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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"COMPOSICOES IMUNOTERAPEUTICAS DE LEVEDURA
BRACHYURY, E SEUS USOS".

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS
RELACIONADOS
[0001] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade sob 35
USC § 119 (e) a Pedido Provisério dos EUA. No. 61/453.656,
depositado em 17 de margo de 2011. Toda a descricdo de Pedido
Provisorio dos EUA. N° 61/453.656, depositado em 17 de margo de
2011 é incorporada como referéncia neste relatério.

DIREITOS DO GOVERNO
[0002] Esta invencdo foi criada no desempenho de um Acordo
Cooperativo de Pesquisa e Desenvolvimento com o Instituto Nacional
de Saude (National Institutes of Health), uma Agéncia do
Departamento de Saude e Servicos Humanos. O Governo dos
Estados Unidos tem certos direitos nesta invencao.

DECLARACAO COM RELACAO A ACORDO CONJUNTO
DE PESQUISA
[0003] Esta invencao foi feita por, ou em nome de partes de um
Acordo Cooperativo de Pesquisa e Desenvolvimento, executado em
08 de maio de 2008. As partes para o Acordo Cooperativo de
Pesquisa e Desenvolvimento sdo: Globelmmune, Inc. e o
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA, conforme
representado pelo Instituto Nacional do Cancer, um Instituto, Centros
ou Divisdo do Instituto Nacional de Saude.

REFERENCIA A UMA LISTAGEM DE SEQUENCIA
[0004] Este pedido contém uma listagem de Sequéncia submetida
eletronicamente como um arquivo de texto por EFS-Web. O arquivo de
texto, chamado "3923-34-PCT_ST25", apresenta um tamanho em
bytes de 76 KB, e foi registrado em 13 de margo de 2012. A
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informacao contida no arquivo de texto é incorporada como referéncia
neste relatério em sua totalidade de conformidade com 37 CFR § 1.52
(e) (5).

CAMPO DA INVENCAO
[0005] A presente invengédo geralmente refere-se a composi¢des
imunoterapéuticas a base de levedura e a métodos para a prevengao
e/ou tratamento de canceres caracterizados pela expressao ou
superexpressao de Brachyury.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
[0006] Brachyury, também conhecido como "T", € um fator de
transcricdo mesodérmica e membro do complexo de genes caixa-T. O
gene que codifica Brachyury (denominado como gene T ou gene
Brachyury em humanos) foi inicialmente identificado em 1927 por
Nadine Dobrovolskaia-Zavadskaia através de uma mutacido em
camundongos que afetou o comprimento da cauda e vértebras sacrais
em animais heterozigotos. O gene Brachyury foi clonado em
camundongos em 1990 por Hermann et al. (Herrmann e outros, 1990,
Nature 343:617-622) e em seres humanos em 1996 por Edwards et
al. (Edwards e outros, 1996, Genome Res. 6: 226-223), que também
descreveu a sequéncia de aminoacidos deduzida para Brachyury
humano.
[0007] Como um membro da familia caixa-T de fatores de
transcricdo, Brachyury contém o motivo (motif) do dominio de ligacao
com DNA altamente conservado, chamado de "caixa-T" ou dominio-T,
que se liga a uma sequéncia consensual palindrébmica. Brachyury,
como outras proteinas caixa-T, mostrou desempenhar um papel no
desenvolvimento precoce, € é vital para a formacao e diferenciagao de
mesoderme posterior e desenvolvimento axial em vertebrados (ver,
por exemplo, Wilkinson e outros, 1990, Nature 343 (6259):657-659);
Beddington e outros, 1992, Development (Suppl.):157-165; Schulte-
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Merker e outos, 1994, Development 120:1009-1015; Kispert e
Herrmann, 1994, Dev. Biol. 161:179-193; Showell e outros, 2004, Dev.
Dyn. 229:201-218). Mais recentemente, Palena et al. ttm demostrado
que Brachyury € expresso em uma variedade de tecidos de tumores
humanos e linhagens celulares de céncer e tém demonstrado que
peptideos de Brachyury podem ser usados para gerar linhagens de
células T especificas de Brachyury em doadores normais e pacientes
com cancer (Palena e outros, 2007, Clin. Res. 13(8):2471-2478).
Estudos por Fernando e outros, demonstraram que Brachyury
promove a transigao epitelial-mesenquimatosa (EMT) em células de
tumores humanos, que confere em células tumorais um fendtipo
mesenquimatoso, bem como capacidades migratérias e invasivas,
enquanto atenua a progressao do ciclo de células tumorais (Fernando
e outros, 2010, J. Clin. Invest. 120(2):533-544). Consequentemente,
Brachyury esta envolvido na progressao metastatica de cancer.

[0008] Cancer é uma das principais causas de morte no mundo, e
o desenvolvimento de terapias eficazes para cancer continua a ser
uma das areas mais ativas de pesquisa e desenvolvimento clinico.
Embora uma variedade de abordagens inovadoras para tratar e evitar
canceres € proposta, muitos canceres continuam a apresentar uma
elevada taxa de mortalidade e podem ser dificeis de tratar ou
relativamente insensiveis as terapias convencionais. Canceres
associados a expressao de Brachyury podem ser encontrados em uma
variedade de tecidos, incluindo mama, intestino delgado, estdmago,
rim, bexiga, utero, ovario, testiculos, pulmdes, colon e prostata, e inclui
canceres metastaticos e de fase final. Além disso, Brachyury é
expresso em tumores de origem de célula B, tais como, leucemia
linfocitica crénica (CLL), virus de células B transformadas por virus de
Epstein-Barr, linfomas de Burkitt e Hodgkin. Portanto, Brachyury

parece desempenhar um papel em um grande numero de canceres
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humanos. Embora Brachyury, tem sido proposto ser um alvo para
imunoterapia de céancer (ver, por exemplo, Palena e outros, supra,
Fernando e outros, supra, e WO 2008/106551), uma vez que este é
um alvo de cancer relativamente novo, ha uma necessidade no estado
da técnica de novos produtos imunoterapéuticos que eficazmente
tratam e/ou evitam canceres associados a expressdao ou
superexpressao de Brachyury.

SUMARIO DA INVENCAO
[0009] Uma modalidade da invencao refere-se a um método de
reduzir, deter, reverter, retardar ou impedir a progressdo metastatica
de cancer em um individuo que tem cancer. O método inclui a etapa
de administrar, a um individuo que apresenta um tipo de cancer que
estd sofrendo de progressdo metastatica, esta sob risco de sofrer
progressdo metastatica, ou esta predito comecgar a sofrer progresséao
metastatica, uma composi¢cdo imunoterapéutica que compreende: (a)
um veiculo de levedura; e (b) um antigeno de cancer compreendendo
pelo menos um antigeno de Brachyury. Outra modalidade da invengéo
refere-se ao uso de uma composicdo imunoterapéutica que
compreende um veiculo de levedura e um antigeno de cancer
compreendendo pelo menos um antigeno de Brachyury, para reduzir,
deter, reverter ou impedir a progressao metastatica de cancer em um
individuo que apresenta cancer.
[00010] Em um aspecto, dessas modalidades da invencao,
Brachyury nao é detectado no cancer do individuo, no momento que a
composicao é primeiro, administrada. Em um aspecto, expressao de
Brachyury € detectada no cancer do individuo no momento que a
composicao é primeiro, administrada. O individuo podera apresentar
cancer de estagio |, cancer de estagio Il, cancer de estagio lll, ou
cancer de estagio IV.

[00011] Outra modalidade da invencao refere-se a um método de
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impedir ou retardar o inicio de um cancer expressando Brachyury. O
método inclui a etapa de administrar a um individuo uma composic¢ao
imunoterapéutica que compreende: (a) um veiculo de levedura; e (b)
um antigeno de cancer compreendendo pelo menos um antigeno de
Brachyury. Outra modalidade da invencéo refere-se ao uso de uma
composicdo imunoterapéutica que compreende um veiculo de
levedura e um antigeno de cancer compreendendo pelo menos um
antigeno de Brachyury para impedir ou retardar o inicio de um céncer
expressando Brachyury.

[00012] Em um aspecto dessas modalidades, cancer nao ¢
detectado no individuo. Em um aspecto, o individuo esta sob alto risco
de desenvolver cancer (por exemplo, via uma predisposi¢cdo genética).
Em um aspecto, o individuo apresenta uma leséo pré-cancerosa.
[00013] Em um aspecto dessas modalidades, o individuo apresenta
cancer, mas células de cancer expressando Brachyury nao foram
detectadas no cancer. Em um aspecto, o cadncer nido é ainda
metastatico. Em um aspecto, o cancer apresenta um alto risco de
metastatizacdo. Em um aspecto, o individuo apresenta cancer de
estagio I. Em um aspecto, o individuo apresenta cancer de estagio Il.
[00014] Outra modalidade da invencao refere-se a um método de
reduzir ou impedir resisténcia a quimioterapia ou resisténcia a radiacao
de células tumorais em um paciente com cancer. O método inclui as
etapas de administracdo a um individuo que apresenta cancer e esta
recebendo terapia de quimioterapia e/ou radiacdo de uma composicao
imunoterapéutica que compreende: (a) um veiculo de levedura; e (b)
um antigeno de cancer compreendendo pelo menos um antigeno de
Brachyury. Outra modalidade da invengao refere-se ao uso de uma
composicado imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura
e um antigeno de cancer que compreende pelo menos um antigeno de

Brachyury para reduzir ou impedir resisténcia a quimioterapia ou
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resisténcia a radiagdo de células tumorais em um paciente com
cancer. Em um aspecto dessa modalidade da invencéo, Brachyury nao
€ detectada no cancer do individuo no momento em que a composicao
€ primeiro, administrada. Em um aspecto, expressdo de Brachyury é
detectada no cancer do individuo, no momento em que a composicao
€ primeiro, administrada.

[00015] Ainda outra modalidade da invencéao refere-se a um método
para tratar cancer. O método inclui as etapas de: (a) administrar a um
individuo que apresenta cancer em que expressao de Brachyury nao é
detectada, uma primeira composicdo imunoterapéutica que
compreende um veiculo de levedura e um primeiro antigeno de cancer
que ndo compreende um antigeno de Brachyury; (b) administrar ao
individuo, antes de, simultaneamente com, sequencialmente com, ou
subsequente a, administracao da primeira composi¢cao
imunoterapéutica, uma segunda composigao imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um segundo antigeno de
cancer compreendendo um antigeno de Brachyury. Em um aspecto, o
método adicionalmente compreende, na etapa (a), administrar uma ou
mais composicdes imunoterapéuticas adicionais, em que cada uma ou
mais das composi¢cdes imunoterapéuticas adicionais compreende um
antigeno de cancer adicional. Em um aspecto, de cada modalidade
acima, o antigeno de cancer é selecionado de: Ras mutante, antigeno
carcinoembrionario (CEA), MUC-1, EGFR, BCR-Ab1, 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,
hTERT, p73, B-RAF, polipose adenomatosa coli (APC), Myc, proteina
de Von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, receptor andrégeno (RA),
Smad4, MDR1, Fit-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H,
HERV-K, TWIST, Mesotelina e NGEP. Em um aspecto, o antigeno de

cancer é selecionado do grupo que consiste em: Ras mutante,
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antigeno carcinoembrionario (CEA) e MUC-1. Outra modalidade da
invencao refere-se ao uso de uma combinacdo de composigdes
imunoterapéuticas para tratar  cancer, as composicoes
imunoterapéuticas compreendendo: (a) uma primeira composigao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
primeiro antigeno de cancer que ndo compreende um antigeno de
Brachyury; e (b) uma segunda composi¢cdo imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um segundo antigeno de
cancer compreendendo um antigeno de Brachyury.

[00016] Ainda outra modalidade da invencéao refere-se a um método
para tratar cancer. O método inclui as etapas de: (a) administrar a um
individuo que tem cancer uma primeira composi¢cao imunoterapéutica
que compreende um veiculo de levedura e um antigeno de Ras
mutante; (b) administrar ao individuo de (a) uma segunda composicao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
antigeno selecionado do grupo que consiste em antigeno
carcinoembrionario (CEA) e mucina-1 (MUC-1); e (c) administrar ao
individuo de (a) e (b) uma terceira composi¢cao imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um antigeno de Brachyury.
Em um aspecto, as etapas de administragdo em (a), (b) e (c) séo
concorrentes. Outra modalidade da invencéao refere-se ao uso de uma
combinagao de composig¢des imunoterapéuticas para tratar cancer, as
composi¢cdes imunoterapéuticas compreendendo: (a) uma primeira
composicado imunoterapéutica que compreende um veiculo de
levedura e um antigeno de Ras mutante; (b) uma segunda composicéo
imunoterapéutica que compreende um veiculo de levedura e um
antigeno selecionado do grupo que consiste em antigeno
carcinoembrionario (CEA) e mucina-1 (MUC-1); e (c) uma terceira
composicdo imunoterapéutica que compreende um veiculo de

levedura e um antigeno de Brachyury.



8/119

[00017] Em qualquer uma das modalidades ou aspectos da
invencéo descrita acima ou em qualquer outro lugar neste relatorio, em
qgue o individuo apresenta cancer ou uma lesao pré-cancerosa, em um
aspecto da invencao, o individuo esta sendo tratado ou foi tratado com
outra terapia para cancer. Por exemplo, tal terapia pode incluir, mas
nao se limita a mesma, quimioterapia, terapia direcionada a cancer,
terapia de radiacdo, transferéncia de célula T adotiva, e/ou
administracdo de uma ou mais composi¢cdes imunoterapéuticas
adicionais. Em um aspecto, uma composi¢cdo imunoterapéutica
adicional compreende um veiculo de levedura e um segundo antigeno
de céncer que néo inclui antigeno de Brachyury. O segundo antigeno
de cancer pode incluir, mas ndo se limita a, Ras mutante, antigeno
carcinoembrionario (CEA), MUC-1, EGFR, BCR-Ab1, 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,
hTERT, p73, B-RAF, polipose adenomatosa coli (APC), Myc, proteina
de Von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, receptor andrégeno (RA),
Smad4, MDR1, Fit-3, BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H,
HERV-K, TWIST, Mesotelina e NGEP. Em um aspecto, o segundo
antigeno de cancer é selecionado de: Ras mutante, antigeno
carcinoembrionario (CEA), e MUC-1.

[00018] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou
aspectos da invencdo descrita acima, ou em qualquer outro lugar
neste relatério, o método ou uso reduz carga tumoral no individuo,
aumenta sobrevivéncia do individuo, e/ou inibe crescimento tumoral no
individuo.

[00019] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou
aspectos da invengao descrita acima ou em qualquer outro lugar neste
relatério, o método adicionalmente compreende ressecc¢ao cirurgica de

um tumor do individuo.
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[00020] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou
aspectos da invengao descrita acima ou em qualquer outro lugar neste
relatorio, o cancer é de origem celular epitelial. Em um aspecto, o
cancer pode incluir, mas nao se limita aos mesmos, cancer de mama,
cancer de intestino delgado, cancer de estbmago, cancer pancreatico,
cancer renal, cancer de bexiga, cancer uterino, cancer ovariano,
cancer testicular, cancer de pulmdo, cancer de colon, cancer de
prostata, leucemia linfocitica crénica (LLC), células B transformadas
por virus de Epstein-Barr, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e
canceres metastaticos destes.

[00021] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou
aspectos da invencédo descrita acima, o antigeno de Brachyury é
Brachyury humano de comprimento total. Em um aspecto, o antigeno
de Brachyury nao é Brachyury de comprimento total. Em um aspecto,
o antigeno de Brachyury apresenta uma sequéncia de aminoacidos
representada por ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18, ID SEQ NO: 2, ou
uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 95% idéntica a ID
SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18, ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o
antigeno de Brachyury compreende de, pelo menos, posi¢ao 1 ou 2
entre a posicédo 255 e o término C de ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18,
ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury
compreende de, pelo menos, a posi¢ao 1 ou 2 entre a posi¢cao 430 e o
término C de ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18, ou ID SEQ NO: 2. Em
um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende posi¢des 246 a 254
de ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18, ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto,
o antigeno de Brachyury compreende ID SEQ NO: 6; posicoes 2-435
de ID SEQ NO: 6, ou uma sequéncia de aminoacidos que é pelo
menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 6. Em um aspecto, o antigeno de
Brachyury compreende ID SEQ NO: 18; posi¢des 2-435 de ID SEQ

NO: 18, ou uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 95%
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idéntica a ID SEQ NO: 18. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury
compreende ID SEQ NO: 2, posicdes 2-435, de ID SEQ NO: 2, ou uma
sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica a ID SEQ
NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende a SEQ
ID NO: 6, posi¢des 2-435, de ID SEQ NO: 6, ou uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 99% idéntica a ID SEQ NO: 6. Em um
aspecto, o antigeno de Brachyury compreende ID SEQ NO: 18, as
posicdes 2-435 de ID SEQ NO: 18, ou uma sequéncia de aminoacidos
que é pelo menos 99% idéntica a ID SEQ NO: 18. Em um aspecto, o
antigeno de Brachyury compreende ID SEQ NO: 2; posi¢des 2-435 de
ID SEQ NO: 2, ou uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos
99% idéntica a ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de cancer é
pelo menos 25 aminoacidos no comprimento. Em um aspecto, o
antigeno de Brachyury € pelo menos 25 aminoacidos no comprimento.
Em um aspecto, o antigeno de Brachyury € maior que 30 aminoacidos
no comprimento. Em um aspecto, o antigeno de cancer compreende
dois ou mais dominios imunogénicos de Brachyury.

[00022] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou
aspectos da invengao descrita acima ou em qualquer outro lugar neste
relatério, o antigeno de cancer € uma proteina de fusdo. Em um
aspecto, a proteina de fusdo apresenta uma sequéncia de
aminoacidos representada por ID SEQ NO: 8, ou uma sequéncia de
aminoacidos que € pelo menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 8. Em um
aspecto, a proteina de fusdo apresenta uma sequéncia de
aminoacidos representada por ID SEQ NO: 20, ou uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 20.

[00023] Outra modalidade da invengao refere-se a uma composicao
imunoterapéutica de levedura de Brachyury, em que a composiGcao
imunoterapéutica compreende: (a) um veiculo de levedura; e (b) um

antigeno expresso pelo veiculo de levedura e compreendendo pelo
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menos um antigeno de Brachyury, em que o antigeno de Brachyury
compreende mais de 30 aminoacidos de uma sequéncia de
aminoacidos representada por ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18 ou ID
SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende
uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 95% idéntica a ID
SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18 ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o
antigeno Brachyury compreende de, pelo menos, posi¢do 1 ou 2 entre
a posicado 255 e o término C de ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18 ou ID
SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende de,
pelo menos, posicdo 1 ou 2 entre posicao 430 e o término C de ID
SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 18 ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o
antigeno de Brachyury compreende posi¢coes 246 a 254 de ID SEQ
NO: 6, ID SEQ NO: 18 ou ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno
de Brachyury compreende ID SEQ NO: 6; posi¢cdes 2-435 de ID SEQ
NO: 6, ou uma sequéncia de aminoacidos que €& pelo menos 95%
idéntica a ID SEQ NO: 6. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury
compreende ID SEQ NO: 18; posicoes 2-435 de ID SEQ NO: 18, ou
uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 95% idéntica a ID
SEQ NO: 18. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende
ID SEQ NO: 2; posicdes 2-435 de ID SEQ NO: 2, ou uma sequéncia
de aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 2. Em
um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende ID SEQ NO: 6;
posicoes 2-435 de ID SEQ NO: 6, ou uma sequéncia de aminoacidos
que é pelo menos 99% idéntica a ID SEQ NO: 6. Em um aspecto, o
antigeno de Brachyury compreende ID SEQ NO: 18; posi¢cdes 2-435
de ID SEQ NO: 18, ou uma sequéncia de aminoacidos que é pelo
menos 99% idéntica a ID SEQ NO: 18. Em um aspecto, o antigeno de
Brachyury compreende ID SEQ NO: 2; posi¢des 2-435 de ID SEQ NO:
2, ou uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 99% idéntica

a ID SEQ NO: 2. Em um aspecto, o antigeno de cancer € uma proteina
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de fusdo. Em um aspecto, a proteina de fusdo apresenta uma
sequéncia de aminoacidos que é ID SEQ NO: 8, ou uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 8. Em um
aspecto, a proteina de fusdo apresenta uma sequéncia de
aminoacidos de ID SEQ NO: 20, ou uma sequéncia de aminoacidos
que é pelo menos 95% idéntica a ID SEQ NO: 20. Em um aspecto, o
veiculo de levedura € uma levedura total. Em um aspecto, a levedura
total & inativada por calor.

[00024] Ainda outra modalidade da invencdo refere-se a uma
composicdo  imunoterapéutica de levedura de  Brachyury
compreendendo: (a) uma levedura total inativada; e (b) uma proteina
de fusdo Brachyury compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
posicoes 2-435 de ID SEQ NO: 6. A expressao da proteina de fuséo
Brachyury esta sob o controle do promotor CUP1, a proteina de fuséo
Brachyury é expressa pela levedura, e a composi¢ao induz uma
resposta de célula T especifica de Brachyury. Em um aspecto, a
proteina de fusdo compreende a sequéncia de aminoacidos de ID
SEQ NO: 8.

[00025] Ainda outra modalidade da invengcao refere-se a uma
composicdo  imunoterapéutica de levedura de  Brachyury
compreendendo: (a) uma levedura total, inativada; e (b) uma proteina
de fusdo Brachyury compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
posicoes 2-435 de ID SEQ NO: 18. A expressao da proteina de fusao
Brachyury esta sob o controle do promotor CPU1, a proteina de fuséo
Brachyury é expressa pela levedura, e a composi¢cao induz uma
resposta de célula T especifica de Brachyury. Em um aspecto, a
proteina de fusdo compreende a sequéncia de aminoacidos de ID
SEQ NO: 20.

[00026] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades ou

aspectos da invengao descrita acima ou em qualquer outro lugar neste
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relatério, o veiculo de levedura € uma levedura total. Em um aspecto,
a levedura total € morta. Em um aspecto, a levedura total € inativada
por calor. Em um aspecto, a levedura expressa o antigeno. Em um
aspecto, a levedura é de um género selecionado do grupo que
consiste em: Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Schizosaccharomyces e
Yarrowia. Em um aspecto, a levedura € de Saccharomyces. Em um
aspecto, a levedura é de Saccharomyces cerevisiae.

[00027] Em um aspecto de qualquer uma das modalidades da
invencado descrita acima ou em qualquer outro lugar neste relatoério, a
composicdo € formulada em um excipiente farmaceuticamente
aceitavel adequado para administragcdo a um individuo.

[00028] Ainda outra modalidade da invencéo refere-se ao uso de
qualquer uma das composi¢cdes imunoterapéuticas de levedura de
Brachyury descritas neste relatério para tratar uma doenga. Em um
aspecto, a doencga € cancer. Em um aspecto, a doenca é associada a
um agente infeccioso. Em um aspecto, a doenga é associada a um
virus ou infeccédo viral. Tal virus pode incluir, mas nao se limita a, Virus
de Epstein-Barr (EBV).

[00029] Outra modalidade da invencéao refere-se a um método para
tratar ou prevenir uma doenca ou condicdo associada a infeccéo por
Virus de Epstein-Barr (EBV). O método inclui a etapa de administrar a
um individuo qualquer uma das composi¢des imunoterapéuticas de
levedura de Brachyury descritas neste relatorio.

[00030] Ainda outra modalidade da invencao refere-se a um método
para produzir uma composicdo imunoterapéutica de levedura de
Brachyury. O método inclui as etapas de: (a) cultivar levedura que foi
transformada com uma molécula de acido nucleico recombinante que
codifica um antigeno de Brachyury sob o controle de um promotor

CUP1 em um meio adequado na auséncia de CuSO4 até a levedura
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atingir fase de crescimento log médio; (b) induzir expressdo do
antigeno de Brachyury na levedura adicionando CuSO4 ao meio; (c)
cultivar a levedura apos etapa (b) por, até entre 6 e 8 horas; e (d)
colher a levedura. Em um aspecto, a levedura na etapa (a) € cultivada
a uma densidade celular de, entre 1,0 e 2,0 Y. U. por mililitro de
volume total de cultura. Em um aspecto, a levedura na etapa (a) €
cultivada a uma densidade celular de, entre 1,0 e 1,5 Y. U. por mililitro
de volume total de cultura. Em um aspecto, a levedura é cultivada nas
etapas (a)-(c) em um meio em que o pH é mantido sob pH 5,5 ou
maior. Em um aspecto, o método adicionalmente inclui uma etapa de
inativagao por calor da levedura apés etapa (d). Por exemplo, em um
aspecto, a levedura € inativada por calor em aproximadamente 56°C
por cerca de 1 hora. Em um aspecto adicional dessa modalidade, a
levedura pode ser formulada para injecdo com um excipiente
farmaceuticamente aceitavel. Em um aspecto, a levedura é de
Saccharomyces. Em um aspecto, a levedura € de Saccharomyces
cerevisiae.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
[00031] Fig. 1A é uma imagem digitalizada de um Western blot
mostrando detec¢ao por anti-Brachyury de expressao de Brachyury
em uma composig¢ao imunoterapéutica de levedura de Brachyury, com
ambos os meios U2 e UL2.
[00032] Fig. 1B é uma imagem digitalizada de um Western blot
mostrando deteccao por anti-His de expressao de Brachyury em uma
composi¢cao imunoterapéutica de levedura de Brachyury, com ambos
os meios U2 e UL2.
[00033] Fig. 2 € uma imagem digitalizada de um Western blot
mostrando expressdo de Brachyury em uma coOmposicao
imunoterapéutica de levedura de Brachyury, em que a densidade

celular sob indugdo de antigeno e o tempo de colheita apds inducéo
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de antigeno foram variaveis.

[00034] Figuras 3A-3C sao graficos mostrando que células
mononucleares periféricas sanguineas (PBMCs) a partir de dois fora
de trés doadores saudaveis, pulsadas com levedura Brachyury para
dois ciclos de estimulagao, seguido por pulsagdo com peptideo CTL de
Brachyury, foram capazes de gerar CTLs CD8" que podem matar
células de carcinoma SW480 (HLA-A2 positivo/alto Brachyury), com
lise minima de carcinoma MCF7 (HLA-AZ2 positivo/baixo Brachyury);
(Fig. 3A, doador 07706; Fig. 3B, doador 17663; Fig. 3C, doador
26532).

[00035] Fig. 4A é um grafico mostrando que células T especificas
de Brachyury de doador saudavel PBMCs estimuladas com uma
composigcao imunoterapéutica de levedura Brachyury especificamente
lise de células tumorais que apresentam as células de carcinoma MHC
(SW480, HLA-A2 positivo/alto Brachyury) versus H226 (HLA-A2
negativo/alto Brachyury) apropriadas.

[00036] Fig. 4B € um grafico mostrando a expressao de mRNA de
Brachyury em relagao aquela de um gene de controle (GAPDH) nas
células tumorais SW480 e H226 usadas no experimento mostrado na
Fig. 4A.

[00037] Fig. 5 € um grafico mostrando proliferagdo de células T
CD4" isoladas a partir do bago de camundongos que foram vacinados
com levedura Brachyury (GI-6301, circulos) ou levedura de controle
(controle de levedura, tridngulos), em resposta a doses indicadas de
proteina de Brachyury purificada ou proteina B-gal de controle.

[00038] Fig. 6 € um grafico mostrando que administragdo de uma
composi¢gao imunoterapéutica de levedura Brachyury (GI-6301,
circulos) da invencdo mostra uma tendéncia no sentido de reduzir
tumores expressando Brachyury em camundongos comparados com

camundongos que recebem levedura isolada (nenhum antigeno de
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Brachyury).
[00039] Figuras 7A e 7B sao analises de citometria de fluxo
mostrando que a linhagem de células T especificas de Brachyury, T-2-
BR-A, liga-se a um tetramero HLA-A2 especifico de Brachyury (Fig.
7B) e ndo a um tetramero de controle (Fig. 7A).
[00040] Fig. 8 € uma analise de citometria de fluxo mostrando a
expressdo de perforina na linhagem de células T especificas de
Brachyury, T-2-BR-A, apos estimulacdo com células B autdlogas
pulsadas por peptideo agonista de Brachyury.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[00041] Esta invengdo geralmente refere-se as composicoes
imunoterapéuticas a base de levedura e a métodos para a prevengao
e/ou tratamento de canceres que expressam ou superexpressam
Brachyury. A invengao inclui o wuso de uma composicéao
imunoterapéutica a base de levedura (também referida como
imunoterapia a base de levedura), a qual compreende um veiculo de
levedura e antigenos de Brachyury ou dominios imunogénicos destes
(também referidos neste relatério como "imunoterapia de levedura
Brachyury" ou "composi¢bes imunoterapéuticas de levedura
Brachyury"). Os inventores descrevem neste relatério, a construgao e
produgao de novos produtos imunoterapicos de levedura Brachyury, e
demonstraram que imunoterapia de levedura Brachyury expandem
células T especificas de Brachyury, incluindo CTLs CD8’, de individuos
normais e de pacientes com cancer. Além disso, camundongos
imunizados com composi¢cdes imunoterapéuticas de levedura
Brachyury geraram respostas de células T especificas de Brachyury in
vivo, e crescimento de tumor expressando Brachyury foi inibido nesses
camundongos. Tomados juntamente, os dados apresentados neste
relatério mostram que imunoterapia de levedura Brachyury € util para a

elicitacdo de respostas imunes celulares especificas de Brachyury
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(CD4* e CD8*) e para a prevengao e tratamento de tumores
expressando Brachyury, oferecendo terapia nova para a prevencao
e/ou tratamento de canceres metastaticos e condi¢cbes associadas.

