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(57) Resumo: PROTEINA DE FUSAO, SEQUENCIA DE ACIDO
NUCLEICO, VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, VACINA, USO DE UMA
PROTEINA OU ACIDO NUCLEICO OU VETORES, PROCESSO
PARA A PRODUGAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO, E, METODO
PARA TRATAR UM PACIENTE QUE SOFRE DE CANCER. A
presente invengao diz respeito a proteinas de fusédo que compreende
um antigeno derivado do denominado antigeno de rejei¢do de tumor
PRAME (também conhecido como DAGE) ligado a um parceiro de
fusdo imunolégico que fornece epitopos auxiliares T, tais como, por
exemplo, proteina D de Haemophilus influenzae B, proteinas parceiras
de fusdo que compreendem fragmentos de proteina D, métodos para
preparar os mesmos e para formular vacinas e uso dos mesmos para
o tratamento de uma variedade de canceres.
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“PROTEINA DE FUSAO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO, VETOR,
CELULA HOSPEDEIRA, VACINA, USO DE UMA PROTEINA OU
ACIDO NUCLEICO OU VETORES, PROCESSO PARA A PRODUCAO
DE UMA PROTEINA DE FUSAO, E, METODO PARA TRATAR UM
PACIENTE QUE SOFRE DE CANCER”

A presente invengdo diz respeito a proteinas de fusdo que
compreendem um antigeno derivado do denominado antigeno de rejei¢do de
tumor PRAME (também conhecido como DAGE) ligado a um parceiro de
fusdo imunoldgica que fornece epitopos auxiliares T, tais como, por exemplo,
proteina D de Haemophilus influenzae B, métodos para a prepara¢do dos
mesmos e para formular vacinas e uso dos mesmos para ratar uma variedade
de canceres, que inclui, mas ndo limita-se a melanoma, mama, bexiga, cincer
de pulmio, tal como NSCLC, sarcoma, cincer ovariano, cincer de cabega e
pescogo, cancer renal, carcinoma colorretal, mieloma maultiplo, leucemia
incluindo leucemia aguda e carcinoma esofagico.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente invengdo diz
respeito a proteinas parceiras de fusdo que compreendem derivados de
proteina D e métodos para a preparagdo dos mesmas.

Entre os grupos diferentes de antigenos associados com o
tumor, antigenos de testiculos com cancer sdo de interesse para a
imunoterapia por causa de sua expressdo especifica de tumor ampla e o fato
que, no geral, estes antigenos ndo sdo expressados em células saudaveis. Mais
do que 50 antigenos de cancer/testiculos foram descritos até agora e, para
muitos destes, os epitopos reconhecidos por linfocitos T foram identificados.
PRAME ¢ um antigeno de testiculo com céncer e esta sob investiga¢do como
uma imunoterapia potencial.

Na imunoterapia, o antigeno cancerigeno € introduzido no
paciente usualmente como uma vacina, por exemplo, contendo um antigeno

como uma proteina ou um fragmento imunogénico do mesmo ou como
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codificagdo de DNA para a proteina ou como um vetor contendo o dito DNA,
que estimula o sistema imune do paciente a atacar tumores que expressam 0
mesmo antigeno.

Se a resposta apropriada for estimulada, os linfécitos T
(células T) atacam os antigenos diretamente e fornecem controle da resposta
imune. As células B e as células T que se desenvolvem sdo especificas para
um tipo de antigeno. Quando o sistema imune € exposto a um antigeno
diferente, as células B e células T diferentes sdo formadas. Quando os
linfocitos desenvolvem-se, estes, normalmente, aprendem a reconhecer os
tecidos do préprio corpo (de si mesmo) como diferentes de tecidos e
particulas ndo encontrados normalmente no corpo (ndo de si mesmo). Uma
vez que as células B e células T s@o formadas, algumas daquelas células
multiplicardo e fornecerdo “memoria” para o sistema imune. Isto deixa o
sistema imune responder de maneira mais rapida e mais eficiente ao periodo
seguinte em que € exposto a0 mesmo antigeno.

Certos experimentos buscam indicar que os antigenos de
testiculos com cancer podem estimular os mecanismos de memoria no sistema
imune.

E hipotetizado por alguns que o0 PRAME estd envolvido na
morte celular ou ciclos celulares. Este foi mostrado por alguns grupos ser
expressado em melanoma em uma variedade de tumores incluindo pulmio,
rim e cabeca e pescogo. De maneira interessante, este também parece ser
expressado em 40 a 60% de leucemia, tal como leucemia linféide aguda e

leucemia mieldide aguda, ver, por exemplo, Exp Hematol. dezembro de

2000;28(12):1413-22. Em pacientes, foi observado que a super-expressdo de
PRAME parece estar associada com sobrevivéncia mais alta e taxas mais
baixas de reincidéncia em comparagdo com aqueles que ndo expressam a
proteina.

O antigeno e sua preparagdo sdo descritas na patente US N°



10

15

20

5.830.753. O PRAME ¢ observado no Annotated Human Gene Database H-
Inv DB sob os nimeros de acessdo: U65011.1, BC022008.1, AK129783.1,
BC014974.2, CR608334.1, AF025440.1, CR591755.1, BC039731.1,
CR623010.1, CR611321.1, CR618501.1, CR604772.1, CR456549.1 ¢
CR620272.1.

A proteina D € uma proteina de superficie da bactéria de gram-
negativo, Haemophilus influenza B. A informa¢do nos parceiros de fusdo
imunoldgica derivados da proteina D pode ser obtida a partir do WO
91/18926.

As proteinas de fus@o de uma por¢do de um antigeno € um
parceiro de fusdo heter6logo sdo, algumas vezes, preparados para aumentar a
imunogenicidade do antigeno e/ou producdo auxiliar da proteina em
quantidades e/ou pureza apropriadas, ver, por exemplo, o WO 99/40188 que
descreve uma proteina de fusdo de MAGE e, por exemplo, proteina D, por
exemplo, uma proteina de superficie da bactéria de gram-negativo,
Haemophilus influenza B. A proteina de fusdo € preparada de maneira
recombinante e a sequéncia de secre¢do de proteina D pode ser incorporada
na proteina de fusdo para auxiliar potencialmente a secre¢do e a solubilizago
do produto final.

Breve Descricio das Figuras e Construcdes/Sequéncias

Figura 1 andlise de SDS-page da Construgéo 3 e 4

Figura 2 analise de SDS-page da Construcdo 3a e 4a

Figura 3 resposta de CD4 (adjuvante ASO1B)

Figura 4 resposta de CD8 (adjuvante ASO1B - 20070499)

Figura 5 resposta de CD4 (adjuvante AS15)

Figura 6 resposta de CD8 (adjuvante AS15)

Figura 7 Uma sequéncia de aminoédcido comercializada de exemplos de
construgGes da presente invengdo

Figura 8 Alinhamento entre LipoD-MAGE3-His (SEQ ID N°: 43) e PD1/3-
PRAME-His (SEQ ID N°: 10)

Figura 9 Alinhamento entre a sequéncia dividida da proteina D original de
Haemophilus influenzae (SEQ ID N°: 45) e o LipoD-MAGE3-His
(SEQ ID N°: 43)

Figura 10 Alinhamento entre a sequéncia dividida da proteina D original de
Haemophilus influenzae (SEQ ID N°: 41), o pD-MAGE3-His (SEQ
ID N°: 45) e uma construgido de pD1/3-PRAME-His que nio inclui
aminoacidos 2-D e 3-P (SEQ ID N°: 44)
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Figura 11 Analise de SDS page de pD1/3-PRAME com ou sem sinal de
secregdo (SS) e Cauda de histidina (His) em vetor pET21.
Figura 12 Sequéncia de proteina D 1/3 MAGE-A3-His (SEQ ID N°: 44)

Construgdo 1
(Exemplo 1)

MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME — TSGHHHHHH (plasmideo
TCMP14) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 1; sequéncia de
aminoacido SEQ ID N°: 2)

Construgio 2
(Exemplo 2)

MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - nenhuma cauda His
(plasmideo TCMP14) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 3;
sequéncia de aminoacido SEQ ID N°: 4)

Construgio 3

MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - LEHHHHHH (plasmideo

(Exemplo 3) pET21) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 5; sequéncia de
aminoacido SEQ ID N°: 6)

Construgdo 4 MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - nenhuma cauda His

(Exemplo 4) (plasmideo pET21) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 7;

sequéncia de aminoacido SEQ ID N°: 8)

Construgdo 3a

MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - HHHHHH (plasmideo

(Exemplo 3a) pET26) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 9; sequéncia de
aminoéacido SEQ ID N°: 10)

Construgéo 4a MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - nenhuma cauda His

(Exemplo 4a) (plasmideo pET26) (sequéncia de nucleotideo SEQ ID N°: 11;

sequéncia de aminoacido SEQ ID N°: 12)

Sequéncia 1

¢ a sequéncia de DNA para o Exemplo 1

(SEQID N°: 1)

Sequéncia 2 € a sequéncia de aminoacido para o Exemplo 1
(SEQ ID N°: 2)

Sequéncia 3 ¢ a sequéncia de DNA para o Exemplo 2
(SEQID N°: 3)

Sequéncia 4 ¢ a sequéncia de aminoacido para o Exemplo 2
(SEQ ID N°: 4)

Sequéncia 5 ¢ a sequéncia de DNA para o Exemplo 3

(SEQ ID N°: 5)

Sequéncia 6 ¢ a sequéncia de aminoécido para o Exemplo 3
(SEQ ID N°: 6)

Sequéncia 7 ¢ a sequéncia de DNA para o Exemplo 4
(SEQID N°: 7)

Sequéncia 8 ¢ a sequéncia de aminoacido para o Exemplo 4
(SEQ ID N°: 8)

Sequéncia 9 ¢ a sequéncia de DNA otimizada por cédon para o Exemplo 3a
(SEQID N°: 9)

Sequéncia 10
(SEQ ID N°: 10)

¢ a sequéncia de aminoacido para o Exemplo 3a

Sequéncia 11
(SEQID N°: 11)

¢ a sequéncia de DNA otimizada por cddon para o Exemplo 4a

Sequéncia 12
(SEQ ID N°: 12)

¢ a sequéncia de aminoécido para o Exemplo 4a

SEQIDN°: 13 |VLDGLDVLL (PRA'™®)

SEQID N°: 14 | SLYSFPEPEA (PRA'*"T)

SEQIDN°: 15 |ALYVDSLFFL (PRA™%)

SEQIDN°: 16 |LYVDSLFFL (PRA™")

SEQIDN°: 17 |SLLQHLIGL (PRA™*%)

SEQ ID N°: 18 a | Oligonucleotideos usados nos exemplos da presente invengéo
35

SEQIDN®:36 |TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826;)

SEQID N°: 37 |TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
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SEQID N°:38 | ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG TCG TCG
TIT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
SEQIDN®:39 |TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

SEQIDN®: 40 |TCG ACG TTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456)

SEQIDN°: 41 | AA 1 a 127 de proteina D de Haemophilus influenzae

SEQ ID N°: 42 [ 1-Met; 2-Asp; 3-Pro; seguido por AA 20 a 127 de proteina D
SEQID N°: 43 | Sequéncia de aminoacido de proteina D 1/3- MAGE-A3-His

SEQID N°: 44 | Aminoacidos de proteina D de Haemophilus influenzae para o uso
na sequéncia de pD1/3-PRAME-His sequéncia

SEQID N°: 45 | Aminoécidos de proteina D de Haemophilus influenzae para o uso

na sequéncia pD1/3-MAGE-His

Sumario da invencio

A presente invengdo formmece uma proteina de fusdo que
compreende:

a) PRAME ouum fragmehto imunogénico do mesmo, e

b) um parceiro de fusdo heterdlogo derivado da proteina D,
em que a dita proteina de fusdo ndo inclui a sequéncia de secre¢do (sequéncia
sinalizadora) de proteina D.

A presente inveng@o ainda fornece uma proteina de fusio
parceira como descrito neste derivado da proteina D, em que a proteina de
fusdo parceira ndo inclui a sequéncia de secregdo ou sequéncia sinalizadora de
proteina D.

A presente invengdo ainda fornece uma proteina de fusdo
como descrito neste e um antigeno ou fragmento desta.

A presente invenc¢do ainda fornece uma proteina de fusdo
parceira derivada da proteina D, em que a proteina de fusdo parceira
compreende ou consiste de aminodcidos 20 a 127 de proteina D. Em uma
forma de realizagdo da presente invengdo, um ou mais aminoacidos da
proteina de fusdo parceira de proteina D como descrito neste podem ser
anulados ou podem ser substituidos por substitui¢do. Os aminoacidos podem
ser substituidos por substitui¢Ges conservativas como definido neste ou outros
aminoacidos podem ser usados. Em uma forma de realizagio, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 ou mais aminoacidos podem ser substituidas.

A proteina de fusdo parceira de proteina D como descrito neste
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pode conter adicional ou alternativamente anulagdes ou inser¢des dentro da
sequéncia de aminoacido em comparagdo com a sequéncia de proteina D do
tipo selvagem. Em uma forma de realizagio, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou mais
aminoacidos podem ser inseridos ou anulados.

O termo “sequéncia de secre¢do” ou “sequéncia sinalizadora”
ou “sinal de secre¢do” de proteina D, no contexto deste pedido, € pretendido
referir-se aproximadamente aos aminoacidos 1 a 17, 18 ou 19 da proteina de
ocorréncia natural. Em uma forma de realizagfo, a secre¢do ou sequéncia
sinalizadora ou sinal de secre¢do de proteina D refere-se aos 19 aminoacidos
de terminal N de proteina D. Os termos “sequéncia de secre¢do” ou
“sequéncia sinalizadora” ou “sinal de secre¢do” sdo usados de maneira
intercambidvel no presente pedido.

A proteina de fusdo parceira da presente invengdo pode
compreender a proteina de proteina D de comprimento total remanescente ou
pode compreender aproximadamente o terceiro terminal N remanescente de
proteina D. Por exemplo, o terceiro terminal N remanescente de proteina D
pode compreender aproximadamente ou em torno de aminodacidos 20 a 127 de
proteina D. Em uma forma de realizagdo, a sequéncia de proteina D para o
uso na presente invengdo compreende os aminoacidos 20 a 127 de proteina D.
Em uma outra forma de realizagdo, a presente invengdo compreende ou
consiste de qualquer uma das sequéncias que comegam em qualquer um dos
seguintes aminoacidos de uma sequéncia de proteina D: 18, 19, 20, 21, ou 22
e terminagdo em qualquer um dos seguintes aminoacidos de uma sequéncia de
proteina D: 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139 ou 140.

Por “remanescente” neste contexto € entendida a sequéncia da
proteina D sem a secre¢do ou sequéncia sinalizadora como descrito neste.

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo em que a

proteina de fusdo compreende PRAME ou um fragmento imunogénico do
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mesmo, o derivado de proteina D da presente invengdo compreende
aproximadamente o primeiro 1/3 da proteina, mais especificamente os
aminoacidos 20 a 127. Em uma forma de realiza¢o alternativa da presente
invengdo em que a proteina de fusdo compreende PRAME ou um fragmento
imunogénico do mesmo, a proteina D compreende aproximadamente o
primeiro 1/3 da proteina em que os 109 aminoacidos de proteina D de
terminal D sdo usados. Em uma forma de realizagdo da presente invencio a
porgdo de proteina D ndo inclui a sequéncia de secregdo da proteina. Em uma
forma de realizagdo da presente inveng@o o derivado de proteina D ndo é
lipidado.

