tece ttg cat aag tat gag cct cga 531
Gly Gly Gly Gln Ile Met Leu Asn Ser Leu His Lys Tyr Glu Pro Arg
160 165 170

atc cac ata gtg aga gtt ggg gat cca cag cge atg ate ace age cac 579
Ile Hisg Ile Val Arg Val Gly Asp Pro Gln Arg Met Ile Thr Ser His
175 180 185 130

tge tte cet gag ace cag ttc ata gog gtg act geot tat cag aac gag 627



EP 2 685 995/PT

Cys

gaq
Glu

ctt
Leu

gga
Gly

gga
Gly
255

ggt
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

agc
Ser
335

cag

Gln

tco
Ser

ggc
Gly

tet
Ser

ate
Ile
415

teca
Ser

tga

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

Phe

atc
Ile

gat
Asp

gac
Asp
240

ace
Thr

gcc
Ala

agg
Arg

aat
Asn

caa
Gln
320

atg
Met

tac
Tyr

cag
Gln

tcc
Ser

tcec
Ser
400

gty
Val

tgg
Trp

Pro

aca
Thr

gca
Ala
225

age
Ser

age
Ser

ctc
Leu

agc
Ser

tet
Ser
305

tee
Ser

cte
Leu

CCC
Pro

gca
Ala

ccc
Pro
385

teg
Ser

gac
Asp

aca
Thr

Glu

get
Ala
210

aag
Lys

cag
Gln

acce
Thr

tcc
Ser

cac
His
290

cCca
Pro

cat
His

ccce
Pro

agce
Ser

gca
Ala
370

gcg
Ala

gga
Gly

age
Ser

cct
Pro

Thr
195

ctt
Leu

gaa
Glu

caa
Gln

gtg
Val

ctc
Leu
275

cgg

acc
Thr

gac
Asp

gtg
val

ctyg
Leu
355

gce
Ala

cac
His

tce
Ser

cag
Gln

gtg
Vval
435

Gln

aaa
Lys

aga
Arg

cet
Pro

tgt
Cys
260

cce
Pro

tcc
Ser

tat
Tyr

aat
Asn

agce
Ser
3490

tgg
Trp

gtg
val

tac
Tyr

cca
Pro

tac
Tyr
4290

teg
Ser

Phe

att
Ile

agt
Ser

gg9g
Gly
245

cca
Pro

tcc
Ser

tca
Ser

tct
Ser

tgg
Trp
325

cac
His

tet
Ser

acc
Thr

aca
Thr

ctg
Leu
405

gac

Asp

cca
Pro

gactagtcece gggeggeege

20

446
PRT
Artificial

Ile

aag
Lys

gat
Asp
230

tac
Tyr

cect
Pro

acg
Thr

ccc
Pro

gac
Asp
310

tece
Ser

aat
Asn

gty
Val

aac
Agn

ccc
Pro
390

tac

Tyr

gce
Ala

cet
Pro

Ala

tac
Tyr
215

cac
His

tece
Ser

gca
Ala

cac
Hisg

tac
Tyr
295

aac
Asn

age
Ser

gca
Ala

age
Ser

999
Gly
375

ctc
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

tece
Ser

val
200

aat
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn

agc
Ser
280

ccc
Pro

tca
Ser

att
Leu

agc
Ser

aac
Asn
360

ctg
Leu

acc
Thr

999
Gly

gce
Ala

atg
Met
440

130

Thr

cca
Pro

gag
Glu

tgg
Trp

cct
Pro
265

tgt
Cys

agc
Ser

cct
Pro

gga
Gly

cca
Pro