[00042] Composigdes imunoterapéuticas de levedura Brachyury
uteis na presente invencado sdo unicamente adaptadas para canceres
expressando Brachyury eficazmente direcionados por varias razoes.
Primeiro Brachyury esta envolvido em processos EMT, e, portanto,
sem estarem ligados por teoria, os inventores acreditam que
Brachyury desempenha um papel em tumores de estagio tardio e
processos metastaticos. Consequentemente, em um aspecto da
invencdo, imunoterapia de levedura Brachyury € eficaz em alvejar
células tumorais, antes ou no momento, em que durante as quais
comegam a adquirir motilidade e invadir outros tecidos, desse modo,
impedindo, inibindo, detendo, revertendo ou retardando o inicio de
cancer metastatico e/ou a progressdo de cancer, e especialmente,
cancer metastatico. H4 uma grande necessidade de terapias eficazes
para canceres de estagio tardio, especialmente canceres metastaticos,
que poderdo apresentar poucas opc¢des de tratamento uma vez que
terapia convencional de cancer foi insuficiente. Levedura Brachyury
apresenta uma nova abordagem para o tratamento de tais canceres,
ou para retardar, inibir, reverter, ou impedi-los completamente. Além
disso, imunoterapia de levedura Brachyury pode ser utilizada para
prevenir ou retardar cancer metastatico ou progressao de cancer em
individuos que apresentam cancer de estagio precoce. A terapia é util,
em uma modalidade, em canceres que apresentam uma elevada taxa
de progressao metastatica, e pode ser util para deter progresséo do
cancer. Além disso, imunoterapia de levedura Brachyury é util em
individuos que apresentam uma leséo pré-cancerosa (pré-maligna) ou
tumor, em individuos que estdo sob um alto risco de desenvolver um

cancer, particularmente, aquele que apresenta uma elevada taxa de
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metastases, e ainda em individuos normais, como um agente
profilatico para a prevencao de cancer, a qual pode ser usada em
conjunto com outras imunoterapias profilaticas para cancer, tal como
descrita neste relatorio.

[00043] Imunoterapia de levedura Brachyury também proporciona
um beneficio a individuos que sdo submetidos a outra terapia para
cancer, incluindo, quimioterapia e terapia de radiacdo. Mais
particularmente, cénceres metastaticos sdo conhecidos em alguns
casos ser mais resistentes a quimioterapia e/ou terapia de radiagao
que os canceres primarios. Portanto, as composi¢des de imunoterapia
de levedura Brachyury da invengao, podem ser utilizadas para inibir ou
reduzir, ou eliminar resisténcia a quimioterapia ou resisténcia a
radiacdo que podem ocorrer em canceres metastaticos por meio de
inibicdo de expressdo de Brachyury no cancer (e, desse modo,
inibindo influéncias antiproliferativas), e as composi¢gdes da invencéo
poderdao acentuar o desempenho de terapia de quimioterapia ou
radiagcao em um individuo.

[00044] Imunoterapia de levedura Brachyury pode também ser
usada para tratar condigdes ou doencas associadas a expressao de
Brachyury que podem ser de natureza nao-oncoldgicas, ou que podem
preceder transformagdo maligna. Por exemplo, Brachyury pode ser
induzida em células que sao infectadas com um agente infeccioso, por
exemplo, um virus, tal como Virus de Epstein-Barr (EBV).
Consequentemente, imunoterapia de levedura Brachyury pode ser
usada para tratar ou impedir qualquer doenca ou condicdo associada a
expressao de Brachyury, incluindo, mas nado se limita a, doengas
infecciosas, tal como infeccdo viral, incluindo, mas nao se limita a,
condigdes associadas a Virus de Epstein-Barr (por exemplo,
mononucleose).

[00045] Imunoterapia de levedura Brachyury €& também
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prontamente adaptavel para o uso de antigenos tumorais adicionais
dentro da mesma composicdo de levedura, ou para usar em
combinagdo com outros imunoterapéuticos a base de levedura que
direcionam outros antigenos tumorais (sequencial ou
concorrentemente) ou outros imunoterapéuticos e tratamentos/terapias
para cancer. Consequentemente, a imunoterapia de levedura
Brachyury pode ser adaptada para o tipo de cancer; o estagio de
cancer, o grau de cancer, os antigenos expressados pelo tumor, € o
estado geral médico do individuo (isto €, a terapia € facilmente
personalizada), e para o individuo que ja apresenta cancer seu uso
pode ser modificado quando o cancer evolui em um individuo, a fim de
proporcionar eficacia maxima sob uma variedade de estagios de
tumores. Imunoterapia de levedura Brachyury oferece a oportunidade
de projetar abordagens individualizadas, sofisticadas e eficazes para o
tratamento profilatico e/ou terapéutico a base ampla de uma faixa
extensa de canceres.

[00046] Composi¢cdes de levedura Brachyury descritas neste
relatorio induzem respostas imunes inatas, bem como respostas
imunes adaptaveis contra o antigeno alvo (Brachyury), incluindo,
respostas a células T, TH17 e TH1 dependentes de CD4 e respostas
de células T CD8" especificas de antigenos, as quais incluem
respostas citotdéxicas T linfocitarias (CTL), todas sem o uso de
adjuvantes exogenos, citocinas, ou outras moléculas
imunoestimulatérias, muitas das quais apresentam tecidos de
toxicidade. Além disso, composi¢des imunoterapéuticas de levedura
Brachyury inibem numeros reguladores de células T (Treg) e/ou
funcionalidade, desse modo, intensificando respostas de células T
efetuadoras que podiam normalmente ser suprimidas pela presenca
do tumor, por exemplo. Além disso, quando comparadas a

composi¢cdes imunoterapéuticas que imunizam por meio de geracao
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de respostas de anticorpos, as respostas imunes celulares especificas
de antigeno, de base ampla, e potente, induzidas por imunoterapia de
levedura Brachyury acreditam-se ser, particularmente, eficazes
direcionar células tumorais. Na verdade, numerosos estudos tém
mostrado que abordagens imunoterapéuticas s&o intensificadas
quando células tumorais sédo direcionadas via CTLs CD8", as quais
reconhecem peptideos de tumor no contexto de moléculas Classe |
MHC.

[00047] Imunoterapia de levedura Brachyury €& altamente
competente em ativar células apresentando antigeno, e apresenta
uma capacidade unica de cross-prime para resposta imune, gerando
respostas CTL CD8" que sao tipicamente eficazes contra tumores,
mesmo em caso de que podem de outra maneira ser um ambiente
supressivo. Uma vez que esse tipo de imunoterapia utiliza a
capacidade natural da célula apresentando antigeno que exibe
imunogenos relevantes, ndo € necessario conhecer a identidade exata
de epitopos de CTL ou epitopos de MHC Classe Il de Brachyury para
produzir um imunoterapéutico eficaz de acordo com a presente
invencdo. De fato, epitopos de células T CD4" e CD8" podem ser
direcionados em uma unica composi¢ao imunoterapéutica de levedura
Brachyury, e assim os imunoterapéuticos de levedura Brachyury da
invencado nao se limitam a utilizagao de peptideos curtos e, de fato, o
uso de polipeptideos mais longos, e proteinas de fusdao nessas
composicoes torna-se eficaz. Consequentemente, utilizando
imunoterapia de levedura Brachyury, o uso de algoritmos e formulas
complexas para identificar epitopos de células T putativos € eliminado.
[00048] Além disso, uma vez que Brachyury ndo € expresso por
tecidos mais normais (ndo-tumorosos), e € tipicamente superexpresso
em células tumorais, quaisquer efeitos "fora de alvo", relacionados a

tecidos normais ndo sao de preocupacao. Conforme mencionado
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acima, levedura de Brachyury pode ser eficazmente utilizada em um
protocolo de imunizagdo (profilatico ou terapéutico) sem o uso de
adjuvantes exogenos, agentes ou moléculas imunoestimulatérias,
moléculas coestimulatérias, ou citocinas, embora tais agentes possam
ser incluidos, se desejados. Além disso, imunoterapia de levedura
Brachyury pode ser administrada repetidamente sem perder eficacia,
como podera ser problematica com outros tipos de imunoterapia.

Composicoes da Invencao

[00049] Uma modalidade da presente invencido refere-se a uma
composicdo imunoterapéutica a base de levedura que pode ser
utilizada para impedir e/ou tratar canceres caracterizados por
expressado ou superexpressao de Brachyury (incluindo, canceres que
podem nado conter células expressando Brachyury detectavel
inicialmente, mas que poderdao ou conterdo células expressando
Brachyury em estagios mais tardios do desenvolvimento do cancer). A
composicdo € uma composicao imunoterapéutica de levedura
Brachyury compreendendo: (a) um veiculo de levedura; e (b) um
antigeno de cancer que compreende um ou mais antigenos de
Brachyury elou dominio(s) imunogénico(s) destes. O antigeno de
Brachyury ou dominio imunogénico deste € mais tipicamente expresso
como uma proteina recombinante pelo veiculo de levedura (por
exemplo, por uma levedura intacta ou esferoplasto de levedura, que
pode ser opcional e adicionalmente processada para um citoplasto de
levedura, espectro de levedura ou extrato de membrana de levedura
ou fracdo da mesma), embora seja uma modalidade da invencédo que
um ou mais antigenos de Brachyury sao carregados para um veiculo
de levedura, ou de outra maneira complexados com, ligados a,
misturados com, ou administrados com um veiculo de levedura,
conforme descrito neste relatério para formar uma composicdo da

presente invengao.
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[00050] Uma "composicao imunoterapéutica de levedura Brachyury"
€ um tipo especifico de "composicdo imunoterapéutica a base de
levedura", que contém pelo menos um antigeno de Brachyury ou
dominio  imunogénico deste. A  expressdo  "composicao
imunoterapéutica a base levedura" pode ser usada alternadamente
com "produto de imunoterapia a base de levedura", "composicdo de
imunoterapia a base de levedura", "composi¢cdo a base de levedura",
"imunoterapéutico a base de levedura", "vacina a base de levedura",
ou derivados dessas expressdes. Uma "composi¢ao imunoterapéutica"
€ uma composicao que induz uma resposta imune suficiente para
obter pelo menos um beneficio terapéutico em um individuo. Conforme
usado neste relatério, composicdo imunoterapéutica a base de
levedura refere-se a uma composicdo que inclui um componente
veiculo de levedura e que induz uma resposta imune suficiente para
obter pelo menos, um beneficio terapéutico em um individuo. Mais
particularmente, uma composicado imunoterapéutica baseada em
levedura é uma composicao que inclui um componente veiculo de
levedura e tipicamente, um componente de antigeno, e pode provocar
ou induzir uma resposta imune, tal como uma resposta imune celular,
incluindo, sem limitacdo, uma resposta imune celular mediada por
células T. Em um aspecto, uma composicdo imunoterapéutica
baseada em levedura util na invengao é capaz de induzir uma resposta
imune mediada por célula T CD8" e/ou CD4* e, em um aspecto, uma
resposta imune mediada por célula T de CD8" e de CD4%,
particularmente, contra um antigeno-alvo (por exemplo, um antigeno
de cancer). Uma resposta imune CD4* pode incluir respostas imunes
de TH1 respostas imunes de TH2, respostas imunes de TH17, ou
qualquer combinacdo dos acima. Imunoterapéuticos a base de
levedura sédo particularmente capazes de gerar respostas de TH1 e

TH17. Uma resposta imune de CD8* pode incluir uma resposta
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citotoxica T linfocitaria (CTL), e imunoterapéuticos a base de levedura
sdo capazes de gerar tais respostas. Em um aspecto, uma
composigao imunoterapéutica baseada em levedura modula o numero
e/ou a funcionalidade de células T reguladoras (Tregs) em um
individuo. Imunoterapia baseada em levedura pode ser também
modificada para promover um tipo de resposta sobre outro, por
exemplo, pela adigdo de citocinas, anticorpos, e/ou modular o
processo de producido da levedura. Opcionalmente, uma composicéo
imunoterapéutica a base de levedura é capaz de induzir uma resposta
imune humoral.

[00051] Composig¢des imunoterapéuticas de levedura Brachyury da
invencdo poderdo ser ‘"profilaticas" ou "terapéuticas". Quando
proporcionadas profilaticamente, as composicbes da presente
invencido sao proporcionadas com antecipacdo do desenvolvimento
de, ou a deteccdo do desenvolvimento de, um cancer que expressa
Brachyury, com o objetivo de impedir, inibir ou retardar o
desenvolvimento de tumores expressando Brachyury, e/ou impedir,
inibir ou retardar migragcéo do tumor e/ou invasdo do tumor de outros
tecidos (metastases); e/ou geralmente impedir ou inibir progressao de
cancer em um individuo. Conforme discutido neste relatério, Brachyury
€ expresso em diversos canceres, incluindo canceres de estagio
avangado, e tem mostrado estar envolvido no processo de EMT, que é
um processo associado a invasividade e migracido de tumores, tal
como em cancer metastatico. Portanto, composicdes profilaticas
podem ser administradas a individuos que parecem estar livres de
cancer (saudavel, ou individuos normais), para individuos com lesdes
pré-cancerosas (lesdes pré-malignas) e, também, para individuos que
tém cancer, mas, em que Brachyury ainda nao foi detectada (isto &,
antes da expressao de Brachyury por células tumorais no cancer). Os

individuos que est&do sob alto risco de desenvolvimento de um céancer,
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particularmente, um cancer com o qual expressdo de Brachyury e/ou
metastases sao, tipicamente associadas, poderdo ser tratados
profilaticamente com wuma composicdo da invencdo. Quando
proporcionados terapeuticamente, as composicdes de imunoterapia
sdo proporcionadas a um individuo com um cancer expressando
Brachyury, com o objetivo de melhoramento do céancer, tal como,
reduzindo a carga tumoral no individuo; inibindo crescimento do tumor
no individuo; aumentando sobrevivéncia do individuo; impedindo,
inibindo, revertendo, ou retardando desenvolvimento de migracéo do
tumor e/ou invasdo do tumor de outros tecidos (cancer metastatico)
e/ou impedindo, inibindo, revertendo ou retardando a progressao do
cancer no individuo. Em um aspecto, a imunoterapia de levedura
Brachyury é utilizada terapeuticamente para inibir, reduzir ou eliminar
resisténcia a quimioterapia ou resisténcia a radiagao que pode ocorrer
em cancer metastatico por meio de inibicdo da expressao de
Brachyury no cancer, e composi¢des da invengao podem melhorar o
desempenho de terapia de quimioterapia ou radiacdo em um individuo.
[00052] Tipicamente, uma composicdo de imunoterapia de levedura
Brachyury inclui um veiculo de levedura e, pelo menos um antigeno de
cancer compreendendo um antigeno de Brachyury ou dominio
imunogénico deste, em que o antigeno de cancer € expresso, ligado
com, carregado para, ou misturado com o veiculo de levedura. Em
algumas modalidades, o antigeno de cancer, antigeno de Brachyury,
ou dominio imunogénico deste, € proporcionado como uma proteina
de fusdo. Diversas proteinas de Brachyury e proteinas de fusao
adequadas para uso nas composicdes e meétodos da invengao sao
descritas abaixo. Em algumas modalidades, o antigeno de cancer e o
antigeno de Brachyury séao os mesmos elementos. Em algumas
modalidades, o antigeno de cancer inclui outros antigenos, incluindo

outros antigenos de cancer, além do antigeno de Brachyury. Em um
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aspecto da invengao, uma proteina de fusao util como um antigeno de
cancer pode incluir dois ou mais antigenos, por exemplo, um antigeno
de Brachyury e outro antigeno de céncer que n&o é um antigeno de
Brachyury, ou dois diferentes antigenos de Brachyury. Em um aspecto,
a proteina de fusdo pode incluir dois ou mais dominios imunogénicos
de um ou mais antigenos, tais como, dois ou mais dominios
imunogénicos de um antigeno de Brachyury, ou dois ou mais epitopos
de um ou mais antigenos, tais como, dois ou mais epitopos de um
antigeno de Brachyury.

[00053] De acordo com a presente invencdo, um veiculo de
levedura usado em uma composi¢cao de imunoterapia de levedura
Brachyury é qualquer célula de levedura (por exemplo, uma célula total
ou intacta) ou um derivado desta (ver abaixo) que pode ser usada
juntamente com um ou mais antigenos, dominios destes, ou epitopos
destes, em uma composi¢gdo da invengao (por exemplo, uma
composicao terapéutica ou profilatica). O veiculo de levedura pode,
portanto, incluir, mas sem se limitar aos mesmos, um microrganismo
de levedura vivo intacto (total) (isto €, uma célula de levedura
apresentando todos seus componentes, incluindo, uma parede
celular), um microrganismo de levedura destruido (morto) ou
microrganismo de levedura intacto inativado, ou derivados de 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 uma parede celular e do
nacleo), um espectro de levedura (isto é, uma célula de levedura
desprovida de uma parede celular, do nucleo e do citoplasma), um
extrato de membrana de levedura subcelular ou fracao deste (também
referido como uma particula de membrana de levedura e,
anteriormente, como uma particula de levedura subcelular), qualquer

outra particula de levedura, ou uma preparacdo de parede celular de
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levedura.

[00054] Esferoplastos de levedura sao tipicamente produzidos, por
digestdo enzimatica da parede celular de levedura. Tal método é
descrito, por exemplo, em Franzusoff e outros, 1991, Meth.
Enzymol.194, 662-674, incorporado neste relatério como referéncia em
sua totalidade.

[00055] Citoplastos de levedura sao tipicamente produzidos, por
enucleacdo de células de levedura. Tal método é descrito, por
exemplo, em Coon, 1978, Natl. Cancer Inst. Monogr. 48, 45-55
incorporado neste relatério como referéncia em sua totalidade.

[00056] Espectros de levedura sao tipicamente produzidos por meio
de resselagem de uma célula permeabilizada ou lisada e podem, mas
nao necessariamente, conter pelo menos algumas das organelas
dessa célula. Tal método é descrito, por exemplo, em Franzusoff e
outros, 1983, J. Biol. Chem. 258, 3608-3614, e Bussey e outros, 1979,
Biochim. Biophvs. Acta 553, 185-196, cada um dos quais é
incorporado neste relatério como referéncia em sua totalidade.

[00057] Uma particula de membrana de levedura (extrato de
membrana de levedura subcelular ou fragdo deste) refere-se a uma
membrana de levedura que falta um nucleo natural ou citoplasma. A
particula pode ser de qualquer tamanho, incluindo, tamanhos que
variam do tamanho de uma membrana de levedura natural a
microparticulas produzidas por meio de ultrassons ou por outros
métodos de disrupcdo da membrana conhecidos daqueles versados
no estado da técnica, seguido por resselagem. Um método para
produzir extratos de membrana de levedura subcelulares & descrito,
por exemplo, em Franzusoff e outros, 1991, Meth. Enzymol. 194, 662-
674. Um método podera também utilizar fracbes de particular de
membrana de levedura que contém por¢gdes da membrana de levedura

e, quando o antigeno, ou outras proteinas foram expressas
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recombinantemente pela levedura antes da preparacdo das particulas
de membrana de levedura, o antigeno ou outras proteinas de
interesse. Antigenos, ou outras proteinas de interesse podem ser
transportadas para o interior da membrana, em qualquer superficie da
membrana, ou combinag¢des destes (isto €, a proteina pode estar tanto
no interior como no exterior da membrana e/ou abrangendo a
membrana da particula de membrana de levedura)) Em uma
modalidade, uma particula de membrana da levedura é uma particula
de membrana da levedura recombinante que pode ser uma membrana
de levedura intacta, rompida; ou rompida e resselada que inclui pelo
menos um antigeno desejado ou outra proteina de interesse, sobre a
superficie da membrana ou, pelo menos, parcialmente embutida no
interior da membrana.

[00058] Um exemplo de uma preparaciao de parede celular de
levedura é uma preparacao de paredes celulares de levedura isolada
que transporta um antigeno em sua superficie, ou pelo menos
parcialmente embutida dentro da parede celular, de tal modo que a
preparacao de parede celular de levedura, quando administrada a um
animal, estimula uma resposta imune desejada contra uma doenca-
alvo.

[00059] Qualquer cepa de levedura pode ser utilizada para produzir
um veiculo de levedura da presente invencdo. Levedura sao
microrganismos unicelulares que pertencem a uma das trés classes:
Ascomycetes, Basidiomycetes e Fungi Imperfect. Uma consideracao
para a sele¢cao de um tipo de levedura para uso como um modulador
imune € a patogenicidade da levedura. Em uma modalidade, a
levedura € uma cepa nao patogénica, tal como Saccharomyces
cerevisiae. A selegdo de uma cepa de levedura ndo patogénica
minimiza quaisquer efeitos adversos ao individuo, ao qual o veiculo de

levedura é administrado. Entretanto, levedura patogénica podera ser
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utilizada se a patogenicidade da levedura pode ser negada por
quaisquer meios conhecidos daquele versado no estado da técnica
(por exemplo, cepas mutantes). De acordo com um aspecto da
presente invengao, sao utilizadas cepas de levedura ndo patogénicas.

[00060] Géneros de cepas de levedura que podem ser usadas na
invencéo incluem, mas ndo se limitam aos mesmos, Saccharomyces,
Candida (que pode ser patogénica), Cryptococcus, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Schizosaccharomyces e
Yarrowia. Em um aspecto, géneros de levedura s&o selecionados a
partir de Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia ou
Schizosaccharomyces, e em um aspecto, Saccharomyces € usado.
Espécies de cepas de levedura que podem ser usadas na invencao
incluem, mas nao se limitam as mesmas, 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. Deve ser considerado que varias dessas espécies incluem
uma variedade de subespécies, tipos, subtipos, etc., que se pretendem
ser incluidas nas espécies acima mencionadas. Em um aspecto,
espécies de levedura utilizadas na invencao incluem S. cerevisiae, C.
albicans, H. polymorpha, P. pastoris € S. pombe. S. cerevisiae é Uutil,
pois € relativamente facil de manipular e de ser "geralmente
reconhecida como segura" "Generally Recognized As Safe" ou
("GRAS") para uso como aditivos alimenticios (GRAS, FDA propés
Regra 62FR18938, 17 de abril de 1997). Uma modalidade da presente
invengao € uma cepa de levedura que € capaz de replicar plasmideos
até um numero de copias particularmente elevado, tal como uma cepa

de S. cerevisiae cir’. A cepa de S. cerevisiae é aquela cepa que é
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capaz de suportar vetores de expressao que permitem um ou mais
antigenos-alvo e/ou proteina(s) de fusdo de antigeno, e/ou outras
proteinas que devem ser expressas em niveis elevados. Outra cepa
de levedura que é util na invengdo é Saccharomyces cerevisiae
W303a. Além disso, quaisquer cepas mutantes de levedura podem ser
utilizadas na presente invencdo, incluindo, aquelas que exibem
modificagbes pos-translacionais reduzidas de antigenos alvo
expressos ou outras proteinas, tais como, mutagcdes nas enzimas que
se estendem a glicosilagdo ligada a N.

[00061] A composigao de imunoterapia de levedura Brachyury da
invencdo inclui pelo menos um antigeno de cancer compreendendo
um antigeno de Brachyury. De acordo com a presente invengao, o uso
geral neste relatorio, do termo "antigeno" refere-se: a qualquer porg¢ao
de uma proteina (por exemplo, peptideo, proteina parcial, proteina de
comprimento total), em que a proteina ocorre naturalmente ou
derivada sinteticamente ou projetada, para uma composig¢ao celular
(célula total, lisato celular ou células rompidas), para um organismo
(organismo total, lisato ou células rompidas); ou a um carboidrato, ou
outra molécula, ou uma porgao desta. Um antigeno pode induzir uma
resposta imune especifica de antigeno (por exemplo, uma resposta
humoral e/ou uma resposta imune mediada por células) contra o
mesmo ou antigenos similares que sao encontrados por um elemento
do sistema imune (por exemplo, células T, anticorpos).

[00062] Um antigeno pode ser tdo pequeno quanto um epitopo
unico, um unico dominio imunogénico ou maior, e pode incluir epitopos
multiplos ou dominios imunogénicos. Como tal, o tamanho de um
antigeno pode ser tdo pequeno quanto cerca de 8-11 aminoacidos
(isto é, um peptideo) e tdo grande quanto: uma proteina de
comprimento completo, um multimero, uma proteina de fusdo, uma

proteina quimérica, uma célula total, um microrganismo inteiro, ou
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qualquer porgdo deste (por exemplo, fragmentos proteicos
(polipeptideos), lisatos de células inteiras ou extratos de
microrganismos). Antigenos uteis no imunoterapéutico de levedura
Brachyury da presente invengdo sao peptideos, polipeptideos,
proteinas de comprimento completo, multimeros, proteinas de fuséo e
proteinas quiméricas. Além disso, os antigenos podem incluir
carboidratos, que podem ser carregados em um veiculo de levedura
ou em uma composicao da invencdo. Sera considerado que em
algumas modalidades (por exemplo, quando o antigeno €& expresso
pelo veiculo de levedura a partir de uma molécula de acido nucleico
recombinante), o antigeno é uma proteina, proteina de fusdo, proteina
quimérica, ou fragmento desta, em vez de uma célula inteira ou
microrganismo. Para expressao em levedura, um antigeno é de um
tamanho minimo capaz de ser expresso de forma recombinante em
levedura, se o antigeno é a proteina inteira que deve ser expressa
pela levedura, e € tipicamente, pelo menos ou maior que 25
aminoacidos de comprimento, ou pelo menos, ou maior que 26, pelo
menos ou maior que 27, pelo menos ou maior que 28, pelo menos ou
maior que 29, pelo menos ou maior que 30, pelo menos ou maior que
31, pelo menos ou maior que 32, pelo menos ou maior que 33, pelo
menos ou maior que 34, pelo menos ou maior que 35, pelo menos ou
maior que 36, pelo menos ou maior que 37, pelo menos ou maior que
38, pelo menos ou maior que 38, pelo menos ou maior que 39, pelo
menos ou maior que 40, pelo menos ou maior que 41, pelo menos ou
maior que 42, pelo menos ou maior que 43, pelo menos ou maior que
44, pelo menos ou maior que 45, pelo menos ou maior que 46, pelo
menos ou maior que 47, pelo menos ou maior que 48, pelo menos ou
maior que 49, ou pelo menos ou maior que 50 aminoacidos de
comprimento, ou, pelo menos ou maior que 25-50 aminoacidos de

comprimento, ou, pelo menos ou maior que 30-50 aminoacidos de



31/119

comprimento, ou, pelo menos ou maior que 35-50 aminoacidos de
comprimento, ou, pelo menos ou maior que 40-50 aminoacidos de
comprimento, ou, pelo menos ou maior que 45-50 aminoacidos de
comprimento, embora proteinas menores possam ser expressas, €
proteinas consideravelmente maiores (por exemplo, centenas de
aminoacidos de comprimento, ou mesmo alguns milhares de
aminoacidos de comprimento) podem ser expressas. Em um aspecto,
uma proteina de comprimento completo ou uma proteina que é
desprovida de, entre 1 e 20 aminoacidos do término N e/ou o término
C pode ser expressa. As proteinas de fusdo e proteinas quiméricas
sdo também antigenos que podem ser expressos na invengdo. Um
"antigeno-alvo" € um antigeno que € especificamente direcionado por
uma composi¢cdo imunoterapéutica da invencgao (isto €, um antigeno
contra o qual a elicitagdo de uma resposta imunitaria € desejada). Um
"antigeno de cancer" € um antigeno que compreende pelo menos um
antigeno que é associado a um cancer; tal como um antigeno
expresso por uma celula tumoral, de tal modo que direcionamento do
antigeno também direciona o cancer. Um antigeno de cancer pode
incluir um ou mais antigenos a partir de uma ou mais proteinas,
incluindo, uma ou mais proteinas associadas a tumores. Um "antigeno
de Brachyury" € um antigeno derivado, projetado ou produzido, a partir
de uma proteina de Brachyury.

[00063] Quando se refere a estimulagdo de uma resposta imune, o
termo "imundgeno” € um subconjunto do termo "antigeno", e, portanto,
em alguns exemplos, pode ser utilizado alternadamente com o termo
"antigeno". Um imundgeno, conforme usado neste relatério descreve
um antigeno que induz uma resposta imune humoral e/ou mediada por
células (isto é, imunogénica), tal que administracdo do imundégeno a
um individuo aumenta uma resposta imune especifica de antigeno

contra o mesmo ou antigenos similares que sdo encontrados pelo
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sistema imunoldgico do individuo. Em uma modalidade, o imundgeno
induz uma resposta imune mediada por células, incluindo, uma
resposta de células T CD4" (por exemplo, TH1, TH2 e/ou TH17) e/ou
uma resposta de células T CD8" (por exemplo, uma resposta de CTL).
[00064] Um "dominio imunogénico" de um dado antigeno pode ser
qualquer porgéo, fragmento ou epitopo de um antigeno (por exemplo,
um fragmento ou subunidade de peptideo, ou um epitopo de anticorpo
ou outro epitopo conformacional) que contém pelo menos um epitopo
que pode atuar como um imundgeno, quando administrado a um
animal. Portanto, um dominio imunogénico € maior que um unico
aminoacido e é, pelo menos, de um tamanho suficiente para conter
pelo menos um epitopo que pode atuar como um imunégeno. Por
exemplo, uma Uunica proteina pode conter varios dominios
imunogénicos diferentes. Dominios imunogénicos ndo necessitam de
ser sequéncias lineares dentro de uma proteina, tal como, no caso de
uma resposta imune humoral, onde os dominios conformacionais sao
considerados.