Em uma forma de realizagdo, a presente invengdo fornece uma
construgdo de proteina D, como descrito neste, como uma proteina de fusdo
parceira. A construgdo de proteina D pode ser uma proteina de fusdo parceira
para uma constru¢do que compreende adicionalmente uma construgdo de a
PRAME ou MAGE-A3 como descrito neste ou pode ser uma proteina de
fusdo parceira para uma constru¢do que compreende adicionalmente um outro
antigeno de cancer ou qualquer outro antigeno.

Parece que para proteinas de fusdo que compreendem PRAME
ou um fragmento imunogénico do mesmo e proteina D ou para proteinas de
fusdo que compreendem proteina D ou para uma proteina de fusdo parceira
que compreende proteina D, que a presenc¢a da sequéncia de secregdo (ou
sequéncia sinalizadora) pode afetar nocivamente a quantidade de proteina de
fusdo produzida.

PRAME

Em um aspecto a proteina de fusdo da presente invengio
compreende uma proteina de fusdo parceira como descrito neste e um
antigeno PRAME ou fragmento imunogénico do mesmo. No geral, a proteina
PRAME tem 509 aminoacidos e em uma forma de realizacdo todos os 509

aminoacidos de PRAME podem ser usados. Diversos epitopos de linfécito T
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citotoxicos (CTL) foram identificados em PRAME, por exemplo,

VLDGLDVLL (PRA'"'%. SEQ ID N°: 13);

SLYSFPEPEA (PRA'**"!; SEQ ID N°: 14);

ALYVDSLFFL (PRA****%; SEQ ID N°: 15);

LYVDSLFFL (PRA**'3%; SEQ ID N°: 16) e

SLLQHLIGL (PRA***¥; SEQ ID N°: 17).

No geral, ¢ desejavel incluir tanto destes epitopos quanto
possivel no antigeno para a geracdo de uma resposta imune forte e garantir
que o antigeno seja tdo imunogénico quanto possivel. embora, possa ser
possivel compensar uma imunogenicidade inferior de uma dada construgdo
utilizando-se uma formulagdo com um adjuvante imunoldgico potente. Os
adjuvantes fortes sdo debatidos abaixo em mais detalhes.

Em um aspecto, a invengé@o fornece a por¢do de PRAME de
uma proteina de fusio que compreende, consistir de ou consistir
essencialmente de proteina de comprimento total.

Entretanto, a inveng@o também estende-se a construgdes de
PRAME por substitui¢des conservativas. Em uma forma de realizagio, 1, 2, 3,
4,5, 6,7, 8,9 ou mais aminoacidos podem ser substituidos. A construg¢do de
PRAME como descrito neste pode conter, alternativa ou adicionalmente
anulagdes ou inser¢oes dentro da sequéncia de aminoacido em comparagdo
com a sequéncia de PRAME do tipo selvagem. Em uma forma de realizagio,
1,2,3,4,5, 6,7, 8,9 ou mais aminodcidos pode ser inseridos ou anulados.

As substituiges conservativas s@o bem conhecidas e sdo, no
geral, ajustadas como as matrizes de registro padrdo em programas de
computador de alinhamento de sequéncia. Estes programas incluem PAM250
(Dayhoft M. O. et al., (1978), “A model of evolutionary changes in proteins”,
Em “Atlas of protein sequence and structure” 5(3) M.O. Dayhoft (ed.), 345-
352), National Biomedical Research Foundation, Washington e Blosum 62

(Steven Henikoft and Jorja G. Henikoft (1992), “Amino acid substitution
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matricies from protein blocks”), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89
(Biochemistry): 10915-10919.

Em termos gerais, a substitui¢do dentro dos seguintes grupos
sdo substituigdes conservativas, mas substituigdes entre os grupos sdo
consideradas ndo conservadas. Os grupos sdo:

1) Aspartato/asparagina/glutamato/glutamina

i) Serina/treonina

ii1) Lisina/arginina

iv) Fenilalanina/tirosina/triptofano

v) Leucina/isoleucina/valina/metionina

vi) Glicina/alanina

No geral, a sequéncia de PRAME/aminoacidos usada nas
proteinas de fusdo da invengdo serdo mais do que 80%, tal como 85, 90, 95 ¢
mais especificamente 99% idéntico ao PRAME de ocorréncia natural.
Entretanto, aqueles habilitados na técnica estdo cientes que os residuos de
aminodcido gerados como um resultado do processo de clonagem podem ser
retidos nas proteinas recombinantemente sintetizadas. Se este nfo afetar
nocivamente as caracteristicas do produto, € opcional se ou nfo estes sdo
removidos.

Em um aspecto a invengdo fornece uma proteina de fusio
como descrito neste que compreende, consiste de ou consiste essencialmente
de proteina de PRAME de comprimento total. Em um outro aspecto, a por¢do
de PRAME da proteina de fusdo da presente inven¢do compreende, consiste
de ou consiste essencialmente de um ou mais dos seguintes epitopos:

VLDGLDVLL (PRA''%; SEQ ID N°: 13);

SLYSFPEPEA (PRA'*?"!; SEQ ID N°: 14);

ALYVDSLFFL (PRA**%; SEQ ID N°: 15);

LYVDSLFFL (PRA**'?%; SEQ ID N°: 16) e

SLLQHLIGL (PRA***?; SEQ ID N°: 17).
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Proteinas de fusdo

Em uma outra forma de realizagdo da presente invengio, um
outro antigeno tumoral que ndo PRAME ou além do PRAME pode ser usado
em uma proteina de fusdo como descrito neste. Em uma forma de realizag3o,
uma proteina de fusfo é fornecida compreendendo uma proteina de fusdo
parceira como descrito neste € um ou mais dos seguintes antigenos de tumor
ou derivados de antigeno de tumor ou uma porgdo imunogénica dos mesmos
que € capaz de direcionar uma resposta imune ao antigeno: um antigeno
MAGE, por exemplo, um antigeno MAGE-A, tal como MAGE 1, MAGE 2,
MAGE 3, MAGE 4, MAGE 5, MAGE 6, MAGE 7, MAGE 8, MAGE 9,
MAGE 10, MAGE 11, MAGE 12. Estes antigenos sdo algumas vezes
conhecidas como MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE
A5, MAGE A6, MAGE A7, MAGE A8, MAGE A9, MAGE A10, MAGE
All e/ou MAGE A12 (a familia MAGE A). Em uma forma de realizago, um
antigeno de uma de duas familias MAGE adicionais pode ser usado: o grupo
MAGE B ¢ MAGE C. A familia MAGE B inclui MAGE B1 (também
conhecido como MAGE Xpl ¢ DAM 10), MAGE B2 (também conhecido
como MAGE Xp2 e DAM 6) MAGE B3 e MAGE B4 — a familia de Mage C
correntemente inclui MAGE C1 e MAGE C2.

O antigeno MAGE para o uso na presente invengdo pode
compreender o antigeno MAGE de comprimento total. Alternativamente, o
antigeno MAGE pode compreender uma por¢do imunogénica de MAGE em
quel,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 ou mais aminoacidos podem ser anulados de ou
substituidos na sequéncia de aminoacido. Em uma forma de realiza¢io da
presente invengdo, 2 aminoacidos podem ser anulados a partir do terminal N
da sequéncia de MAGE. Em uma forma de realizagdo da presente invengio
em que o antigeno € MAGE-A3 ou uma por¢do imunogénica do mesmo, a
sequéncia de MAGE-A3 pode ser de aminoacido 3 a 314 de MAGE-A3.

Em uma outra forma de realizagdo, o antigeno tumoral ou
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derivado para o uso na presente invengdo pode ser PRAME, BAGE, LAGE 1,
LAGE 2 (também conhecido como NY-ESO-1), SAGE, HAGE, XAGE, PSA,
PAP, PSCA, P501S (também conhecido como proteina), HASH1, HASH?2,
Cripto, B726, NY-BRI1.1, P510, MUC-1, Prostase, STEAP, tirosinase,
telomerase, survivin, CASB616, P53 e/ou Her-2/neu ou uma porgio
imunogénica dos mesmos que é capaz de direcionar uma resposta imune ao
antigeno.

Em uma outra forma de realizagdo da invengdo, o antigeno
tumoral pode compreender ou consistir de um dos seguintes antigenos, ou
uma por¢do imunogénica dos mesmos que € capaz de direcionar uma resposta
imune ao antigeno: SSX-2; SSX-4; SSX-5; NA17; MELAN-A; P790; P835;
B305D; B854; CASB618 (como descrito em WO00/53748); CASB7439
(como descrito em WO01/62778); C1491; C1584 e C1585.

Em uma forma de realizagdo, o antigeno para o uso na
presente invenc¢do pode compreender ou consistir de P501S. P501S, também
denominado prosteina (Xu et al., Cancer Res. 61, 2001, 1563-1568), ¢
conhecido como SEQ ID N° 113 do W(O98/37814 e é uma 553 proteina de
aminoacido. Os fragmentos imunogénicos e porgdes destes que compreende
pelo menos 20, preferivelmente 50, mais preferivelmente 100 aminoacidos
contiguos como divulgado no pedido de patente referido acima pode ser
usado nas proteinas de fusdo da presente invengdo. Os fragmentos preferidos
sdo divulgados em WO 98/50567 (antigeno PS108) e como proteina associada
com o céancer de prostata (SEQ ID N°: 9 de WO 99/67384). Outros
fragmentos preferidos sdo aminoécidos 51-553, 34-553 ou 55-553 da proteina
P501S de comprimento total.

Em uma forma de realizagdo, o antigeno pode compreender ou
consistir de WT-1 expressado pelo gene de tumor de Wilm ou uma porgio
imunogénica do mesmo que € capaz de direcionar uma resposta imune ao

antigeno ou o fragmento de terminal N WT-1F que compreende cerca de ou



10

15

20

25

12

aproximadamente 1 a 249 aminoacidos de WT-1.

Em uma outra forma de realizagdo, o antigeno pode
compreender ou consistir do antigeno expressado pelo gene Her-2/neu ou um
fragmento deste ou uma porgdo imunogénica do mesmo que é capaz de
direcionar uma resposta imune ao antigeno. Em uma forma de realizagdo, o
antigeno de Her-2/neu pode ser uma das seguintes proteinas de fusdo que sdo
descritas no W000/44899.

O antigeno para o uso na presente invengdo pode compreender
ou consistir de “proteina de fusdo HER-2/neu ECDICD,” também referido
como “ECD-ICD” ou “proteina de fusdo ECD-ICD” que refere-se a uma
proteina de fusdo (ou fragmentos destes) que compreendem o dominio
extracelular (ou fragmentos destes) e o dominio intracelular (ou fragmentos
destes) da proteina HER-2/neu. Em uma forma de realizago, esta proteina de
fusdo ECD-ICD n&o inclui uma por¢do substancial do dominio de
transmembrana de HER-2/neu ou nfo inclui qualquer um dos dominios
transmembrana HER-2/neu.

Em uma outra forma de realizagio, o antigeno pode
compreender ou consistir de “proteina de fusdo HER-2/neu ECD-PD,”
também referido como “ECD-PD” ou “proteina de fusdo ECD-PD” ou uma
“proteina de fusdo HER-2/neu ECD-APD”, também referido como “ECD-
APD” ou “proteina de fusdo de ECD-APD”, que refere-se a proteinas de
fusdo (ou fragmentos destas) que compreendem o dominio extracelular (ou
fragmentos destes) e dominio de fosforilagdo (ou fragmentos destes, por
exemplo, APD) da proteina HER-2/neu. Em uma forma de realizagfo, as
proteinas ECD-PD e ECD-APD de fuséo ndo incluem uma porgdo substancial
do dominio de transmembrana HER-2/neu ou nfo inclui qualquer um dos
dominios de transmembrana HER-2/neu.

As proteinas de fusdo do antigeno PRAME e proteina de fusio

parceira de proteina D como descrito neste pode ser quimicamente conjugado,
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mas sdo preferivelmente expressados como proteinas de fusdo recombinantes,
que podem permitir niveis aumentados de proteina PRAME a ser produzida
em um sistema de expressdo em comparagdo com PRAME sozinho sem
parceiro de fus@o, tal como proteina D ou proteinas D de proteina modificada.

Adicional ou alternativamente, os antigenos tumorais descritos
neste e a proteina de fusdo parceira da presente invengdo pode ser
qumicamente conjugado ou podem ser expressados como proteinas de fusfo
recombinantes, que pode permitir niveis aumentados de proteina PRAME ou
um outro antigeno tumoral a ser produzido em um sistema de expressdo em
comparagdo com PRAME ou um outro antigeno tumoral sozinho sem
parceiro de fusdo, tal como proteina D ou proteinas D de proteina modificada.

Proteinas de fusdo da presente inveng¢do, como descrito neste,
pode compreender adicionalmente uma ou mais sequéncias ligadoras entre
uma proteina de fusdo parceira e o antigeno tumoral ou porgdo imunogénica
deste ou entre uma proteina de fusdo parceira e uma cauda His ou outro rétulo
de afinidade (se presente) ou entre o antigeno tumoral ou por¢do imunogénica
deste e uma cauda His ou outro rétulo de afinidade (se presente). Os
aminoacidos nas sequéncias ligadoras pode ndo ser relacionadas as sequéncias
do antigeno e/ou parceiro de fusio.

Proteinas de fusdo da presente invengdo, como descrito neste,
pode compreender adicionalmente aminoacidos Met-Asp-Pro na extremidade
de terminal N da sequéncia de proteina de fusdo. O aminoacido Met pode ser
da sequéncia de proteina D original ou pode ser de uma sequéncia ndo
relacionada.

O parceiro de fusdo pode auxiliar na expressio de uma
proteina (intensificador de expressdo) em rendimentos mais alto do que a
proteina recombinante natural. A proteina de fusdo parceira D, devido a sua
natureza estranha, pode ser particularmente imunogénica in vivo e auxiliar a

proteina de fusdo que compreende PRAME ou um outro antigeno tumoral
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fornecendo-se os epitopos auxiliares T, preferivelmente epitopos auxiliares T
reconhecidos por células CD4 T. Acredita-se que tais células CD4-T podem
contribuir para a geragdo de uma resposta imune favoravel, em particular,
uma resposta de célula T citolitica de CD8.

Em uma forma de realizagdo, o parceiro de fusdo pode atuar
tanto como um parceiro de intensificagdo de expressdo e um parceiro de fusdo
imunoloégica.

Em um aspecto a inveng¢do fornece uma proteina de fusdo em
que a por¢do de terminal N de proteina D (como descrito acima ou neste) é
fundido ao terminal N de PRAME ou um fragmento imunogénico do mesmo.
Mais especificamente, a fusdo com um fragmento de proteina D e o terminal
N de PRAME ¢ realizado tal que o PRAME substitui o fragmento de terminal
C de proteina D que foi excisado. Desta maneira, o terminal N de proteina D
torna-se o terminal N da proteina de fusdo.

Em um outro aspecto, a inven¢do fornece uma proteina de
fusdo em que a porgdo de terminal N de proteina D (como descrito acima ou
neste) € fundido ao terminal N ou uma outra por¢do de um antigeno tumoral
ou um fragmento imunogénico do mesmo. Mais especificamente a fusdo com
um fragmento de proteina D e o terminal N ou outra porgdo de um antigeno
tumoral pode ser afetado, tal que o PRAME ou outro antigeno tumoral ou
derivado destes como descrito neste substitui o fragmento de terminal C de
proteina D que foi excisado. Desta maneira, o terminal N de proteina D torna-
se o terminal N de uma proteina de fusdo.