345

gge
Gly

gg99
Gly

cat
His

gcg
Ala

caa
Gln
425

cat
His

Ala

ttt
Phe

atg
Met

ggg
Gly
250

cat
His

gac
Asp

ccc
Pro

gca
Ala

atg
Met
330

cct
Pro

gee
Ala

gcoc
Ala

ccg
Pro

gcc
Ala
410

gge
Gly

cac
His

Tyr

gca
Ala

atg
Met
235

tgg
Trp

cct
Pro

agyg
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys
315

cct
Pro

acc
Thr

gte
Val

cag
Gln

gtc
Val
395

gcg
Ala

cge
Arg

cat
Hig

Gln

aaa
Lys
220

gag
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

tac

Tyr

gct
Ala
300

tta
Leu

gce
Ala

agc
Ser

ace
Thr

tte
Phe
380

tcg

Ser

gce
Ala

cte
Leu

cac
Hig

Asn
205

get
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

ttt
Phe

cca
Pro
285

cat
His

tee
Ser

cat
His

tee
Ser

ceg
Pro
365

ttc
Phe

gca
Ala

aca
Thr

ata
Ile

cat
Hig
445

Glu

tte
Phe

[adalal
Pro

cct
Pro

gga
Gly
270

acc
Thr

cgg
Arg

atg
Met

cec
Pro

agt
Ser
350

ggc
Gly

cgg
Arg

cce
Pro

aac
Asn

gee
Ala
430

cac
His

675

723

771

819

867

915

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299

1347

1370
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131
<220>
<223> Construgdo sintética
<400> 20
Met Ala Asp Glu Ala Pro Ser Ser Pro Gly Thr Glu Ser Ala Gly Lys
1 5 10 15

Ser Leu Gln Tyr Arg Val Asp His Leu Leu Ser Ala Val Glu Asn Glu
20 25 30

Leu Gln Ala Gly Ser Glu Lys Gly Asp Pro Thr Glu Arg Glu Leu Arg
35 40 45

Val Gly Leu Glu Glu Ser Glu Leu Trp Leu Arg Phe Lys Glu Leu Thr
50 55 60

Asn Glu Met Ile Val Thr Lys Asn Gly Arg Arg Met Phe Pro Val Leu

Lys vVal Asn Val Ser Gly Leu Asp Pro Asn Ala Met Tyr Ser Phe Leu
85 S0 95

Leu Asp Phe Val Ala Ala Asp Asn His Arg Trp Lys Tyr Val Asn Gly
100 105 110

Glu Trp Val Pro Gly Gly Lys Pro Glu Pro Gln Rla Pro Ser Cys Vval
115 120 125

Tyr Ile His Pro Asp Ser Pro Asn Phe Gly Ala His Trp Met Lys Ala
130 135 140

Pro Val Ser Phe Ser Lys Val Lys Leu Thr Asn Lys Leu Asn Gly Gly
145 150 155 160

Gly Gln Ile Met Leu Asn Ser Leu His Lys Tyr Glu Pro Arg Ile His
165 170 175

Ile Val Arg Val Gly Asp Pro Gln Arg Met Ile Thr Ser His Cys Phe
180 185 190

Pro Glu Thr Gln Phe Ile Ala Val Thr Ala Tyr Gln Asn Glu Glu Ile
195 200 205
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Thr Ala Leu
210