[00065] Um epitopo € definido neste relatério como um unico sitio
imunogénico dentro de um dado antigeno que é suficiente para induzir
uma resposta imune, quando proporcionada ao sistema imune, no
contexto de sinais coestimuladores apropriados e/ou células ativadas
do sistema imune. Em outras palavras, um epitopo € a parte de um
antigeno que € reconhecido por componentes do sistema imune, e
pode também ser referido como um determinante antigénico. Aqueles
versados no estado da técnica reconhecerdo que os epitopos de
células T sao diferentes no tamanho e composi¢cao de epitopos de
células B ou anticorpos, e que os epitopos apresentados por meio da
via MHC de Classe | diferem no tamanho e atributos estruturais de
epitopos apresentados através da via MHC de Classe Il. Por exemplo,

os epitopos de células T apresentados por moléculas de MHC de
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Classe | séo tipicamente entre 8 e 11 aminoacidos de comprimento,
visto que os epitopos apresentados pelas moléculas de MHC de
Classe Il sdo menos restritos no comprimento e podem ser de até 25
aminoacidos ou mais. Além disso, epitopos de células T apresentam
caracteristicas estruturais preditas dependendo das moléculas de
MHC especificas ligadas pelo epitopo. Os epitopos podem ser
epitopos de sequéncia linear ou epitopos conformacionais (regides de
ligagdo conservadas). A maioria dos anticorpos reconhece epitopos
conformacionais.

[00066] Brachyury (qQue pode também ser referido como "T") é uma
proteina altamente conservada entre multiplas espécies diferentes de
animais e é um fator de transcricido que contém um dominio de "caixa-
T" ou "dominio T", um motivo (motif) de dominio de ligagdo a DNA
compartilhado entre diversas proteinas diferentes, chamadas
coletivamente a familia caixa-T de proteinas. Brachyury humano foi
primeiro clonado em 1996 (Edwards e outros; supra). Uma sequéncia
de nucleotideos que codifica Brachyury humano € aqui representada
por ID SEQ NO: 1, que é uma sequéncia de RNAm que foi obtida a
partir de GENBANK® No. de acesso NM_003181 (Gl: 19743811). ID
SEQ NO: 1 codifica uma proteina de Brachyury humana de 435
aminoacidos, a sequéncia de aminoacidos das quais € representada
aqui, como ID SEQ NO: 2 (também encontrada no GENBANK® No. de
acesso NP_003172; GI: 4507339).

[00067] Outra proteina de Brachyury humana descrita neste
relatério € wuma variante da proteina de Brachyury humana
representada por ID SEQ NO: 2, e apresenta a sequéncia de
aminoacidos de ID SEQ NO: 6. ID SEQ NO: 6, também uma proteina
de 435 aminoacidos, € codificada por uma sequéncia de nucleotideos
representada aqui, por ID SEQ NO: 5. ID SEQ NO: 6 ¢
aproximadamente 99% idéntica a ID SEQ NO: 2 ao longo do
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comprimento total da proteina. ID SEQ NO: 6 difere de ID SEQ NO: 2
na posi¢cao 177 (Asp vs. Gly, respectivamente), posi¢cdo 368 (Thr vs.
Ser, respectivamente) e posicédo 409 (Asn vs. Asp, respectivamente).
[00068] Outra proteina de Brachyury humana descrita neste
relatorio € um agonista da proteina de Brachyury humana
representada por ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6. Como geralmente
usado neste relatério, um "agonista" é qualquer composto ou agente,
incluindo, sem limitacdo, moléculas pequenas, proteinas, peptideos,
anticorpos, agentes de ligacdo de acidos nucleicos, etc., que se liga a
um receptor ou ligante e produz ou causa uma resposta, o qual pode
incluir agentes que imitam ou intensificam a acdo de uma substancia
gue ocorre naturalmente, o qual se liga ao receptor ou ligante. Quando
usado no contexto de um antigeno de Brachyury da invengédo, um
antigeno "agonista" ou proteina refere-se a um antigeno ou proteina
que compreende pelo menos um epitopo de agonista de células T, o
qual também pode ser referido como um "mimétopo". Um peptideo
mimoétopo € um peptideo que imita a estrutura de um epitopo do tipo
selvagem e, como um agonista, 0 mimotopo imita ou intensifica a acao
(funcdo bioldgica) do epitopo natural. Por exemplo, a sequéncia de
aminoacidos de ID SEQ NO: 12 (WLLPGTSTL) € um epitopo de célula
T de uma proteina de Brachyury do tipo selvagem. A sequéncia de
aminoacidos de ID SEQ NO: 13 (WLLPGTSTV) € um mimétopo ou
agonista do epitopo de célula T de ID SEQ NO: 12.

[00069] Um antigeno agonista de Brachyury humano é aqui,
representado por ID SEQ NO: 18. ID SEQ NO: 18 é uma proteina de
435 aminoacidos é codificada por uma sequéncia de nucleotideos
representada neste relatério por ID SEQ NO: 17. ID SEQ NO: 18 é
idéntica a ID SEQ NO: 6, exceto para uma substituicdo de uma leucina
na posicao 254 em relacdo a ID SEQ NO: 6, com uma valina na ID

SEQ NO: 18. Essa substituicdo cria um epitopo agonista de célula T
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na ID SEQ NO: 18 nas posi¢des 246 a 254 que, sem ser ligada por
teoria, acredita-se induzir respostas de células T intensificadas contra
Brachyury, quando comparado com o epitopo do tipo selvagem
(posicbes 246 a 254 de ID SEQ NO: 6).

[00070] Posicdes 41 a 223 de qualquer uma de ID SEQ NO: 2, ID
SEQ NO:6 ou ID SEQ NO: 18 representam o dominio de ligagédo a
DNA Caixa-T de Brachyury humana, e o dominio caixa-T em outras
sequéncias de Brachyury, incluindo, sequéncias de Brachyury de
outras espécies, podem ser prontamente identificadas por comparacao
com essas sequéncias. Como usado neste relatério, referéncia a um
dominio caixa-T de qualquer proteina de Brachyury descrita neste
relatério, ou conhecida no estado da técnica e utilizada na invencéo
pode incluir um adicional de 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 aminoacidos consecutivos da sequéncia
de Brachyury na extremidade de término N e/ou a extremidade de
término C do dominio caixa-T definido (por exemplo, em cada lado das
posicoes 41-223 de ID SEQ NOs: 2, 6 ou 18). Brachyury humana,
incluindo, as duas proteinas humanas Brachyury descritas neste
relatério, também contém varios epitopos de células T CD4" e CD8".
Tais epitopos sdo descritos, por exemplo, no WO 2008/106551, e
inclui um epitopo de CTL CD8*, WLLPGTSTL (também referido neste
relatério como Tp2, ID SEQ NO: 12), nas posicdes 246 a 254 de ID
SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6. Como discutido acima, ID SEQ NO: 18
compreende um epitopo agonista de ID SEQ NO: 12, representado
neste relatério por ID SEQ NO: 13.

[00071] Brachyury humana apresenta homologia muito alta com
Brachyury a partir de outras espécies animais e, portanto, aquele
versado no estado da técnica € capaz de utilizar as sequéncias de

Brachyury a partir de outros organismos na preparagdo de uma
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composicdo imunoterapéutica de levedura Brachyury da invencao,
particularmente, onde essas sequéncias sao idénticas,
substancialmente homologas, e induzem uma resposta imune eficaz
contra o antigeno-alvo (por exemplo, Brachyury nativa expressa por
uma célula tumoral). Por exemplo, Brachyury murino, que foi clonado
pela primeira vez por Hermann e outros, em 1990 (Herman e outros,
supra), é aproximadamente 85% idéntico a Brachyury humano no nivel
dos nucleotideos, e aproximadamente 91% idéntico no nivel dos
aminoacidos. Com relagédo a Brachyury de outros animais, no nivel de
aminoacidos, Brachyury humana é 99,5% idéntica a Brachyury de Pan
troglodytes, 90,1% idéntica a Brachyury de Canis lupus familiaris,
88,5% idéntica a Brachyury de Bos Taurus, 92,2% idéntica a
Brachyury de Rattus norvegicus, e 80,9% idéntica a Brachyury de
Gallus gallus. Dentre aminoacidos 1-223 de Brachyury, que contém o
dominio caixa-T, Brachyury de camundongo e humana diferem em
apenas dois aminoacidos (nas posi¢coes 26 e 96). Uma sequéncia de
nucleotideos que codifica Brachyury murino é representada neste
relatério por ID SEQ NO: 3, que € uma sequéncia de RNAm que foi
obtida de GENBANK ® No. de acesso NM_009309 (GI: 118130357). ID
SEQ NO: 3 codifica uma proteina de Brachyury murina de 436
aminoacidos, a sequéncia de aminoacidos a qual € aqui representada
como ID SEQ NO: 4. Posicoes 41 a 223 de ID SEQ NO: 4; representa
o dominio de ligagdo a DNA de caixa-T de Brachyury murino.

[00072] Em uma modalidade da invengdo, um antigeno de
Brachyury compreende ou consiste da sequéncia de aminoacidos
representada por ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6, ID
SEQ NO: 18, ou pelo menos um dominio imunogénico deste. Em uma
modalidade, um antigeno de Brachyury compreende ou consiste em
dois, trés, quatro, cinco, ou mais dominios imunogénicos de

Brachyury. Em uma modalidade da invengdo, um antigeno de
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Brachyury compreende ou consiste da sequéncia de aminoacidos
representada por posi¢des 1 ou 2 de aminoacidos por meio de um dos
ultimos 25 aminoacidos no término C de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4,
ID SEQ NO: 6 ou ID SEQ NO: 18 (isto €, por meio de qualquer uma
das posicoes 441 a 435 de ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6 ou ID SEQ
NO: 18, ou por meio de uma das posicdes 442 a 436 de ID SEQ NO:
4). Outro antigeno de Brachyury util na invengcdo também inclui, pelo
menos, 1-223 posi¢gdes de aminoacidos de Brachyury (por exemplo,
posicoes 1-223 de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou ID
SEQ NO: 18) ou posi¢coes 41-223 de Brachyury (por exemplo,
posicoes 41-223 de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou
ID SEQ NO: 18). Outro antigeno de Brachyury util na invengao inclui,
pelo menos, posi¢cdes de aminoacidos 1 a 85, entre a posicao 255 e o
término C de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou ID SEQ
NO: 18. Outro antigeno de Brachyury util na invengao inclui, de pelo
menos, posicdes de aminoacidos 1 a 85, entre a posicdo 430 e o
término C de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou ID SEQ
NO: 18. Outro antigeno de Brachyury util na invencgao inclui, pelo
menos, de posi¢cdes de aminoacidos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10 entre
a posicao 255 e o término C de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ
NO: 6 ou ID SEQ NO: 18.

[00073] De acordo com qualquer modalidade da presente invengao,
referéncia a uma proteina de "comprimento total" (ou um dominio
funcional de comprimento total ou dominio imunolégico de
comprimento total) inclui a sequéncia de aminoacidos de comprimento
total da proteina ou dominio funcional ou dominio imunoldgico,
conforme descrito neste relatério, ou como de outra maneira
conhecida, ou descrito em uma sequéncia publicamente disponivel.
Uma proteina ou dominio que € de "comprimento total préximo", a qual

€ também um tipo de homodlogo de uma proteina, difere de uma
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proteina ou dominio de comprimento total, através da adigdo ou
delecado, ou omissdo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 aminoacidos, a
partir do término N e/ou término C de tal proteina de comprimento total
ou dominio de comprimento total. Por meio de exemplo, varias das
proteinas de fusdo aqui descritas compreendem um antigeno de
Brachyury de "comprimento total proximo", uma vez que o antigeno
omite a metionina na posi¢éo 1, e substitui um peptideo de término N.
Referéncia geral a uma proteina ou um dominio, ou antigeno pode
incluir tanto proteinas de comprimento total quanto proteinas de
comprimento total préximo, bem como outros homdlogos destas.

[00074] Em um aspecto de quaisquer modalidades relatadas para
um antigeno de Brachyury, um antigeno de cancer ou um antigeno de
Brachyury € de um tamanho minimo suficiente para permitir que o
antigeno seja expresso por levedura. Para expressao em levedura,
uma proteina € tipicamente pelo menos aproximadamente de 25
aminoacidos de comprimento, embora proteinas menores possam ser
expressas, e proteinas consideravelmente maiores podem ser
expressas por leveduras. Por exemplo, um antigeno de Brachyury util
na invencao é um fragmento de uma proteina de Brachyury que pode
ser expressa de forma recombinante por leveduras e que contém pelo
menos um dominio imunogénico de Brachyury, que pode incluir pelo
menos um dominio imunogénico de qualquer uma de ID SEQ NO: 2,
ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou ID SEQ NO: 18. Em um aspecto, tal
antigeno é de pelo menos 25 aminoacidos de comprimento, e contém
pelo menos um dominio imunogénico de Brachyury. Em um aspecto,
tal antigeno € maior que 30 aminoacidos de comprimento, e contém
pelo menos um dominio imunogénico de Brachyury. Em um aspecto,
tal antigeno € de pelo menos 25-50 aminoacidos de comprimento, e
contém pelo menos um dominio imunogénico de Brachyury. Em um

aspecto, tal antigeno € de pelo menos 30-50 aminoacidos de
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comprimento, e contém pelo menos um dominio imunogénico de
Brachyury. Em um aspecto, tal antigeno é de pelo menos 35-50
aminoacidos de comprimento, e contém pelo menos um dominio
imunogénico de Brachyury. Em um aspecto, tal antigeno € de pelo
menos 40-50 aminoacidos de comprimento, e contém pelo menos um
dominio imunogénico de Brachyury. Em um aspecto, tal antigeno é de
pelo menos 45-50 aminoacidos de comprimento, e contém pelo menos
um dominio imunogénico de Brachyury. Em uma modalidade, o
antigeno de Brachyury util na presente invengdo é de pelo menos 25
aminoacidos de comprimento, ou pelo menos: 30, 35, 40, 45, 50, 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 aminoacidos de comprimento, que podem incluir
qualquer fragmento de, pelo menos qualquer um desses
comprimentos de ID SEQ NO: 2, ID SEQ NO: 4, ID SEQ NO: 6 ou ID
SEQ NO: 18.

[00075] Em um aspecto, um antigeno de Brachyury compreende
um ou mais epitopos de CTL, o qual podera incluir; duas ou mais
copias de qualquer um, dois, trés ou mais dos epitopos de CTL
descritos neste relatério. Em um aspecto, o antigeno de Brachyury
compreende um ou mais epitopos de células T CD4*. Em um aspecto,
a célula T, o antigeno de Brachyury compreende um ou mais epitopos
de CTL e um ou mais epitopos de células T CD4*. Em um aspecto, o
epitopo de célula T € um epitopo agonista.

[00076] Em um aspecto, um antigeno de Brachyury compreende
uma sequéncia de aminoacidos de WLLPGTSTL (ID SEQ NO: 12,
também representada por posi¢cdes 245 a 254 de ID SEQ NO: 2 ou ID
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SEQ NO: 6). Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende
uma sequéncia de aminoacidos de WLLPGTSTV (ID SEQ NO: 13,
também representada por posi¢cdes 245 a 254 de ID SEQ NO: 18). Em
um aspecto, o aminoacido em posicéo 4, de cada ID SEQ NO: 12 ou
ID SEQ NO: 13 (uma prolina ou P nessas sequéncias) € substituido
com uma serina (S), uma treonina (T), uma isoleucina (l), ou uma
valina (V).

[00077] Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminoacidos de SQYPSLWSYV (ID SEQ NO:14). Em um
aspecto, o aminoacido em posicdo 2 de ID SEQ NO: 14 (uma
glutamina ou Q nessa sequéncia) é substituido com uma leucina (L).
Em um aspecto, o aminoacido em posigédo 4 de ID SEQ NO: 14 (uma
prolina ou P nessa sequéncia) € substituido com uma serina (S),
treonina (T), leucina (L), ou valina (V). Em um aspecto, o aminoacido
em posicdo 7 de ID SEQ NO: 14 (um triptofano ou W nessa
sequéncia) é substituido com uma valina (V), leucina (L), isoleucina (l),
serina (S), ou treonina (T). Em um aspecto, o aminoacido em posi¢ao
9 de ID SEQ NO: 14 (uma valina ou V nessa sequéncia) é substituido
com uma leucina (L). Um antigeno que compreende uma sequéncia
apresentando qualquer combinacdo de uma ou mais dessas
substituicdes em ID SEQ NO: 14 é considerado pela invencgéo.

[00078] Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminoacidos de RLIASWTPV (ID SEQ NO: 15). Em um
aspecto, o aminoacido em posi¢ao 1 de ID SEQ NO: 15 (uma arginina
ou R nessa sequéncia) € substituido com uma tirosina (Y) ou um
triptofano (W). Em um aspecto, o aminoacido em posicéao 6 de ID SEQ
NO: 15 (um triptofano ou W nessa sequéncia) é substituido com uma
valina (V), uma lisina (L), uma isoleucina (I), uma serina (S) ou uma
treonina (T). Um antigeno compreendendo uma sequéncia que

apresenta qualquer combinacdo de uma ou ambas dessas
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substituicdes em ID SEQ NO: 15 é considerado pela invengéo.

[00079] Em um aspecto, o antigeno de Brachyury compreende uma
sequéncia de aminoacidos de AMYSFLLDFV (ID SEQ NO: 16). Em um
aspecto, o aminoacido em posicdo 2 de ID SEQ NO: 16 (uma
metionina ou M nessa sequéncia) é substituido com uma leucina (L).
[00080] Em uma modalidade da invengdo, um antigeno de
Brachyury compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em
uma proteina de fusao que apresenta a sequéncia de aminoacidos de
ID SEQ NO: 8. A proteina de fusdo de ID SEQ NO: 8 é um unico
polipeptideo com os seguintes elementos de sequéncia fundidos em
estrutura a partir de término N a término C: (1) um peptideo de término
N confere resisténcia a degradagdo proteassbmica e estabiliza
expressdo em levedura (posigdes 1-6 de ID SEQ NO: 8); (2) um
antigeno de Brachyury humano consistindo em posi¢des 2-435 de 1D
SEQ NO: 6 (posi¢des 7-440 de ID SEQ NO: 8); e (3) uma cauda (tag)
de hexa-histidina (posi¢cdes 441-446 de ID SEQ NO: 8). A sequéncia
de aminoacidos de ID SEQ NO: 8 é codificada pela sequéncia de
polinucleotideo de ID SEQ NO: 7.

[00081] Em outra modalidade da invengdo, um antigeno de
Brachyury compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em
uma proteina de fusao que apresenta a sequéncia de aminoacidos de
ID SEQ NO: 10. A proteina de fusdo de ID SEQ NO: 10 é um unico
polipeptideo com os seguintes elementos de sequéncia fundidos em
estrutura a partir de término N a término C: (1) um peptideo de término
N confere resisténcia a degradacdo proteassbmica e estabiliza
expressdo em levedura (posicdes 1-6 de ID SEQ NO: 10); (2) um
antigeno de Brachyury murino consistindo em posi¢gbes 2-436 de ID
SEQ NO: 4 (posigbes 7-441 de ID SEQ NO: 10); e (3) uma cauda (tag)
de hexa-histidina (posicoes 442-447 de ID SEQ NO: 10). A sequéncia

de aminoacidos de ID SEQ NO: 10 é codificada pela sequéncia de
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polinucleotideo de ID SEQ NO: 9.

[00082] Em outra modalidade da invengdo, um antigeno de
Brachyury compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em
uma proteina de fusdo apresentando a sequéncia de aminoacidos de
ID SEQ NO: 20. A proteina de fusdo de ID SEQ NO: 20 € um unico
polipeptideo com os seguintes elementos de sequéncia fundidos em
estrutura a partir de término N a C: (1) um peptideo de término N
confere resisténcia a degradagdo proteassOmica e estabiliza
expressdo em levedura (posi¢cdes 1-6 de ID SEQ NO: 20); a sequéncia
de peptideo também representada neste relatério por ID SEQ NO: 11);
(2) 2-435 aminoacidos de ID SEQ NO: 18 (posigdes 7-440 de ID SEQ
NO: 20), ID SEQ NO: 18 representando uma proteina agonista de
Brachyury humano de comprimento total; e (3) uma cauda (tag) de
hexa-histidina (posi¢cdes 441-446 de ID SEQ NO: 20). O epitopo
agonista (ID SEQ NO: 13) é localizado em posi¢des 251 a 259 de ID
SEQ NO: 20 (posicdes 246 a 254 de ID SEQ NO: 18). A sequéncia de
aminoacidos de ID SEQ NO: 20 é codificada pela sequéncia de
polinucleotideo de ID SEQ NO: 19.

[00083] Um antigeno de Brachyury util na presente invengao
também inclui proteinas que apresentam uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica a
sequéncia de aminoacidos de qualquer uma das proteinas ou
antigenos de Brachyury descritos neste relatério, sobre o comprimento
total da proteina, ou com relagdo a um fragmento ou dominio deste,
definido (por exemplo, um dominio imunolégico ou dominio funcional
(dominio com pelo menos, uma atividade bioldgica)) que forma parte
da proteina. Por exemplo, um dominio da proteina Brachyury descrita
neste relatoério inclui o dominio caixa-T. Um dominio imunoldgico foi

descrito em detalhes acima.
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[00084] Em alguns aspectos da invencdo, insercbes de
aminoacidos, delecdes, e/ou substituicbes podem ser feitas por um,
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou mais
aminoacidos de uma proteina de Brachyury do tipo selvagem ou de
referéncia, contanto que a proteina de Brachyury resultante, quando
usada como um antigeno em uma composi¢ao imunoterapéutica de
levedura Brachyury da invenc&o, induz uma resposta imune contra
uma proteina nativa Brachyury como a proteina Brachyury do tipo
selvagem ou de referéncia, a qual pode incluir uma resposta imune
acentuada, uma resposta imune diminuida, ou uma resposta imune
substancialmente similar. Por exemplo, a invencgao inclui a utilizacao
de antigenos agonistas de Brachyury, que podem incluir um ou mais
epitopos de células T que foram mutados para aumentar a resposta de
células T contra o agonista de Brachyury, tal como, aperfeicoando a
avidez ou afinidade do epitopo para uma molécula de MHC ou para o
receptor de células T que reconhece o epitopo no contexto da
apresentacdo de MHC. Agonistas de Brachyury podem, portanto,
melhorar a poténcia ou a eficiéncia de uma resposta de células T
contra Brachyury nativa expressa por uma célula de tumor. O antigeno
de Brachyury apresentando a sequéncia de aminoacidos de ID SEQ
NO: 18 € um exemplo nao-limitativo de um agonista de Brachyury (ou
um antigeno de Brachyury compreendendo um epitopo de agonista).

[00085] Além disso, sequéncias de expressao de término N e as
caudas (tags) de término C, tais como aquelas descritas acima, com
relagcao as proteinas de fusdo de ID SEQ NO: 8, ID SEQ NO: 10, ou ID
SEQ NO: 20 sao opcionais, mas pode ser selecionada a partir de
varias sequéncias diferentes descritas em qualquer outro lugar neste
relatério para melhorar ou auxiliar com expressao, estabilidade, e/ou
permitir a identificagdo e/ou purificagdo da proteina. Também, muitos

promotores diferentes adequados para utilizacdo em leveduras séo
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conhecidos no estado da técnica. Além disso, sequéncias curtas
ligantes intervenientes (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou peptideos de
aminoacidos) podem ser introduzidas entre as porgbes de uma
proteina de fusdo que compreende um antigeno de Brachyury por uma
variedade de razdes, incluindo, a introducédo de sitios de enzima de
restricdo para facilitar a clonagem, como sitios de clivagem para
proteases hospedeiras fagossomais, para acelerar o processamento
de proteina ou antigeno, e para a manipulagao futura dos constructos.

[00086] Opcionalmente, proteinas, incluindo proteinas de fuséao,
que sao wusadas como um componente da composicao
imunoterapéutica de levedura Brachyury da invengao sao produzidas
utilizando constructos de antigenos que sao particularmente uteis para
aperfeicoar ou estabilizar a expressao de antigenos heterélogos em
levedura. Em uma modalidade, as proteinas ou peptideos antigénicos
desejados sdo fundidos em sua extremidade terminal amino a: (a) um
peptideo sintético especifico que estabiliza a expressao da proteina de
fusdo no veiculo de levedura ou impede a modificagdo pdés-tradugao
da proteina de fusdo expressa (tais peptideos sao descritos em
detalhes, por exemplo, na Publicagcdo de Patente dos Estados Unidos
N° 2004-0156858 A1, publicada em 12 de agosto de 2004, aqui
incorporada como referéncia em sua totalidade), (b) pelo menos uma
porcdo de uma proteina enddégena de levedura, incluindo, mas nao se
limita a, sequéncia lider de levedura fator-alfa, em que cada um dos
parceiros de fusdo proporciona uma melhor estabilidade de expresséao
da proteina na levedura e/ou impede uma modificagdo poés-tradugao
das proteinas pelas células de levedura (tais proteinas sao, também
descritas em detalhes, por exemplo, in Publicagdo de Patente dos
Estados Unidos N° 2004-0156858 A1, supra) e/ou (c) pelo menos uma
por¢cao de uma proteina de levedura que leva a proteina de fuséo ser

expressa na superficie da levedura (por exemplo, uma proteina Aga,
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descrita em maiores detalhes neste relatério). Além disso, a presente
invengao inclui, opcionalmente, a utilizacdo de peptideos que séao
fundidos com o término C do constructo que codifica o antigeno,
particularmente, para uso na selecao e identificacdo da proteina. Tais
peptideos incluem, mas ndo se limitam a, qualquer peptideo sintético
ou natural, tal como uma cauda (tag) de peptideo (por exemplo, 6X His
ou hexapeptideo) ou qualquer outra cauda (tag) de epitopo curta. Os
peptideos ligados ao término C de um antigeno, de acordo com a
invengcao, podem ser usados com ou sem a adi¢cado dos peptideos de
término N discutidos acima, e vice-versa.

[00087] Em uma modalidade, um peptideo sintético utii em uma
proteina de fusdo deve ser expresso em uma levedura que € ligada ao
término N do antigeno, o peptideo consistindo em pelo menos duas
posi¢cdes de aminoacidos que sao heterdlogos para o antigeno, em
que o peptideo estabiliza a expresséo da proteina de fusdo no veiculo
de levedura ou impede a modificacdo pods-traducdo da proteina de
fusdo expressa. O peptideo sintético e porcdo de término N do
antigeno juntamente formam uma proteina de fusdo que apresenta as
seguintes exigéncias: (1) o residuo de aminoacido na posicdo um, da
proteina de fusdo € metionina (isto é, o primeiro aminoacido no
peptideo sintético € uma metionina); (2) o residuo de aminoacido na
posicdo dois da proteina de fusdo ndo € uma glicina ou uma prolina
(isto é, o segundo aminoacido no peptideo sintético ndo é uma glicina
ou uma prolina); (3) nenhuma das posi¢cdes de aminoacidos em
posicoes 2-6 da proteina de fusdo € uma metionina (isto é, os
aminoacidos nas posigcdes 2-6, se, parte do peptideo sintético ou da
proteina, se o peptideo sintético é inferior a 6 aminoacidos, nao inclui
uma metionina); e (4) nenhum dos aminoacidos nas posi¢coes 2-6 da
proteina de fusdo é uma lisina, ou uma arginina (isto é, os

aminoacidos nas posicdes 2-6, se, parte do peptideo sintético ou da
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proteina, se o peptideo sintético é inferior a 5 aminoacidos, nao inclui
uma lisina ou uma arginina). O peptideo sintético pode ser téo
pequeno quanto dois aminoacidos, mas em um aspecto, € de 2-6
aminoacidos (incluindo 3, 4, 5 aminoacidos), e pode ser superior a 6
aminoacidos, em numeros inteiros, até cerca de 200 aminoacidos, 300
aminoacidos, 400 aminoacidos, 500 aminoacidos, ou mais.