Outros parceiros de fus@o ou fragmentos destes podem ser
incluidos nas proteinas de fusdo da inveng¢@o ou pode substituir o elemento de
proteina D da presente inveng¢do, por exemplo, nas formas de realizagdo que
compreendem o antigeno PRAME ou um fragmento ou por¢do deste como
descrito neste. Os exemplos de outros parceiros de fusdo incluem:

e a proteina ndo estrutural do virus influenza, NSI
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(hemaglutinina) — tipicamente os 81 aminoacidos de terminal N sfo
utilizados, embora fragmentos diferentes podem ser usados contanto que estes
incluam epitopos auxiliares T,

e Derivado de LYTA de Streptococcus pneumoniae, que
sintetiza um N-acetil-L-alanina amidase, amidase LYTA, (codificado pelo
gene lytA gene {Gene, 43 (1986) pagina 265-272} tal como a porg¢do de
repeticdo da molécula de Lyta encontrado na extremidade de terminal C, por
exemplo, comegando no residuo 178, tal como os residuos 188 a 305.

A purificagdo de proteinas hibridas contendo o fragmento C-
LYTA em seu terminal amino foi descrito {Biotechnology: 10, (1992)
paginas 795-798.

As proteinas de fusdo da invengdo podem incluir um rétulo de
afinidade, tal como, por exemplo, uma cauda de histidina que compreende
entre 5 a 9, tais como 6 residuos de histidina. Estes residuos podem, por
exemplo, estar na porgdo de terminal de proteina D (tal como o terminal N de
proteina D) e/ou pode ser fundido a porg¢do de terminal do antigeno PRAME
ou seu derivado ou o antigeno tumoral ou derivado deste comb descrito neste.
No geral, a cauda de histidina pode estar localizada na por¢do de terminal do
antigeno PRAME ou derivado deste ou o antigeno tumoral ou derivado deste
como descrito neste tal que a extremidade de terminal C do antigeno PRAME
ou seu derivado ou o antigeno tumoral ou derivado deste como descrito neste.
As caudas de histidina podem ser vantajosas no auxilio da purificag3o.

A presente invengdo também fornece um acido nucleico que
codifica as proteinas da presente invengdo. Tais sequéncias podem ser
inseridas em um vetor de expressdo adequado e usado para a vacinacgdo de
DNA/RNA ou expressado em um hospedeiro adequado. Os vetores
microbianos que expressam o acido nucleico pode ser usado como vacinas.
Tais vetores incluem por exemplo, poxvirus, adenovirus, alfavirus, listeria e

monofago.
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Uma sequéncia de DNA eu codificam as proteinas da presente
invengdo podem ser sintetizados usando-se as técnicas de sintese de DNA
padrio, tal como pela ligagdo enzimatica como descrito por D. M. Roberts et
al. em Biochemistry 1985, 24, 5090-5098, pela sintese quimica, pela
polimerizagdo enzimatica in vitro ou pela tecnologia de PCR que utiliza, por
exemplo, uma polimerase estdvel de calor ou por uma combinagio destas
técnicas.

A polimerizagdo enzimatica de DNA pode ser realizada in
vitro usando-se uma DNA polimerase, tal como DNA polimerase I
(fragmento Klenow) em um tamp&do apropriado contendo os trifosfatos de
nucleosideo dATP, dCTP, dGTP e dTTP como requerido em uma temperatura
de 10° a 37°C, no geral em um volume de 50 pl ou menos. A ligacio
enzimatica de fragmentos de DNA pode ser realizada usando-se uma DNA
ligase tal como T4 DNA ligase em um tamp&o apropriado, tal como 0,05 M
de Tris (pH 7,4), 0,01 M de MgCl,, 0,01 M de ditiotreitol, 1 mM de
espermidina, 1 mM de ATP e 0,1 mg/ml de albumina de soro bovino, em uma
temperatura de 4°C até a ambiente, no geral, em um volume de 50 ml ou
menos. A sintese quimica do polimero de DNA ou fragmentos pode ser
realizada pelo fosfotriéster convencional, fosfito ou quimica de fosforamidita,
usando-se as técnicas de fase solida, tais como aqueles descritos em
‘Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments - A Laboratory
Manual' (ed. H.G. Gassen and A. Lang), Verlag Chemie, Weinheim (1982),
ou em outras publicagdes cientificas, por exemplo M. J. Gait, HW.D.
Matthes, M. Singh, B. S. Sproat e R.C. Titmas, Nucleic Acids Research,
1982, 10, 6243; B. S. Sproat ¢ W. Bannwarth, Tetrahedron Letters, 1983, 24,
5771; M. D. Matteucci and M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 1980, 21,
719; M. D. Matteucci and M. H. Caruthers, Journal of the American Chemical
Society, 1981, 103, 3185; S.P. Adams et al., Journal of the American
Chemical Society, 1983, 105, 661; N.D. Sinha, J. Biernat, J. McMannus e H.
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Koester, Nucleic Acids Research, 1984, 12, 4539 ¢ H. W. D. Matthes et al.,
EMBO Journal, 1984, 3, 801.

O processo da invengdo pode ser realizada pelas técnicas
recombinantes  convencionais, tal como técnicas recombinantes
convencionais, tais como descrito em Maniatis et al., Molecular Cloning - A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor, 1982-1989.

Em particular, o processo pode compreender as etapas de:

i) preparagdo de um vetor de expressdo replicavel ou de
integragdo capaz, em uma célula hospedeira, de expressar um polimero de
DNA que compreende uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma
proteina ou um derivado imunogénico deste;

i1) transformar uma célula hospedeira com o dito vetor;

iii) cultivar a dita célula hospedeira transformada sob
condi¢Bes que permitem a expressdo do dito polimero de DNA para produzir
a dita proteina e

1v) recuperar a dita proteina.

O termo ‘transformagdo’ ¢ usado neste para significar a
introdugdo de DNA estranho em uma célula hospedeira. Isto pode ser
atingido, por exemplo, pela transformagdo, transfec¢do ou infec¢do com um
plasmideo apropriado ou vetor viral usando-se por exemplo, técnicas
convencionais como descrito em Genetic Engineering; Eds. S.M. Kingsman
and A.J. Kingsman; Blackwell Scientific Publications; Oxford, Inglaterra,
1988. O termo ‘transformado’ ou ‘transformante’ serd a seguir apropriado a
célula hospedeira que contém e que expressa o gene estranho de interesse.

Os vetores de expressdo sdo novos e também formam parte da
inveng3o.

Os vetores de expressdo replicaveis podem ser preparados de
acordo com a invengdo, pela clivagem de um vetor compativel com a célula

hospedeira para fornecer um segmento de DNA linear tendo um replicon
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intacto e combinando-se o dito segmento linear com uma ou mais moléculas
de DNA que, junto com o dito segmento linear que codifica o produto
desejado, tal como o polimero de DNA que codifica a proteina da invengdo ou
derivado deste, sob condi¢&es de ligagdo.

Desta maneira, o polimero de DNA pode ser pré-formado ou
formado durante a construgéo do vetor, como desejado.

A escolha do vetor serd determinada em parte pela célula
hospedeira pela célula hospedeira, que pode ser procaridtica ou eucaridtica
mas sdo, no geral células de E. coli ou CHO. Os vetores adequados podem
incluir plasmideos, por exemplo, TMCP14 ou pET21 ou pET26, pcDNA3,
bacteriofagos, cosmideos e virus recombinantes.

A preparagdo do vetor de expressdo replicavel pode ser
realizada convencionalmente com enzimas apropriadas para restricdo,
polimeriza¢do e ligagdo do DNA, pelos procedimentos descritos em, por
exemplo, Maniatis et al. citado acima.

A célula hospedeira recombinante € preparada de acordo com
a invengdo, pela transformagdo de uma célula hospedeira com um vetor de
expressdo replicavel da invengéo sob condigdes transformantes. As condigdes
transformantes adequadas sdo convencionais e sdo descritas em, por exemplo,
por exemplo, Maniatis et al. citado acima ou “DNA Cloning” Vol. II, D.M.
Glover ed., IRL Press Ltd, 1985.

A escolha de condi¢des de transformagfo é determinada pela
c€lula hospedeira. Desta maneira, um hospedeiro bacteriano, tal como o E.
coli pode ser tratado com uma solu¢do de CaCl, (Cohen et al., Proc. Nat.
Acad. Sci., 1973, 69, 2110) ou com uma solugdo que compreende uma
mistura de RbCl, MnCl,, acetato de potassio e glicerol e entdo com acido 3-
[N-morfolino]-propano-sulfénico, RbCl e glicerol. As células de mamifero na
cultura podem ser transformadas pela co-precipitagdo de calcio do DNA do

vetor nas c€lulas. A invengdo também estende-se a uma célula hospedeira
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transformada com um vetor de expresséo replicavel da invengdo.

O DNA pode ser otimizado por codon pelas técnicas padrdes
ainda para facilitar a expressdo do hospedeiro relevante. Em uma forma de
realizagdo da presente invencdo aqui é fornecido o DNA que codifica uma
proteina de fusdo que compreende um antigeno PRAME ou porgdo ou
fragmento deste como descrito neste, em que a sequéncia de nucleotideo do
antigeno PRAME ou por¢do ou fragmento deste é otimizado por cédon. Em
uma forma de realizagdo, uma sequéncia de nucleotideo da proteina D ndo é
otimizada por codon.

A cultura da célula hospedeira transformada sob condi¢des
permite a expressdo do polimero de DNA seja realizado convenientemente,
como descrito em, por exemplo, Maniatis et al. ¢ “DNA Cloning” citado
acima. Deste modo, preferivelmente a célula é fornecida com nutriente e
cultivado em uma temperatura abaixo de 50°C.

As proteinas da presente invengdo podem ser expressados em
procariotas ou eucariotas tal como levedura mas s3o frequentemente
expressados em cepas particulares de E. coli de E. coli tal como ARS8 e BLR
DES3 pode ser utilizado.

No geral um marcador de selecéo de, por exemplo resisténcia a
canamicina ou resisténcia a ampicilina é incorporado para facilitar a
identifica¢do da incorporag@o bem sucedida do gene recombinante/construgéo
no sistema de expresséo.

O produto é recuperado pelos métodos convencionais de
acordo com a célula hospedeira e de acordo com uma localizagdo do produto
de expressdo (intracelular ou secretado no meio de cultura ou no periplasma
celular). Em uma forma de realizagdo da presente invengdo o produto de
expressdo € intracelular. Em uma forma de realizagdo da presente invengdo o
produto de expressdo é uma proteina insolivel. Deste modo, onde a célula

hospedeira € bacteriana, tal como E. coli este pode, por exemplo, ser lisado
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fisicamente, quimicamente ou enzimaticamente e um produto da proteina
isolado a partir de lisado resultante. Onde a célula hospedeira ¢ mamifero, o
produto pode ser no geral isolado a partir de meio nutriente ou a partir dos
extratos livres celulares. As técnicas de isolamento da proteina convencional
inclui precipitagdo seletiva, cromatografia de absor¢do e cromatografia de
afinidade incluindo uma coluna de afinidade de anticorpo monoclonal.

Em uma forma de realiza¢do da inveng¢do aqui é fornecido um
processo para a produ¢do de uma proteina de fusdio como descrito neste que
compreende a etapa da expressdo em uma célula de uma proteina de fusio
que compreende uma proteina de fusdo parceira como descrito neste. A célula
pode ser uma bactéria. Em uma forma de realizagdo em que a célula é uma
bactéria, a bactéria pode ser E. coli. O processo da presente invengfo pode
compreender a etapa da expressdo de uma proteina de fusdo como descrito
neste na célula como uma proteina insolivel. O processo ainda pode
compreender a etapa lisando uma célula e purificando a proteina de fusdo
expressada a partir das células lisadas.

Em uma forma de realizag¢do da invengdo aqui € fornecido uma
proteina de fusdo obtida por ou obtenivel por um método ou processo descrito
neste.

As proteinas da presente invengdo sdo fornecidos soltvel em
uma forma liquida ou em uma forma liofilizada.

Este € no geral esperado que cada dose humana compreendera
1 a 1000 pg de proteina e preferivelmente 30 a 300 pg.

A presente invengdo também fornece a composi¢io
farmacéutica tal como vacina que compreende uma proteina de fusdo da
presente inveng¢do em um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

A vacina pode opcionalmente conter um ou mais outros
antigenos associados com o tumor ou polipeptideos, ou preferivelmente ser

combinado com outras vacinas contra cdncer com base em um antigeno
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associado ao tumor. Por exemplo, estes antigenos associados com o tumor
pode ser antigenos como descrito neste e/ou pode ser membros pertencentes
as familias MAGE, LAGE e GAGE ou WT-1. Em uma forma de realizaco o
antigeno associado ao tumor pode compreender ou consistir do antigeno
MAGE-A3.

A preparacgdo da vacina € no geral descrito em Vaccine Design
(“The subunit and adjuvant approach” (eds. Powell M.F. & Newman M.J).
(1995) Plenum Press New York). A encapsulagdo dentro dos lipossomas é
descrito por Fullerton, Patente U.S. 4.235.877.

As proteinas da presente invengdo podem ser preferivelmente
submetidos a adjuvante na formula¢do da vacina da invengdo. Os adjuvantes
adequados podem incluir um sal de aluminio tal como gel hidréxido de
aluminio (alum) ou fosfato de aluminio, mas também pode ser um sal de
calcio, ferro ou zinco, ou pode ser uma suspensdo insolivel de tirosina
acilada, ou agucares aciladas, polissacarideos derivados cationicamente ou
anionicamente, ou polifosfazenos. Outros adjuvantes conhecidos inclui
oligonucleotideos contendo CpG. Os oligonucleotideos sdo caracterizados em
que o dinucleotideo CpG ndo é metilado. Tais oligonucleotideos sdo bem
conhecidos e sdo descritos em, por exemplo WO 96/02555.

Na formula¢do da invengdo pode ser desejavel que a
composi¢do adjuvante induz uma resposta imune preferivelmente do tipo
TH1. Em uma forma de realizagdo aqui é fornecido um sistema adjuvante
incluindo, por exemplo uma combinagdo de lipideo A de monofosforila,
preferivelmente lipidio 3-de-O-acilado de monofosforila (3D-MPL) junto
com um sal de aluminio. O adjuvante também pode opcionalmente incluir os
oligonucleotideos CpG para induzir preferivelmente uma resposta TH1.

Um sistema intensificado que pode ser usado na presente
inven¢do compreende a combinagdo de um lipideo A de monofosforila e um

derivativo de saponina particularmente a combinag¢do de QS21 e 3D-MPL
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como divulgado em WO 94/00153, ou, por exemplo uma composi¢do menos
reatogénica onde o QS21 ¢ apagado com colesterol como divulgado em WO
96/33739.

Uma formulagdo que pode ser usado nas formulagdo da
presente invengdo, que compreende QS21 3D-MPL & tocoferol, por exemplo
uma emulsdo de 4gua em 6leo, € descrito em WO 95/17210.

Uma outra formulagdo adjuvante que pode ser usado na
formulacdo da presente invengdo ¢ QS21, 3D-MPL & CpG ou equivalente
deste, por exemplo uma emulsdo de agua em 6leo ou como uma formulagdo
lipossOmica.

Consequentemente em uma forma de realizagdo da presente
invengdo aqui € fornecido a vacina que compreende uma proteina de fusdo ou
proteina de fusdo parceira como descrito neste e um adjuvante, por exemplo
como descrito acima.

Combinacdo de PRAME ¢ MAGE

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo aqui €
fornecido uma composi¢éo que compreende (a) um componente antigeno que
compreende um antigeno PRAME ou proteina de fusdo como descrito neste e
(b) um componente antigeno que compreende um antigeno MAGE ou
proteina de fusdo como descrito neste. Em uma forma de realizagdo, a
composi¢do ainda pode compreender um adjuvante como descrito neste.