Ala Lys Glu
225

Ser Gln Gln

Ser Thr val

Leu Ser Leu
275

Ser His Arg
290

Ser Pro Thr
305

Ser His Asp

Leu Pro Val

Pro Ser Leu
355

Ala Ala Ala
370

Pro Ala His
385
Ser Gly Ser

Asp Ser Gln

Thr Pro Val
435

Lisboa,

Lys

Arg

Pro

Cys

260

Pro

Ser

Tyr

Asn

Ser

340

Trp

Val

Tyr

Pro

Tyr

420

Ser

Ile

Ser

Gly

245

Pro

Ser

Ser

Ser

Trp

325

His

Ser

Thr

Thr

Leu

405

Asp

Pro

Lys

Asp

230

Tyr

Pro

Thr

Pro

Asp

310

Ser

Asn

val

Asn

Pro

3%0

Tyr

Ala

Pro

Tyr

215

His

Ser

Ala

His

Tyr

295

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

375

Leu

Glu

Ala

Ser

2017-08-02

Asn

Lys

Gln

Asn

Ser

280

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

360

Leu

Thr

Gly

Ala

Met
440

Pro

Glu

Trp

Pro

265

Cys

Ser

Pro

Gly

Pro

345

Gly

Gly

His

Ala

Gln

425

His

Phe

Met

Gly

250

His

Asp

Pro

Ala

Met

330

Pro

Ala

Ala

Pro

Ala

410

Gly

His

132

Ala

Met

235

Trp

Pro

Arg

Tyr

Cys

315

Pro

Thr

val

Gln

val

395

Ala

Arg

His

Lys

220

Glu

Leu

Gln

Tyr

Ala

300

Leu

Ala

Ser

Thr

Phe

380

Ser

Ala

Leu

His

Ala

Glu

Leu

Phe

Pro

285

His

Ser

His

Ser

Pro

365

Phe

Ala

Thr

Ile

His
445

Phe

Pro

Pro

Gly

270

Thr

Arg

Met

Pro

Ser

350

Gly

Arg

Pro

Asn

Ala

430

His

Leu

Gly

Gly

255

Gly

Leu

Asn

Leu

Ser

335

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

415

Ser

Asp

Asp

240

Thr

Ala

Arg

Asn

Gln

320

Met

Tyr

Gln

Ser

Ser

400

val

Trp
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REIVINDICACOES
1. Composicdo imunoterapéutica compreendendo:
a) um veiculo de levedura e
b) um antigénio do cancro compreendendo pelo menos um

antigénio de Brachyury,

para utilizacd&o num método para reduzir, deter, inverter,
atrasar ou prevenir a progressdo metastdtica do cancro num

individuo gue tem um cancro.

2. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que a expressdo de Brachyury nado é
detetada no cancro do individuo no momento em que a

composigéo é administrada pela primeira vez.

3. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em qgue a expressdo de Brachyury ¢é
detetada no cancro do individuo no momento em que a

composigéo é administrada pela primeira vez.

4. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicagdo 1, em que o individuo tem um cancro em
estddio I, um cancro em estddio II, um cancro em estadio III
ou um cancro em estadio IV.

5. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 4, em que o individuo
estd a ser tratado ou foil tratado com outra terapia para o
cancro.

6. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 5, em que a terapia é uma gquimioterapia,
uma terapia dirigida, uma radioterapia, uma transferéncia
adotiva de células T ou a ressecgdo cirurgica de um tumor do
individuo.

7. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 5, em que a terapia é a administracdo de

uma ou mais composigdes imunoterapéuticas adicionais.
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8. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacéo 7, em que as composicdes
imunoterapéuticas adicionais compreendem um veiculo de
levedura e um segundo antigénio do cancro gque nao inclui um
antigénio de Brachyury.

9. Composicado imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 8, em gque o segundo antigénio do cancro é
selecionado entre o grupo constituido por: Ras mutada,
antigénio carcinoembriondrio (CEA), MUC-1, EGFR, BCR-Abl,
MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100, MUC-2, PSMA,
tirosinase, TRP-1 (gp75), NY-ESO-1, TRP-2, TAG72, KSA, CA-
125, PSA, HER-2/neu/c-erb/B2, hTERI, ©p73, B-RAF, APC
(adenomatous polyposis coli), Myc, proteina von Hippel-Lindau
(VHL), Rb-1, Rb-2, recetor de androgénios (AR), Smad4, MDRI1,
Flt-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews—-fli-1, HERV-H, HERV-K,
TWIST, mesotelina e NGEP.

10. Composicgdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualquer uma das reivindicagbdes 1 a 9, em que o cancro é
selecionado entre o grupo constituido por: cancro da mama,
cancro do intestino delgado, cancro do estdmago, cancro do
pancreas, cancro do rim, cancro da bexiga, cancro do utero,
cancro do ovario, cancro testicular, cancro do pulmdo, cancro
do c¢délon, cancro da proéstata, leucemia linfocitica crénica
(LLC), células B transformadas com o virus de Epstein-Barr,
linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e seus cancros
metastédticos.

11. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualguer uma das reivindicagbdes 1 a 10, em gque O
antigénio de Brachyury possui uma sequéncia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2, ou
uma sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo
menos 85% com SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2.

12. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com dqualquer uma das reivindicagbées 1 a 10, em que O
antigénio de Brachyury possul uma sequéncia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2, ou
uma sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo
menos 90% com SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2.
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13. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualguer uma das reivindicag¢bes 1 a 10, em gque O
antigénio de Brachyury possui uma sequéncia de aminodcidos
representada por SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2, ou
uma sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo
menos 95% com SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2.

14. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com dqualquer uma das reivindicagbées 1 a 13, em que O
antigénio de Brachyury compreende as posicdes 246 a 254 de
SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:2.

15. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com dqualquer wuma das reivindicagbées 1 a 13, em que ©
antigénio de Brachyury compreende as posicdes 246 a 254 de
SEQ ID NO:18.

16. Composicdo 1imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com dqualquer wuma das reivindicagbes 1 a 13, em que O
antigénio de Brachyury compreende uma substituicdo de uma
leucina na posigao 254 por uma valina de SEQ ID NO:18.

17. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualquer wuma das reivindicagbées 1 a 10, em que o0
antigénio de Brachyury compreende SEQ ID NO:18, as posicgdes
2-435 de SEQ ID NO:18, uma sequéncia de aminodcidos que tem
uma identidade de pelo menos 85% com SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:6, as posicbes 2-435 de SEQ ID NO:6, uma sequéncia de
aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos 85% com SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:2, as posicdes 2-435 de SEQ ID NO:2 ou uma
sequéncia de aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos
85% com SEQ ID NO:2.

18. Composicgdo 1imunoterapéutica para utilizacgdo de acordo
com qualguer uma das reivindicagbes 1 a 10, em gque o0
antigénio de Brachyury compreende uma sequéncia de
aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos 99% com SEQ
ID NO:18, uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:6 ou
uma identidade de pelo menos 99% com SEQ ID NO:2.

19. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com as reivindicagbes 1 a 18, em que o antigénio do cancro é
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uma proteina de fusdo possuindo uma sequéncia de aminoédcidos
representada por SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:20 ou uma sequéncia
de aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos 95% com
SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:20

20. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 19, em qgque a expressadao da proteina de
fusdo estd sob o controlo do promotor CUPI.

21. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 20, em que o veiculo

de levedura é€ uma levedura inteira morta.

22. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com a reivindicacgdo 21, em que a levedura inteira é inativada
pelo calor.

23. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 22, em que o veiculo
de levedura expressa o antigénio.

24. Composicdo 1munoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualguer uma das reivindicacbes 1 a 23, em que a levedura
é proveniente de Saccharomyces cerevisiae.

25. Composicdo imunoterapéutica para utilizacdo de acordo
com qualguer uma das reivindicagbes 1 a 24, em que a
composicdo ¢é formulada num excipiente farmaceuticamente
aceitdvel adequado para administracd&o a um sujeito.

26. Composicdo imunoterapéutica de levedura-Brachyury, em
que a composicdo imunoterapéutica compreende:

a) um veiculo de levedura;

b) um antigénio expresso pelo veiculo de levedura e
compreendendo pelo menos um antigénio de Brachyury, em que o
antigénio de Brachyury compreende uma sequéncia de
aminodcidos que tem uma identidade de pelo menos 85% com SEQ
ID NO:18 e incluili uma substituicdo de uma leucina na posicéao
254 por uma valina; e

c) um excipiente farmaceuticamente aceitdvel adequado para

administracdo a um ser humano.



EP 2 685 995/PT
5/5

27. Composicdo imunoterapéutica de
reivindicacdo 26, em gque o antigénio
uma sequéncia de aminodcidos que tem
menos 90% com SEQ ID NO:18.

28. Composicdo imunoterapéutica de
reivindicacédo 26, em gque o antigénio
uma sequéncia de aminocdcidos que tem
menos 95% com SEQ ID NO:18.

29. Composicdo imunoterapéutica de
reivindicacdo 26, em gque o antigénio

as posicbes 2 a 435 de SEQ ID NO:18.

30. Composicdo imunoterapéutica de

levedura-Brachyury da
de Brachyury compreende
uma identidade de pelo

levedura-Brachyury da
de Brachyury compreende
uma identidade de pelo

levedura-Brachyury da
de Brachyury compreende

levedura-Brachyury de

qualgquer uma das reivindicacdes 26 a 29 para utilizacdo para

tratar uma doenca.

Lisboa, 2017-08-02
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