[00088] Em uma modalidade, uma proteina de fusdo compreende
uma sequéncia de aminoacidos de M-X2-X3-X4-X5-X6, em que M é
metionina; em que X2 é qualquer aminoacido, exceto glicina, prolina,
lisina ou arginina; em que X3 € qualquer aminoacido, exceto
metionina, lisina ou arginina; em que X4 é qualquer aminoacido
qualquer, exceto metionina, lisina ou arginina; em que X5 é qualquer
aminoacido, exceto metionina, lisina ou arginina; e em que X6 é
qualquer aminoacido, exceto metionina, lisina ou arginina. Em uma
modalidade, o residuo X6 € uma prolina. Uma sequéncia sintética
exemplar que intensifica a estabilidade de expressao de um antigeno
em uma célula de levedura e/ou impede modificagado pds-traducdo da
proteina na levedura inclui a sequéncia M-A-D-E-A-P (representada
neste relatério por ID SEQ NO: 11). Além da estabilidade intensificada
do produto de expressao, esse parceiro de fusdo nao parece ter um
impacto negativo na resposta imune contra o antigeno de imunizacao
no constructo. Além disso, os peptideos sintéticos de fusao podem ser
projetados para proporcionar um epitopo que pode ser reconhecido
por um agente de selegao, tal como um anticorpo.

[00089] Em um aspecto da invengao, o veiculo de levedura é
manipulado de tal modo que o antigeno seja expresso ou
proporcionado por meio de transferéncia ou translocagcdo de um
produto de proteina expressa, parcial ou totalmente, sobre a superficie
do veiculo de levedura (expressao extracelular). Um método para a

realizacdo deste aspecto da invencdo é a utilizacdo de um brago



47/119

espacgador para o posicionamento de uma ou mais proteinas sobre a
superficie do veiculo de levedura. Por exemplo, pode-se usar um
brago espagador para criar uma proteina de fusao do(s) antigeno(s) ou
outra proteina de interesse com uma proteina que tem como alvo o(s)
antigeno(s) ou outra proteina de interesse para a parede celular de
levedura. Por exemplo, uma, tal proteina, que pode ser utilizada para
direcionar outras proteinas € uma proteina de levedura (por exemplo,
proteina de parede celular 2 (cwp2), proteina Aga2, Pir4 ou Flo1) que
permite que o(s) antigeno(s) ou outra proteina sejam direcionados
para a parede celular de levedura, de tal modo que o antigeno, ou
outra proteina seja localizada na superficie da levedura. Proteinas
diferentes de proteinas de leveduras podem ser usadas para o brago
espacgador, no entanto, para qualquer proteina de brago espacador, é
mais desejavel apresentar a resposta imunogénica direcionada contra
o antigeno alvo, em vez da proteina de brago espagador. Como tal, se
outras proteinas sdo usadas para o brago espagador, em seguida, a
proteina de brago espacador que € usada nao deve gerar uma
resposta imune grande para a propria proteina de brago espacgador, tal
que a resposta imune para o(s) antigeno(s) alvo é sobrecarregada.
Aquele versado no estado da técnica deve visar uma pequena
resposta imune para a proteina de brago espacador, em relacdo a
resposta imune para o(s) antigeno(s) alvo. Bragos espagadores podem
ser construidos de modo a ter sitios de clivagem (por exemplo, sitios
de clivagem de protease) que permitem que o antigeno seja
prontamente, removido, ou processado fora da levedura, se desejado.
Qualquer método conhecido de determinagdo da magnitude das
respostas imunes pode ser usado (por exemplo, producdo de
anticorpos, ensaios liticos, etc.), e sao rapidamente conhecidos
daquele versado no estado da técnica.

[00090] Outro método para o posicionamento do(s) antigeno(s)



48/119

alvo, ou outras proteinas a serem expostos na superficie da levedura é
a utilizacdo de sequéncias de sinais, tais como glicosilfosfatidil inositol
(GPIl) para ancorar o alvo para a parede celular de levedura.
Alternativamente, o posicionamento pode ser realizado adicionando
sequéncias de sinais que tém como alvo o(s) antigeno(s) ou outras
proteinas de interesse na via secretora através de translocacao para o
reticulo endoplasmatico (RE), de tal modo que o antigeno liga-se a
uma proteina que esta ligada a parede celular (por exemplo, cwp).
[00091] Em um aspecto, a proteina de brago espagador € uma
proteina de levedura. A proteina de levedura pode consistir em, entre,
aproximadamente dois e aproximadamente 800 aminoacidos de uma
proteina de levedura. Em uma modalidade, a proteina de levedura é
de aproximadamente 10 a 700 aminoacidos. Em outra modalidade, a
proteina de levedura é de aproximadamente 40 a 600 aminoacidos.
Outras modalidades da invencido incluem a proteina de levedura
sendo, pelo menos 250 aminoacidos, pelo menos 300 aminoacidos,
pelo menos 350 aminoacidos, pelo menos 400 aminoacidos, pelo
menos 450 aminoacidos, pelo menos 500 aminoacidos, pelo menos
550 aminoacidos, pelo menos 600 aminoacidos, ou, pelo menos 650
aminoacidos. Em uma modalidade, a proteina de levedura € de pelo
menos 450 aminoacidos de comprimento. Outra consideracao para
otimizacdo da expressdo de superficie do antigeno, se isso é
desejado, € se a combinagcao do antigeno e brago espagador deve ser
expressa como um mondémero ou como dimero ou como um trimero,
ou mesmo mais unidades ligadas entre si. Esse uso de monémeros,
dimeros, trimeros, etc.; permite espagamento ou desdobramento
apropriado do antigeno de tal forma que alguma parte, se nao todos,
do antigeno é é exibida sobre a superficie do veiculo de levedura de
uma maneira que o torna mais imunogénico.

[00092] Uso de proteinas de levedura pode estabilizar a expressao
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de proteinas de fusdo no veiculo de levedura, impede modificagao
pos-traducéo da proteina de fusdo expressa, e/ou direciona a proteina
de fusdo a um compartimento particular na levedura (por exemplo,
para ser expressa ha superficie da célula de levedura). Para
transferéncia para a via secretora de levedura, proteinas de levedura
exemplares para utilizar incluem, mas n&o se limitam a: Aga (incluindo,
mas nao se limita a, Agal e/ou Aga2); SUC2 (invertase de levedura);
sequéncia lider de fator alfa de sinal; CPY; Cwp2p para sua
localizagdo e retencdo na parede da célula, genes BUD para
localizagdo broto de célula de levedura durante a fase inicial de
formacéao de célula-filha; Flo1p; Pir2p e Pir4dp.

[00093] Outras sequéncias podem ser usadas para direcionar, reter
e/ou estabilizar a proteina para outras partes do veiculo de levedura,
por exemplo, no citosol ou na mitocéndria ou no reticulo
endoplasmatico, ou no nucleo. Exemplos de proteina de levedura
adequados que podem ser utilizados para qualquer uma das
modalidades acima incluem, mas nao se limitam a, TK, AF SECY7;
fosfoenolpiruvato carboxiquinase PCK1, fosfogliceroquinase PGK e
produtos génicos triose fosfato isomerase (TPI) para sua expressao
reprimivel em glicose e localizacao citosodlica; as proteinas de choque
térmico, SSA1 SSA3, SSA4, SSCH1, cuja expressao € induzida e cujas
proteinas sdo mais termoestaveis apds exposi¢ao de ceélulas a um
tratamento térmico, a proteina mitocondrial CYC1 de importagao para
mitocondria; ACT1.

[00094] Métodos de producao de veiculos de levedura e expressao,
combinagao e/ou associacdo de veiculos de levedura com antigenos
e/ou outras proteinas e/ou agentes de interesse para produzir
composi¢cdes de imunoterapia a base de levedura sdo consideradas
pela invencgao.

[00095] De acordo com a presente invencao, o termo "complexo de
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antigeno veiculo de levedura" ou "complexo de antigeno de levedura"
€ usado genericamente para descrever qualquer associagdo de um
antigeno, e pode ser usado alternadamente com "composi¢cdo de
imunoterapia a base de levedura" quando tal composicédo é utilizada
para induzir uma resposta imune, conforme descrito acima. Tal
associagao inclui expressdo do antigeno pela levedura (uma levedura
recombinante), introdugdo de um antigeno em uma levedura, ligagao
fisica do antigeno com a levedura, e mistura da levedura e antigeno
juntamente, tal como em um tampé&o ou outra solugéo, ou formulagao.
Esses tipos de complexos sao descritos em detalhes abaixo.

[00096] Em uma modalidade, a célula de levedura usada para
preparar o veiculo de levedura é transfectada com uma molécula de
acido nucleico heterdloga que codifica uma proteina (por exemplo, o
antigeno) tal que a proteina é expressa pela célula de levedura. Tal
levedura €& também referida neste relatério como uma levedura
recombinante ou um veiculo de levedura recombinante. A célula de
levedura pode em seguida ser formulada com um excipiente
farmaceuticamente aceitdavel e administrada diretamente a um
paciente, armazenada para posterior administragédo, ou carregada para
uma célula dendritica como uma célula intacta. A célula de levedura
pode também ser morta, ou pode ser derivada tal como por formacéao
de esferoplastos de levedura, citoplastos, espectros ou particulas
subcelulares, qualquer um dos quais pode ser seguido por
armazenamento, administracdo ou carregamento do derivado para a
célula dendritica. Esferoplastos de levedura também podem ser
diretamente transfectada com uma molécula de acido nucleico
recombinante (por exemplo, o esferoplasto é produzido a partir de uma
levedura total e, em seguida, transfectadas) a fim de produzir um
esferoplasto recombinante que expressa o antigeno. As células de

levedura ou esferoplastos de levedura que expressam de forma
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recombinante o(s) antigeno(s) podem ser usadas para produzir um
veiculo de levedura que compreende um citoplasto de levedura, um
espectro de levedura, ou uma particula de membrana de levedura ou
particula de parede de célula de levedura, ou fracdo desta.

[00097] Em geral, o veiculo de levedura e antigeno(s) e/ou outros
agentes podem ser associados por qualquer técnica descrita neste
relatério. Em um aspecto, o veiculo de levedura foi carregado
intracelularmente com o(s) antigeno(s) e/ou agente(s). Em outro
aspecto, o(s) antigeno(s) e/ou agente(s) foi (foram) covalentemente ou
ndo covalentemente ligados ao veiculo de levedura. Em ainda outro
aspecto, o veiculo de levedura e o antigeno(s) e/ou agente(s) foram
associados por meio de mistura. Em outro aspecto, e em uma
modalidade, o antigeno(s) e/ou agente(s) sdo expressos de forma
recombinante pelo veiculo de levedura ou pela célula de levedura ou
esferoplasto de levedura a partir dos quais o veiculo de levedura foi
derivado.

[00098] Um numero de antigenos e/ou outras proteinas a ser
produzido por um veiculo de levedura da presente invengao € qualquer
numero de antigenos e/ou outras proteinas que podem ser
razoavelmente produzidos por um veiculo de levedura, e tipicamente,
varia de pelo menos um a pelo menos cerca de 6 ou mais, incluindo,
de aproximadamente 2, a aproximadamente 6 antigenos e ou outras
proteinas.

[00099] Expressao de um antigeno ou outra proteina em um veiculo
de levedura da presente invengdo € realizada usando técnicas
conhecidas daqueles versados no estado da técnica. Resumidamente,
uma molécula de acido nucleico que codifica pelo menos um antigeno
ou outra proteina desejada € inserida em um vetor de expressao, de
tal maneira que a molécula de acido nucleico é operativamente ligada

a uma sequéncia de controle de transcricdo a fim de ser capaz de
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efetuar a expressdo, quer constitutiva, ou regulada da molécula de
acido nucleico, quando transformada em uma célula de levedura
hospedeira. As moléculas de acido nucleico que codificam um ou mais
antigenos e/ou outras proteinas podem ser em um ou mais vetores de
expressdo operativamente ligados a uma ou mais sequéncias de
controle de expressdao. Sequéncias de controle de expressao
particularmente importantes sdo aquelas que controlam iniciagdo de
transcricdo, tais como, sequéncias de promotor e de ativacdo a
montante. Qualquer promotor de levedura adequado pode ser usado
na presente invengao e uma variedade de tais promotores € conhecida
daqueles versados no estado da técnica. Promotores para a
expressdo em Saccharomyces cerevisiae incluem, mas nao se limitam
a, promotores de genes que codificam as seguintes proteinas de
levedura: alcool desidrogenase | (ADH1) ou Il (ADH2), CUP1,
fosfoglicerato-quinase (PGK), triose fosfato isomerase (TPI), fator de
alongamento translacional EF-1 alfa (TEF2), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH; também referida como TDH3, para triose
fosfato desidrogenase), galactoquinase (GAL1), galactose-1-fosfato
uridil-transferase  (GAL7), UDP-galactose epimerase (GAL10),
citocromo c1 (CYCH1), proteina Sec7 (SEC7) e fosfatase acida (PHO5),
incluindo, promotores hibridos, tais como promotores ADH2/GAPDH e
CYC1/GAL10, e incluindo, o promotor ADH2/GAPDH, o qual é
induzido quando concentragcbes de glicose na célula sao baixas (por
exemplo, cerca de 0,1 a cerca de 0,2 porcento), bem como o promotor
CUP1 e o promotor TEF2. Da mesma maneira, varias sequéncias de
ativacdo a montante (UASs), também referidas como potenciadores,
sdo conhecidas. Sequéncias de ativacao a montante para expressao
em Saccharomyces cerevisiae incluem, mas nao se limitam a, a UASs
de genes que codificam as seguintes proteinas: PCK1, TPI, TDHS3,
CYC1, ADH1, ADH2, SUC2, GAL1, GAL7 e GAL10, bem como outras
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UASs ativadas pelo produto do gene GAL4, com a ADH2 UAS sendo
usada em um aspecto. Uma vez que a ADH2 UAS ¢ ativada pelo
produto do gene ADR1, pode ser preferivel superexpressar o gene
ADR1 quando um gene heter6logo encontra-se operacionalmente
ligado com a ADH2 UAS. As sequéncias de terminacéo da transcrigao
para expressao em Saccharomyces cerevisiae incluem as sequéncias
de terminacéo do fator-a, GAPDH e genes CYC1.

[000100] Sequéncias de controle de transcricdo expressam genes
em levedura metiltréfica incluem as regides de controle de transcrigao
das regides que codificam alcool oxidase e formato desidrogenase.
[000101] Transfecgcdao de uma molécula de acido nucleico para uma
célula de levedura, de acordo com a presente invengao, pode ser
realizada por qualquer método através do qual uma molécula de acido
nucleico pode ser introduzida na célula e inclui, mas ndo se limita a,
difusdo, transporte ativo, banhos de ultrassons, eletroporacao,
microinjecdo, lipofecgdo, adsorcdo, e fusdo de protoplastos. As
moléculas de acido nucleico transfectadas podem ser integradas em
um cromossomo de levedura ou mantidas em vetores
extracromossomais utilizando técnicas conhecidas daqueles versados
no estado da técnica. Exemplos de veiculos de levedura que
transportam tais moléculas de acidos nucleicos sdo descritas em
detalhes neste relatério. Como discutido acima, as particulas de
citoplasto de levedura, espectros de levedura e membrana de levedura
ou preparacgdes da parede celular também podem ser produzidas de
forma recombinante por meio de transfeccdo de microrganismos de
levedura intactos ou esferoplastos de levedura, com as moléculas de
acidos nucleicos desejadas, produzindo o antigeno nesta, e em
seguida, adicionalmente, manipular 0s microrganismos ou
esferoplastos usando técnicas conhecidas daqueles versados no

estado da técnica para produzir extrato de citoplasto, espectro, ou
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membrana de levedura subcelular, ou fragées dos mesmos contendo
antigenos ou outras proteinas desejadas.

[000102] Condicoes eficazes para a produgdo de veiculos de
levedura recombinante e expressdo do antigeno e/ou outra proteina
pelo veiculo de levedura incluem um meio eficaz, em que uma cepa de
levedura pode ser cultivada. Um meio eficaz € tipicamente um meio
aquoso compreendendo fontes assimilaveis de carboidratos, nitrogénio
e fosfato, bem como sais, minerais, metais e outros nutrientes
apropriados, tais como, vitaminas e fatores de crescimento. O meio
pode compreender nutrientes complexos ou pode ser um meio minimo
definido. As cepas de levedura da presente invengao podem ser
cultivadas em uma variedade de recipientes, incluindo, mas nao se
limitam a, biorreatores, frascos de Erlenmeyer, tubos de ensaio, placas
de microtitulacéo, e placas de Petri. A cultura é realizada sob um teor
de temperatura, pH e oxigénio adequado para a cepa de levedura.
Tais condicdes de cultura estdo bem dentro da habilidade daquele
versado no estado da técnica (ver, por exemplo, Guthrie e outros
(eds.), 1991, Methods in Enzymology, vol. 194, Academic Press, San
Diego). Por exemplo, sob um protocolo, culturas liquidas contendo um
meio adequado, podem ser inoculadas usando culturas obtidas a partir
de chapas de arranque e/ou culturas de arranque de composicdes de
imunoterapia de levedura Brachyury, e sao cultivadas durante cerca de
20 horas a 30°C, com agitacdo a 250 rpm. As culturas primarias
podem entdo ser expandidas em culturas maiores como desejado. A
expressao de proteina a partir de vetores com o qual a levedura foi
transformada (por exemplo, expressdao de Brachyury) pode ser
constitutiva se o promotor utilizado € um promotor constitutivo, ou
pode ser induzida por adigdo das condi¢cbes de indugédo apropriadas
para o promotor, se o promotor utilizado € um promotor induzivel (por

exemplo, sulfato de cobre, no caso do promotor CUPT). No caso de
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um promotor induzivel, a inducdo da expressao de proteina pode ser
iniciada apdés a cultura ter crescido até uma densidade celular
adequada, a qual pode ser de, cerca de 0,2 Y.U./ml, ou densidades
maiores.

[000103] Um exemplo nao limitativo de um meio adequado para a
cultura de uma composigédo de imunoterapia de levedura Brachyury da
invencdo € meio U2. Meio U2 compreende os seguintes componentes:
20 g/L de glicose, 6,7 g/L de base de nitrogénio de levedura, contendo
sulfato de aménio, e 0,04 mg/mL de cada uma de histidina, leucina,
triptofano, e adenina. Outro exemplo nao limitativo de um meio
adequado para a cultura de composicao de imunoterapia de levedura
Brachyury da invencdo € meio UL2. Meio UL2 compreende os
seguintes componentes: 20 g/L de glicose, 6,7 g/L de base de
nitrogénio de levedura, contendo sulfato de aménio, e 0,04 mg/mL de
cada uma de histidina, triptofano e adenina.

[000104] Em uma modalidade da invencdo, quando um promotor
induzivel é utilizado (por exemplo, o promotor CUP1) para expressar
uma proteina de Brachyury em um veiculo de levedura, de acordo com
a invencao, indugao de expressao de proteina € iniciada em uma
densidade celular superior, quando comparada com a densidade
celular que seria adequada para a maioria das proteinas expressas
por levedura utilizando tal promotor. Mais especificamente, os
presentes inventores descobriram que expressao 6tima de antigeno de
Brachyury conduzida pelo promotor CUP1 ocorre quando a levedura
que expressa o antigeno de Brachyury sao deixadas a crescer até
uma densidade celular de, pelo menos entre 0,5 Y.U./ml e
aproximadamente 2,0 Y.U./ml e em um aspecto, entre 0,5 Y.U./ml e
cerca de 1,5 Y.U./ml, e em um aspecto, a pelo menos, entre 1,0
Y.U./ml e cerca de 2,0 Y.U./ml, e em um outro aspecto, a, pelo menos,

cerca de 1,0 Y.U./ml, antes de inducdo da expressédo do antigeno de
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Brachyury na levedura. Os presentes inventores descobriram que,
apdés a inducdo de expressao de Brachyury, a levedura dobraria
apenas de cerca de 1X a 1,5 X. Além disso, apds inducdo da
expressao de Brachyury, os inventores descobriram que o crescimento
da levedura para densidades celulares mais elevadas do que cerca de
2,0 Y.U./ml, ou por mais do que cerca de 6-8 horas, resulta em
diminuicdo da viabilidade das culturas, sem melhorar substancialmente
acumulacdo de antigeno na levedura. Portanto, em uma modalidade
da invengdo, uma composigao de imunoterapia de levedura- Brachyury
apresentando expressao de antigeno, sob o controle de um promotor
induzivel, tal como o promotor CUP1, é cultivada até a fase log médio
antes de indugcdo da expressdo de antigeno. Em um aspecto, as
células sao cultivadas até entre cerca de 1 e 2 Y.U./ml antes de
indugdo da expressao de antigeno. Em um aspecto, € induzida a
expressao do antigeno (por exemplo, pela adigdo de sulfato de cobre),
e continua por até 6; 6,5; 7; 7,5 ou 8 horas. Em um aspecto, a indugao
ocorre a uma temperatura de cerca de 30°C e taxa de agitacdo de 250
rpm.

[000105] Em algumas modalidades da invengao, a levedura é
crescida sob condi¢cdes de pH neutro. Conforme usado neste relatorio,
o uso geral do termo "pH neutro" refere-se a uma faixa de pH entre,
aproximadamente pH 5,5 e aproximadamente pH 8, e em um aspecto,
entre, aproximadamente pH 6 e aproximadamente pH 8. Aquele
versado no estado da técnica avaliara que flutuagcdes menores (por
exemplo, décimas ou centésimas) podem ocorrer durante a medi¢ao
com um medidor de pH. Como tal, a utilizagdo de um pH neutro para
crescer células de levedura significa que as células de levedura séo
crescidas em pH neutro para a maioria do tempo em que eles estao
em cultura. Em uma modalidade, a levedura é cultivada em um meio

mantido sob um nivel de pH de pelo menos 5,5 (isto é, o pH do meio
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de cultura ndo é permitido reduzir abaixo de pH 5,5). Em outro
aspecto, a levedura é cultivada em um nivel de pH mantido em cerca
de 6; 6,5; 7; 7,5 ou 8. O uso de um pH neutro em cultura de levedura
promove varios efeitos bioldgicos, que s&o caracteristicas desejaveis
para a utilizacdo da levedura, como veiculos para imunomodulagao.
Por exemplo, a cultura da levedura em pH neutro permite um bom
crescimento da levedura sem efeito negativo sobre o tempo de
geragao de células (por exemplo, reduzindo o tempo de duplicagéo). A
levedura pode continuar a crescer a densidades elevadas, sem perder
a sua flexibilidade da parede celular. O uso de um pH neutro permite a
producao de levedura com paredes celulares flexiveis e/ou levedura,
gue sao mais sensiveis as enzimas de digestdo da parede celular (por
exemplo, glucanase) em todas as densidades de colheita. Esta
caracteristica € desejavel, porque a levedura com paredes de células
flexiveis pode induzir respostas imunes diferentes ou melhoradas,
quando comparadas com levedura cultivada sob condicbes mais
acidas, por exemplo, através de promog¢ao da secrecao de citocinas
por células que apresentam antigeno que fagocitaram a levedura (por
exemplo, citocinas tipo TH1, incluindo, mas nao limitado a, IFN-y,
interleucina-12 (IL-12) e IL-2, bem como citocinas proé-inflamatdrias, tal
como IL-6). Além disso, uma maior acessibilidade aos antigenos
localizados na parede da célula é proporcionada por tais métodos de
cultura. Em outro aspecto, o uso de pH neutro para alguns antigenos
permite a liberacdo do antigeno ligado a dissulfureto por meio de
tratamento com ditiotreitol (DTT), que nédo é possivel quando tal
levedura expressando antigeno é cultivada em meios de pH mais
baixo (por exemplo, pH 5).

[000106] Em wuma modalidade, controle da quantidade de
glicosilagdo de levedura é usado para controlar a expressdo de

antigenos pela levedura, particularmente na superficie. A quantidade
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de (glicosilacdo de levedura pode afetar a imunogenicidade e
antigenicidade do antigeno, particularmente, aquela expressa na
superficie, uma vez que porcdes de acucar tendem a ser volumosos.
Como tal, a existéncia de por¢cdes de acucar na superficie de levedura
e seu impacto no espacgo tridimensional em torno do(s) antigeno(s)
alvo devem ser considerados na modulacdo da levedura, de acordo
com a invengao. Qualquer método pode ser usado para reduzir a
quantidade de glicosilagdo da levedura (ou aumenta-la, se desejada).
Por exemplo, pode-se usar uma cepa mutante de levedura que tenha
sido selecionada por apresentar baixa glicosilagdo (por exemplo,
mutantes mnn1, och1h e mnn9), ou pode-se eliminar por meio de
mutacdo das sequéncias aceitadoras de glicosilagdo no antigeno alvo.
Alternativamente, pode-se usar levedura com padrdes de glicosilagao
abreviados, por exemplo, Pichia. Pode-se também tratar a levedura
usando métodos que reduzem ou alteram a glicosilagao.

[000107] Em uma modalidade da presente invencao, como uma
alternativa para expressédo de um antigeno ou outra proteina de forma
recombinante no veiculo de levedura, um veiculo de levedura é
carregado intracelularmente com a proteina ou peptideo, ou com
carboidratos ou outras moléculas que funcionam como um antigeno
e/ou séo uteis como agentes imunomoduladores ou modificadores de
resposta biolégica, de acordo com a invengdo. Subsequentemente, o
veiculo de levedura, que agora contém o antigeno e/ou outras
proteinas intracelulares, pode ser administrado a um individuo ou
carregado em um transportador, tal como uma célula dendritica. Os
peptideos e as proteinas podem ser inseridos diretamente nos
veiculos de levedura da presente invencdo por meio de técnicas
conhecidas daqueles versados no estado da técnica, tais como, por
difusdo, transporte ativo, fusdo de lipossomas, eletroporagao,

fagocitose, ciclos de congelacdo-descongelacdo e banhos de



59/119

ultrassons. Veiculos de levedura que podem ser diretamente
carregados com peptideos, proteinas, carboidratos, ou outras
moléculas incluem leveduras intactas, bem como esferoplastos,
citoplastos ou espectros, que podem ser carregados com antigenos e
outros agentes apos produgdo. Alternativamente, a levedura intacta
pode ser carregada com o antigeno e/ou o agente e, em seguida,
esferoplastos, espectros, citoplastos, ou particulas subcelulares
podem ser preparados a partir destes. Qualquer numero de antigenos
e/ou outros agentes podem ser carregados em um veiculo de levedura
nesta modalidade, a partir de, pelo menos 1, 2, 3, 4, ou qualquer
numero inteiro até centenas ou milhares de antigenos e/ou outros
agentes, tal como, seria proporcionado pelo carregamento de um
microrganismo ou porg¢des deste, por exemplo.

[000108] Em outra modalidade da presente invengdao, um antigeno
e/ou outro agente é fisicamente ligado ao veiculo de levedura. Ligagao
fisica do antigeno e/ou de outro agente para o veiculo de levedura
pode ser realizada por qualquer método adequado no estado da
técnica, incluindo, os métodos de associagdo covalente e nao-
covalente, os quais incluem, mas nado se limitam aos mesmos,
reticulagdo quimica do antigeno, e/ou outro agente para a superficie
externa do veiculo de levedura, ou biologicamente que liga o antigeno
e/ou outro agente na superficie externa do veiculo de levedura, tal
como, usando um anticorpo ou outro parceiro de ligagdo. Reticulagao
quimica pode ser obtida, por exemplo, por métodos que incluem
ligacdo de glutaraldeido, marcacédo de fotoafinidade, tratamento com
carbodiimidas, tratamento com produtos quimicos capazes de ligagao
de dissulfureto, e o tratamento com outros produtos quimicos de
reticulacdo padrao no estado da técnica. Alternativamente, um produto
quimico pode ser contatado com o veiculo de levedura que altera a

carga da bicamada lipidica da membrana de levedura, ou a
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composicdo da parede da célula, de modo que a superficie externa da
levedura é mais suscetivel de se fundir ou ligar-se a antigenos e/ou a
outro agente que apresenta caracteristicas de carga especificas.
Agentes de direcionamento, tais como anticorpos, peptideos de
ligagdo, receptores soluveis, e outros ligantes, também podem ser
incorporados em um antigeno como uma proteina de fusdo ou de
outro modo associado a um antigeno para ligagdo do antigeno ao
veiculo de levedura.

[000109] Quando o antigeno ou outra proteina é expresso sobre, ou
fisicamente ligado a superficie da levedura, bragos espacgadores
podem, em um aspecto, ser cuidadosamente selecionados para
otimizar expressdao de antigeno ou outras proteinas ou teor na
superficie. O tamanho do(s) braco(s) espacador(es) pode afetar a
quantidade do antigeno ou de outra proteina esta exposta a ligagao na
superficie da levedura. Desse modo, dependendo de qual antigeno(s)
ou outra(s) proteina(s) sao utilizados, aquele versado no estado da
técnica selecionara um braco espacador que efetua o espacamento
adequado para o antigeno ou outra proteina na superficie da levedura.
Em uma modalidade, o brago espacador € uma proteina de levedura
de, pelo menos 450 aminoacidos. Bracos espacadores sao discutidos
em detalhes acima.

[000110] Em ainda outra modalidade, o veiculo de levedura e o
antigeno ou outra proteina sdo associados uns aos outros, por um
mecanismo de ligacao mais passivo, ndo-especifico ou ndo-covalente,
tal como, por mistura suavemente do veiculo de levedura e do
antigeno, ou outras proteinas juntamente em um tamp&o ou outra
formulacdo adequada (por exemplo, mistura).