O antigeno MAGE para o uso na combinagdo pode
compreender o antigeno MAGE de comprimento total. Alternativamente, o
antigeno MAGE pode compreender uma porgéo imunogénica de MAGE em
que 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 ou mais aminoacidos podem ser anulados de ou
substituidos na sequéncia de aminoicido. Em uma forma de realizagio da
presente inveng¢do, 2 aminodcidos podem ser anulados a partir do terminal N
da sequéncia de MAGE. Em uma forma de realizagio da presente invengdo

em que o antigeno € MAGE-A3 ou uma por¢do imunogénica do mesmo, a
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sequéncia de MAGE-A3 pode ser de 3 aminoacidos por 314 de MAGE-A3.

Para a combinagdo descrito acima, cada um ou ambos dos
antigenos PRAME e/ou MAGE podem ser parte de uma proteina de fusio ou
proteinas como descrito neste, ou os antigenos podem estar presentes em
outras proteinas de fusdo ou pode estar apresentado como antigeno sozinho.

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo aqui é
fornecido uma composi¢do que compreende uma proteina de fusio que
compreende um antigeno PRAME e proteina de fusio parceira como descrito
neste € uma proteina de fusdo que compreende um antigeno MAGE-A3 e
proteina de fusdo parceira como descrito neste. Em uma forma de realizacdo
alternativa, a proteina de fusdo que compreende o antigeno MAGE-A3
compreende ou consiste do antigeno MAGE-A3 e uma proteina de fusdo
parceira que compreende aproximadamente os primeiros 109 aminoécidos de
proteina D, em que um ou dois ou mais aminoacidos a partir da proteina D
sdo opcionalmente substituidos e em que a sequéncia sinalizadora de proteina
D esta opcionalmente presente, em adigdo aos primeiros 109 aminoacidos de
proteina D.

As proteinas de fusdo da presente invengdo pode
adicionalmente compreender opcionalmente um ou mais aminoacidos como
“ligadores” entre as sequéncias do antigeno e a proteina de fusdo parceira ou
entre o antigeno e uma cauda His, se presente. Os aminoacidos podem ser ndo
relacionados as sequéncias do antigeno e/ou parceiro de fusdo.

As proteinas de fusdo da presente inveng¢do, como descrito
neste, pode adicionalmente compreender os aminoacidos Met-Asp-Pro no
final do terminal N da sequéncia da proteina de fusdo. O aminoacido Met
pode ser a partir da sequéncia da proteina D original ou pode ser a partir de
uma sequéncia ndo relacionada.

Em uma forma de realizagfo, a sequéncia de uma proteina de

fusdo que compreende MAGE-A3 e proteina D para o uso na presente
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invengdo € mostrada na Figura 12 e SEQ ID N°: 43.

A presente invengdo também estende-se aos métodos de
preparacgao das ditas vacinas/ composi¢des.
EXEMPLOS

Quatro construgdes de fusdo foram preparadas e serdo
referidas neste como Exemplos/construgdes 1, 2, 3 ¢ 4. Uma construgio
otimizada por c6don foi preparada a partir do exemplo 3 e é indicado como o
exemplo 3a neste. Uma construggo otimizada por codon foi preparada a partir
do exemplo 4 e € indicado como o exemplo 4a neste.

Nos exemplos 3a e 4a a sequéncia a respeito da por¢do da
proteina D da molécula é a mesma. Entretanto, certos codons na regido
PRAME foram modificados, por ainda melhorar a expressio e, no exemplo
3a, o ligador entre PRAME e sua cauda foram removidos.

TABELA A Estruturas da proteina de fusdo e Detalhes de plasmideos dos

exemplos/Construgdes 1 a 4

N-terminal C-terminal
Exemplo/ Aminoécidos | Parceiro Anti Ligador/§ e o
Construgio |inserides por de ‘i?em mﬁm:ci:x:ls P’l::adonudeo
no. processo de fuszio cancer com cauda His
clonagem .
1 ~ MDP __ 20-127 _ PRAME TSGHHHHHH | TCMP14
proteina D
I MDP __ 20-127 _ PRAME : TCMP14
proteina D
3 MDP 20127 PRAME LEHHHHHH | pET21
proteina D
4 MDP  20-127 PRAME - pET21
proteina D
3a MDP  20-127  PRAME HHHHHH pET26
proteina D
- 4a MDP 20-127 PRAME - pET26
proteina D
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As proteinas de fusdo dos exemplos acima compreende os
aminoacidos 20 a 127 da proteina D. Os aminoacidos Met, Asp e Pro foram
incluidos no terminal N do fragmento da proteina D (isto é aminoéacidos da
proteina D MDP-20-127). Esta € a idéia que estes trés aminoacidos adicionais
podem ajudar a estabilidade da proteina e/ou aumento no nivel da expressio
da proteina deste. O aminoacido 127 da proteina D é fundido ao terminal N
do PRAME de comprimento total (isto ¢ aminoacido 127 da proteina D ¢é
fundido ao terminal N do PRAME). Uma cauda de rétulo de histidina, para
ajudar a purificagdo, foi incluida em trés das seis proteinas. A sequéncia exata
da cauda € dependente do plasmideo usado.

Trés tipos diferentes de plasmideos, TCMP14 e pET21 ou
pET26 foram construidos: para cada plasmideo, DNA codificado para a
proteina de fusdo foi incluido com ou sem uma cauda de histidina.

A ndo ser de outra maneira estado a estratégia geral abaixo foi
usada na preparagdo de cada um dos exemplos.

Estratégia de clonagem para a geragio de proteina recombinante PD1/3-
PRAME (com ou sem His-tag) usando vetor TCMP14:

A amplificagdo das sequéncias apresentadas no plasmideo
TCMP14 foram feitas usando uma das trés etapas da estratégia de PCR. O
vetor pHIC348 contendo a sequéncia de DNA que codifica o gene de proteina
D inteiro foram obtidos de Dr. A. Forsgren, Department of Medical
Microbiology, University of Lund, Malmo General Hospital, Malmo, Suécia.
A sequéncia de DNA da proteina D foram publicados por Janson et al. (1991)
{Janson H, LO Heden, A Grubb, M Ruan, & A Forsgren. 1991. Infect Immun
59:119-125}. O vetor de expressdo pMGS81 é um derivado de pBR322, em
que os elementos de controle derivados do bacteriéfago X para a transcrigéo e
tradugdo dos estranhos genes inseridos foram introduzidos (Shatzman et al.,
1983) {Shatzman A, YS Ho, & M Rosenberg. 1983. Experimental
Manipulation of Gene Expression. Inouya (ed) pagina 1 a 14. Academic NY?}.
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Além disso, o gene de resisténcia a ampicilina foi trocado com o gene de
resisténcia 4 canamicina. A sequéncia codificadora para a por¢do da proteina
NS1 (aminoacido 4 a 81) foi substituido pelos locais de clonagem multiplos
para obter pMG81 MCS. A sequéncia codificadora para 1/3 da proteina D
(aminoacido 20 a 127) foi clonado em pMG8 1 MCS usando locais de
restricio BamHI e Ncol para obter pMG81-1/3PD. Primeiro, a amplificagio
por PCR da secgdo cofresponde aos aminoacidos 20 a 127 da proteina D e foi
feito usando o vetor pMG81-1/3PD como modelo e sentido de
oligonucleotideo:

5 ATA TAA CAT ATG GAT CCA AGC AGC CAT TCA TCA AAT 3'
(CANO008; SEQ ID N°: 18) e anti-sentido:

5 CCA CAA ACG CCT TCG TTC CAT GGT TTC AAA GTT TTC TGT C
3 (CAN037; SEQ ID N°: 19).

O cDNA de PRAME obtido do Ludwig Institute, Bruxelas,
Bélgica, foi inserido nos locais Bstx1-Notl do vetor pPCDNA1 (Invitrogen)
para gerar o vetor recombinante pPCDNA-1-PRAME.

A amplifica¢do por PCR da se¢do corresponde ao aminoacido
da proteina PRAME e foi feita usando o vetor pcDNA-1-PRAME (GSKBio)
como modelo e sentido de oligonucleotideo:

5 GAC AGA AAA CTT TGA AAC CAT GGA ACG AAG GCG TTT GTG
G 3' (CANO036; SEQ ID N°: 20) e anti-sentido:

5 AGA GAG ACT AGT CTA GTT AGG CAT GAA ACA GGG GCA CAG
3' (CANO029; SEQ ID N°: 21) ou

5 GGA GGA ACT AGT GTT AGG CAT GAA ACA GGG GCA CAG 3'
(CANO002; SEQ ID N°: 22) dependendo se uma cauda de histidina (CAN002)
ou ndo (CANO029) for adicionado. A sequéncia PRAME final inserida no
plasmideo TCMP14 foi obtido seguindo uma amplifica¢cdo de PCR usando os
modelos dos genes 1/3PD e PRAME que foram gerados nas etapas

preliminares para o modelo e sentido de oligonucleotideo: CANO0O0S, e anti-
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sentido: CAN029 ou CANO002 dependendo se uma cauda de histidina esta
presente (CAN002) ou ndo (CAN029). Ndel na extremidade final de 5> e Spel
nos locais da extremidade final de 3’ foram também adicionados para a
clonagem do fragmento no vetor TCMP14.

Construcio do projeto do vetor para expressar a proteina recombinante
1/3PD-PRAME com ou sem proteina recombinante His-tag usando o
Vetor pET21:

Um plasmideo ¢cDNA recombinante denominado pcDNAI-
PRAME (como descrito na prévia estratégia) contendo uma sequéncia
codificadora para o gene PRAME e o vetor PMG81-1/3PD (como descrito na
prévia estratégia) contendo uma porgdo do terminal N da sequéncia
codificadora da proteina D foram usados. A estratégia de clonagem inclui as
seguintes etapas.

a) Primeiro, a sequéncia 1/3PD sem sinal de secrecdo
(secre¢do ou sequéncia de sinal) foi amplificada por PCR a partir do
plasmideo PMG81-1/3PD usando o sentido de oligonucleotideo: 5'
AGAGAGCATATGAGCAGCCATTCATCAAATATGGCG (CANO040;
SEQ ID N°: 22),

e o anti-sentido:
5 ACGTGGGCGGCCGCGGTTTCAAAGTTTTCTGTCATTTCTAA
(CANO032; SEQ ID N°: 23);

Ndel nos locais da extremidade final 5’ e Notl na extremidade
final de 3’ foram também adicionados para a clonagem do fragmento no vetor
pET21b(+).

b) A sequéncia PRAME foi amplificada por PCR a partir do
plasmideo pcDNA1-PRAME usando o sentido de oligonucleotideo:

5 TTGTTGGCGGCCGCAATGGAACGAAGGCGTTTGTGGGGT
(CANO33; SEQ ID N°: 25), e o anti-sentido:
5 GGAGGACTCGAGGTTAGGCATGAAACAGGGGCACAG (CANO034;
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SEQ ID N°: 26); Notl nos locais da extremidade final 5° e Xhol na
extremidade final de 3’ foram também adicionados para a clonagem do
fragmento no vetor pET21b. Esta amplificago resultou na adi¢fo no terminal
C da proteina de dois aminoacidos, Leu e Glu, seguido por 6 His no
plasmideo pET21b(+). Para a geragdo da proteina sem His-tag, um cédon
interrompido (TAG) foi adicionado na extremidade final de 3’ do gene
PRAME pelo uso de CANO0O33 e CANO35 (anti-sentido: 5
GGAGGACTCGAGCTAGTTAGGCATGAAACAGGGGCACAG
(CANO035; SEQ ID N°: XX) em vez de CAN033 e CANO034.

c) A clonagem no plasmideo pET21b(+) (Invitrogen) dos
fragmentos amplificados acima.

d) Remogéo do local de Notl entre 1/3PD e PRAME pelo uso
do kit de mutagénese direcionado ao local QuikChange II (Stratagene) e o
sentido de oligonucleotideo:

5 CAGAAAACTTTGAAACCATGGAACGAAGGCG (CAN106; SEQ ID
N°: XX), e o anti-sentido:
5 cgccttegttecatggtttcaaagttttctg (CAN107; SEQ ID N°: XX).

e) Adigdo de dois aminoacidos Asp e Pro seguindo o Met na
posi¢do 1 no terminal N da proteina D 1/3 pela mutagénese e usando o sentido
de oligonucleotideo:
5’GGAGATATACATATGGATCCAAGCAGCCATTCATCAAATATGG
(CAN 104; SEQ ID N°: XX) e o anti-sentido:
5S’CCATATTTGATGAATGGCTGCTTGGATCCATATGTATATCTCC
(CAN 105; SEQ ID N°: XX).

Construciio do projeto do vetor para expressar o codon 1/3PD-PRAME
da proteina recombinante otimizado (sem ou com His tag) no vetor
pET26:

O gene PRAME foi otimizado por codon e clonado na cadeia

principal pGA4 com a adig¢do de locais Notl e Xhol na extremidade final 5’ e
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na extremidade final 3’ do gene otimizado respectivamente.

Este plasmideo, denominado 0606420pGA4, foi usado para
clonar o gene em fusdo com o PD1/3 no vetor pET26 usando as seguintes
etapas.

a) Remocdo do fragmento Notl / Xhol corresponde a
sequéncia PRAME otimizada com um cédon interrompido na extremidade
final 3’ do gene a partir do plasmideo 0606420pGA4.

b) Clonagem do fragmento PRAME otimizado em um
plasmideo pET26b(+) que contém o 1/3PD previamente clonado Ndel/Notl
com os oligonucleotideos CAN040 e CAN032 como descrito acima e onde os
aminoéacidos Asp e Pro foram adicionados no terminal N pelo método da
mutagénese com oligonucleotideos CAN104 e CAN105.

c) Remogdo do local de Notl pela mutagénese com

oligonucleotideos: sentido

5 GACAGAAAACTTTGAAACCATGGAACGTCGTCGTCTGTGG
(CAN123; SEQ ID N°: XX) e anti-sentido
5 CCACAGACGACGACGTTCCATGGTTTCAAAGTTTTCTGTC

(CAN124; SEQ ID N°: XX). Este resultou na proteina de fusdo 1/3PD-
PRAME otimizada por codon sem Cauda de histidina.

d) O plasmideo foi entdo usado como um modelo para a
geragdo de 1/3PD-PRAME otimizado por cédon com plasmideo 6 His. A
amplificagdo por PCR da proteina de fusdo foi feita com oligonucleotideos
sentido
5 GGAATTCCATATGGATCCAAGCAGCCATTC (CAN 199; SEQ ID N°:
XX) e a anti-sentido
5GGAGCTCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTCGGCATAA
AGCACGGGC (CAN 198; SEQ ID N°: XX); Ndel nos locais da extremidade
final 5°, Xhol na extremidade final de 3’ seguido por 6 His ¢ um cédon

interrompido foi também adicionado para a clonagem do fragmento no vetor
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pET26b(+).

e) Clonagem do fragmento amplificado no plasmideo
pET26b(+) a partir de Invitrogen.

Para a produg@o da proteina de fusdo, a construgdo de DNA foi
clonado no vetor de expressio TCMP14. Este plasmideo utiliza os sinais a
partir do DNA de fago lambda para levar a transcrigdo e traducdo de genes
estranhos inseridos. O vetor contém o promotor PL lambda PL, operador OL
e dois locais de utilizagdo (NutL e NutR) para aliviar os efeitos da polaridade
trancripcional quando a proteina N é fornecida (Gross et al., 1985. Mot. &
Cell. Biol. 5:1015).

O plasmideo que expressa a proteina de fusdo pD-PRAME foi
indicada de modo que os aminoacidos PRAME foram adicionados ao terminal
C de 108 aminoacidos derivados de pD sem esta sequéncia de sinal (secre¢do
ou sequéncia de sinal) (isto € residuos 20 a 127). Para esta construgdo, trés
aminoacidos ndo relacionados (Met e Asp e um Proline) foram adicionados
no terminal N do derivado de pD, e para certas constru¢des de sua cauda no
terminal C dos aminoacidos PRAME foi incluido (ver tabela A acima). Esta
constru¢do pode ser alternativamente descrito como contendo 109
aminoacidos derivados de pD, se o terminal N Met € considerado vir da
sequéncia pD.