[000111] Em uma modalidade, levedura intacta (com ou sem
expressdo de antigenos heterélogos ou outras proteinas) pode ser

moida ou processada de modo a produzir preparacdes da parede
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celular de levedura, particulas de membrana de levedura ou
fragmentos de levedura (isto €, ndo intacta) e os fragmentos de
levedura podem, em algumas modalidades, ser proporcionados com,
ou administrados com outras composi¢gdes que incluem antigenos (por
exemplo, vacinas de DNA, vacinas de subunidades da proteina,
patdgenos mortos ou inativados, vacinas de vetor viral) para aumentar
respostas imunes. Por exemplo, tratamento enzimatico, tratamento
quimico ou forga fisica (por exemplo, desagregagdo mecanica ou
ultrassons) podem ser usados para quebrar a levedura em partes que
sao usadas como um adjuvante.

[000112] Em uma modalidade da invengao, veiculos de levedura
uteis na invengao incluem veiculos de levedura que sido mortos ou
inativados. Morte ou inativagcao de levedura pode ser realizada por
qualquer de uma variedade de métodos adequados conhecidos no
estado da técnica. Por exemplo, inativacido por calor da levedura é
uma forma padrdo de inativacido de levedura, e aquele versado no
estado da técnica pode monitorar as alteragdes estruturais do antigeno
alvo, se desejada, por meio de meétodos padrdes conhecidos no
estado da técnica. Alternativamente, outros métodos de inativagao da
levedura podem ser utilizados, tais como, métodos quimicos, elétricos,
radioativos ou UV. Ver, por exemplo, a metodologia descrita em livros-

texto padrdo de cultura de leveduras, tais como Methods of

Enzymology, vol. 194, Cold Spring Harbor Publishing (1990). Qualquer
uma das estratégias de inativagao utilizada deve assumir a estrutura
secundaria, terciaria ou quaternaria do antigeno alvo para
consideracdo e preservar tal estrutura quanto otimizar sua
imunogenicidade.

[000113] Veiculos de Ilevedura podem ser formulados em
composi¢cdes de imunoterapia com base em levedura ou produtos da

presente invencao utilizando varias técnicas conhecidas daqueles
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versados no estado da técnica. Por exemplo, veiculos de levedura
podem ser secos por liofilizagdo. As formulacbes que compreendem
veiculos de levedura também podem ser preparadas por meio de
embalagem da levedura em um bolo ou um comprimido, tal como é
feito para a levedura utilizada em operacdes de cozimento ou
preparacao de bebida fermentada. Além disso, os veiculos de levedura
podem ser misturados com um excipiente farmaceuticamente
aceitavel, tal como um tampao isotbnico que é tolerado por um
hospedeiro ou célula hospedeira. Exemplos de tais excipientes
incluem agua, solugéo salina, solugéo de Ringer, solugdo de dextrose,
solugdo de Hank, e outras solugbes aquosas salinas fisiologicamente
equilibradas. Veiculos ndo aquosos, tais como oleos fixos, 6leo de
sésamo, oleato de etila, ou triglicerideos podem também ser utilizados.
Outras formulagdes uteis incluem suspensdes contendo agentes que
aumentam a viscosidade, tais como carboximetilcelulose de sodio,
sorbitol, glicerol, ou dextrano. Os excipientes podem também conter
quantidades menores de aditivos, tais como substancias que
aumentam a isotonicidade e a estabilidade quimica. Exemplos de
tampdes incluem tampao fosfato, tampao de bicarbonato e tampao
Tris, enquanto exemplos de conservantes incluem timerosal, m-cresol
ou o-cresol, formalina e alcool benzilico. Formulagdes-padrao podem
ser tanto injetaveis liquidas ou sdlidas que podem ser tomadas em um
liquido apropriado como uma suspensao ou solugdo para injecao.
Desse modo, em uma formulagdo nao-liquida, o excipiente pode
compreender, por exemplo, dextrose, albumina de soro humano, e/ou
conservantes para o qual a agua estéril ou solugao salina podem ser
adicionadas antes de administragao.

[000114] Em uma modalidade da presente invengdo, uma
composicdo pode incluir agentes adicionais, que podem também ser

referidos como compostos modificadores de resposta biologica, ou a
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capacidade de produzir tais agentes/modificadores. Por exemplo, um
veiculo de levedura pode ser transfectado com ou carregado com pelo
menos um antigeno e pelo menos um agente/composto modificador de
resposta biolégica, ou uma composicdo da invengdo pode ser
administrada juntamente com pelo menos um agente/modificador de
resposta biolégica. Modificadores de resposta bioldgica incluem
adjuvantes e outros compostos que podem modular as respostas
imunes, que podem ser referidos como compostos imunomoduladores,
bem como compostos que modificam a atividade biolégica de outro
composto ou agente, tal como, um imunoterapéutico a base de
levedura, tal atividade biolégica ndo sendo limitada a efeitos do
sistema imune. Certos compostos imunomoduladores podem estimular
uma resposta imune protetora, visto que outros podem suprimir uma
resposta imune prejudicial, e se um imunomodulador €& util em
combinacdo com um dado imunoterapéutico a base de levedura pode
depender, pelo menos em parte, do estado ou condicdo da doenca
que deve ser tratada ou impedida, e/ou no individuo que deve ser
tratado. Certos modificadores de resposta bioldgica, preferencialmente
melhoram uma resposta imune mediada por células, enquanto que
outros, preferencialmente, melhoram uma resposta imune humoral
(isto é, pode estimular uma resposta imune em que ha um aumento do
nivel de células mediadas comparadas com a imunidade humoral, ou
vice-versa.). Certos modificadores de resposta biolégica tém uma ou
mais propriedades em comum com as propriedades bioldgicas de
imunoterapéuticos baseados em levedura ou aumentam ou
complementam as propriedades biolégicas de imunoterapéuticos
baseados em levedura. Ha varias técnicas conhecidas daqueles
versados no estado da técnica para medir estimulagédo ou supressao
de respostas imunes, bem como para diferenciar as respostas imunes

mediadas por células a partir das respostas imunes humorais, e
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diferenciar um tipo de resposta mediada por células a partir de outras
(por exemplo, uma resposta de TH17 versus uma resposta de TH1).

[000115] Agentes/modificadores de resposta biologica uteis na
invencdo podem incluir, mas sem se limitar aos mesmos, citocinas,
quimiocinas, hormdnios, derivados lipidicos, peptideos, proteinas,
polissacarideos, farmacos de moléculas pequenas, anticorpos e
fragmentos de ligacdo de antigeno destes (incluindo, mas n&o se
limitam aos mesmos, anticorpos anticitocina, anticorpos de receptores
de anticitocinas, anticorpos antiquimioquinas), vitaminas,
polinucleotideos, porgdes de ligagao de acidos nucleicos, aptameros, e
moduladores de crescimento. Alguns agentes adequados incluem,
mas nao se limitam aos mesmos, 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; interferon tipo | (incluindo, IFN-
a) ou agonistas ou antagonistas de interferon tipo | ou um receptor
deste; interferon tipo Il (incluindo, IFN-y) ou agonistas ou antagonistas
de interferon tipo Il ou um receptor deste; anti-CD40, CD40L, gene de
ativacdo de linfocitos 3 (LAG3) de proteina e/ou IMP321 (fator
imunoestimulatério 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,
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anti-CD40); alentuzumab (por exemplo, CamPath®), denileucina diftitox
(por exemplo, ONTAK®), anti-CD4, anti-CD25; anti-PD-1, anti-PD-L1,
anti-PD-L2; agentes que bloqueiam FOXP3 (por exemplo, para
revogar a atividade/matar células T reguladoras CD4+/CD25+); ligante
FIt3, imiquimode (Aldara™), fator estimulante de colénia de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF); fator estimulante de colénias de
granuldcitos (G-CSF); sargramostima (Leukine®); hormonios, incluindo,
sem limitagdo a, prolactina e horménio de crescimento; agonistas de
receptor tal como Toll (TLR), incluindo, mas ndo se limitam a,
agonistas de TLR-2, agonistas de TLR-4, agonistas de TLR-7, e
agonistas de TLR-9; antagonistas de TLR, incluindo, mas n&o se
limitam a, antagonistas de TLR-2, antagonistas de TLR-4, antagonistas
de TLR-7 e antagonistas de TLR-9; agentes anti-inflamatorios e
imunomoduladores, incluindo, mas nao se limitam a, inibidores de
COX-2 (por exemplo, Celecoxib, NSAIDs), glicocorticoides, estatinas,
e talidomida e seus analogos, incluindo, IMID™s (que s&o analogos
estruturais e funcionais de talidomida (por exemplo, REVLIMID®
(lenalidomida), ACTIMID® (pomalidomida)); agentes pré-inflamatérios,
tais como, componentes fungicos ou bacterianos, ou qualquer citocina
ou quimiocina pro-inflamatdrias; vacinas imunoterapéuticas, incluindo,
mas nao se limitam a, vacinas com base em virus, vacinas a base de
bactérias, ou vacinas a base de anticorpos; e quaisquer outros
agentes imunomoduladores, imunopotenciadores, e antiinflamatérios,
agentes pro- inflamatérios, e quaisquer agentes que modulam a
numero de, modular o estado de ativacdo e/ou modular a
sobrevivéncia de células que apresentam antigeno ou de células
TH17, TH1, e/ou Treg. Qualquer combinagdo de tais agentes é
considerado pela invengao, e qualquer um de tais agentes combinado
com, ou administrado em um protocolo com (por exemplo,

simultaneamente, sequencialmente, ou em outros formatos com) um
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imunoterapéutico a base de levedura é uma composi¢cdo abrangida
pela invengdo. Tais agentes sdo bem conhecidos no estado da
técnica. Esses agentes podem ser utilizados isoladamente ou em
combinagdo com outros agentes descritos neste relatorio.

[000116] Agentes podem incluir agonistas e antagonistas de uma
dada proteina ou peptideo ou dominio deste. Conforme usado neste
relatério, um "agonista" é qualquer composto ou agente, incluindo,
mas sem se limitar a, pequenas moléculas, proteinas, peptideos,
anticorpos, agentes de ligagdo de acido nucleico, etc., que se liga a
um receptor ou ligante e produz ou provoca uma resposta, o qual pode
incluir agentes que imitam ou aumentam a acdo de uma substancia
que ocorre naturalmente que se liga ao receptor ou ligante. Um
"antagonista" é qualquer composto ou agente, incluindo, sem limitagao
a, moléculas pequenas, proteinas, peptideos, anticorpos, agentes de
ligacado de acidos nucleicos, etc., que bloqueia ou inibem, ou reduz a
acao de um agonista.

[000117] Composicdes da invencao podem adicionalmente incluir ou
podem ser administradas com (simultdnea, sequencial, ou
intermitentemente com) quaisquer outros agentes ou composig¢oes, ou
protocolos que sao uteis para a prevencao ou tratamento de cancer ou
quaisquer compostos que tratam ou atenuam qualquer sintoma de
cancer, e particularmente, canceres associados a expressao ou
superexpressao de Brachyury. Além disso, as composi¢cdes da
invencado podem ser utilizadas juntamente com outras composigdes
imunoterapéuticas, incluindo, imunoterapia profilatica e/ou terapéutica.
Na verdade, as composi¢cdes da invengdo podem ser utilizadas para
inibir ou reduzir resisténcia a quimioterapia ou resisténcia a radiagao,
que pode ocorrer no cancer metastatico por meio de inibicado da
expressdo de Brachyury no cancer (e, desse modo, inibindo

influéncias antiproliferativas) ou as composi¢cdes da invengao podem
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aumentar o desempenho de terapia de quimioterapia ou de radiagao
em um individuo. Agentes adicionais, composigdes ou protocolos (por
exemplo, protocolos terapéuticos) que sao uteis para o tratamento de
cancer incluem, mas ndo se limitam aos mesmos, quimioterapia,
ressecgao cirurgica de um tumor, terapia de radiagdo, transplantagéo
de células-tronco alogénicas ou autdlogas, e/ou terapias de cancer
direcionadas (por exemplo, farmacos de moléculas pequenas,
produtos biolégicos, ou terapias de anticorpos monoclonais que
especificamente alvejam moléculas envolvidas no crescimento e
progressao tumoral, incluindo, mas nao se limitam aos mesmos,
moduladores de receptores de estrogénio seletivos (SERMS),
inibidores de aromatase, inibidores de tirosina-quinase, inibidores de
serina/treonina quinase, inibidores de desacetilase histonas (HDAC),
ativadores de receptores retinoides, estimuladores de apoptose,
inibidores de angiogénese, inibidores de poli(ADP-ribose) polimerase
(PARP) ou imunoestimuladores). Qualquer desses agentes
terapéuticos adicionais e/ou protocolos terapéuticos podem ser
administrados antes, simultaneamente com, alternando com, ou apds
as composicdes de imunoterapia da invencao, ou em diferentes pontos
de tempo. Por exemplo, quando administrados a um individuo
juntamente com quimioterapia ou uma terapia direcionada a céancer,
pode ser desejavel administrar as composi¢bes de imunoterapia de
levedura Brachyury durante as "férias" entre doses de quimioterapia
ou terapia direcionada a cancer, a fim de maximizar a eficacia das
composi¢cdes de imunoterapia. A ressecg¢ao cirurgica de um tumor
pode frequentemente preceder a administragdo de uma composicao
de imunoterapia de levedura Brachyury, mas cirurgia adicional ou
primaria pode ocorrer durante ou apos a administragdo de uma
composicado imunoterapia de levedura Brachyury.

[000118] A invencdo também inclui um kit que compreende qualquer
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uma das composi¢cdes descritas neste relatério, ou qualquer um dos
componentes individuais das composicdes descritas neste relatério.
Kits poderdo incluir reagentes adicionais e instrugdes escritas ou
direcbes para utilizacdo de qualquer uma das composicbes da
invencdo para impedir ou tratar cancer associado a expressao ou
superexpressao de Brachyury.

Métodos para Administracdo ou Uso de Composicbes da
Invencgédo
[000119] Composig¢des imunoterapéuticas de levedura Brachyury da
invencao sao elaboradas para uso para impedir ou tratar canceres que
sao associados a, ou caracterizados por expressao ou superexpressao
de Brachyury, incluindo, impedindo surgimento de tais tipos de cancer,
detendo progressdo de tais canceres ou eliminando tais tipos de
canceres. Mais particularmente, as composi¢cdes imunoterapéuticas de
levedura Brachyury podem ser utilizadas para impedir, inibir ou
retardar o desenvolvimento de tumores expressando Brachyury, e/ou
para impedir, inibir ou retardar a migragao do tumor e/ou invasao do
tumor de outros tecidos (metastases) e/ou para geralmente impedir ou
inibir a progressdao de cancer em um individuo. Composicdes
imunoterapéuticas de levedura Brachyury podem também ser usadas
para melhorar pelo menos um sintoma do cancer, tal como, por
reducao de carga tumoral do individuo; impedir, inibir o crescimento do
tumor no individuo; aumentar sobrevivéncia do individuo; impedir,
inibir, reverter ou retardar o desenvolvimento de migracao do tumor
e/ou invasao do tumor de outros tecidos (cancer metastatico) e/ou
impedir, inibir, reverter ou retardar progressdo do cancer no individuo.
Imunoterapia de levedura Brachyury também pode ser usada
terapeuticamente para inibir, reduzir ou eliminar resisténcia a
quimioterapia ou resisténcia a radiagdo, que pode ocorrer no cancer

metastatico por meio de inibicdo da expressdo de Brachyury no
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cancer, e as composicdes da invencdo podem aumentar o
desempenho da terapia de quimioterapia ou radiagdo, em um
individuo.

[000120] Canceres que sao relevantes para as composicdes e
métodos da invencdo sdo qualquer cancer que expressa, ou pode
exprimir, Brachyury, ou canceres na proximidade a canceres que
expressam ou podem exprimir Brachyury, e incluem, mas nao se
limitam a, cancer da mama, intestino delgado, estébmago, rim, bexiga,
utero, ovario, testiculos, pulmao, colon, pancreas, ou de prostata, e
incluem canceres metastaticos e de fase final. Além disso, Brachyury é
expressa em tumores de origem de células B, tais como a leucemia
linfocitica crénica (CLL), células B transformadas por virus de Epstein-
Barr, linfomas de Burkitt e Hodgkin, bem como canceres metastaticos
dos mesmos.

[000121] Uma modalidade da invencao refere-se a um método de
inibir migracdo do tumor e/ou reduzir, parar (deter), reverter ou impedir
a progressao metastatica de cancer em um individuo que tem cancer,
ou para reverter o desenvolvimento de eventos metastaticos em um
cancer. Como discutido acima, Brachyury promove a transicao
epitelial-mesenquimal (EMT) em células de tumores humanos, que
confere em células tumorais um fendtipo mesenquimal, bem como,
capacidades migratérias e invasivas, enquanto atenua a progressao
do ciclo de células tumorais. Portanto, o envolvimento de Brachyury
em processos metastaticos o torna um alvo ideal para a prevencao ou
inibicdo de processos metastaticos, incluindo, deter cancer em um
estagio pré-metastatico. Uso de uma composigdo imunoterapéutica de
levedura Brachyury da invengao pode ser eficaz para impedir ou tratar
cancer metastatico, incluindo, deter progressao do cancer, em face de
fuga (ou tentativa de fuga) do cancer a partir de terapia tradicional, tal

como quimioterapia e radiagdo. O método inclui as etapas de
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administracdo a um individuo que tem cancer, de uma composicao
imunoterapéutica de levedura Brachyury da invengao como descrita
neste relatério, incluindo, mas n&o se limita a: (a) um veiculo de
levedura; e (b) um antigeno de cancer compreendendo pelo menos um
antigeno de Brachyury.

[000122] Em um aspecto, Brachyury nao é detectado no cancer do
individuo quando a composi¢cdo € primeiro, administrada. Em geral,
quando Brachyury nao é detectada no cancer do individuo, o individuo
podera apresentar um cancer de estagio prematuro, em que
expressdo de Brachyury nao foi ainda manifestada (por exemplo,
estagio | ou estagio Il), ou em que expressdo de Brachyury nao é
ainda detectavel em qualquer evento (isto €, Brachyury pode ou nao
ser expresso em um nivel reduzido, ou em um pequeno numero de
células do tumor, mas nao é ainda facilmente detectavel utilizando
métodos de deteccdo padrdo). Nesse aspecto da invengdo, o
desenvolvimento de células tumorais que expressam Brachyury é
impedido, retardado ou inibido por uso da composicao
imunoterapéutica de levedura Brachyury. Como um resultado,
migragao do tumor e/ou outros processos metastaticos que levam a
progressao metastatica do tumor, sao impedidos, retardados ou
inibidos e/ou detencdo geral de progressdo do tumor ocorre no
individuo.

[000123] Em outro aspecto, expressao de Brachyury é ou pode ser
detectada no cancer do individuo, no momento, em que a composicao
€ primeiro, administrada. O individuo pode apresentar cancer de
estagio |, estagio Il, estagio lll, ou estagio IV, neste aspecto da
invencdo. Neste aspecto, o uso da composi¢cao imunoterapéutica de
levedura Brachyury reduz, elimina ou diminui, ou detém o crescimento
de tumores que expressam Brachyury, o que pode resultar na redugcao

da carga de tumor no individuo, inibicdo de crescimento de tumor
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expressando Brachyury e/ou um aumento de sobrevivéncia do
individuo. O individuo pode experimentar uma detencao, redugao ou
reversao em processos metastaticos, melhoria da sobrevivéncia e da
saude do paciente, e, além disso, permitindo outros protocolos
terapéuticos para o tratamento do cancer.

[000124] Na verdade, cancer metastatico pode ser associado a
resisténcia, ou maior resisténcia, para terapias contra o cancer, tais
como quimioterapia, radiagdo ou terapia direcionada a cancer, por
meio da qual o cancer "escapa" da terapia ou é simplesmente menos
impactado pela terapia e avanca. Consequentemente ha uma
necessidade de reduzir ou eliminar a resisténcia a tais terapias para
melhorar ou aumentar a eficacia da terapia e melhorar a saude do
paciente e da sobrevivéncia. Desse modo, uma modalidade da
invencao refere-se a um método para reduzir ou impedir resisténcia a
quimioterapia, resisténcia a terapia direcionada a cancer, ou
resisténcia a radiacdo em um paciente com cancer. O método
compreende a administracdo a um individuo que tem cancer e esta
recebendo terapia de quimioterapia e/ou radiagao para o cancer, uma
composicdo imunoterapéutica de levedura Brachyury conforme
descrita neste relatério, o qual pode incluir uma composi¢ao
compreendendo: (a) um veiculo de levedura; e (b) um antigeno de
cancer compreendendo pelo menos um antigeno de Brachyury. Este
meétodo da invencdo também pode ser utilizado para tratar a
resisténcia associada a outros tratamentos terapéuticos de cancer,
incluindo, mas nao limitado a, terapia direcionada a cancer.

[000125] Em um aspecto dessa modalidade, Brachyury nao é
detectada no cancer do individuo, no momento, em que a composi¢ao
€ primeiro, administrada. Neste aspecto, administracdo de uma
composicdo imunoterapéutica de levedura Brachyury impede ou inibe

o inicio de resisténcia a quimioterapia ou terapia a radiagao, inibindo o
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desenvolvimento de células tumorais expressando Brachyury no
cancer. Em outro aspecto, a expressao de Brachyury é detectada no
cancer do individuo, no momento, em que a composi¢cao € primeiro,
administrada. Neste aspecto, o individuo pode ou ndo, ja estar
experimentando resisténcia a quimioterapia ou radiacdo. Em cada
caso, administracdo da composicdo imunoterapéutica de levedura
Brachyury da invencédo impede ou inibe a terapia de resisténcia a
quimioterapia ou resisténcia a radiacdo, ou aumenta a capacidade da
terapia de quimioterapia ou radiacéo para tratar o individuo, através de
reducdo ou eliminacédo de células tumorais expressando Brachyury no
paciente.

[000126] Outra modalidade da invencéao refere-se a um método para
tratar cancer, e particularmente, um cancer expressando Brachyury. O
meétodo inclui administrar a um individuo que apresenta um cancer
expressando Brachyury uma composigao imunoterapéutica de
levedura Brachyury descrita neste relatério, o qual pode incluir uma
composicdo compreendendo: (a) um veiculo de levedura; e (b) um
antigeno de cancer compreendendo pelo menos um antigeno de
Brachyury. Em um aspecto, o meétodo reduz carga tumoral no
paciente. Em um aspecto, o método aumenta a sobrevivéncia do
paciente. Em um aspecto, o método inibe o crescimento do tumor no
individuo. Em um aspecto, o0 método impede, detém ou reverte a
progressao metastatica do tumor.

[000127] Uma vez que expressao de Brachyury acredita-se ser mais
prevalente como um avango ou progressdao de cancer em estagios
mais elevados (por exemplo, a partir de estagio |, estagio I, estagio lll,
estagio IV, dependendo do cancer particular) e é associada a
processos metastaticos, € uma modalidade da invencéo, proporcionar
um metodo de impedir ou retardar o inicio de um cancer expressando

Brachyury, ou deter o cancer em um estagio pré-metastatico ou pré-
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maligno. Tal método inclui administracdo a um individuo em quem
células cancerosas expressando Brachyury nao sao detectadas, de
uma composicdo imunoterapéutica de levedura Brachyury descrita
neste relatério, o qual pode incluir uma composi¢cdo compreendendo:
(@) um veiculo de levedura; e (b) um antigeno de céancer
compreendendo pelo menos um antigeno de Brachyury. Em um
aspecto desta modalidade, o cancer é sabido expressar ou acredita-se
ser susceptivel a expressar Brachyury em algum estagio do cancer em
pelo menos um subconjunto de individuos com o cancer. Em um
aspecto desta modalidade, o individuo ja apresenta um cancer, mas
Brachyury nao é detectada no céncer, no momento, em que a
composigcao é primeiro, administrada, o que significa que o individuo
pode apresentar um estagio mais precoce do cancro em que a
expressdo de Brachyury ainda nao foi manifestada, ou em que a
expressao de Brachyury nao é ainda detectavel em qualquer evento
(isto &, Brachyury pode ou ndo ser expressa em um nivel baixo, ou em
um pequeno numero de células do tumor, mas nio é ainda facilmente
detectavel utilizando métodos de detecgdo padrao). Em alguns casos,
o tipo de cancer pode ser conhecido apresentar uma alta taxa de
progressao metastatica. Neste aspecto, administracdo da composicao
imunoterapéutica de levedura de Brachyury impede, retarda ou inibe o
desenvolvimento de células tumorais expressando Brachyury no
cancer do paciente, e, portanto, impede, detém, retarda ou inibe
processos metastaticos que acompanham a expressao de Brachyury.
Em outro aspecto, o individuo ndo apresenta cancer, quando a
composicdo € administrada. Tal individuo pode ser "predisposto” ou
propenso a desenvolver cancer, talvez devido a histéria da familia ou
um marcador genético, ou porque o individuo tem mostrado sinais de
células ou lesdes pré-cancerosas, ou apresenta células ou lesdes pre-

cancerosas (pré-malignas).
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[000128] Em um aspecto, o individuo € adicionalmente tratado com
pelo menos outro composto terapéutico ou protocolo terapéutico util
para o tratamento de cancer. Tais agentes e protocolos terapéuticos
sdo discutidos em detalhes em qualquer outro lugar neste relatorio.
Por exemplo, em qualquer uma das modalidades em relacdo a
métodos da invencdo descritos neste relatério, em um aspecto,
quando o individuo tem cancer (independente do status de expressao
de Brachyury detectavel em células tumorais), o individuo que esta
sendo tratado ou foi tratado com outra terapia para cancer. Tal terapia
pode incluir qualquer um dos protocolos terapéuticos, ou o uso de
qualquer composto terapéutico ou agente descrito previamente aqui,
incluindo, mas nao limitado aos mesmos, terapia de quimioterapia,
radiagdo, terapia direcionada a cancer, ressecgado cirurgica de um
tumor, transferéncia de células-tronco, terapia de citocina,
transferéncia de células T adotivas, e/ou administracdo de uma
segunda composigcao imunoterapéurica. No caso de administracéo de
uma segunda composigao imunoterapéutica, tais composi¢des podem
incluir, mas ndo se limitam as mesmas, imunoterapia a base de
levedura adicional, imunoterapia a base de virus recombinante
(vetores virais), terapia de citocina, terapia imunoestimulante
(incluindo, quimioterapia com propriedades imunoestimulantes),
vacinas de DNA, e outras composi¢des de imunoterapia.

[000129] Em um aspecto, a segunda composicao imunoterapéutica
inclui um segundo antigeno de cancer que nao inclui antigeno de
Brachyury. Por exemplo, uma segunda composi¢ao imunoterapéutica
utii em combinagdo com uma composicdo imunoterapéutica de
levedura Brachyury € uma composicao imunoterapéutica de levedura
compreendendo outro antigeno de cancer. Tais antigenos de cancer
poderdo incluir, mas nao se limitam aos mesmos, antigeno

carcinoembrionario (CEA), oncoproteina Ras de ponto mutado, MUC-
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1, EGFR, BCR-Ab1, MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100,
MUC-2, oncoproteinas p53 normais e de ponto mutado, 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, polipose
adenomatosa coli (APC), Myc, proteina de von Hippel-Lindau (VHL),
Rb-1, Rb-2, receptor de androgeno (RA), Smad4, MDR1, FIt-3, BRCA-
1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H, HERV-K, TWIST,
Mesotelina, NGEP, modificagbes de tais antigenos, variantes de
jungdo de tais antigenos, e agonistas de epitopo de tais antigenos,
bem como combinagbes de tais antigenos, e/ou dominios
imunogénicos destes, modificacbes destes, variantes destes, e/ou
agonistas de epitopo destes.

[000130] Conforme usado neste relatério, para "tratar" um cancer, ou
qualquer permutacdo deste (por exemplo, "tratado de cancer", etc.)
geralmente refere-se a administracdo de uma composicdo da
invencdo, uma vez que o cancer tenha ocorrido (por exemplo, uma vez
que o cancer foi diagnosticado ou detectado em um individuo), com
pelo menos, um objetivo terapéutico do tratamento (quando
comparado na auséncia desse tratamento), incluindo: redugdo na
carga tumoral, inibicdo de crescimento do tumor, aumento na
sobrevivéncia do individuo, retardando, inibindo, detendo ou
impedindo o inicio ou desenvolvimento de cancer metastatico (tal
como, retardando, inibindo, detendo ou impedindo o inicio do
desenvolvimento de migracdo do tumor e/ou invasdo tumoral de
tecidos fora do cancer primario e/ou outros processos associados a
progressao metastatica de cancer), retardando ou detendo progressao
de cancer, melhoria de respostas imunes contra o tumor, melhoria de
respostas imunes de memdria a longo prazo contra os antigenos do
tumor, e/ou melhoria da saude geral do individuo. Para "prevenir" ou

"proteger" a partir de um cancer, ou qualquer permutagao deste (por
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exemplo, "prevengdo de cancer", etc.), geralmente, refere-se a
administracdo de uma composi¢ao da invengao antes de um cancer
ter ocorrido, ou antes, de um estagio especifico de cancer ou
expressdo do antigeno de tumor em um cancer ter ocorrido (por
exemplo, antes de expressédo de Brachyury ser detectada no cancer),
com, pelo menos, um objetivo do tratamento (quando comparado com
a auséncia desse tratamento), incluindo: impedir ou retardar o inicio ou
desenvolvimento de um cancer, ou, caso o cancer ocorra apos 0O
tratamento, pelo menos, reduzindo a gravidade do cancer (por
exemplo, reduzindo o nivel de crescimento do tumor, detendo
progressado do cancer, melhorando a resposta imune contra o cancer,
inibindo processos metastaticos) ou melhorar os resultados no
individuo (por exemplo, a melhoria de sobrevivéncia).

[000131] A presente invencéao inclui a transferéncia (administracao,
imunizagcdo) de uma composigao imunoterapéutica de levedura
Brachyury da invengao para um sujeito ou individuo. O processo de
administracido pode ser realizado ex vivo ou in vivo, mas é tipicamente,
realizado in vivo. Administracdo, ex vivo refere-se a parte de
realizacdo da etapa reguladora fora do paciente, tal como
administracdo de uma composicdo da presente invencdo a uma
populacdo de células (células dendriticas) removidas de um paciente
sob condicbes, tal que um veiculo de levedura, antigeno(s) e
quaisquer outros agentes ou composi¢cdes sao carregados para a
célula, e retornando as células ao paciente. A composicao terapéutica
da presente invengcdo pode ser retornada a um paciente, ou
administrada a um paciente, por qualquer modo adequado de
administracio.

[000132] Administragdo de uma composicdo pode ser sistémica,
mucosa e/ou proximal a localizagcdo do sitio alvo (por exemplo,

préoximo de um sitio de um tumor). Vias adequadas de administracéo
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serédo evidentes aqueles versados no estado da técnica, dependendo
do tipo de cancer que deve ser impedido ou tratado e/ou, a populacdo
de células ou tecido alvo. Varios métodos aceitaveis de administracéo
incluem, mas néo se limitam aos mesmos, administracido intravenosa,
administracéo intraperitoneal, administracao intramuscular,
administracado intranodal, administracdo intracoronaria, administracio
intra-arterial (por exemplo, em uma artéria carétida), administragdo
subcutanea, administracdo transdérmica, administracédo intratraqueal,
administracado intra-articular, administracdo intraventricular, inalacao
(por exemplo, aerossol), administracdo intracraniana intraespinhal
intraocular, aural, intranasal, oral, pulmonar, impregnacdo de um
cateter e injegao direta em um tecido. Em um aspecto, as vias de
administracdo incluem: intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intradérmica, intranodal, intramuscular, transdérmica, inalacéo,
intranasal, oral, intraocular, intra-articular, intracraniana, intraspinal.
Transferéncia parenteral pode incluir vias: intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intrapleural, intrapulmonar, intravenosa, subcutanea,
cateter atrial e cateter venal. Transferéncia auricular pode incluir gotas
para os ouvidos, transferéncia intranasal pode incluir gotas nasais ou
injecdo intranasal, e transferéncia intraocular pode incluir colirios.
Transferéncia por aerossol (inalagdo) pode também ser realizada
utilizando métodos padrdo no estado da técnica (ver, por exemplo,
Stribling e outros; Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 189:11277-11281, 1992).
Em um aspecto, uma composicdo imunoterapéutica de levedura
Brachyury da invengcao € administrada por via subcutdnea. Em um
aspecto, a composicdo imunoterapéutica de levedura Brachyury é
administrada diretamente em um meio tumoral.

[000133] Em geral, uma unica dose adequada de uma composigao
imunoterapéutica de levedura Brachyury € uma dose que é capaz de

eficazmente proporcionar um veiculo de levedura e o antigeno de



78/119

Brachyury para um dado tipo celular, tecido, ou regido do corpo do
paciente em uma quantidade eficaz para induzir uma resposta imune
especifica de tumor contra um ou mais antigenos ou epitopos de
Brachyury, quando administrada uma ou mais vezes durante um
periodo de tempo adequado. Por exemplo, em uma modalidade, uma
dose unica de uma levedura Brachyury da presente invengédo € de
aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 5 x 107 de equivalentes
de células de levedura por quilograma de peso corporal do organismo
que deve ser administrada a composi¢cao. Em um aspecto, uma dose
unica de um veiculo de levedura da presente invencao é de
aproximadamente 0,1 Unidade de levedura (Y.U., que é 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 &, por organismo), incluindo
qualquer dose intercalar, em incrementos de 0,1 x 10° células (isto &,
1,1 x 10%, 1,2 x 10%, 1,3 x 108...). Em uma modalidade, uma dose
adequada inclui doses entre 1 Y.U. e 40 Y.U. e em um aspecto, entre
10 Y.U. e 40 Y.U. Em uma modalidade, as doses sao administradas
em diferentes sitios no individuo, mas durante o0 mesmo periodo de
dosagem. Por exemplo, uma dose de 40 Y.U. podera ser administrada
por meio de inje¢cao de doses de 10 Y.U. para quatro sitios diferentes
no individuo durante um periodo de dosagem. A invengao inclui a
administracdo de uma quantidade da composi¢ao de imunoterapia 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 sitios diferentes em um individuo para formar uma dose
Unica. Uma Unidade de levedura (Y.U.) € 1 x 107 de células de
levedura ou equivalentes de células de levedura.

[000134] "Reforgos" ou "boosters" de uma composicao terapéutica
sao administrados, por exemplo, quando a resposta imune contra o

antigeno tem diminuido ou conforme necessario, proporcionar uma
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resposta imune ou induzir uma resposta de memdria contra um
antigeno ou antigenos especificos. Reforgos (boosters) podem ser
administrados cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 semanas de intervalo, ou
mensal, bimestral, trimestral, anualmente, e/ou em alguns ou varios
incrementos anuais apos a administragdo original, dependendo do
estado do individuo a ser tratado e do objetivo da terapia no momento
de administracdo (por exemplo, profilatico, tratamento ativo,
manutengdo). Em uma modalidade, um programa de administragéo é
aquele em que doses de composicdo imunoterapéutica de levedura
Brachyury sao administradas pelo menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, ou
mais vezes durante um periodo de tempo de semanas, meses, ou até
anos. Em uma modalidade, as doses sao administradas
semanalmente ou quinzenalmente, durante 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10
ou mais doses, seguido por doses quinzenais ou mensais, conforme
necessarias para atingir o tratamento preventivo ou terapéutico
desejado para cancer. Reforcos (boosters) adicionais podem em
seguida ser dados em intervalos similares ou mais longos (meses ou
anos) como uma terapia de manutencao ou remissao, se desejada.

[000135] Em um aspecto da invengdo, um ou mais agentes
terapéuticos ou protocolos terapéuticos adicionais sao administrados
ou realizados, sequencialmente e/ou simultaneamente com a
administracdo da composi¢ao de imunoterapia de levedura Brachyury
(por exemplo, resseccédo cirurgica do tumor, administracdo de
quimioterapia, administracao de terapia de radiacdo, administragcao de
outra composicao ou protocolo de imunoterapia, terapia de citocina,
transferéncia de células T adotivas, ou transplante de células-tronco).
Por exemplo, uma ou mais terapias podem ser administradas ou
realizadas antes da primeira dose de composicdo de imunoterapia de
levedura Brachyury ou apés a primeira dose ser administrada. Em uma

modalidade, uma ou mais terapias podem ser administradas ou
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realizadas de uma maneira alternada, com a dosagem de composicéo
de imunoterapia de levedura Brachyury, tal como em um protocolo em
que a composicdo de levedura Brachyury € administrada sob
intervalos prescritos, entre uma ou mais doses consecutivas de
guimioterapia ou outra terapia. Em uma modalidade, a composicao de
imunoterapia de levedura Brachyury é administrada em uma ou mais
doses, durante um periodo de tempo antes de iniciar as terapias
adicionais. Em outras palavras, a composi¢cao imunoterapéutica de
levedura Brachyury € administrada como uma monoterapia por um
periodo de tempo e, em seguida, uma terapia adicional € adicionada
(por exemplo, quimioterapia), quer simultaneamente, com novas doses
de imunoterapia de levedura Brachyury, ou em uma forma alternada
com imunoterapia de levedura Brachyury. Alternativamente, ou em
adicao, outra terapia pode ser administrada por um periodo de tempo
antes de iniciar administracdo da composicdo de imunoterapia de
levedura Brachyury, e os conceitos podem ser combinados (por
exemplo, ressecgao cirurgica de um tumor, seguido por monoterapia
com imunoterapia de levedura Brachyury por varias semanas, seguido
por doses alternadas de quimioterapia e imunoterapia de levedura
Brachyury, por semanas ou meses, opcionalmente, seguido por
monoterapia utilizando imunoterapia de levedura Brachyury ou outra
terapia, ou por um novo protocolo de combinagcbes de terapia
proporcionada, sequencial, simultaneamente, ou em forma alternativa).
Varios protocolos para o tratamento de cancer usando imunoterapia de
levedura Brachyury sao considerados pela invencdo, e esses
exemplos devem ser considerados como exemplos nao-limitativos de
varios protocolos possiveis.

[000136] Em wum aspecto da invencdo, antigenos adicionais
diferentes de Brachyury sdo também direcionados usando

imunoterapia a base de levedura, além de direcionamento de
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Brachyury. Tais antigenos alvo adicionais podem ser incluidos dentro
do mesmo veiculo de levedura como os antigenos de Brachyury, ou
composicdes de imunoterapia a base de levedura adicionais
direcionando diferentes antigenos podem ser produzidas e, em
seguida, combinadas como desejado, dependendo do individuo que
deve ser tratado, dos antigenos expressos pelo tipo de cancer ou pelo
tumor especifico do individuo, e/ou dependendo do estagio de cancer
no individuo, ou do estagio de tratamento do individuo. Para exemplos,
uma combinagdo de antigenos podera ser selecionada que abrange:
(1) antigenos envolvidos em eventos seminais em desenvolvimento de
cancer, tal como Ras mutante, antigenos envolvidos em, ou
associados a desregulagdo de processos celulares, tal como CEA, e
(8) Brachyury, que esta envolvido em processos metastaticos. Por
exemplo, em, ou mais outras composi¢des de imunoterapia a base de
levedura podem expressar um ou mais antigenos, incluindo, mas nao
se limitam aos mesmos, antigeno carcinoembrionario (CEA),
oncoproteina Ras mutante em ponto, MUC-1, EGFR, BCR-Ab1,
MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GAGE, GP-100, MUC-2, oncoproteinas
p53 mutantes normais e em ponto, 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, polipose adenomatosa coli (APC), Myc, proteina
von Hippel-Lindau (VHL), Rb-1, Rb-2, receptor de andrégeno (RA),
Smad4, MDR1, Flt-3 , BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H,
HERV-K, TWIST, Mesotelina, NGEP, modificacbes de tais antigenos,
variantes de juncdo de tais antigenos, e agonistas do epitopo de tais
antigenos, bem como combinacgdes de tais antigenos, e/ou dominios
imunogénicos destes, modificacbes destes, variantes destes, e/ou
agonistas de epitopo destes. Uma, duas, trés ou mais dessas
composicdées de imunoterapia a base de levedura podem ser

administradas a um individuo antes, simultaneamente, ou alternando
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com, e/ou apos administragdo de uma composi¢cao de imunoterapia de
levedura Brachyury, a fim de otimizar direcionamento de antigenos no
tumor do individuo. Como acima, terapias adicionais podem também
ser usadas em tais protocolos (por exemplo, ressecg¢do cirurgica de
tumor, quimioterapia, terapia direcionada a cancer, terapia de
radiagao, etc.).

[000137] Em uma modalidade da invengao, é proporcionado um
método para tratar cancer. O método inclui as etapas de: (a)
administrar a um individuo que apresenta cancer em que expressao de
Brachyury nao foi detectada, wuma primeira composi¢cao
imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um
primeiro antigeno de cancer que ndao compreende um antigeno de
Brachyury; e (b) administrar ao individuo, antes, simultaneamente
com, ou subsequente a, administracdo da primeira composi¢ao
imunoterapéutica, uma segunda composigao imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um segundo antigeno de
cancer que compreende um antigeno de Brachyury. Em modalidades
adicionais, o método pode incluir administracdo de uma ou mais
composi¢cdes imunoterapéuticas adicionais, em que a cada uma das
uma ou mais composicées imunoterapéuticas adicionais
compreendem um antigeno de cancer adicional. O antigeno adicional
pode ser qualquer um daqueles conhecidos no estado da técnica ou
descritos neste relatorio, incluindo, mas ndo se limitam aos mesmos,
Ras mutante, antigeno carcinoembrionario (CEA) e MUC-1.

[000138] Em outra modalidade da invengdo, um método para tratar
cancer inclui as seguintes etapas: (a) administrar a um individuo que
apresenta cancer, uma primeira composi¢cao imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um antigeno Ras mutante;
(b) administrar ao individuo de (a) uma segunda composicio

imunoterapéutica compreendendo um veiculo de levedura e um



83/119

antigeno selecionado do grupo que consiste em antigeno
carcinoembrionario (CEA) e mucina-1 (MUC-1); e (c) administrar ao
individuo de (a) e (b) uma terceira composi¢cdo imunoterapéutica
compreendendo um veiculo de levedura e um antigeno de Brachyury.
Uma ou mais das etapas de administracédo em (a), (b) e (c) podem ser
realizadas simultanea, ou sequencialmente. As etapas podem ser
repetidas conforme necessarias para tratar um cancer especifico do
individuo, e os antigenos de cancer podem ser modificados antes ou
durante tratamento para abordar especificamente o cancer especifico
do individuo.
[000139] No método da presente invencdo, composicdes e
composicdes terapéuticas podem ser administradas a animais,
incluindo qualquer vertebrado, e particularmente, a qualquer membro
da classe vertebrado, Mammalia, incluindo, sem limitacdo, primatas,
roedores, gados e animais domésticos. Gados incluem mamiferos a
serem consumidos ou que produzem produtos uteis (por exemplo,
ovelhas para producdo de 1a). Mamiferos para tratar ou proteger
utilizando a invencao incluem seres humanos, primatas ndo-humanos,
caes, gatos, camundongos, ratos, cabras, ovelhas, gado, cavalos e
pOrcos.
[000140] Um "individuo" € um vertebrado, tal como um mamifero,
incluindo, sem limitacdo, um ser humano. Mamiferos incluem, mas nao
se limitam aos mesmos, animais de criacdo, animais de desporto,
animais de estimacdo, primatas, camundongos e ratos. O termo
"individuo" pode ser utilizado alternadamente com o termo "animal",
"sujeito” ou "paciente".

Técnicas Gerais Uteis na Invengéo
[000141] A pratica da presente invengdo empregara, a nao ser que
de outra maneira indicada, técnicas convencionais de biologia

molecular (incluindo, técnicas recombinantes), microbiologia, biologia
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celular, bioquimica, quimica de acido nucleico, e imunologia, que sio
bem conhecidas daqueles versados no estado da técnica. Tais
técnicas sdo completamente explicadas na literatura, tais como,

Methods of Enzymoloqy, (Métodos de Enzimologia), vol. 194, Guthrie e

outros, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1990); Biology and

activities of yeasts, (Biologia e atividades de leveduras), Skinner, e

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

laboratory course manual, (Métodos em genética de leveduras: um

manual de curso de laboratorio), Rose e outros, Cold Spring Harbor

Laboratory Press (1990); The Yeast Saccharomyces: Cell Cycle and

Cell Biology, (A Levedura Saccharomyces: Ciclo Celular e Biologia

Celular, Pringle e outros, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press

(1997); The Yeast Saccharomyces: Gene Expression, (A Levedura

Saccharomyces: Expressdo Génica, Jones e outros, eds., Cold Spring

Harbor Laboratory Press (1993); The Yeast Saccaromyces: Genome

Dynamics, Protein Synthesis and Energetics, (A levedura

Saccharomyces: Dindmica de Genoma, Sintese Protéica e

Energética), Broach e outros, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1992); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Clonagem

Molecular: Um Manual de Laboratério) segunda edi¢ao (Sambrook e

outros, 1989) e Molecular Cloning: A Laboratory Manual, terceira

edicdo (Sambrook e Russel, 2001), (juntamente referidos neste

relatério como "Sambrook"); Current Protocols in _Molecular Biology,

(Protocolos Atuais na Biologia Molecular) (F.M. Ausubel e outros, Eds.,

1987, incluindo suplementos até 2001); PCR: The Polymerase Chain

Reaction, (RCP: Reacdo em Cadeia da Polimerase), (Mullis e outros,
Eds., 1994); Harlow e Lane (1988), Antibodies, A Laboratory Manual,
(Anticorpos, Um Manual de Laboratério), Cold Spring Harbor

Publications, Nova lorque; Harlow e Lane (1999) Using Antibodies: A

Laboratory Manual, (Utilizacdo de Anticorpos: Um Manual de
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Laboratério), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nova lorque (juntamente aqui referidas como "Harlow e

Lane"), Beaucage e outros, Eds., Current Protocols in _Nucleic Acid

Chemistry, (Protocolos Atuais em Quimica de Acidos Nucleicos), John

Wiley & Sons, Inc. Nova lorque, 2000); Casarett e Doull’s Toxicology

The Basic Science of Poisons, (Toxicologia, A Ciéncia Basica de

Venenos), C. Klaassen, Ed., 62. edicdo (2001), e Vaccines, (Vacinas),

S. Plotkin, W. Orenstein e P. Offit, eds., quinta edi¢do (2008).
Defini¢bes Gerais

[000142] Um "TARMOGEN®" (Globelmmune, Inc., Louisville,

Colorado) geralmente, refere-se a um veiculo de levedura que

expressa um ou mais antigenos heterélogos extracelularmente (em
sua superficie), intracelularmente (internamente ou citosolicamente) ou
ambos, extracelular e intracelularmente. TARMOGENs® tém sido
geralmente descrito (ver, por exemplo, Patente dos Estados Unidos
No. 5.830.463). Certas composi¢bes de imunoterapia a base de
levedura, e métodos de producgao e, geralmente, utilizagdo do mesmo,
sao também descritos em detalhes, por exemplo, in Patente dos
Estados Unidos No. 5.830.463, Patente dos Estados Unidos No.
7.083.787, Patente dos Estados Unidos No. 7.736.642, Stubbs e
outros, Nat. Med. Chem. 7:625-629 (2001), Lu e outros, Cancer
Research 64:5084-5088 (2004), e Bernstein e outros, Vaccine, 24 de
janeiro de 2008; 26 (4) :509-21, cada uma das quais € incorporada
como referéncia neste relatério em sua totalidade.

[000143] Conforme usado neste relatério, o termo "analogo" refere-
se a um composto quimico que é estruturalmente similar a outro
composto, mas difere ligeiramente na composicdo (como na
substituicdo de um atomo por um atomo de um elemento diferente ou
na presenca de um grupo funcional particular, ou a substituicdo de um

grupo funcional por outro grupo funcional). Desse modo, um analogo é
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um composto que € similar ou comparavel na funcédo e aparéncia, mas
apresenta uma estrutura ou origem diferente com relagdo ao composto
de referéncia.

[000144] Os termos, "substituido", "derivado substituido" e
"derivado", quando usados para descrever um composto, significa que
pelo menos um hidrogénio ligado ao composto ndo substituido é
substituido com um atomo diferente ou uma porgéo quimica.

[000145] Embora um derivado apresente uma estrutura fisica similar
a do composto original, o derivado pode apresentar diferentes
propriedades quimicas e/ou bioldgicas do que o composto original.
Tais propriedades podem incluir, mas nao se limitam a, atividade
aumentada ou reduzida do composto original, nova atividade, em
comparagao com o composto original, biodisponibilidade aumentada
ou reduzida, eficacia aumentada ou reduzida, estabilidade aumentada
ou reduzida in vitro el/ou in vivo, elou propriedades de absorcao
aumentadas ou reduzidas.

[000146] Em geral, o termo "biologicamente ativo" indica que um
composto (incluindo, uma proteina ou peptideo) apresenta pelo menos
uma atividade detectavel que tem um efeito nos processos
metabdlicos, fisioldégicos, quimicos, ou outros processos de uma
célula, um tecido, ou um organismo, quando medida ou observada in
vivo (isto €, em um ambiente fisiolégico natural) ou in vitro (isto €, sob
condigdes laboratoriais).

[000147] De acordo com a presente invengao, o termo "modular"
pode ser usado alternadamente com "regular" e refere-se geralmente
a super-regulacdo ou desregulagdo de uma atividade especifica.
Como aqui utilizado, o termo "super-regular" pode ser usado em geral
para descrever qualquer de: elicitac&o, iniciacdo, aumento, elevacéo,
reforgo, aperfeicoamento, intensificagdo, amplificacdo, promocao ou

fornecimento, em relacdo a uma atividade particular. Similarmente, o
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termo "desregular" pode ser usado geralmente para descrever
qualquer de: diminuicdo, reducdo, inibicdo, melhora, diminuigao,
reducdo, bloqueio, ou impedimento, com relacdo a uma atividade
particular.

[000148] Em uma modalidade da presente invencdo, qualquer uma
das sequéncias de aminoacidos descritas neste relatério pode ser
produzida com pelo menos um, e até aproximadamente 20,
aminoacidos heterdlogos adicionais que flanqueiam cada uma das
extremidades de término C e/ou N da sequéncia de aminoacidos
especificada. A proteina ou polipeptideo resultante pode ser referida
como "consistindo essencialmente de" a sequéncia de aminoacidos
especificada. De acordo com a presente invencdo, os aminoacidos
heterélogos séo sequéncias de aminoacidos que ndo sdo encontradas
naturalmente (isto €, ndo encontrada na natureza, in vivo), que
flanqueiam a sequéncia de aminoacido especificada, ou que nao sao
relacionadas com a funcdo da sequéncia de aminoacido especificada,
ou que nao seria ser codificada pelos nucleotideos que flanqueiam a
sequéncia de acido nucleico que ocorre naturalmente codificando a
sequéncia de aminoacido especificada quando esta ocorre no gene, se
tais nucleotideos na sequéncia que ocorre naturalmente foram
traduzidos usando cédon padrao de costume para o organismo, a
partir do qual a sequéncia de aminoacido especificada é derivada.
Similarmente, a expressao "consistindo essencialmente de", quando
usada com referéncia a uma sequéncia de acido nucleico neste
relatério, refere-se a uma sequéncia de acido nucleico que codifica
uma sequéncia de aminoacido especificada que pode ser flanqueada
por pelo menos um, ou até tantos quanto aproximadamente 60;
nucleotideos heterdlogos adicionais em cada uma das extremidades 5'
e/ou 3' da sequéncia de acido nucleico que codifica a sequéncia de

aminoacido especificada. Os nucleotideos heterélogos nao sao
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naturalmente encontrados (isto €, ndo encontrados na natureza, in
vivo) que flanqueiam a sequéncia de acido nucleico que codifica a
sequéncia de aminoacido especificada quando esta ocorre no gene
natural ou, ndo codifica uma proteina que confere qualquer fungao
adicional para a proteina ou altera a fungdo da proteina que apresenta
a sequéncia de aminoacido especificada.

[000149] De acordo com a presente invengéo, a expressao "liga-se
seletivamente a" refere-se a capacidade de um anticorpo, fragmento
de ligagdo a antigeno ou parceiro de ligagdo da presente invengao
ligar-se  preferencialmente, a proteinas especificas. Mais
especificamente, a expressdo "liga-se seletivamente" refere-se a
ligacdo especifica de uma proteina com outra (por exemplo, um
anticorpo, fragmento deste, ou parceiro de ligagdo a um antigeno), em
qgue o nivel de ligagdo, como medido por qualquer ensaio padréao (por
exemplo, um imunoensaio), € estatistica e significativamente maior
que o controle base para o ensaio. Por exemplo, quando se realiza um
imunoensaio, controles tipicamente incluem uma poco/tubo de reacao
gue contém anticorpo ou fragmento de ligacédo a antigeno isolado (isto
€, na auséncia de antigeno), em que uma quantidade de reatividade
(por exemplo, ligagdo nao especifica do pogo) pelo anticorpo ou
fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo na auséncia do antigeno,
€ considerada ser a base. Ligacdo pode ser medida utilizando uma
variedade de métodos padroes no estado da técnica, incluindo,
imunoensaios enzimaticos (por exemplo, ELISA, ensaios de imunoblot,
etc.).

[000150] Referéncia geral a uma proteina ou polipeptideo usado na
presente invengao incluem proteinas de comprimento total, proteinas
de comprimento total préximo (definido acima), ou qualquer fragmento;
dominio (estruturais, funcionais ou imunogénicos), epitopo

conformacional, ou um homdlogo ou variante de uma proteina
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especifica. Uma proteina de fusdo pode também ser geralmente
referida como uma proteina ou um polipeptideo. Uma proteina isolada,
de acordo com a presente invengdo, € uma proteina (incluindo, um
polipeptideo ou peptideo) que foi removido de seu meio natural (isto €,
que foi submetido a manipulagdo humana), e pode incluir proteinas
purificadas, proteinas parcialmente purificadas, proteinas produzidas
de forma recombinante, e proteinas produzidas sinteticamente, por
exemplo. Como tal, "isolado" ndo reflete a extensdo em que a proteina
foi purificada. De preferéncia, uma proteina isolada da presente
invencdo é produzida de forma recombinante. De acordo com a
presente invencao, os termos "modificacdo" e "mutacao” podem ser
utilizados alternadamente, em particular, com relacdo as
modificagdes/mutacdes com a sequéncia de aminoacidos de proteinas
ou porgdes destas (ou sequéncias de acidos nucleicos) descritas neste
relatorio.

[000151] Conforme usado neste relatério, o termo "homdédlogo" ou
"variante" & usado para se referir a uma proteina ou peptideo que
difere de uma proteina ou peptideo de referéncia (isto €, a proteina
"protétipo” ou "tipo selvagem") por modificagdes menores com a
proteina ou o peptideo de referéncia, mas que mantém a estrutura
proteica basica e de cadeia lateral da forma que ocorre naturalmente.
Tais alteragdes incluem, mas nao se limitam a: alteragcbées em uma ou
algumas cadeias laterais de aminoacidos, alteracbées em um ou alguns
aminoacidos, incluindo, delegdes (por exemplo, uma verséo truncada
da proteina ou peptideo), inser¢cdes e/ou substituicdes; alteragcdes na
estereoquimica de um ou alguns atomos; e/ou derivatizagdes
menores, incluindo, mas n&o limitados a: metilagdo, glicosilacao,
fosforilacdo, acetilacdo, miristoilacdo, prenilacdo, palmitacéao,
amidacao e/ou adicao de glicosilfosfatidil inositol. Um homodlogo ou

variante pode apresentar propriedades aumentadas, diminuidas, ou
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substancialmente similares, em comparagdo com a proteina ou o
peptideo de referéncia. Um homdlogo ou variante, pode incluir um
agonista de uma proteina ou um antagonista de uma proteina. Os
homologos ou variantes podem ser produzidos utilizando técnicas
conhecidas no estado da técnica para a producado de proteinas,
incluindo, mas nao se limitam as mesmas, modificacdes diretas para a
proteina de referéncia isolada, sintese proteica direta; ou modificacoes
na sequéncia de acido nucleico que codifica a proteina utilizando, por
exemplo, técnicas de DNA classicas ou recombinantes para efetuar
mutagénese aleatdria ou direcionada, resultando na codificagdo de
uma variante de proteina. Além disso, pode haver variantes de
ocorréncia natural de uma proteina de referéncia (por exemplo,
isoformas, variantes alélicas, ou outras variantes naturais que podem
ocorrer de individuo a individuo) e podem ser isoladas, produzidas
e/ou utilizadas na invencao.

[000152] Um homodlogo ou variante de uma proteina especificada
pode compreender, consistir essencialmente em, ou consistir em, uma
sequéncia de aminoacidos que é 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 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% idénticas, ou
pelo menos cerca de 87% idénticas, ou pelo menos cerca de 88%
idénticas, ou pelo menos cerca de 89% idénticas, ou pelo menos cerca
de 90%, ou pelo menos cerca de 91% idénticas, ou pelo menos cerca
de 92% idénticas, ou pelo menos cerca de 93% idénticas, ou pelo
menos cerca de 94% idénticas, ou pelo menos cerca de 95%
idénticas, ou pelo menos cerca de 96% idénticas, ou pelo menos cerca
de 97% idénticas, ou pelo menos cerca de 98% idénticas, ou pelo

menos cerca de 99% idénticas (ou qualquer porcentagem de
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identidade entre 45% e 99%, em incrementos totais de um numero
inteiro), com a sequéncia de aminoacidos da proteina de referéncia
(por exemplo, uma sequéncia de aminoacidos aqui especificada, ou a
sequéncia de aminoacidos de uma proteina especificada). Em uma
modalidade, o homodlogo ou variante compreende, consiste
essencialmente em, ou consiste em, uma sequéncia de aminoacidos
que é inferior a 100% idénticas, a menos de cerca de 99% idénticas, a
menos de cerca de 98% idénticas, a menos de cerca de 97%
idénticas, a menos do que cerca de 96% idénticas, a menos de cerca
de 95% idénticas, e assim por diante, em incrementos de 1%, a menos
que cerca de 70% idénticas a sequéncia de aminoacidos da proteina
de referéncia.