Cepa hospedeira e Transformagao

Os hospedeiros da cepa de E. Coli AR58 (Mott et at, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, vol 82, pp 88-92, janeiro de 1985, Biochemistry) foram
transformados com DNA de plasmideos para os Exemplos/ construcdes 1 e 2.

A cepa de E. Coli lisogénica ARS8 usada para a produgio dos
Exemplos/construgdes 1 e 2 € um derivado da cepa K12 E. Coli NIH padrio
N99 (F- su- galK2, lacZ- thr-). Este contém um fago lambda lisogénico
defeituoso (galE::TN10,1 Kil- cI857 DHI1). O fenétipo Kil evita o corte da

sintese macromolecular hospedeira. A mutagdo cI857 confere uma lesdo
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sensivel a temperatura ao repressor cl. A anulagdo DHI remove o operon
direito do fago lambda e os bio hospedeiros, uvr3, e local ch1A. A cepa ARS8
foi gerado pela transdugdo de N99 com um estoque de fago lambda P
previamente desenvolvido em um derivado de SA500 (galE::TN10,1 Kit-
cI857 DHI). A introdugdo do lisogénio defeituoso em N99 foi selecionado
com tetraciclina pela virtude da preseng¢a de um transposon TN10 codificado
pela resisténcia da tetraciclina no gene galE adjacente. Os N99 e SAS00 sio
cepas de E.coli K12 derivadas do Dr. Martin Rosenberg's laboratory at the
National Institutes of Health.

Os vetores contendo um promotor PL, s3o introduzidos em um
hospedeiro lisogénico de E. coli para estabilizar o DNA de plasmideos. As
Cepas hospedeiras lisogénicas contém DNA de fago lambda defeituoso por
replicagdo integrado no genoma (Shatzman et al., 1983; In Experimental
Manipulation of Gene Expression. Inouya (ed) paginas 1 a 14. Academic
Press NY). O DNA de fago lambda direciona a sintese da proteina regressora
cI que liga-se ao regressor OL do vetor e evita a ligagdo de polimerase de
RNA ao promotor PL e portanto a transcri¢do do gene inserido. O gene cI da
cepa da expressdo ARS8 contém uma mutagdo sensivel a temperatura de
modo que a transcrigdo direcionada por PL pode ser regulada pela mudanga
da temperatura, isto ¢ um aumento na temperatura de cultura inativa o
repressor € a sintese da proteina estranha seja iniciada. Este sistema de
expressdo deixa as proteinas estranhas da sintese controlada especialmente
aquelas que podem ser toxicas as células (Shimataka & Rosenberg, 1981.
Nature 292:128).

Os hospedeiros da cepa de E. Coli BLR (DE3) Novagen, WI,
USA (numero de catélogo: 69053-4) BLR (DE3) Novagen, WI, USA (niimero
de catalogo: 69053-4) BLR ¢ um derivado recA BL21 que melhora o
mondmero do plasmideo produzido e pode ajudar a estabilizar os plasmideos

alvos contendo as sequéncias repetitivas ou cujo os produtos podem causar a
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perda do pré-fago DE3 (1, 2) foram transformados com DNA de plasmideos a
partir do exemplos/construgdes 3 e 4.

Cada uma da transformagdo foi realizada pelos métodos
padrées com cé€lulas tratadas com CaCl, (Hanahan D. «Plasmid
transformation by Simanis.>> In Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press
London. (1985): p. 109-135.).

Desenvolvimento e indugiio da cepa bacteriana hospedeira
® Cultura

As bactérias foram desenvolvidas em 20 ml de caldo Luria-
Bertani (LB) (BD) + 1% de glicose p/v (Laboratoire MAT, nimero de
catalogo: GR-0101) + antibidtico (Carbenicilina 100 pg/ml por pET21b,
canamicina 40 pg/ml por TCMP14). As culturas foram incubadas a 33°C, por
células ARS8 e a 37°C, por células BLR (DE3) atém um O.D.4yonm de cerca de
0,8.
® Inducio

Em O.D.gponm de cerca de 0,8, as culturas BLR (DE3) foram
induzidas em 1 mM de isopropila B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG; EMD
Chemicals Inc., nimero de catalogo: 5815) e incubado por 2 horas ou 3 horas
a 37°C embora a solubilidade possa ser aumentada se uma temperatura
inferior for usada.

Em O.D.gonm de cerca de 0,8, as culturas ARS8 foram
induzidas pela ativag@o de calor a 37°C e incubado por 7 horas.

O desenvolvimento bacteriano foi adequado para os dois
sistemas de expressdes.

e Extracio e Purificacdo da proteina

Na expressdo do polipeptideo em cultura, as células sdo
tipicamente coletadas pela centrifugaggo entfio rompidas por meios quimicos
ou fisicos (se o polipeptideo expressado ndo é secretado no meio) e o extrato

bruto resultante retido para isolar o polipeptideo de interesse. O reagente de
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extragdo de proteina BugBuster ™ é usado sob condi¢gdes recomendados pelos
fornecedores (Novagen).
Purificacdo da proteina Prame-his PD1/3

A pasta de células de E. coli foi recolocada em suspensdo em
20 mM de tampdo de Tris pH 8,5 entdo passado através do sistema
homogeneizador (Panda de Niro Soavi S.p.A. - 2 passagens - 750 bars). Apds
a adi¢do de 2 mM de MgCl, e Benzonase (50 U/ml), o homogéneo foi
incubado 1 hora em temperatura ambiente (RT) sob suave agitagdo entdo
centrifugada 30 minutos a 15900 g e temperatura ambiente. O granulo
resultante foi recolocado em suspensdo em 20 mM de tampdo de Tris pH 8,5
contendo 1% de sulfato de dodecila sédica (SDS) e 60 mM de Glutationa e
incubados 30 minutos em temperatura ambiente sob suave agitacdo. Apos a
centrifugacdo 30 minutos a 15900 g e temperatura ambiente, o granulo foi
descartado.

O sobrenadante da centrifugac¢do foi 10 vezes diluido em 20
mM de tampao de Tris contendo 6,66 M de uréia, 0,333 M de cloreto de sddio
(NaCl) e 11,11 mM de Imidazol e entdo submetido & separagdo
cromatografica em uma coluna pela afinidade metalica do ion de niquel
(Sefarose IMAC 6 FF GE Healthcare) equilibrado em um 20 mM de tampéo
de Tris pH 8,5 contendo 0,1% de SDS, 6,0 M de uréia, 0,3 M de NaCl e 10
mM de Imidazol. Apds a lavagem da coluna com 20 mM de tampdo de Tris
pH 8,5 contendo 0,5% de Sarcosila, 6,0 M de uréia, 0,3 M de NaCl e 10 mM
de Imidazol, o antigeno foi eluido a partir da coluna pelo aumento da
concentra¢do de imidazol até 40 mM no mesmo tampdo de lavagem. Apds a
adigdo de fosfato até 50 mM, o antigeno positivo eluido foi passado através de
uma coluna de tipo II de Hidroxiapatita Macro-Prep Ceramic (Bio-Rad)
equilibrado em um 20 mM de tampdo de Tris pH 8,5 contendo 50 mM de
fosfato, 0,5% de Sarcosila, 6,0 M de uréia e 0,3 M de NaCl. O fluxo de

Hidroxiapatita direto contendo um antigeno foi entdo diafiltrado contra 5 mM
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de tamp@o de borato pH 9,8 contendo 3,15% de sacarose em uma membrana
Omega 30 kDa (Pall). A retengdo da ultrafiltragdo foi esterilizada pela
filtracdo direta de uma membrana de acetato de celulose 0,45/0,22 pum
(Sartorius). O material purificado foi armazenado a -70°C.

Um processo de purificagdo alternativo também foi usado, que
difere-se do processo acima nas seguintes etapas:

- Nenhum tratamento de benzonase

- Nenhuma mudanga de SDS por sarcosila na coluna IMAC
(SDS a partir da extragéo até a etapa HA)

- O tamp@o usado para a diafiltragdo foi de 5 mM de tampio
de Tris pH 8,5 — 0,5 M de Arginina. Este processo de purificagio alternativo
resultou em remogdo SDS incompleta com valor residual de cerca de 0,05 e
0,085%.

° Purificacao

As proteinas recombinantes expressadas foram purificadas a
partir de fragdes sobrenadantes obtidas apds a centrifugagdo de E. coli
induzida usando uma reina de quelagio metalica His-Bind (QIAgen,
Chatsworth, CA) de acordo com as instru¢des do fabricante da resina.
Caracterizacio da proteina
SDS-Page:

Gel: NuPAGE 4 a 12% de Bis-Tris Gel 1,0 mm 15 ou 26
reservatorios (niimero de catalogo Invitrogen: NP0323BOX)

Ver Figura 1 e 2 abaixo, que mostram a analise SDS page do
Exemplo 3 € 4 e 3a e 4a respectivamente, em que as proteinas 1/3 pD-
PRAME recombinantes diferentes com ou substituigdo page 30 sem his-tag
migram em gel em um peso molecular aparente de ~70 kDa. As proteinas
recombinantes sdo observadas como um corpo de inclusdo no lisado celular

de E. coli, ap6s a indugio.
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Substituicdo pag. 30

As preparagcdes das amostras, tampdes e condigbes de
migragdo foram feitas sob condigdes recomendadas pelos fornecedores
(Invitrogen). 10 pl de todas as preparagdes foram carregados (antes da
indugdo (BI) e apds a indugdo (Al)) em reservatoérios corresponde aos 100 pl
de cultura equivalente.

Legenda da Figura 1: Analise SDS page apos o tingimento
Coomassie-blue de 1/3PD-PRAME recombinante ap6s indugdo IPTG da cepa
de E. coli BLR DE3 transformada com pET21 recombinante. Um equivalente
de 100pL de cultura apds 2 horas de indugéo na cepa BLR DE3 com 1 mM de
IPTG a 25, 30 ou 37°C foram carregados em gel. Clone #3 (1/3PD-PRAME /
pET21) e Clone #4 (1/3PD-PRAME-His / pET21) sdo apresentados em gel
antes (BI) e apos (Al) as indugdes em fragdes soluveis (sobrenadante) e ndo
soliveis (granulo). Linha 1 e 10: Pré-tingimento da faixa ampla padrio
(BioRad Cat#161-0318), linha 2 (clone #3, BI, sobrenadante), linha 3 (clone
#3, BI, granulo), linha 4 (clone #3, Al, 25°C, sobrenadante), linha 5 (clone #3,
Al, 25°C, granulo), linha 6 (clone #3, Al, 30°C, sobrenadante), linha 7 (clone
#3, Al, 30°C, granulo), linha 8 (clone #3, Al, 37°C, sobrenadante), linha 9
(clone #3, AT, 37°C, granulo), linha 11 (clone #4, BI, sobrenadante), linha 12
(clone #4, BI, granulo), linha 13 (clone #4, Al, 25°C, sobrenadante), linha 14
(clone #4, Al, 25°C, granulo), linha 15 (clone #4, Al, 30°C, sobrenadante),
linha 16 (clone #4, Al, 30°C, granulo), linha 17 (clone #4, AlI, 37°C,
sobrenadante), linha 18 (clone #4, Al, 37°C, granulo).

Legenda da Figura 2: Analise SDS page apds o tingimento
Coomassie-blue de 1/3PD-PRAME recombinante apds a indugdo IPTG da
cepa de E. coli BLR DE3 transformada com pET26 recombinante. Um
equivalente de 100 pL de cultura ap6s 2 horas de indugdo na cepa BLR DE3
com ImM de IPTG a 25, 30 ou 37°C foram carregados em gel. Clone #3a
(1/3PD-PRAME otimizado por cddon / pET26) e Clone #4a (1/3PD-PRAME-
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His otimizado por cédon / pET26) sdo apresentados em gel antes (BI) e apos
(Al) as indugGes em fragGes soluveis (sobrenadante) e ndo soliveis (granulo).
Linha 2 e 10: Pré-tingimento da faixa ampla padrio (BioRad Cat#161-0318),
linha 1 (clone #3a, BI, sobrenadante), linha 3 (clone #3a, BI, granulo), linha 4
(clone #3a, Al, 25°C, sobrenadante), linha 5 (clone #3a, Al, 25°C, granulo),
linha 6 (clone #3a, Al, 30°C, sobrenadante), linha 7 (clone #3a, Al, 30°C,
granulo), linha 8 (clone #3a, Al, 37°C,

Substituicdo de page 30a _

sobrenadante), linha 9 (clone #3a, Al, 37°C, granulo), linha 11 (clone #4a, BI,
sobrenadante), linha 12 (clone #4a, BI, granulo), linha 13 (clone #4a, Al, 25°C,
sobrenadante), linha 14 (clone #4a, Al, 25°C, granulo), linha 15 (clone #4a, Al,
30°C, sobrenadante), linha 16 (clone #4a, Al, 30°C, granulo), linha 17 (clone #4a,
Al 37°C, sobrenadante), linha 18 (clone #4a, Al, 37°C, granulo).

Western Blot

As membranas foram bloqueadas por 30 minutos a 37°C, 60
RPM usando 3% de solugdo fresca de leite/PBS 1X. Apos a incubagdo de
bloqueamento, os anticorpos primarios foram adicionados (PRAME anti-
coelho; GSK' Biologicals SA) em diluigdo de 1:5000 ou a-6X His tag
(AbCam) em diluigdo de 1:3000 em 3% de solugdo fresca de leite/PBS 1X
por 1 hora a 37°C, 60RPM. Depois que, as membranas foram lavadas trés
vezes por 5 minutos em temperatura ambiente usando 0,02% de
Tween20/PBS 1X. Os anticorpos secundarios foram adicionados (perox
donkey anti-IgG (H+L) rabbit (Jackson laboratory) em dilui¢do de 1:20 000
usando 3% de solugdo fresca de leite/PBS 1X. As membranas foram
incubadas por 1 hora a 37°C, 60 RPM. Depois que, as membranas foram
lavadas tré€s vezes por 5 minutos em temperatura ambiente usando 0,02% de
Tween20/PBS 1X antes das exposi¢cGes das membranas pelo substrato de
peroxidase (KH,PO,, 10 mM; (NH4),SO,4, 10 mM; O-dianisidina, 0,01% &
peroxido de hidrogénio 0,045%) ou substrato de fosfatase alcalina (Sigma
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Fast) seguindo as recomendagdes dos fornecedores.

Analise molecular:

Exemplo/construgdo 1

Analise Proteina inteira
Comprimento 629 aa
Peso molecular 71629.96 m.w.
1 micrograma = 13.961 pMol
Coeficiente de extin¢gdo molar 67680
1 A[280]coor. a 1,06 mg/ml
A[280] de 1 mg/mi 0,94 AU
Ponto isoelétrico 6,41
CargaapH 7 -5,84
Ponto isoelétrico 6,41
CargaapH 7 -5,84

Exemplo/construgéo 2

Analise Proteina inteira
Comprimento 629 aa
Peso molecular 70561.90 m.w.
1 micrograma = 14.172 pMol
Coeficiente de extingdo molar 67680
1 A[280]coor. a 1,04 mg/ml
A[280] de 1 mg/ml 0,96 AU
Ponto isoelétrico 6,28
CargaapH 7 -6,36

Exemplo/construgdo 3

Analise Proteina inteira
Comprimento 628 aa
Peso molecular 71627.01 m.w.
1 micrograma = 13.961 pMol
Coeficiente de extingdo molar 67680
1 A[280]coor. a 1,06 mg/ml
A[280] de 1 mg/ml 0,94 AU
Ponto isoelétrico 6,34
CargaapH 7 -6,84

Exemplo/construgéo 4

Analise Proteina inteira
Comprimento 620 aa
Peso molecular 70561.90 m.w.
1 micrograma = 14.172 pMol
Coeficiente de extingdo molar 67680
1 A[280]coor. a 1,04 mg/ml
A[280] de 1 mg/ml 0,96 AU
Ponto isoelétrico 6,28
CargaapH 7 -6,36
Ponto isoelétrico 6,41
CargaapH 7 -5,84
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Exemplo 5:Avaliacdo da producido das proteinas com ou sem o sinal de

secrecdo (secrecdo ou sequéncia de sinal) da proteina D 1/3 na proteina de

fusio.