[000153] Conforme usado neste relatério, a ndo ser que de outra
maneira especificada, referéncia a uma porcentagem (%) de
identidade refere-se a uma avaliagcdo de homologia que é realizada
usando: (1) uma pesquisa de homologia basica, Ferramenta de
Pesquisa de Alinhamento Local Basico (Basic Local Alignment Search
Tool) (BLAST) usando blastp para pesquisas de aminoacidos e blastn
para pesquisas de acidos nucleicos com paradmetros prefixados
(default) padrao, em que a sequéncia de consulta é filtrada para as
regides de baixa complexidade por default (tal como descrito em
Altschul, SF, Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z.,
Miller, W. & Lipman, D.J. (1997); "gapped BLAST e PSI-BLAST: uma
nova geragciao de programas de pesquisa de banco de dados de
proteinas" Acidos Nucleicos Res. 25:3389-3402, aqui incorporada
como referéncia em sua totalidade), (2) um alinhamento BLAST de
duas sequéncias (por exemplo, usando os parametros descritos
abaixo), (3) e/ou PSI-BLAST com os parametros-padrao (posigao-
Specific Iterated BLAST. Nota-se que, devido a algumas diferencas

nos parametros-padrao entre BLAST basico e BLAST para duas
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sequéncias, duas sequéncias especificas podem ser reconhecidas
como apresentando homologia significativa utilizando o programa
BLAST, visto que uma pesquisa realizada em BLAST Basico usando
uma das sequéncias como a sequéncia de consulta podera nao
identificar a segunda sequéncia na combinagdo de topo. Além disso,
PSI-BLAST fornece uma versao automatizada, facil de usar de um
"perfil" de pesquisa, que € uma forma sensivel de procurar homdlogos
de sequéncia. O primeiro programa executa uma pesquisa do banco
de dados gapped BLAST. O programa PSI-BLAST usa as informagdes
de quaisquer alinhamentos significativos retornados para o constructo
de uma matriz de pontuacido especifica da posicdo, que substitui a
sequéncia de consulta para a proxima rodada de pesquisa de banco
de dados. Portanto, deve-se entender que a porcentagem de
identidade pode ser determinada utilizando qualquer um desses
programas.

[000154] Duas sequéncias especificas podem ser alinhadas umas as
outras usando BLAST conforme descrito em Tatusova e Madden,
(1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and
nucleotide sequences", FEMS Microbiol. Lett. 174:247-250, aqui
incorporada como referéncia em sua totalidade. Tal alinhamento da
sequéncia € realizado em blastp ou blastn utilizando o algoritmo
BLAST 2.0 para realizar uma pesquisa BLAST gapped (BLAST 2.0)
entre as duas sequéncias que permitem a introducdo de lacunas
(delegdes e insergcdes) no alinhamento resultante. Para fins de clareza,
aqui, uma sequéncia de alinhamento BLAST para duas sequéncias é
feita utilizando os parametros-padrao como segue.

[000155] Para blastn, usando matriz BLOSUMG62 0:

[000156] Recompensa para correspondéncia = 1

[000157] Multa para incompatibilidade = -2

[000158] Lacuna aberta (5) e lacuna de extensao (2) penalidades
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[000159] Lacuna x_dropoff (50) esperar (10) expressar tamanho (11)
filtrar (em)

[000160] Para blastp, usando matriz BLOSUMG62 0:

[000161] Lacuna aberta (11) e lacuna de extensao (1) penalidades
[000162] Lacuna x_dropoff (50) esperar (10) expressar tamanho (3)
filtrar (em).

[000163] Uma molécula de acido nucleico isolada € uma molécula de
acido nucleico que foi removida de seu meio natural (isto é, que foi
submetida a manipulagdo humana), seu meio natural, sendo o genoma
ou cromossoma em que a molécula de acido nucleico é encontrada na
natureza. Como tal, "isolada" nao reflete necessariamente a extensao
em que a molécula de acido nucleico foi purificada, mas indica que a
molécula ndo inclui um genoma inteiro ou um cromossoma inteiro ou
um segmento do genoma que contém mais do que um gene, em que a
molécula de acido nucleico que € encontrada na natureza. Uma
molécula de acido nucleico isolada pode incluir um gene completo.
Uma molécula de acido nucleico isolada que inclui um gene que nao é
um fragmento de um cromossoma que inclui tal gene, mas em vez
disso inclui a regido de codificagdo e as regides reguladoras
associadas ao gene, mas genes adicionais que ndo sao naturalmente
encontrados no mesmo cromossoma. Uma molécula de acido nucleico
isolada pode também incluir porcbes de um gene. Uma molécula de
acido nucleico isolada pode também incluir uma sequéncia de acido
nucleico especificada, flanqueada por (isto €, na extremidade 5' e/ou
extremidade 3' da sequéncia) acidos nucleicos adicionais que nao
normalmente flanqueiam a sequéncia de acido nucleico especificada
na natureza (isto é, sequéncias heterdlogas). Molécula de acido
nucleico isolada pode incluir DNA, RNA (por exemplo, RNAm), ou
derivados de DNA ou RNA (por exemplo, DNAc). Embora a expressao

"molécula de acido nucleico" refere-se principalmente a molécula de
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acido nucleico fisica e a expressdo "sequéncia de acido nucleico"
refere-se principalmente a sequéncia de nucleotideos na molécula de
acido nucleico, as duas expressdes podem ser usadas
alternadamente, em especial, com relagdo a uma molécula de acido
nucleico, ou uma sequéncia de acido nucleico, sendo capazes de
codificar uma proteina ou um dominio de uma proteina.

[000164] Uma molécula de acido nucleico recombinante € uma
molécula que pode incluir, pelo menos, uma de qualquer sequéncia de
acido nucleico que codifica uma ou mais proteinas aqui descritas
operativamente ligadas a pelo menos uma de qualquer sequéncia de
controle da transcricdo capaz de regular eficazmente a expresséo da
molécula de acido nucleico na célula a ser transfectada. Embora a
expressao "molécula de acido nucleico" refere-se principalmente a
molécula fisica de acido nucleico e a expressao "sequéncia de acido
nucleico" refere-se principalmente com a sequéncia de nucleotideos
na molécula de acido nucleico, as duas expressdes podem ser
utilizadas alternadamente, em especial, com relagdo a uma molécula
de acido nucleico, ou uma sequéncia de acido nucleico, sendo
capazes de codificar uma proteina. Além disso, a expressado "molécula
recombinante" refere-se principalmente a uma molécula de acido
nucleico ligada operativamente a uma sequéncia de controle da
transcricdo, mas pode ser utilizada alternadamente com a expressao
"molécula de acido nucleico", que € administrada a um animal.
[000165] Uma molécula de acido nucleico recombinante inclui um
vetor recombinante, que é qualquer sequéncia de acido nucleico,
tipicamente uma sequéncia heterdloga que é operativamente ligada a
molécula de &acido nucleico, isolada que codifica uma proteina de
fusdo da presente invencao, a qual é capaz de permitir a producao
recombinante da proteina de fusdo, e que é capaz de transferir a

molécula de acido nucleico para uma célula hospedeira de acordo com
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a presente invencdo. Tal vetor pode conter sequéncias de acidos
nucleicos que ndo sdo naturalmente encontradas adjacentes as
moléculas de acidos nucleicos, isoladas que devem ser inseridas no
vetor. O vetor pode ser RNA ou DNA, quer procariético ou eucariético,
e de preferéncia, na presente invencdo, € um plasmideo util para
transfeccdo de levedura. Vetores recombinantes podem ser utilizados
na clonagem, sequenciamento, e/ou de outra maneira manipulagao de
moléculas de acido nucleico, e podem ser usados na transferéncia de
tais moléculas (por exemplo, como em uma composicdo de DNA ou
uma composicdo a base de vetor viral). Vetores recombinantes séo
preferencialmente usados na expressdao de moléculas de acido
nucleico, e podem ser também referidos como vetores de expressao.
Vetores recombinantes preferidos sdo capazes de serem expressos
em uma célula hospedeira transfectada, tal como uma levedura.
[000166] Em uma molécula recombinante da presente invencao, as
moléculas de acido nucleico sao operativamente ligadas a vetores de
expressao que contém sequéncias reguladoras, tais como sequéncias
de controle da transcricdo, sequéncias de controle da traducao,
origens de replicagdo e outras sequéncias reguladoras que sao
compativeis com a célula hospedeira e que controlam a expressao de
moléculas de acido nucleico da presente invengdo. Em particular, as
moléculas recombinantes da presente invencgao incluem moléculas de
acido nucleico que sao operativamente ligadas a uma ou mais
sequéncias de controle de expressdo. A expressdao ‘"ligada
operacionalmente" refere-se a ligagdo de uma molécula de acido
nucleico com uma sequéncia de controle da expressao de tal forma
gue a molécula é expressa quando transfectada (isto &, transformada,
traduzida ou transfectada) para uma célula hospedeira.

[000167] De acordo com a presente invengao, o termo "transfecgao"

€ usado para referir-se a qualquer método através do qual uma



96/119

molécula de acido nucleico exdgeno (isto €, uma molécula de acido
nucleico recombinante) pode ser inserida em uma célula. O termo
"transformacao” pode ser utilizado alternadamente com o termo
"transfeccao"”, quando tal termo é usado para referir-se a introducao de
moléculas de acido nucleico em células microbianas, tais como algas,
bactérias e leveduras. Em sistemas microbianos, o termo
"transformacao” é utilizado para descrever uma mudanca herdada,
devido a aquisi¢do de acidos nucleicos exdgenos pelo microrganismo
e é essencialmente sinbnimo do termo "transfeccido". Portanto, as
técnicas de transfeccao incluem, mas nao se limitam as mesmas,
transformacéo, tratamento quimico das células, bombardeamento de
particulas, eletroporagado, microinjecao, lipofec¢do, adsorgéao, infecgéo
e fusdo de protoplastos.
[000168] Os resultados experimentais seguintes sdo proporcionados
para fins de ilustracdo, e ndao pretendem limitar o escopo da invencao.

EXEMPLOS

Exemplo 1
[000169] O exemplo seguinte descreve a produgcdo de uma
composicao imunoterapéutica de levedura Brachyury.
[000170] Nesse experimento, a levedura (Saccharomyces cerevisiae)
foi manipulada para expressar Brachyury humana sob o controle do
promotor induzivel por cobre, CUP1, ou o promotor constitutivo, TEF2,
produzindo composi¢des de imunoterapia de levedura Brachyury. Em
cada caso, uma proteina de fusdo que compreende um antigeno de
Brachyury foi produzida como um polipeptideo Uunico com os seguintes
elementos de sequéncia fundidos na estrutura a partir de término N a
término C, representada por ID SEQ NO: 8 (1) um peptideo de término
N para conferir resisténcia a degradacado proteassémica e estabilizar
expressao (posi¢des 1 a 6 de ID SEQ NO: 8, a sequéncia de peptideo
também aqui representada por ID SEQ NO: 11); (2) aminoacidos 2-
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435 de ID SEQ NO: 6, ID SEQ NO: 6, que representa uma proteina de
Brachyury humana de comprimento total proximo (posi¢ées 7-440 de
ID SEQ NO: 8); e (3) uma cauda (tag) de hexa-histidina (posi¢des 441-
446 de ID SEQ NO: 8). As sequéncias de aminoacidos utilizadas
nessa proteina de fusdo podem ser modificadas pela utilizacdo de
aminoacidos adicionais ou alternados que flanqueiam cada
extremidade do antigeno de Brachyury, se desejado, e as porgdes
mais curtas do antigeno de Brachyury também podem ser utilizadas.
Uma sequéncia de acido nucleico que codifica a proteina de fusdo de
ID SEQ NO: 8 (cédon otimizado para expresséao de levedura) € aqui
representada por ID SEQ NO: 7.

[000171] Resumidamente, DNA que codifica uma proteina de
Brachyury humana de comprimento total a partir de um plasmideo
pCRII-Brachyury fornecido pelo National Cancer Institute (Dr. Jeffrey
Schlom) foi amplificado utilizando RCP, e, em seguida, inserido em
sitios de clonagem EcoRI e Spel atras do promotor CUP1 (vetor pGl-
100) ou o promotor TEF2 (vetores plu011 ou pGI-172), em vetores de
expressao de leveduras de 2 ym. As sequéncias de nucleotideos que
codificam o peptideo de estabilizacdo de término N, MADEAP (ID SEQ
NO: 11) e um peptideo de hexa-histidina de término C foram também
adicionados ao vetor de plasmideo para codificar a proteina de fusdo
completa, representada por ID SEQ NO: 8. Os plasmideos resultantes
foram transformados em DH5a para armazenamento de plasmideo, e
em Saccharomyces cerevisiae W303a para produgcdo das
composi¢cdes imunoterapéuticas de levedura Brachyury.

[000172] Transformacdo em Saccharomyces cerevisiae foi realizada
por transfeccao de acetato de litio/polietileno glicol, e transfectantes
primarios foram selecionados em placas minimas sélidas desprovidas
de uracila (UDM; meio de abandono uridina). As colénias foram

selecionadas por crescimento em U2 (meio de abandono uridina) ou
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UL2 (meio de abandono de uridina e leucina) meio a 30°C.

[000173] A composi¢ao de imunoterapia de levedura Brachyury que
compreende um polinucleotideo que codifica a proteina de fuséo
Brachyury humana representada por ID SEQ NO: 8, sob o controle do
promotor CUP1 é também referida aqui como GI-6301. A composicio
de imunoterapia de levedura Brachyury compreendendo um
polinucleotideo que codifica a proteina de fusdo Brachyury humana
representada por ID SEQ NO: 8, sob o controle do promotor TEF2 (em
vetor plu011) & também referida aqui como GI-6302. A composigéo de
imunoterapia de levedura Brachyury compreendendo um
polinucleotideo que codifica a proteina de fusdo Brachyury humana
representada por ID SEQ NO: 8, sob o controle do promotor TEF2 (em
vetor pGl-172) € também referido aqui como GI-6303.

[000174] Culturas liquidas que faltam uridina (U2) ou que faltam
uridina e leucina (UL2) foram inoculadas usando as placas e as
culturas de arranque acima descritas, e foram cultivadas durante 20
horas a 30°C, 250 rpm. Meios tamponados de pH contendo 4,2 g/L de
Bis-Tris (BT-U2; BT-UL2) foram também inoculados para avaliar
imunoterapéuticos de levedura-Brachyury produzidos sob condi¢des
de produgdo de pH neutro (dados ndao mostrados). As culturas
primarias foram usadas para inocular culturas finais da mesma
formulacgao.

Receita de meios liquidos U2:

¢15 g/L de glicose

¢6,7 g/L de sulfato de amébnio contendo base de nitrogénio
de levedura

¢0,04 g/L de cada uma de histidina, triptofano, adenina e
0,06 g/L de leucina.

Receita de meios liquidos UL2:

¢15 g/L de glicose
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¢6,7 g/L de sulfato de amdnio contendo base de nitrogénio
de levedura

¢0,04 g/L de cada uma de histidina, triptofano, e adenina.
[000175] Em experimentos iniciais comparando composicoes
imunoterapéuticas de levedura Brachyury sob o controle de diferentes
promotores, CUP7-direcionado (expressao induzivel) expressdo de
levedura-Brachyury foi iniciada pela adicdo de sulfato de cobre 0,5
mM, apds a cultura de levedura-Brachyury atingiu uma densidade de
aproximadamente 0,2 Y.U./ml, e foi continuada até que a cultura
atingiu uma densidade de 0,5-1,5 Y.U. (levedura-Brachyury dobrou
apenas aproximadamente 1-1,5, apos a adicao de sulfato de cobre,
mas uma grande quantidade de proteina Brachyury foi produzida pelas
células). TEFZ2-direcionada de expressao de levedura-Brachyury é
constitutiva, e o crescimento dessas células foi continuado até que as
culturas atingiram uma densidade de, entre 1,1 a 4,0 Y.U./ml. As
células de cada cultura foram em seguida colhidas, lavadas e mortas
pelo calor a 56°C durante 1 hora em PBS. As células vivas a partir de
cada cultura foram também processadas para efeitos de comparacao.
[000176] Apds morte por calor das culturas, as células foram lavadas
trés vezes em PBS. Expressdo de proteina total foi medida por um
ensaio de precipitacdo de TCA/ligagao a nitrocelulose e Western blot
usando um anticorpo monoclonal de marcagao anti-his e um anticorpo
anti-Brachyury (Abcam, Cambridge, MA). O teor de proteina foi
quantificado usando métodos de imagem digitais semiquantitativos.
[000177] Os resultados dos experimentos de expressao inicial
(dados ndo mostrados) demonstraram que cada uma das
composi¢gdes da imunoterapia de levedura Brachyury da invencgao
expressa a proteina de fusao Brachyury, isto €, utilizando o promotor
CUP1 ou o promotor TEF2, e expressao foi detectada usando meios

(U2 e UL2). Além disso, a expressdao de antigeno foi detectada em
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ambas as células de levedura mortas pelo calor e vivas (dados nao
mostrados). Expressdo de Brachyury foi significativamente mais
elevada na composi¢do imunoterapéutica de levedura Brachyury
compreendendo o promotor CUP1 (GI-6301), e assim essa
composicdao foi selecionada para estudos adicionais, incluindo,
otimizacdo de expressao e para experimentos in vitro e in vivo (ver,
Exemplos abaixo).
[000178] Fig. 1A mostra expressdao de Brachyury em GI-6301
utilizando tanto meios U2 quanto UL2 usando o anticorpo anti-
Brachyury para detecgao. Levedura de controle que expressa um
antigeno nao-Brachyury ndo coram com o anticorpo. Fig. 1B mostra
expressdo de Brachyury nas mesmas preparagdes GI-6301, utilizando
anticorpos anti-His para identificar a marcagcdo de hexa-histidina na
proteina de fusdo Brachyury. Levedura de controle que expressa um
antigeno nao-Brachyury, mas apresentando uma cauda (tag) de hexa-
histidina é também mostrada. Esses resultados mostraram boa
expressao de Brachyury usando cada um dos meios, embora
expressdo em meios UL2 foi significativamente maior.

Exemplo 2
[000179] O exemplo seguinte descreve a identificacdo de condi¢des
de expressdo de antigeno e produgdo da composicao
imunoterapéutica de levedura Brachyury, GI-6301.
[000180] Para determinar a densidade 6tima para inducdo de cobre
de expressdo de antigeno GI-6301, culturas iniciadoras e
intermediarias de GI-6301 foram preparadas usando as condi¢cdes de
crescimento padrdao em meios UL2 descritos no Exemplo 1 acima.
Aliquotas da cultura foram em seguida diluidas para 0,5 Y.U./ml, 1,0
Y.U./ml e 1,5 Y.U./ml e incubadas a 30°C durante 1 hora. CuSO4 0,5
mM foi adicionado as culturas para induzir expressao de Brachyury, e

a cultura foi continuada. As células foram coletadas e contadas em 6
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horas e 14 horas para medicdo de densidade celular. 20 Y.U. de
levedura morta pelo calor de cada condicdo foi lisada, proteina total foi
medida, e manchas (blots) de Western foram geradas utilizando os

anticorpos anti-His.

Tabela 1
Tempo de Indugao
Densidade Celular 0 horas 6 horas 14 horas
(Y.U./ml) 0,5 1,03 0,96
1,0 1,88 1,74
1,5 3,14 2,7

[000181] Conforme mostrado na Tabela 1, levedura apenas dobrou
em aproximadamente 1 hora apdés a indugcdo de cobre (outros
experimentos mostraram até 1,5X duplicagdo), e densidade e
viabilidade celular (ndo mostradas) diminuiram apds 6 horas de
indugdo do cobre. Fig. 2 mostra que todas as trés densidades de
indugao resultaram em expressao significativa de Brachyury, com uma
tendéncia no sentido de maior expressao de Brachyury nas maiores
densidades de inducdo. Contudo, experimentos adicionais usando
densidades de partida de indugao de 2,1 Y.U./ml e 2,8 Y.U./ml e 375
MM de CuSO4 mostraram que a expressao da proteina comegou a
diminuir a medida que a densidade das culturas no inicio de indugao
de cobre aumentou, e nd&o melhorou significativamente apods
aproximadamente 6-8 horas (dados ndo mostrados).

[000182] Em seguida, o efeito da quantidade de CuSOs em
expressao de Brachyury foi investigado. GI-6301 foi cultivado a partir
de culturas iniciadoras e intermediarios em meios UL2, como descrito
no Exemplo 1. Aliquotas da cultura foram, em seguida, diluidas a 1,0
Y.U./ml e incubadas a 30°C durante 1 hora. CuSO4 foi adicionado a
cada cultura sob uma concentragdo de 375 uM, ou 500 uM, e indugao
de expressao da proteina foi deixada prosseguir a varios pontos de

tempo (2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas), em cujo ponto as
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células foram colhidas, mortas pelo calor, e processadas para
avaliacao de expressao da proteina utilizando Blots Western de anti-
His como descrito acima. Embora ambas as concentracdes de CuSOs4
resultaram em boa expressdo de Brachyury, a expressao da proteina
usando 375 UM pareceu ser ligeiramente melhor, particularmente, em
pontos de tempo posteriores (dados ndo mostrados).
[000183] Consequentemente, para levedura de Brachyury
direcionada por CUP1 (expressdao induzivel), os inventores
descobriram que indugdo de expressao de antigenos em crescimento
de fase log médio da levedura foi étima para produgédo de antigeno.
Para producdo da composicado imunoterapéutica de levedura-
Brachyury (G1-6301) utilizada nos Exemplos seguintes, células foram
cultivadas em meios UL2 como descrito no Exemplo 1 para entre 1 e 2
Y.U./ml, e foram, em seguida, induzidas pela adi¢ado de 0,375-0,5 mM
de sulfato de cobre por até 6-8 horas a 30°C, 250 rpm. As células
foram colhidas, lavadas e mortas por calor a 56°C durante 1 hora em
PBS.

Exemplo 3
[000184] O exemplo seguinte descreve a construgao e produgao de
uma composi¢do imunoterapéutica de levedura Brachyury adicional,
em que o antigeno de Brachyury contém um epitopo agonista de
células T.
[000185] Nesse experimento, levedura (Saccharomyces cerevisiae)
foi manipulada para expressar um antigeno de Brachyury humana que
€ uma proteina de Brachyury de comprimento total préximo que
compreende o epitopo de célula T WLLPGTSTYV (ID SEQ NO: 13), que
€ um epitopo de agonista. O epitopo de células T Brachyury nativo,
presente em ID SEQ NO: 6 ou 8, por exemplo, € WLLPGTSTL (ID
SEQ NO: 12). O antigeno agonista de Brachyury humana foi expresso

sob o controle do promotor induzivel por cobre, CUP1, produzindo
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uma composicdo de imunoterapia de levedura-Brachyury. Mais
particularmente, uma proteina de fusdo que compreende um antigeno
agonista de Brachyury (isto €, um antigeno de Brachyury contendo
pelo menos um epitopo de agonista), foi produzida como um
polipeptideo unico com os seguintes elementos de sequéncia fundidos
na estrutura a partir de término N a término C, representada por ID
SEQ NO: 20 (1), um peptideo de término N para conferir resisténcia a
degradacgao proteossdmica e estabilizar a expresséo (posicbes 1 a 6
de ID SEQ NO: 20, a sequéncia do peptideo também aqui
representada por ID SEQ NO: 11), (2) aminoacidos 2-435 de ID SEQ
NO: 18 (representada por posigdes 7-440 de ID SEQ NO: 20; ID SEQ
NO: 18 representa uma proteina de agonista Brachyury humana de
comprimento total que apresenta uma Unica substituicdo de
aminoacido na posicao 254, quando comparada com proteina do tipo
selvagem Brachyury), e (3) uma marca de hexa-histidina (posicdes
441-446 de ID SEQ NO: 20). O epitopo de agonista (ID SEQ NO: 13) é
localizado nas posicdes 251 a 259 de ID SEQ NO: 20 (posigdes 246 a
254 de ID SEQ NO: 18). As sequéncias de aminoacidos utilizadas
nessa proteina de fusdo podem ser modificadas pela utilizacdo de
aminoacidos adicionais ou alternativos que flanqueiam cada
extremidade do antigeno de Brachyury, se desejado, e as porgoes
mais curtas do antigeno Brachyury também podem ser utilizadas. Uma
sequéncia de acido nucleico que codifica a proteina de fusao de ID
SEQ NO: 20 (cédon otimizado para expressao de levedura) é aqui
representada por ID SEQ NO: 19.

[000186] Resumidamente, o DNA que codifica a proteina de
Brachyury humana de comprimento total proximo, como descrita no
Exemplo 1 (isto &, Brachyury de comprimento total menos a metionina
de término N), modificado por mutagénese direcionada a sitio para

introduzir uma substituicdo de valina por leucina na posi¢cédo 254 em
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relagdo a proteina de Brachyury de comprimento total, foi amplificado
utilizando RCP, e, em seguida, inserido nos sitios de clonagem EcoR/
e Spel atras do promotor CUP171 (vetor pGIl-100) em vetores de
expressao de levedura de 2 uM. As sequéncias de nucleotideos que
codificam o peptideo de estabilizagdo de término N, MADEAP (ID SEQ
NO: 11) e um peptideo de hexa-histidina de término C foram também
adicionadas ao vetor de plasmideo para codificar a proteina de fusdo
completa, representada por ID SEQ NO: 20. Os plasmideos
resultantes foram transformados em DH5a para armazenamento de
plasmideo, e em Saccharomyces cerevisiae W303a para produgéo da
composicao imunoterapéutica de levedura Brachyury.

[000187] Transformacdo em Saccharomyces cerevisiae foi realizada
por meio de transfeccdo de acetato de litio/polietileno glicol, e
transfectantes primarios foram selecionados em placas minimas
sélidas que faltam uracila (UDM; meio de abandono de uridina). As
colénias foram selecionadas por crescimento em meio UL2 (meio de
abandono de uridina e leucina) a 30°C.

[000188] A composicao de imunoterapia de levedura Brachyury
compreendendo um polinucleotideo que codifica a proteina de fuséo
agonista de Brachyury humana representada por ID SEQ NO: 20 sob o
controle do promotor CUP1 é também referida neste relatério como Gl-
6305.

[000189] Células GI-6305 foram cultivadas em meios UL2 conforme
descrito no Exemplo 1 para, entre 1 e 2 Y.U./ml, e foram, em seguida,
induzidas pela adicdo de sulfato de cobre 0,375-0,5 mM por até 6-8
horas a 30°C, 250 rpm, usando as condi¢cdes desenvolvidas pelos
inventores para GI-6301, conforme descrito no Exemplo 2. As células
foram colhidas, lavadas e mortas por calor, a 56°C durante 1 hora em
PBS.

[000190] Apds morte por calor das culturas, as células foram lavadas
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trés vezes em PBS. Expressdo de proteina total foi medida por meio
de um ensaio de precipitagcdo de TCA/ligacdo a nitrocelulose e por
Western blot usando um anticorpo monoclonal de marca anti-his e um
anticorpo anti-Brachyury (Abcam, Cambridge, MA). O teor de proteina
foi quantificado usando métodos de imagem digital semiquantitativos.
[000191] Fig. 1C mostra a expressdo robusta de antigeno de
agonista de Brachyury em GI-6305 usando anti-His para identificar a
marca de hexa-histidina na proteina de fusdo Brachyury. O teor
aproximado de antigeno para crescimento de GI-6305 em meio UL2
nesse experimento foi >22615 ng/Y.U.

Exemplo 4
[000192] O exemplo seguinte demonstra a expanséo de células T
especificas de Brachyury usando uma composi¢do imunoterapéutica
de levedura Brachyury da invengao.
[000193] Para determinar se as células T a partir de doadores normais
foram capazes de gerar células T, que séo especificas de antigeno de
Brachyury, células dendriticas (DCs) foram preparadas a partir de células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMCs) de dois doadores
normais. Resumidamente, PBMCs isoladas foram cultivadas durante 5
dias na presengca de GM-CSF e IL-4, e foram subsequentemente
incubadas com levedura de controle (também denotada "YVEC", que é
uma levedura de Saccharomyces cerevisiae, que é transformada com
um vetor vazio, ou um vetor que ndo contém uma inser¢cao que codifica
antigeno) ou levedura de Brachyury (GI-6301, descrito nos Exemplos 1 e
2 acima), em uma propor¢ao de levedura: DCs = 1:1. Apds 48 horas de
co-cultura, as DCs foram usadas como APCs para estimulacdo das
células T autdlogas. Cada ciclo de estimulagdo, designado como IVS
(estimulacéo in vitro), consistiu de cultura de 3 dias, na auséncia de IL-2,
seguindo por 4 dias adicionais na presenca de IL-2 recombinante (20

U/ml). No final de IVS 2, as células T foram marcadas com um tetramero
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de controle ou um tetrédmero especifico do peptideo de Brachyury Tp2
(WLLPGTSTL, posicoes 246 a 254 de ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6).
A Tabela 2 mostra a porcentagem de células T CD8" coradas

positivamente com cada tetramero.

Tabela 2
Doador Estimulagao Tetramero de Tetramero de
Controle Brachyury
Levedura de Controle 0,21 0,30
07706
Levedura Brachyury 0,28 0,67
Levedura de Controle 0,04 0,29
17663
Levedura Brachyury 0,05 0,54

[000194] Em um segundo experimento, as células dendriticas (DCs)
foram preparadas a partir de PBMCs de nove doadores normais,
usando uma cultura de 5 dias na presenca de GM-CSF e IL-4,
subsequentemente, incubadas com levedura Brachyury (GI-6301), em
uma proporcgao de levedura: DCs = 1:1, como descrito acima. Apods 48
horas em co-cultura, as DCs foram usadas como APCs para
estimulagdo de células T autélogas. Cada ciclo de IVS foi realizado
conforme descrito acima. No final de IVS 2, as células T foram
marcadas com um tetrAmero de controle ou um tetrdmero especifico
do peptideo de Brachyury Tp2. A Tabela 3 mostra a porcentagem de

células T CD8" coradas positivamente com cada tetramero.

Tabela 3
Doador Estimulagao Tetramero de Tetramero de
Controle Brachyury
07706 Leved. Brachyury 0,28 0,67
17663 Leved. Brachyury 0,05 0,54
32249 Leved. Brachyury 0,01 1,24
29004 Leved. Brachyury 0,02 0,36
19063 Leved. Brachyury 0,10 2,57
06852 Leved. Brachyury 0,05 0,33
26532 Leved. Brachyury 0,07 0,11
12172 Leved. Brachyury 0,01 0,11
26725 Leved. Brachyury 0,01 0,20

[000195] Os resultados nas Tabelas 2 e 3 mostram que estimulagao
de células T doadoras normais com um imunoterapéutico de levedura

Brachyury da invengdo aumenta a porcentagem de células T CD8*
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positivas a tetramero em uma maioria dos doadores normais, quando
comparada com controles, indicando que células T humanas normais
apresentam a capacidade de reconhecer Brachyury como um
imundgeno.
Exemplo 5

[000196] O exemplo seguinte demonstra a capacidade de uma
composi¢do imunoterapéutica de levedura Brachyury gerar CTLs
especificas de Brachyury a partir de PBMCs de doador normal que lise
alvos expressando Brachyury

[000197] Nesse experimento, células T especificas de Brachyury de
trés dos doadores normais da Tabela 2 acima foram expandidas in
vitro, utilizando DCs incubadas com levedura Brachyury (GI-6301)
pore 2 ciclos de IVS (conforme descrito no Exemplo 4). Uma terceira
IVS foi realizada com DCs maduras, em presenca de CD40L e pulsada
com o peptideo Tp2 especifico de Brachyury (WLLPGTSTL, posigcdes
246 a 254 de ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6). No dia 5, as células T
CD8" foram isoladas e utilizadas em um ensaio citotoxico de linfécito T
(CTL) durante a noite contra SW480 (HLA-A2*/Brachyury alto) e MCF7
(HLA-A2*/Brachyury baixo) alvos celulares tumorais, nas razdes de
efetor:alvo indicadas (EA) (ver, Figura 3.). Na Tabela 4, é mostrada a
porcentagem de células T CD8" que foram coradas positivamente com

um tetrdmero de controle versus um tetrdmero Tp2 especifico de

Brachyury.
Tabela 4
Doador Estimulacao Tetramero de Tetramero de
Normal Controle Brachyury
07706 Levedura 0,33 1,84
Brachyury/Tp2
17663 Levedura 0,11 0,65
Brachyury/Tp2
26532 Levedura 0,05 0,11
Brachyury/Tp2

[000198] Figuras 3A (doador 07706), 3B (doador 17663) e 3C
(doador 26532) mostram que PBMCs de dois dos trés doadores
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normais foram capazes de gerar CTLs CD8" que poderiam matar alvos
expressando Brachyury. Tomados juntamente, esses dados
demonstram que as composicdes imunoterapéuticas de levedura
Brachyury podem gerar CTLs especificos de Brachyury que sao
capazes de matar uma célula tumoral que expressa Brachyury.
[000199] A fim de mostrar que imunoterapia de levedura Brachyury
pode induzir CTLs especificos a Brachyury na auséncia de pulsacgéo
com um peptideo especifico (isto &, através de geragdo de CTLs
contra potencialmente varios diferentes epitopos de CTL),
experimentos adicionais foram realizados utilizando células T
doadoras normais expandidas in vitro utilizando apenas a composigao
imunoterapéutica de levedura Brachyury, GI-6301 (isto €, nenhum
pulso de peptideo). Resumidamente, as células T especificas de
Brachyury de PBMC de doadores normais (doador 19063) foram
expandidas in vitro utilizando DCs incubadas com GI-6301 por 2 ciclos
de IVS (como descrito no Exemplo 4). No dia 5, as células T CD8*
foram isoladas e usadas em um ensaio de CTL durante a noite contra
as células tumorais SW480 (HLA-A2 positivo/Brachyury alto) e H226
(HLA-A2 negativo/Brachyury elevado), em uma razao de efetor:alvo
(EA) de 15:1. Fig. 4A mostra a porcentagem de lise especifica de
células tumorais SW480 e H226. Fig. 4B mostra a expressao de
RNAmM de Brachyury em relacdo aquela de GAPDH em células
tumorais SW480 e H226 por RT-RCP em tempo real. Esses
experimentos demonstram adicionalmente que a composi¢ao
imunoterapéutica de levedura-Brachyury pode gerar CTLs especificas
de Brachyury que sado capazes de matar uma ceélula tumoral que
expressa Brachyury.
Exemplo 6
[000200] O exemplo seguinte demonstra que uma composi¢cao de

levedura Brachyury da invencao pode expandir células T especificas
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de Brachyury a partir de pacientes com cancer.

[000201] Nesse experimento, DCs foram preparadas a partir do
PBMCs de dois pacientes com cancer de mama, pos-vacinacdo com
vacinas de veto viral compreendendo antigenos CEA e MUC-1. As
DCs foram preparadas em uma cultura de 5 dias na presenca de GM-
CSF e IL-4, como descrito no Exemplo 4, seguido por incubagdo na
presenga de levedura Brachyury (GIl-6301), em uma razdo de
levedura: DCs = 1:1. Apds 48 horas de co-cultura, as DCs foram
usadas como APCs para estimulacdo de células T autélogas. Cada
ciclo de IVS consistiu de trés dias, na auséncia de IL-2, seguindo por
quatro dias adicionais na presenca de 20 U/ml de IL-2 recombinante.
Mostrada na Tabela 5 é a porcentagem de células T CD8" (IVS1) que
foram coradas positivamente com um tetrdmero de controle ou um

tetramero especifico do peptideo Tp2 de Brachyury.

Tabela 5
Paciente Estimulacao Tetramero de Tetramero de
Controle Brachyury
Mama Pt 01 Levedura Brachyury 0,11 0,42
Mama Pt 10 Levedura Brachyury 0,23 0,91

[000202] Os resultados na Tabela 5 demonstram que estimulacio de
células T a partir de doadores de cancer de mama com um
imunoterapéutico de levedura Brachyury da invengao aumenta a
porcentagem de células T CD8" de tetramero-positivo na maioria dos
doadores, quando comparados com os controles, indicando que as
células T a partir de doadores com cancer existente apresentam a
capacidade de reconhecer Brachyury como um imundgeno.

Exemplo 7
[000203] O exemplo seguinte demonstra a geragao de respostas de
células T CD4" especificas de Brachyury in vivo usando imunoterapia
de levedura Brachyury.

[000204] Nesse experimento, camundongos C57BL/6 foram
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vacinados semanalmente por um total de 4 vezes com 4 Y.U. de
levedura hBrachyury (GIl-6301), administradas em quatro locais de
injecdo separada em 1 Y.U. por local). Duas semanas apdés o reforgo
final, os camundongos foram sacrificados e as células T CD4"* foram
purificadas e testadas para proliferagdo na presenca de varias
concentragdes de proteina Brachyury purificada (obtida a partir de
células de inseto). Como um controle, B-Gal foi utilizado em 40 pg/ml.
[000205] Os resultados que mostram a proliferagcdo de células T
CD4" isoladas a partir dos bagos de animais vacinados com a levedura
de controle (YVEC, ver Exemplo 4) e levedura hBrachyury (GI1-6301),
sao mostrados na Fig. 5. Fig. 5 mostra que imunizagdo com a
levedura-Brachyury (GI-6301) gera células T CD4" especificas de
Brachyury.

Exemplo 8
[000206] O exemplo seguinte demonstra que imunizacdo com
composigao imunoterapéutica de levedura Brachyury reduz tumores
expressando Brachyury in vivo.
[000207] Nesse experimento, camundongos C57BL/6 receberam 1 x
108 células MC38-phBrachyury (células tumorais MC38 expressando
uma Brachyury humana recombinante) via veia da cauda (dia 0).
Quatro dias pés-implantagdo do tumor, os animais comecaram a
receber vacinas semanais com controle de levedura (YVEC, ver
Exemplo 4) versus levedura hBrachyury (GI-6301), administradas em
uma dose de 1 Y.U. por local em quatro locais diferentes (4 Y.U. total
por dose). No dia 40 pdés-implantacdo do tumor, os animais foram
sacrificados e o numero de ndédulos tumorais pulmonares foi avaliado.
Os resultados de dois experimentos combinados sao mostrados na
Fig. 6. A Tabela 6 mostra o niumero de tumor pulmonar médio (+ SEM)
€ 0 numero (e porcentagem) de animais portadores = 5 de ndédulos

pulmonares.
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Tabela 6
Tratamento com Tumores Pulmonares Animais Portadores > 5 de
Vacina (médio + SEM) noédulos Pulmonares (%)
Controle-Levedura 4,1+1,2 7/15 (46,7%)
(YVEC)
Levedura-Brachyury 1,9+0,5 2/15 (13,3%)
(G1-6301)

[000208] Os resultados na Fig. 6 e Tabela 6 demonstram que
administracdo de uma composicdo imunoterapéutica de levedura
Brachyury da invengdo € capaz de reduzir tumores expressando
Brachyury em  camundongos, quando comparados com
camundongos que receberam levedura isolada (nenhum antigeno de
Brachyury).
Exemplo 9

[000209] O exemplo seguinte demonstra a geragcao de respostas de
células T CD4" especificas de Brachyury in vitro utilizando
imunoterapia de levedura Brachyury em células mononucleares
sanguineas periféricas humanas (PBMCs) obtidas de doadores
saudaveis.

[000210] Nos experimentos seguintes, uma proteina de Brachyury
humana de comprimento total foi expressa em células de inseto via
expressao de baculovirus e subsequentemente purificada.

[000211] Células dendriticas (DCs) foram preparadas a partir de
PBMCs de doadores saudaveis por cultura de 5 dias com GM-CSF e
IL-4 e, subsequentemente tratados in vitro com controle de levedura
(YVEC, ver Exemplo 4), ou levedura Brachyury (GI-6301, ver
exemplos 1 e 2) (razédo levedura:DCs = 1:1). Apos 48 horas, DCs
foram colhidas, irradiadas (30 Gy) e usadas para estimulacdo de
PBMCs autélogas, em uma razdo DC:PBMC = 1:10. No dia 3, IL-2 (10
U/ml) foi adicionada as culturas. No dia 7, as células T estimuladas

foram colhidas e testadas subsequentemente para producdo de IFN-y
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em resposta a, PBMCs autélogas irradiadas (razéo células T:PBMC =
1:3), isoladamente ou na presenga de 10 ug/ml de proteina purificada
Brachyury ou controle de proteina soroalbumina humana. Apos 96
horas de estimulacdo, os sobrenadantes foram coletados e avaliados
para niveis de IFN-y por ensaio ELISA. Um total de 9 doadores
saudaveis foi avaliado, com 3/9 doadores demonstrando respostas de
células T CD4" especificas de Brachyury pds-estimulagéo in vitro com
DCs tratadas com levedura Brachyury. Os resultados para 3 casos
positivos sdo apresentados na Tabela 7 (valores indicam os niveis de
IFN-y em resposta para proteina Brachyury, apds subtracéo de niveis
de base induzidos por estimulacdo com proteina de controle
soroalbumina humana; em relacdo a 3 doadores, dois ciclos de
estimulacido foram realizados antes de avaliar resposta para proteina

de Brachyury).

Tabela 7

Doador ID Estimulagdo de DC AIFN-Y
(pg/ml)
1 Controle de Levedura 1500,0
Levedura Brachyury 2950,0

2 Controle de Levedura 13,4
Levedura Brachyury 889,0

3 Controle de Levedura 17,4
Levedura Brachyury 102,8

[000212] Seis doadores saudaveis adicionais foram avaliados para
respostas de células T CD4* a proteina de Brachyury, apos
estimulagao in vitro com DCs tratadas com levedura-Brachyury (Gl-
6301) através de coloragdo de citocinas intracelulares de IFN-y em
células CD4*. As células dendriticas foram preparadas a partir de
PBMCs de doadores saudaveis, por cultura de 5 dias com GMCSF e

IL-4 e, subsequentemente, tratados in vitro com controle de levedura
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(YVEC) ou levedura Brachyury (GI-6301) (razdo de levedura:DCs =
1:1). Apdés 48 horas, as DCs foram colhidas, irradiadas (30 Gy) e
usadas para estimulagdo de PBMCs autdlogas, em uma razéo de DC:
PBMCs = 1:10. No dia 3, IL-2 (10 U/ml) foi adicionada as culturas. No
dia 7, as células T estimuladas foram colhidas e testadas
subsequentemente para produgdo de IFN-y em resposta as PBMCs
autodlogas (razdo de células T:PBMCs = 1:3), isoladamente ou na
presenga de 10 pg/ml de proteina Brachyury purificada ou controle de
proteina soroalbumina humana. Apds 2 horas de estimulacéao, inibidor
de transporte de proteina BD GOLGISTOP™ (BD Biosciences) foi
adicionado as culturas. Apds 4 horas de estimulagao, as células foram
colhidas, permeabilizadas, e coradas para CD4" e IFN-y utilizando
anticorpos anti-CD4 PerCP-Cy5.5 e anti-IFN-y FITC (BD Biosciences).
Um total de 6 doadores saudaveis foi avaliado, com 2/6 doadores
demonstrando respostas de células T CD4" especificas de Brachyury
pods-estimulacédo in vitro com DCs tratadas com levedura Brachyury.
Os resultados para os casos positivos sao apresentados na Tabela 8
(valores indicam a porcentagem de <células T que foram
simultaneamente positivas para CD4 e IFN-y intracelular em resposta
para controle de albumina sérica humana (HSA) ou proteina Brachyury
humana, apds subtracao dos niveis de base induzidos por estimulacio
com PBMCs isoladas).
Tabela 8

% de células CD4*/IFN-y*

Nidmero de estimulagoes

Doador L HSA Brachyury
in vitro
4 1 0,07 0,24
5 2 0,00 1,00
Exemplo 10

[000213] O exemplo seguinte demonstra que uma composi¢cdo de
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imunoterapia de levedura Brachyury expressando um antigeno
agonista de Brachyury gera células T especificas de Brachyury a partir
de um paciente com cancer de proéstata.

[000214] Para gerar uma linhagem de células T especificas de
Brachyury, células dendriticas autologas imaturas (DCs) foram
expostas a composigcdo de imunoterapia de levedura Brachyury
conhecida em GI-6305 (ver, Exemplo 3) em uma razdo de DCs:Gl-
6305 = 1:1 por 48 horas, e subsequentemente, usada como células
apresentando antigeno (APCs) para estimular células autélogas nao
aderentes em uma razao efetuador-para-APC de 10:1. Culturas foram
incubadas durante 3 dias a 37°C, em uma atmosfera umidificada
contendo CO2 a 5%, e subsequentemente, suplementadas com IL-2
humano recombinante em uma concentragcdo de 20 U/ml por um
adicional de 7 dias. A cultura no dia 10, constituida de um ciclo de
estimulacéo in vitro (IVS). As células T foram novamente estimuladas
com DCs autdlogas expostas a GI-6305, conforme descrito acima, no
dia 11, para comegar o ciclo de IVS seguinte. DCs autélogas expostas
a GI-6305 foram usadas como APCs para trés ciclos de IVS. Apds a
terceira IVS, células B transformadas por EBV autdlogas irradiadas
(23.000 rads.), pulsadas com um peptideo de agonista de Brachyury,
WLLPGTSTV (ID SEQ NO: 13), foram usadas como APCs. Uma
linhagem de células T especificas de Brachyury, denotada, T-2-BR-A,
foi estabelecida. Essa linhagem de células T foi utilizada nos
imunoensaios descritos abaixo.

[000215] Tabela 9 demonstra que as células T especificas de
Brachyury (T-2-BR-A) liberam niveis significativos de IFN-y apds
estimulagdo com DCs alogénicas tratadas com GI-6305, visto que
controle de levedura (YVEC, ver Exemplo 4), ndo estimulou a
liberacdo de IFN-y por células T-2-BR-A. Os resultados sdo expressos

em pg/ml/10° células T. Resumidamente, DCs alogénicas positivas a



115/119

HLA-A2 de um doador normal foram tratadas com GI-6305 por 48
horas em varias razbes de levedura para DC (indicadas na Tabela 9),
e, em seguida, utilizadas para estimular células T especificas do
epitopo agonista de Brachyury (T-2-BR-A). Nesse experimento, a

razao de DC para célula T foi de 1:10.

Tabela 9
Células Dendriticas Tratamento Razéo de Células T IFN-y
Levedura/DC

+ Levedura de controle 10:1 - <15,6
+ Levedura de controle 10:1 + <15,6
- - - + 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

[000216] Tabela 10 demonstra que células T especificas de
Brachyury estabelecidas usando DCs tratadas com GI-6305 podem
eficazmente fazer lise de células de cancer de mama MDA-MB-231
que sao positivas para HLA-A2/positivas para Brachyury, mas nao faz
lise de células de cancer pancreatico ASPC-1 que sao negativas para
HLA-A2/positivas para Brachyury. Resumidamente, a linhagem de
células T especificas de Brachyury T-2-BR-A foi utilizada em IVS-6 em
um ensaio citotoxico de linfécito T durante a noite, contra alvos de
células tumorais MDA-MB-231 (HLA-A2*/Brachyury*) e ASPC-1 (HLA-

A2 /Brachyury®), nas razdes de efetor:alvo indicadas (EA) (ver Tabela
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10). Os resultados sdo expressos como a percentagem de lise

especifica.
Tabela 10
Razao 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 (5,6)
6,25:1 13,9 (4,4) 2,3 (3,3)

[000217] Em outro experimento, avaliou-se a capacidade da
linhagem de células T-2-BR-A ligar-se aos tetrameros de HLA-A2
especificos de Brachyury. Resumidamente, as células T-2-BR-A
(usadas em IVS-4) foram coradas com um tetramero de controle ou
um tetrdmero especifico para o peptideo agonista de Brachyury.
Figuras 7A e 7B mostram que 10,8% de células T CD8" na linhagem
de células T-2-BR-A gerada com DCs tratadas com GI-6305
especificamente ligam-se a um tetramero HLA-A2 de Brachyury (Fig.
7B) e ndo a um tetramero de controle (Fig. 7A).

[000218] Expresséao de perforina da linhagem de células T, T-2-BR-A
foi analisada por citometria de fluxo (perforina é um mediador da
atividade citolitica de linfocitos T citotdxicos (CTLs)). Resumidamente,
as células T foram testadas no dia 5 apds reestimulagao com células B
autdlogas transformadas por EBV pulsadas com peptideo agonista de
Brachyury. Fig. 8 mostra a expressao de perforina na linhagem de
célula T-2-BR-A, apds estimulagdo com células B autdlogas pulsadas
com peptideo agonista de Brachyury, demonstrando adicionalmente a
capacidade citotoxica dessa linhagem de células T especificas de
Brachyury, que foi gerada usando DCs tratadas com GI-6305.

Exemplo 11

[000219] O exemplo seguinte descreve um ensaio clinico fase 1 em
individuos com cancer positivo a Brachyury.
[000220] Um ensaio clinico fase 1 de estudo aberto, escalonamento de

dose sequencial foi iniciado utilizando a composi¢ao de imunoterapia de
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levedura Brachyury conhecida como GI-6301, descrita nos Exemplos 1, 2
e 4-9. Sob esse protocolo de ensaio clinico, 9-18 pacientes com cancer
(3-6 pacientes por grupo de dose) sdo administrados a composigéo
imunoterapéutica de levedura Brachyury conhecida como GI-6301 em
um protocolo de escalonamento por grupo de dose sequencial utilizando
faixas de dose de 4 Y.U. (1 Y.U. x 4 sitios, significando que 1 Y.U. de GlI-
6301 é administrada em 4 diferentes locais no corpo do paciente, em
cada visita), 16 Y.U. (4 Y.U x 4 sitios) e 40 Y.U. (10 Y.U. x 4 sitios),
administrada por via subcutanea. GI-6301 é administrada em intervalos
de 2 semanas para um total de sete visitas (~ 3 meses), e em seguida,
mensalmente, por conseguinte, até que os pacientes satisfagcam critérios
fora de estudo. Um grupo de pacientes de expansao (n = 10), em dose
maxima tolerada (DMT) ou a melhor dose observada sdo selecionados
para estudo adicional. Os resultados sdo seguranga de monitoracéo e
tolerabilidade como um ponto final primario, € no grupo de expansao, se
uma alteracdo significativa em precursores de células T é detectavel
guando medida por um aumento em células T especificas de Brachyury
no ensaio ELISpot e proliferagdo em resposta a proteina Brachyury (por
exemplo, células T CD8" ou CD4" especificas de Brachyury ou
emergentes ou expansivas no tratamento). Como pontos finais
secundarios, beneficio clinico, tais como, sobrevivéncia livre de
progressao, resposta clinica radiografica, redu¢do em marcadores
séricos e/ou redugcdo em células tumorais circulantes € medido, bem
como parametros de ativacdo imune geral, incluindo, frequéncia de
subconjuntos de células imunes em sangue periférico (células T CD8" de
memoria/efetoras, células CD4* de memodria/efetoras, Tregs, células NK,
células dendriticas-DCs), e as alteragcdes nos niveis séricos de citocinas
(por exemplo, IFN-y, IL-10, IL-12, IL-2, IL-4, TGF-B, etc.).

[000221] GI-6301 espera-se que seja segura e bem tolerada, sem

toxicidades significativas. Além disso, GI-6301 é esperada produzir
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respostas de células T especificas de Brachyury emergentes do
tratamento ou uma melhoria nas respostas das células T de base de
referéncia pré-existentes especificas de Brachyury, pelo menos algum,
ou uma maioria de pacientes. Alguns pacientes também se espera que
tenham doenca estabilizada.

[000222] Em um estudo adicional ou uma expansdo desse estudo, a
composigao imunoterapéutica de levedura Brachyury conhecida como
GI-6305 (ver Exemplo 3) € administrada a um grupo adicional de
pacientes, utilizando a dose maxima tolerada ou a melhor dose
observada determinada acima, e os mesmos pontos finais primarios e
secundarios sdo medidos. GI-6305, também se espera que seja
segura e bem tolerada, sem toxicidades significativas, bem como
produzir as respostas das células T especificas de Brachyury
emergentes do tratamento ou uma melhoria nas respostas das células
T de base de referéncia pré-existentes especificas de Brachyury, pelo
menos algum, ou uma maioria de pacientes. Alguns pacientes também
se espera que tenham doenca estabilizada.

Exemplo 12

[000223] O exemplo seguinte descreve um ensaio clinico de fase 2
utilizando composi¢des imunoterapéuticas de levedura Brachyury.

[000224] Um ensaio clinico randomizado de fase 2, em pacientes
com cancer de mama é realizado utilizando uma composicao
imunoterapéutica de levedura Brachyury, como descrita no Exemplo 1
e 2 (por exemplo, GI-6301) ou, no Exemplo 3 (GI-6305). Pelo menos
100 ou mais individuos com cancer de mama positivo a Brachyury de
estagio |, Il ou Ill sédo inscritos. Critérios de inclusdo dos individuos
podem incluir individuos com canceres de grau 1, 2 ou 3. Critérios,
incluindo individuos também podem incluir individuos com cancer de
mama "triplo negativo" (canceres que sdo negativos para cada um de

receptores de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e
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HERZ2). Critérios de inclusdo de individuos também podem incluir
pacientes com cancer negativo para nédulo linfatico.

[000225] O ensaio € processado como um ensaio multicéntrico,
duplo-cego, ou aberto, controlado por placebo. Todos os pacientes
recebem terapia padrdo de cuidados com pacientes do braco de
tratamento recebendo varias injecbes em série de composigcao
imunoterapéutica de levedura Brachyury durante o tratamento. O
ponto final primario é sobrevida livre de recorréncia ou sobrevida total.
Pontos finais adicionais podem incluir respostas de células T
especificas de antigeno (por exemplo, células T CD8" especificas de
Brachyury emergentes ou expansivas no tratamento), manutencdo de
negatividade de nddulo linfatico, progressdo a metastases, e
expressao de Brachyury em células tumorais.

[000226] A composicao imunoterapéutica de levedura Brachyury é
esperada ser segura e bem tolerada, sem toxicidades significativas.
Além disso, a composi¢cao imunoterapéutica de levedura Brachyury é
esperada produzir respostas de células T especificas de Brachyury
emergentes do tratamento e/ou uma melhoria nas respostas de células
T de base de referéncia pré-existentes especificas de Brachyury em,
pelo menos algum, ou uma maioria de pacientes. Alguns ou uma
maioria de pacientes também sao esperados apresentar doenca
estabilizada, manter negatividade de ndodulo linfatico, e/ou prevencgao,
reducao ou parada na progressao metastatica.

[000227] Embora varias modalidades da presente invengdo sejam
descritas em detalhes, é evidente que modificacbes e adaptacdes
dessas modalidades ocorrerao aqueles versados no estado da técnica.
Deve ser expressamente entendido, contudo, que tais modificagdes e
adaptacdes estao dentro do escopo da presente invengdo, conforme

apresentadas nas reivindicagdes seguintes exemplares.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de uma composicao imunoterapéutica
compreendendo:

(a) uma levedura inteira inativada; e

(b) uma proteina de fusdo de Brachyury,

caracterizado pelo fato de que € na preparagdo de um
medicamento para reduzir, deter, reverter, retardar ou impedir a
progressdo metastatica de cancer em um individuo que tem cancer,
em que a proteina de fusdo de Brachyury tem uma sequéncia de
aminoacidos representada pela SEQ ID NO: 6, posi¢cdes 2-435 da
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 18 ou posicoes 2-435 da SEQ ID NO: 18.

2. Uso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que a expressédo de Brachyury ndo é detectada no cancer do
individuo no momento em que a composi¢cao € primeiro administrada.

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a expressdao de Brachyury é detectada no cancer do
individuo no momento em que a composi¢cao € primeiro administrada.

4. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o cancer é selecionado dentre o
grupo que consiste em: cancer de mama, cancer de intestino delgado,
cancer de estdbmago, cancer pancreatico, cancer de rim, cancer de
bexiga, cancer uterino, cancer ovariano, cancer testicular, cancer de
pulmao, cancer de colon, cancer de proéstata, leucemia linfocitica
cronica (CLL), células B transformadas pelo virus do Epstein-Barr,
linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e canceres metastaticos destes.

5. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que as composicbes imunoterapéuticas adicionais
compreendem um veiculo de levedura e um segundo antigeno de
cancer que nao inclui antigeno de Brachyury.

6. Uso de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
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pelo fato de que o segundo antigeno de cancer é selecionado dentre o
grupo que consiste em: Ras mutante, antigeno carcinoembrionario
(CEA), MUC-1, EGFR, BCR-Ab1, 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, hTERT, p73, B-RAF,
polipose adenomatosa coli (APC), Myc, proteina de Von Hippel-Lindau
(VHL), Rb-1, Rb-2, receptor androgeno (RA), Smad4, MDR1, FIt-3,
BRCA-1, BRCA-2, pax3-fkhr, ews-fli-1, HERV-H, HERV-K, TWIST,
Mesotelina e NGEP.

7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que a proteina de fusdo de Brachyury
apresenta uma sequéncia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 18 ou SEQ ID NO: 6.

8. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagcoes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que a proteina de fusdo apresenta uma
sequéncia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 8 ou SEQ ID
NO: 20.

9. Uso de acordo com a reivindicag¢ao 8, caracterizado pelo
fato de que a expressao da proteina de fusdo esta sob controle do
promotor CUP1.

10. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 9, caracterizado pelo fato de que a proteina de fusao de Brachyury é
expressa por uma levedura.

11. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 10, caracterizado pelo fato de que a composicao é formulada em um
excipiente farmaceuticamente aceitavel adequado para administragao
a um individuo.

12. Composicao imunoterapéutica de levedura Brachyury,
caracterizada pelo fato de que compreende:

(a) uma levedura inteira inativada;
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(b) um antigeno expresso pelo veiculo de levedura e
compreendendo pelo menos um antigeno de Brachyury, em que o
antigeno de Brachyury compreende uma sequéncia de aminoacidos
representada pela SEQ ID NO: 18, posi¢des 2-435 da SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 6 ou posicoes 2-435 da SEQ ID NO: 6, e

(c) um excipiente farmaceuticamente aceitavel adequado
para administragdo a um ser humano.

13. Composicédo imunoterapéutica de levedura Brachyury
de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizada pelo fato de que é
para uso no tratamento de uma doenca.

14. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem céncer em estagio |, cancer em
estagio Il, cancer em estagio Ill ou cancer em estagio IV.

15. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 11, caracterizado pelo fato de que a levedura € de Saccharomyces

cerevisiae.
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