Tabela B

Proteina Nivel de expressido
PD1/3-PRAME com sinal de secregdo +
PD1/3-PRAME sem sinal de secregio +++

Figura 11: Andlise SDS page apds o tingimento Coomassie-
blue de 1/3PD-PRAME recombinante com ou sem sinal de secreg¢do apos a
indugdo IPTG da cepa E. coli BL21 DE3 transformada com pET21
recombinante. Um equivalente de 100 pL de cultura apds 3 horas de indugdo
na cepa BL21 DE3 com 1 mM de IPTG a 37°C foram carregados em gel.
Aquelas construgdes sdo apresentadas em gel antes (BI) e apds (AI) as
indugdes em fragSes soluveis (sobrenadante) e ndo soliveis (granulo). Linha
1: Pré-tingimento da faixa ampla padrido (BioRad Cat#161-0318), linha 2
(pDI/3-PRAME + SS, BI, sobrenadante), linha 3 (pD 1 /3-PRAME + S8, BI,
granulo), linha 4 (pDI/3-PRAME + SS, Al, sobrenadante), linha 5 (pDI/3-
PRAME + SS, AI, granulo), linha 6 (pDI/3-PRAME + SS + His, BI,
sobrenadante), linha 7 (pDl/3-PRAME + SS + His, BI, grinulo), linha 8
(pDI/3-PRAME + SS + His, Al, sobrenadante), linha 9 (pDI/3-PRAME + SS
+ His, Al granulo), linha 10 (pDI/3-PRAME w/o S8, BI, sobrenadante), linha
11 (pDI/3-PRAME w/o SS, BI, grénulo), linha 12 (pDI/3-PRAME w/o SS,
Al, sobrenadante), linha 13 (pDIl/3-PRAME w/o SS, Al, granulo), linha 14
(pDI/3-PRAME w/o SS + His, BI, sobrenadante), linha 15 (pDl/3-PRAME
w/o SS + His, BI, grénulo), linha 16 (pDI/3-PRAME w/o SS + His, Al,
sobrenadante), linha 17 (pDl/3-PRAME w/o SS + His, Al, granulo).
Exemplo 6: Imunogenicidade de PD-PRAME-His formulado em ASQ1B ou

AS15: faixa de dosagem do antigeno em uma dose constante do adjuvante.

Objetivo: faixa de dosagem do antigeno para selecionar a

melhor dosagem para o uso nos experimentos pré-clinicos.
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Protocolo:
6 grupos de 12 camundongos CB6F1 que receberam injegdes
intra muscular (IM) no dia 0 e 14 de:
PBS
PRAME (50*ng) em ASO1B ou AS15
PRAME (10 pg) em ASO1B ou AS15
PRAME (2 pg) em ASO1B ou AS15
PRAME (0,4 ng) em ASO1B ou AS15
PRAME (0,08 pg) em ASO1B ou AS15

A A o e

* 44,7 pg atualmente administrado em vez de 50 pg da dosé pretendida.

ASOIB € uma formulagdo adjuvante lipossdmica que
compreende QS21 e 3D-MPL; ASI15 é uma formulagio adjuvante
lipossdmica que compreende QS21, 3D-MPL e CpG.

A construgdo usado neste exemplo foi Exemplo/Construcdo 3a
(PET26 com a sua cauda), fornecido em 5 mM de tamp&o de Tris pH 8,5 - 0,5
M de Arginina. A proteina fornecida em um tampdo de borato com sacarose
também pode ser usado.
Leituras:

e Tingimento de citocina intracelular (ICS) 14 dias pds 2
injegdes, apds a reestimulagdo in vitro das células do bago (4 grupos de 3
camundongos por grupo) com o grupo de peptideos PRAME em
1 pg/ml/peptideo (15-mer)
Resposta CD4 (adjuvante AS01B)

Os resultados de ICS para as citocinas DC4 pelo adjuvante
ASO01B sdo mostrados na Figura 3. Neste experimento este pode ser concluido
que a melhor dosagem do antigeno PRAME para induzir uma resposta CD4
em ASO1B sob estas condigGes vistas ser 2ug.
Resposta CD8 (Adjuvante AS01B)

Os resultados de ICS para as citocinas CD8 pelo adjuvante
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ASOIB sdo mostrados na Figura 4. Os dados parecem mostrar uma resposta
CD8 muito baixa e heterogenicidade do intra-grupo de resposta.
Resposta CD4 (adjuvante AS15)

Os resultados de ICS para as citocinas DC4 pelo adjuvante
AS15 sdo mostrados na Figura 5. Este dados parecem mostrar que uma
similar Resposta CD4 foi induzida com 441 pg, 101 pg, 21 ug e 0,41 pg do
PRAME formulado em AS15; com uma resposta diminuida induzida com
0,08 pg PRAME
Resposta CD8 (adjuvante AS15)

Os resultados de ICS para as citocinas CD8 pelo adjuvante
AS15 sdo mostrados na Figura 6. Este dados parecem mostrar nenhuma
resposta CD8 (fundamento no grupo PBS)

Exemplo 7: Em resumo, para as invencdes descritas neste, 0 seguinte resumo

pode ser usado para descrever as construcdes especificas de PD1/3-PRAME

dque até agora foram geradas:

Construcoes usadas pelo PD1/3-PRAME.

- Nenhuma sequéncia de sinal da proteina D sfo incluidas
(aminoacidos 2 a 19 da proteina D)

- A metionina da proteina D € incluida. (AA 1 da proteina D)

- Dois AA ndo relacionados (Asp e Pro) sdo substituidos por
aminoacidos 2-Lys e 3-Leu da proteina D.

- O primeiro 109 AA da proteina D apds a sequéncia de sinal
da proteina D s@o incluidos (109 aminoécidos incluindo o primeiro Met no
termo N + AA20 por 127 da proteina D)

- AA 1 - 509 do PRAME sio incluidos (sequéncia original de
comprimento total do PRAME)

- Com ou sem a sua cauda composta por um dos seguintes:

¢ Trés aminodcidos ndo relacionados (Thr, Ser e Gly) + 6 His

residuos para a clonagem no plasmideo TCMP14; ou
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e Dois aminoacidos ndo relacionados (Leu e Glu) + 6 His
residuos para a clonagem no pET21 plasmideo; ou

e 6 His residuos para a clonagem no plasmideo pET?26.

pD1/3 - PRAME +/- proteina da cauda de His:

pD 113 | PRAME
20 - 1271 - 509 e
MDPtermo N |pD 1/3___ PRAME | Termo C B
MDP termo N_| pD 1/3__ PRAME __ | TSG 6xHis (in TCMP14) Termo C
MDP termo N | pD 1/3 . PRAME LE 6xHis (in pET21) Termo C
MDP termo N_| pD 1/3 PRAME | 6xHis (in pET26) Termo C

Uma sequéncia de aminoacido marcada dos Exemplos das
construgdes da presente invengdo € mostrada na Figura 7.

Alinhamentos das seguintes construgdes sio mostradas na
Figures 8,9 ¢ 10:

Alinhamento entre LipoD-MAGE3-His e D1/3-PRAME-His
(Figura 8) Alinhamento entre a sequéncia formada da proteina D original da
Haemophilus influenzae e o LipoD-MAGE3-His (Figura 9).

Alinhamento entre a sequéncia formada da proteina D original
da Haemophilus influenzae, o LipoD-MAGE3-His e o pDI/3-PRAME-His
(Figura 10).

Formulacao da preparacio da vacina usando as proteinas de fusio:

As proteinas de fusdo da invengdo podem ser formuladas nas
vacinas que s3o submetidas a adjuvante ou ndo. Em uma forma de realizacéo,
como um adjuvante, a formulagdo pode compreender uma mistura de 3 de -O-
lipideo A de monofosforila acilado (3D-MPL) e QS21 em uma emulsio
agua/dleo. O sistema de adjuvante SBAS2 foram previamente descrito no WO
95/17210. O adjuvante para o uso na presente inven¢do pode alternativamente
compreender 3 de -O-lipideo A de monofosforila acilado (3D-MPL), QS21 e
CpG em uma formulag@o 4gua em 6leo ou em uma formulago lipossdmica.

3D-MPL: € um  imunoestimulante derivado de
lipopolissacarideos (LPS) da bactéria Gram-negativo Salmonella minnesota.

O MPL foram desacilados e € necessitado de um grupo fosfato na metade do
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lipideo A. Este tratamento quimico dramaticamente reduz a toxicidade
enquanto preserva as propriedades imunoestimulantes (Ribi, 1986).

Este € acreditado que 3D-MPL combinado com vadrios
veiculos pode fortemente intensificar tanto um tipo humoral quanto TH1 da
imunidade celular.

QS21: ¢ uma molécula de saponina natural extraida da casca
da arvore Sul Americana Quillaja saponaria Molina. Uma técnica de
purificagdo desenvolvida para separar as saponinas individuais a partir dos
extratos brutos da casca, deixando o isolamento da saponina particular, QS21,
que € um triterpeno glicosideo que demonstra a atividade adjuvante mais forte
e toxicidade inferior como comparado com o componente original. O QS21
foi mostrado ativar a classe I MHC restrita por CTLs em diversas subunidades
Ags, bem como estimular a proliferaggo linfocitica especifica por Ag (Kensil,
1992).

Esta € a idéia que aqui pode ser um efeito sinergistico de
combinagdes de MPL e QS21 na indugio de respostas imunes celulares tanto
humorais quanto THI.

A emulsdo agua/6leo compreende uma fase organica feita de
2 6leos

(um tocoferol e esqualeno), e uma fase aquosa de PBS
contendo Tween 80 como emulsificador. a emulsdo compreendida de 5% de
esqualeno 5% de tocoferol 0,4% de Tween 80 e tem um tamanho média da
particula de 180 nm e ¢ conhecido como SB62 (ver WO 95/17210). Os
dupletos de dleo resultante devem ter um tamanho de aproximadamente 180
nm.

O adjuvante para o uso na presente invengdo pode ser
formulado como uma combinagdo de MPL e QS21, em uma emulsio
agua/dleo ou em uma formulagdo lipossomica. Esta preparagcdo deve ser

liberada em frascos de 0,7 ml a ser misturado com antigeno liofilizado ou
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proteina de fusdo (frascos contendo de 30 a 300 pg de antigeno).

Os oligonucleotideos imunoestimuladores também podem ser
usados. Os exemplos de oligonucleotideos para o uso em adjuvantes ou
vacinas da presente invengdo incluem oligonucleotideos contendo CpG, no
geral dois ou mais motivos de dinucleotideos CpG separados por pelo menos
trés, mais frequentemente pelo menos seis ou mais nucleotideos. Um motivo
CpG € um nucleotideo de citosina seguido por um nucleotideo de guanina. Os
oligonucleotideos CpG séo tipicamente deoxinucleotideos. Em uma forma de
realizagdo os internucleotideos nos oligonucleotideos € fosforoditioato, ou
mais preferivelmente uma ligagdo de fosforotioato, apesar do fosfodiéster e
outras ligagdes de internucleotideos estdo dentro do escopo da invengio.
Também incluido dentro do escopo da invengdo sdo os oligonucleotideos com
as ligagdes de internucleotideos misturados. Os métodos para a produgio de
fosforotioato de oligonucleotideos ou fosforoditioato sdo descritos em US
5.666.153, US 5.278.302 ¢ WO 95/26204.

Exemplos dos oligonucleotideos sdo como os seguintes:

TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826; SEQ ID N°: 36)

TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758; SEQ ID N°: 37)

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACGTCG TCG TTIT TGT CGT TTT
GTC GTT

(CpG 2006; SEQ ID N°: 38)

TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668; SEQ ID N°: 39)

TCG ACG TTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456; SEQ ID N°: 40),

as sequéncias podem conter fosforotioato modificados pelas ligagdes de
internucleotideos.

Os oligonucleotideos CpG alternativos podem compreender
um ou mais sequéncias acima em que estes tem anulagdes ou adigdes
inconsequenciais destes.

Os oligonucleotideos CpG podem ser sintetizados por qualquer
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método conhecido na técnica (por exemplo ver EP 468520).
Convenientemente, tais oligonucleotideos podem ser sintetizados utilizando
um sintetizador automatico.

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo uma
combinagdo de adjuvante para o uso na invengdo inclui um ou mais dos
seguintes componentes: 3D-MPL e QS21 (EP 0 671 948 B1); emulsdes agua
em Oleo que compreendem 3D-MPL e QS21 (WO 95/17210, WO 98/56414),
ou 3D-MPL formulados com outros carregadores (EP 0 689 454 B1). Outros
sistemas de adjuvantes que podem ser usados na presente inven¢do
compreendem uma combinagdo de 3D-MPL, QS21 e um oligonucleotideo
CpG como descrito em US 6558670 e US 6544518.

A vacina final pode ser obtida apds a reconstituigdo da
formulagao liofilizada.

Referéncias:

1. A. Roca (U. of Wisconsin), personal communication.

2. Studier, F.W. (1991) J. Mol. Biol. 219, 37 a 44.

3. Jan H. Kessler” et at The Journal of Experimental Medicine, Volume
193, nimero 1, 1 de janeiro, 2001 73-88,

4, Ikeda H ef al Immunity, Fev.; 6(2): 1997, 199-208
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SEQ ID NO: 1

Sequéncia de DNA para o Exemplo 1
atggatcraageagecattecakoanatatgacgaatacecaaatgasatoagacaaaatcattattgete
accgtggtgctageggttatttaccagageatacgttagaatetaaageacttacgttigeacaacagge
tgattatttagagcaagatitagcaatgactaaggatggtegittagtggtiattcacgatcacttitea
actttaccttaaaagaaattcaasgtttagaaatgacagasaactttgaaaccatggaacgaaggegttt
gtggggttecatteagﬁgccgat&ﬁatcagcatgagEgtgtggae&agcccacggagacttgtggagctg
goagggcagagoctgotgaaggatgaggooetggoeattgorgeoctggagt tgetgeccagggagetet
tcecgoractetteatggeagoctttgacgggagacacagecagacectgaaggeaatggtgoaggeotyg
geeettcacctgocticoctctgggagtgetgatgasagggacaacatcttcacctggagaccticaaaget
gtgcttgatggactigatgtgctecttgoccaggaggttagececagaaggtggaaacktcaagtactyy
atttacggaagaactetcatcaggacttetggactgtatggtetggasacagggccagtotatacteatt
tecagagocagaageagoetcagoecatgacaaagaagogasaagtagatygt ttgagcacagaggcagag
ragececttoattocagtagaggtgetogtagacekgttoctcaaggaaggtgectgtgatgaattgtect
cctaccteattgagaaagtgaagogaaagaaaaatgtactacgectgtgetgtaagaageteaagatitt
tgeaatgeccatgoaggatatcaagatgatectgassatygtgcagetggactcrattgaagattggaa
gtgactigtacctggaagetacccaccttagegaaatittctccttacctggyecagatgatiaasctge
gtagactoctoctetoccacatccatgoatettectacatticcocggagaaggaagageagtatatege
ccagtteacctetocaghitoctocagbotgoagtgooctgraggetectoctatgtggactettiatitttoott
agaggcegoetggateagttgetcaggeacqgtgatgaaceecteggaaacectotecaataactaactgee
gogettteggaaggggargtgatgeatetateccagagtcccagegicagteagoraagtgtectgagct
aagiggggtcatgotgacogatgtaagtcccaagoccoctecaagotobgeiggagadagectctgoaaco
ctocaggacctagbetitgatgagtgtyggatcacygatgatragetecttgeceteetgecttecotga
gocactgotooeagottacaaccttaagotitetacyggaattocateteratatotgecttgoagagtor
cctgoageacctoatogggetgagoaatctgacccacgtgetgtatectgtecccctggagagttatgay
gacatocatggtacoctecacetggagaggcttgoctatetgeatgecaggetcagggagttactgtoty
sgttogggcggoccagratygtctgget tagtgoecaaccoctatcct cack gt gggaacagaacotieta
tgacceggageccatooctgtgeecctgtiteatgoetaacastagtggecaccatcaccatcaceat

SEQ ID NO: 2

Sequéncia de aminoacidos para o Exemplo 1
MDPSSHSSNMANTQMKSDKI I TAHRGASGYL PERTLESKALAFAOQADYLEQDLAMTKDGRLVV IHDHFL
COLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETHERRRLWGS IQSRY ISMSVWTSPRRLVEL
AGQSLLEDEALAIAALELLPRELFP PLEMAAPDCRHSQT LKANYOAWPFTCLPLGVLMKGOHLELETFKA
VLOGLDVLLACEVRPRRWKLQVLDLRKNSHODFWTVHSCKRASLY SPPEPBARQPMTKKRKVDGLSTEAR
QPFIPVEVLVDLFLKEGACDELFS YLIEKVKRKKNVLRLCCKKLKT FAMPMOD TKMI LKMVOLDS IEDLE

YICTHRLP TLAKF S PYLEQM IR LR R LL LR THA S Y IS PERER Y TRAQFTSOF LELOCLOALYVDSLFEL

RGRLDQL K PLETLS ITHCRLSEGDVMHLS)S PEVEQLEV IS LS VML TEVS PEPLOALEERASAT
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LADLVFDECCITODOLEALLPSLSHUSQLTT LA FYGNS I SESALQSLLQHL IGLSNLIHYLYPYPLESYE

SEQ ID NO: 3
Sequéncia de DNA para o Exemplo 2

atggatccaaygcagceattcatcaaatatggogaatacecaaatgaaztcagacaaaatcattattgete
accgtgatgetageggttatttaccagageatacgttagaatctasageacttyegttigeacaacagye
tgattatttagageasgatetageaatyactaaggatggtcgittagtggttattcacgatoactttta
gatggettgactgatgttgegaaaaaattoecacatogtoatocgtaaagatggocgttactatgteateg
actttaccttaaaagaaattcazagtttagaaatgacagaaaacttitgaaaccatggaacgaaggegttt
gtagggttecattcagagecgatacatcageatgagtatgtggacaageccacasagact tatagagets
goagggeagagectgctgaaggatgaggeectggocattgoogeertgtagt toctgcoraggnaget et
Eccegeeactatteatgacagectttgacgggagacacagccagacectgaaggcaitggtacaggectg
gceeottcacctgectecctotaggagtgetgatgaagggacaacatcttcacctggagacettecaaaget
grgettgatggacttgatgtgctoctigeccagaaggitcgoceeaggaggtggaaacttecaagtgetag
atttacggaasgaactetoatcaggacttetgaactgtatggtctggaaacagggecagtotgtacteatt
tecagagocagaageagetocageccatgacaaagaagegaaasgtagatag i toagocacagaggeagag
cageecticatticcagtagaggtgotogtagacctgbicctocaaggasgatgectgtgatgaattgttot
cctacctoattgagaaagigaagogaragaaaaatgtactacgectgtgctgtaagaagétgaagatrttt
tgraatgececatgeagagatateaagatgatoctaaaaatggtgocagetggactctatigdagatteggas
gtgactrgtacctggaagetacceacottggogaaatttrctoctracctygggocagatgataaketge
gtagactcotectotaoccacatocatgeatcttoctacatttecceygagaaggaagageagtatatege
ccagtteacctotcagttoctocagtotgecagtgoctgeaggctctetatgtggastSeteattttecett
agaggecgectggateagttgetcaggoacgtgatgaaccoottggaaaccrtotcaataactaactgee
goctticggaaggogatgigatgeatetgtcocagagt cocagegicagtcagetaagtgtrectgagtst
aagtgaggtcatgctaaccgatgtaagtcecgagescotocasgctctgorggagagagoctotgerace
cteccaggacctgghctttgatgagtgtgggatcacggatgatcagetesttgecetoctgecttesotga
geceactgotoccagettacaaccttaagettotacgggaattocatotocatatetygect tgoagagtet
cetgcagraceteatogggotgageaatctgacccacgigetgtatootgtoccectggagagttatgag
gacakceatgaracccteenectggagaggertgectatctgcatgecaggetcagggagttgetotatg
agttggggeggcocageatggtokgget taghgocaacscekgteetcactgtggggacagascetteta
tgscceggagecsatogtgtacecctgtitoatgactaac

SEQ ID NO: 4

Sequéncia de aminoécidos para o Exemplo 2

MDPSSHSSHMARTONRSDKI X IAHRGASGYLPEKTLESKALAPAQQABYLEQDLAMEXDGRLYVIHDHFL

DGLTDRVAKKF PHRHRXDGRY YVIDPTLKEIQSLEMTENPETMERRRLWGS IQSRYISMSVWISPRRLVEL
ACQSLLEKDERLAIAALELLPRELFPPLEMARFDGRESQTLKAMVOARWP FTCLPLOVLMKGOHLELETF KA

VLDSLOVLLAQEVR PREWKLOVLDLRKNSEOD FRT VR SCNRASLY SP PEPEAAQEOMTKAREVDGLS TEAR
YPFIPVEVLVDLFLEKEGACDELFSYLI EKVERKENVERLCCKKLKT PAMPMODIFMILKMVOLDS IBDLE
VECTWYLO TLAKPS PY LGN INLR R LT LS HIHAS S YT SPEXERQY LAQF TSP LSLOCIOALYVDSLEPL
RCERLDOELLRMUVKNPLETLS I THCRLSEGDVHLSQSPSVSQLSVLELSGVMLTDVEPEPLQALLERASAT
LODLYFDECGITDPQLEALLPSLSHCSQLTTLSFYGRS ISISALQSLLOKLIGL SHLTHVLYPYPLESYE
BIRCGTLHLRRLAYLHARLRBLLCELGRPSMVWLS ANPCPHUCDRTEYDPEEI LCPCFMENR



47

SEQ ID NO: 5
Sequéncia de DNA para o Exemplo 3

atggatceaagcagocattcateaaatatggegastaceoaaatgssateagacaasaateattatigere
acogtggtgctageggtatttacoagageatacgt tagaatctasageacttgegtttgcacaacagge
tgatratttagagcaagatitagoaatgactaaggatggtegtttagtggttattcacgateactittta
gatggettgactgatgttgrgasaazattoecacatogtcatogtasagatggoegtractatgteatog
agtttaccttaaaagaaatycaragtrtagaaatgacagaaaacttigaaaccatggaacgasggegttt
gtggngttccaticagagecgatacateageatgagtatgtagacaagercacggagactigiaggaacty
geagggcagagectgotgaaggatgaggcectggoecattgocaccctggagt tgotgeccagygaget et
toorgecactotttatggeagectttgacyggagacacagecagacoctgaagysaatygtgcaggocty
gooctteacectgeootecetctgggagtaetgatgaagggacaacatcttocacctggagacettcaaagot
gtgctigatggactigatgtgetcettgorcaggaggtiegescoaggaggtggasacttcaagtgotag
atttacgygaagaacictcatcagyacttotagactgtatagtctgyaaacagggocagtotgtactcaty
tecagdgoragaagtagdtcageccatgadaaagjaagigaaadgtagatgatityagescagaggoagag
cageeotteattocagtagaggtgetogtagacotgttoctcaaggaaggtacctgtgatgaatkgttet
cocrageteattgagassgtgaagogaaagaadaatgtactacgockgtgetghaagaagetgaagattet
tgraakgreoatgraggatateaagatgatectgazaatggtgragctggactctattgaagatttggaa
gtgacttgtacotagaagetacccacsttggogsastbttotesttacctgagecegatgattaatetae
gtagactectoctotercacatecatgoatcttoctacat i teocoggagaaggargagoagtatatcge
ccagttcacetoteagttoetcagtetgoagtgoctgeaggotototatgtggacteettatttttocet
agaggccgectggateagt tgotoaggeacgtgatgaacoccttggaaacoetetoaataactaactgec
ggettteggssggggatgigatgcetetgtecragagtoccagegteagtcagetaagtgioctgagt et
aagtggggtcatgetgacegatgtaagtocegageecetocaaget ctgotggagagagentetgecsce
¢tecaggacctggtotetgatgagigrgggatcacggatgateagetocttgocetogtgocttooctga
gocoactgrotoocagertacaacctraagertotacgggsattecatctocatatetgoet tgeagagt et
cetgoagoacotoatogggctgagoaatetgacocacgtgotdtat cotgtdoccectggagagt tatgay
gacatccatggtaccotecasctggagaggottgoctatotgeatgocaggctcagggagitgetgtgy
agttgggyeggoctagrat ggtotggoettagigecaancootatectcactgiggggacagaaccticta
tgactegyageceitoctatgocectgtetcatgoctaacttCgagcactacCaAttatoAcEas

SEQ ID NO: 6

Sequéncia de amino4cidos para o Exemplo 3

VLDGLOVELAQEVR FRRWKLQVLELE KNS HOOFUTVWEGNRAS LY SFPEFEARQPMT K ERKVDGL S TEAR
CPPIPVEVLVDLFLXEGACDELPSYLIRKVKRKKNVLRLCCKKLKT FAMPMOD I KMI LEKMVOLDS TEDLE
VICTRELPTLAK RS PYLGOQMINLRRLLLSHTHASS YIS PEXERQY IAQF T SOFLELOCLOALY VDSLEFL
RGRLOQLLRHVMNPLETLS I TNCRLEREDVHHLSQSPSVSQLSVL S LSS VML TRV SPEPLOALLERAGSAT
LODLVFDECGI TORQLLALLPSLEHCAQLTTLSFYGNS TSI SALOSLEOHEL IGLSNLTHVLYPVPLESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSAKPCPHCGDRTFYDPEPI LCPCFMPM LEHEHHHH
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SEQ ID NO: 7
Sequéncia de DNA para o exemplo 4

atggatccaagcagcrattcatcaaatatggogaatacccaaatgaaatcagacaaaatcattattgegc
acegtggtgctageggttatttaccagageatacgtiagaatobaaagracttgogrtgoacaacagac .
tgattatttagsgcaagatttagoaatgaceaaggatggecgtitagtggttatrtecacgatecacttitea
gatggctigactgatgtigegaaasanticccacategicategtaaagatagecgttactatgtcateg
acttiaccttaaaagaaatteasagtttagasatgacagasaaacttigasaceategaacgaaggegttt

gtggggticcattcagagorgatacateageatgagtgigtggacaageccacggagactigtggagetg
gcagggeagagectgotgaaggatgaggeoctggecat tgccgecctggagttaotgcccagggagetet

tocegecactetteatggeagectttgacygggagacacagecagacectgaaggcaatggtgeagacctg

gooctteacetgoctécctotgagagtgetgatgaagggacaacatcttcacctiggagacettcaaages

gtgettgatggactigatgtgotecttgoccaggaggt togooccaggaggtggaaacttcaagtgotgy

atttacggaagaactcteatcaggactictggactgtatggtetggaaacagggccagtetgtactoatt:

toccagagecagaagragoetcageccataacaaagaagegaaaagtagatggt ttgageacagagycayay

cageocttecattecagtagaggtgotogtagacetgtt ot caaggaaggtgectatgatgaattgttet

cctacctcattgagaaagtgaagcgaaagaaaaatgtactacgectgtgetgtaagaagetgaagattet

tgeaatgeccatygcaggatatcaagatgatcctgaaaatggtgeagetggactotatrtgaagatttggaa

gtgacttgtacctggaagetacecaccitggegaaattitercottacetgggecagatgattaatetge

gtagactcctcotctcocacatceatycat cttcctacatttceccygagaaggaagageagtasategc

ccagtteacctotoagttoctoagtctgeagtgectgoagygetctotatgtggactctitatttttoott

agaggeegectggatcagttgetcaggeacgtgatgaaccectiggaaaceoctetcaataactaactgee

ggetttoggaaggggatgtgatgcatesgioctagagteccagogteagtcagotaagighectgagtet

aastgaagtcatactgacegakgt aagloccgagocactetaagetetgatagagagagectetgecace

ctccaggaccEggcetttgétgagcgtgggatcacggatgatcagctcCttgccctccbgccttccctga

gecacigoteceagettacaaccttaaget tetacgggaattocatetecatatetgocttgeagagtct

cctgcagcacctoatogggetgagraatctgacecacgtgetgtatectgt cocecotggagagt tatgag

gacatecatggtacceoiecacctggagaggetegoctatcrgeatgccaggetcagggagt rgotgtgtyg

agttggageggcecageatggiotggeitagtaccaaccectgtesteactgtggggacagaacertota

tgacceggageecatoctgtgeccotgttteatgectaac

SEQ ID NO: 8

Sequéncia de aminoacidos para o exemplo 4

HDPSEHSSNMANTOMESDKI I I AHRGASCY LPRH T LES RALATAQQADY LEQDLAMTKDORLVV Y HDHEL
BGLTQVRKKF?HRHRKDGRXYVIQF?EKEIQSLEWTEHFBTNBRRRLHGSIQSRYISMSV?TSPRRLVEL
AGQSLLEDERALAIAALELLPRELF PPLFMAAFDGRESQTL KAMVOAWPFTCLFLEVLMRKGQRLHLETFEA
VLDGLDVLLAQEVR PRRHELOVL DL R NS HO D P H T VR SONRASLY S PPEPEAAQPMTH KR KVDGLSTEAR
QPFIPVEVLVDLPLKECACDELYSY LT BKVKREKNVLRLCCKKLKIPAMPMOD I KMILKMVQLDSIEDLE
VECTRELPTLARES PYEGOMINLRRLLLSHIHASSY ISPEREBCOY IAQFTSQPLSLOCLOALYVDSLPEL
RGRLDOLERHVMNPLETLS ITHCRLSECDVMALSQS PSVSQLEVLSLEGVMETDVS PEPLOALLERASAT

DYHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGR PSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPRPI LCFCRMPN
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SEQ ID NO: 9

Sequéncia de DNA otimizada por cddon para o exemplo 3a
atggatecaageagecattcatcaaatatggcgaatacecaaatgasatcagacasaatcattatigete
acogiggtgctageggttesttacoagageatacgtagastctanageactigogtitgcacaacagye
tgattatttagageaagatitageaatgactaaggatggtegtitagtggttattcacgatcacttetta
gatggcttgactgatgttgegaaaaaattoccacatcgtoatogtasagatggeogtiactatgteateg
actttaccttaaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgtegtegtct
gtogggcagcattcagagecgttatattageatgagegtgtggaccageccgegtegtotaggtigagety
gcoggtcagagoctgotgaaagatgaagugetggocat tgoggegetggagotgetgeegegtaagetgt
ttecgeegetgtttatggeggegtitgatggeogtcatagocagaceetgaaagegaktggtacaggegty
geegtttacetgrctgecgetaggegtgotgatgasaggecageatetgeaterggaaascttteaageg
gtgctggatggectggatgtgetgctgucccaggaagttogteegegtogt tagasactacaagtactoy
atctgegtaaaaacagecatcaggattttiggacogtgiggageggcaategtyegagectgtatagett:
tceggascoggaagogycgoagocgatgaccaaaaaacygtasagtgyatggoctgagcaccgaagoggaa
cagcogtttatteoggtggaagtgetggttgaccigtttotgaaagaaggegoctgogacgagotgttta
gcratetgatcgaaaaagtgaaacgeaalaaaaacgtactgegictgtgetgoaaaasacktgaaaatett
cgcgatgeogargoaggatattasaatgarcctgasaatggrgeagetggatageattgaggacetggaa
gtaaccrgeacctggasactgesgacocctggecanatitagetegtatetgggecsgatgattaacckge
gtegtotgotgetgtetcatat teatgogageagetatattagceeggaassagaagaacagtatatesc
goagt ttaccagooagtttetgagectgeaatacctgoaagegetgtatgtggatagectgtitttictyg
cgtggeegictagateagetactagcgicatgtgatgsatcegetggaaaceatgageattaccaactgec
gtctgagogaaggegatgigatgeatctgagecagagoeogagogt tagocagotgtotgitetgagect
gageggegtgatgotgacegatgtgageoeggaacegetgoaagerotgoiggiacgtgogagogrgace
ctgoaagacctggtgtttgatgaatgoggcattacegatgattagitgrtggecctgetgicgagectaa
goeaktgeagccagetgaccacootgagettttatggeaacageattageattagegegetgcaaagect
gotgoaacatetgatigycoctgagcaacctgaccoatgtgotgtatecggtgocgetggaaagetatgaa
gatattcatggeacectgeatotggaacgtctagoctatetgracgegegtetgogtgagetgotgtygcg
sgekgggeegiccgageatggttiggototcigogantecytgeecgeattgeggegatogtaccttta
tgatecggascegetictgbgeoogtgetttatgocgaaccaccascaccaccaceac

SEQ ID NO: 10

Sequéncia de aminoacidos para o exemplo 3a
MDPSSHSSRMANTOMKSDK L ITAKRCASCY LPEETLESKALARPROOADYLRODLANT KDGREVVIHDEFL
DALTDVAKKFPHRHRKDGRYYV D P TLKE IQS LEMTENF ETMERRRLNGS TQSRY 1 SMSVHTS PRRLVEL
ARGOSLLXDEALAYAALRLLPRELFPPLFMAAFDGRHEQTLKANVQARPFFCLPLGVIMKGOHLELETE KA
VLOGLDYLLAQEVR PRRWKLQVLDLRKHSHODFWTVWSGNRASLYS FPEPEARO PMTKYRKVOGLSTEAER
QFFIPVEVLVDLPLKEGACDELFSYLIEKVKRKKNVLRLOCKKL K PAMPMODT KM LKMVQLDS IEDLE
VICTHKL P TLAX PSP Y LGOM I LRALL LEHIBASS Y ISPEKREQY L AQFTSQFLSLOCLOALY VRS LPPL
RGRLDOLLRHVMNPLETLS I TNCRLSEGDVHHLSQS PSVEQLESVLSLEGVML TDVS PEPLQALLERASAT
LODLVFDECCITDDOLLALLPSLEHCSQLTILS FYGNS IS I SALQS LIQHLIGLSHLTHVLYPVPLESYE
DIHGTLHELERLAYLHARLRELLCELCRPSMVWWLSAN PCPHCOCDRT FYDPEPILCPCEMDITHISH KRR
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SEQ ID NO: 11

Sequéncia de DNA otimizada por cddon para o exemplo 4a
atggatccaagcagccoattcatcaaatatggcegaatacocaaatgaaatcagacasaatoattattgote
.accg't:ggtgc:ag:ggttatﬁtaccagagcaeacgttagaatct.aaagqa.cEtgcg‘ttzgcacaacaggc
tgattatttagagcaagatttagcsatgactazggatgategtttagtggitatcacgatcactttea
gatggettgacigatgttgegasasaaticoccacategtcategtasagatagcogttactatgkcateg
actitacertaaaagasattoaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccargaasacgtegtegiat
gtggggcageatrtcagagoegttatattagecatgagogtgtagaccageccgeogtegtotgattgageta
gocggecagageetgctgaaagatgaagogetggocatbgeggegetggagetgetgecgegtgagetgt
tteegeegetgtttatggoggegtitgatagecgtcatagecagacectgaaagegatggtgoagaegtg
geogtttacetgtctgocgetggaegigetgatgaaaggccageatctgeat ctggagaccti tagagey
gtgotggatggcciggatgtgetgotggeccaggaagtiogicegegtegttggaaactgeaagtacigg
atctgeogtaaaaacagecatcaggattrtiggacegtgtyggageggoaat cgtgogagectgtatagett
teeggaaceggaagoggegeageogatgaceaaaaaacgtaaagtggatggectgagcaccgaageggaa
cagccgttt:.aEtc‘cggtggaggtgctggttga::ctg‘ttt.z.:!:gaa,agaaggcgcctgcgacgagctgtzv;a
gctatectgategaaaaagtasaacgcassaaazacgtactgegtctgtygetgcaazaaactgagaatett
cgrgatgccgatgoaggatattasaatgatedtigaaaatggtycagetgaatagostigaggacceggaa
gtgacctgracetggaaactgecgacectggocaaatttagecegtatetgggecagatgattascetae
gtegtetgetgotgicrearaticatgegageagotatattagoccggaaaaagaagaacagtatatege
geagtttaccageragtitetgagootgoaatgectgoaagogetgtatgtggatagectgtEsttteotg
egtggcegtetggat cagotgotgegtcatgtgatgaatocgetggaaacecigageattaccaactgee
gtctgagegaagacgiatatantgeatetgagecagageccqagegttagecagetgtetgttetgageet
gagoggegtgatgetgacegatgligageseggaacegetgeaagecctgetggaacgtgogagogegace
ctgeaagacetagtgritgatgaatgoggeartacegatgatcagetgerggecctgetgoogagootga
geoeattgoagocaegetgaccaccotgageortitatggoaacageattageattagegegotgraaagect
getgcaacatctgattagectgagesacctgacecatgtgetgtatecggtgccgetggaaagetatgaa
gatattcatggeaccotgeatciggaacgtstggectatctgeacgegegtctgegtgagetactataey
agetgggocogtccgageatagtttggotgtoetgcgaatocogtycoograt tgoggegatogtacetttta
tgatccggaacegattotgtgecrgtgeotttatgeegaac

SEQ ID NO 12

Sequéncia de aminoacidos para o exemplo 4
MDPESHESHMARTOMKSDKT I TARRGASGY LPEATLESKALAFAQQADY LEQDLANTFDORLVVIHDHPL
DELTDVAYKFPHRHRKDCR Y YVIDFTLYEIQOS LEMTENPETMERERLWGS 1Q0SRYI SMS VR TS PERLVEL
AGQSLLKDEALAT AALELL PRELF DPLFMAAFDCRH ST LKAMVORAR P ETCL PLGVLMKGQRLELETFKA
VLDGLOVLLAGEVR PRRWKLOVLDLRKNSHQDPWTVREGNRASL YS PPEPEAAQPHTKKRKVDGLSTEAR
QPFIPVEVLVDLFLKECACDELFSYLIEKVKRKKNVERLCCKKLKI PAMPMOD I KMILEMVQLDSTEDLE
VICTWKLPTLAKPS PY LOQMINLRRLLLSHERASSY S PEKEEQY TAQP TSQRLSTACI QALY VDS LFPL
RGRLDQLLRHVMNPLETLEITNCRLSEGDVMHLEQS PSVSQLSVLS L SCVMLTDVS PEPLOALLERASAT
LODLVFDECGITDDOLLALLPSLEHCSQLTTLSFYGRS I SISALOSLLOKLIGLSNLTHVLYFVPLESYR
DIHGTLELERLAYLHARLRELLCBLGRPSMVWLSANPCPHCCDRTFYDPREEPILCPCEMEN
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FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 1887
212> DNA
<213>

<220>

<223> MDP~

(plasmideo TCMP14)

<400> 1

atggatccasa
attattgctc
citgegtteg
cgtttagtyy
ccacategee
caaagtttag
attcagagee
gcagggcaga
agogagetct
aaggcaatgg
caacatctte
caggaggtte
caggactect
gaageagetc

Sequéncia Artificial

20-127 -

geagceattc
accgtggige
cacaacagge
ttattcacyga
atcgtaasga
aaatgacaga
gatacatcag
gecrtgctgaa
tccogegact
tgcaggecty
aertggagac
gcococaggag

proteina D

atcaaatatg
tagcggttat
tgattattta
teacttetta
tggecgttac
aaactttgaa
catgagtgtg
ggatgaggcec
cttestggea
gocettcace
cttcaaaget
gtggaaactt

ggactgtatyg gtetggaaac

ageececatgac

aaagaagega

gcgaataceo
ttaccagage
gageaagatt
gatggettga
tatgtcatcg
accatggaac
tggacaagec
ctggeeatty
gecttrgacy
tgocteeete
gtgctigatyg
caagtgctgg
agagceagte
aaagtagatg

-~ PRAME - TSGHHHHHH

asatgasatc
atacgttaga
tageaatgac
ctygatgtige
actttacctt
gaaggcgtet
cacggagact
ccgecetgga
ggagacacag
tgggagtygcet
gacttgatgt
atttacggaa
tgtactcatt
gtttgageac

agacaaaate
atctaaagca
taaggatagt
gaaaaaatte
azaagaaatt
gtggggttee
tgtggagcetg
grtgergecc
ccagaccetg
gatgaaggga
geteodergee
gaactcicat
tccagageca
agaggcadag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
20
780
840



cageccttea
gaattgttet
tgtaagaage
gtgcagetag
gegaaatttt
atccatgcat
tctoagttoe
agaggcegeo
actaactgce
cagctaagty
caagectctge
atcacggatg
accttaaget
ctcatcgage
gacatccatg
tegergtgty
tgtggggaca
actagtggcece

<«2iG> 2

<21l> 629
«212> PRT
©213x

<2205

<223> MDP-

<400> 2

Met Asp
1

Ser Asp

Glu His
35
Tyr Leu
5Q
Ile His
&5
Pro His

feu Lys

Glu Arg

Fro

Ly

Thr

Glu

aAsp

Arg 1

Glu

Arg

ttccagtaga
cckacetcat
tgaagattit
actctaterga
ctecettacet
cttectacat
tcagtctgca
tggateagtt
ggetttegga
tectgagtcot
tggagagage
atcagltcct
tctacgggaa
tgagcaatet
gtaccetcca
agttgggycyg
gagcekteta
accatcacca

Sequéncia Artificial

20-127 -

Ser Sex
Ile
20

Liay

Ile

Glu

Asp

Phe

His

Tle

Ser

Leu

ggtgctegta
tgagaaagtg
tgoaatgeee
agatttggaa
gggceagatg
ttceecggag
gegeotgoag
gctoaggeac
aggggatgtg
aagtgqggec
ctectgeecace
tgcecctectg
tteccatotce
gacccacgtg
cctggagagg
gcecageaty
tgacceggag
tcaccat

ProteinaD -
(plasmideo TCMP14)

Ser Ser

Ala His

Lys Ala
Met
55

Asp Gly

70

Arg
85
Ile Gln
igo

Arg Leu

Serx

Trp

Asp Gly

Leu Glu

PRAME -

Aen

Arg

25

Leu

Thr

Leu

aArg

Met

2

gacctgttec
aagcgsaaga
atgcaggata
gtgacttgta
attaatctge
aaggaagage
geretetatg
gtgatgsace
atgcatctgt
atgctgaccy
ctceaggace
cctteeetyga
atatctgect
¢tgtatcctg
cttgectate
gtctggetta
cecatectgt

Met Ala
10
Gly Ala
Ala ]
Lys
thr nsp
15
TYr Tyr
30

Thr Gliu

1068

Gly Ser

ile

Gln Ser

- Gly

tcaaggaagg
aaaatgtact
tcaagatgat
cctggaagcect
gtagactcct
agktatatcge
rggactoErt
cottggaasc
cececagagece
atgtaagtce
tggtctitga
gccactgetc
tgcagagtct
teceectgga
tgcatgccag
gtgccaacce
gecectgtet

TSCHHHHHY

Thr Gin

Gly Tyr
10

Gin Gln

45

Arg Leuq

ala

60
Val Alz Lys

Val Ile Asp
Phe Glu

110
Tyr Ile

Asn

Arg

tgcetgtgat
acgeetgtae
cetgaaaatyg
acccacctey
ceteteogcac
ccagtteacc
atrtrecote
ectetocaata
cagcgtcagt
cgagececte
tgagtgtggg
ccagcttaca
ccrgeageac
gagttatgag
gctcagggag
cegteercac
catgecetaac

Het
15

Lys
Pro
Ala Asp
val Val
Phe

86
Thy

Lys

Phe
95
Thr Mef

Ser Met

300

9€0

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
16290
1680
17490
1800
1860
1887



Pro
225
Cln

Phe

Gln
Ser
385

Ser

Leu

> Val

1310

Leu
Glu
Gln
Leu
Als
210
Arg
Asp
Pro
Gly
Val
2890
Lea

Lys

Leu

3 Thry

Met
370
TYE
Gln

Phe

Pro

5 Val

450

sexr

115

Trp Thr Ser

Lys Asp Glu

Leu
Thr
Gly
1598
val
arg
Phe
Glu
Leu
275
AsSp
Ile
Lys
Lys
Trp
355
Ile
Ile
Phe
Phe
435

Met

Leun

Phe
Leu
180
Val
Leu
Trp
Trp
Pro
280
Serx
Leu
Glu
Leu
Met
340
Lys
Asn
Ser
Leu
Leu
420
Glu

His

Ser

Pro
165
Lys
Leu
Asp
Lys
Thr
248
QGlu
Thr
Phe
Lys
Lys
325
Val
Leu
Led
Pro
Ser
405
Arg
Thr

Leu

Gly

Fro
Ala
150
Pro
Ala
Met
Gly
Leu
23¢
val
Ala
Glu
Leu
val
310
Ile
Gin
Pro
aArg
Glu
380

Leu

Gly

Ser

val

Arg
135

Leu

Leu

Met

Lys

Leu

213

Gln

Trp

Ala

Ala

Lys

295

Lys

Phe

Leu

Thr

Arg

378

Lys

Gln

Arg

Ser

Gl

455
ek

Fhe
Val
Gly
200
Asp
Val
Ser
Gln
Glu
28¢
Clu
Arg
Alg
Asp
Leu
360
Leu
Glu
Cys
Ley
Tle
440

Sexr

Leu

Ile

Met

Glin

185

Gin

val

Leu

Gly
Pro
2685
Gln
Gly

Lys

Met

Ala
Ala
170

Ala

His

Astnt

250

Met

Bro

Ala

Lys

Pra

- 330

Ser
345
Bla
Leu
Glu
Leu
AEp
425
Thr

Pro

Thr

Ile

Lys

Leu

Gln

Gln

410

Glin

Asn

Seér

Asp

y Leu Val Glu

Als
15%
Ala

Trp

Leu

t Leu

235
Arg

Thr

Phe

Cys

Agn

315
Met

Glu

fhe

Ser

TYX
385
Bla
Lea
Cys

val

Val

Leu
140
ey
Phe
Pro
His
Ala
220
Arg
Ala

Lys

ile

Gln

Hig
380
Tie
Leu
Lei
&g
Ser

460
Eer

128
Ala

Glu

Leu
205
Gln
Lys
Ser
Lys
Pro
285
Glu
Leuy
Asp
Leu
Pro
365
Ile
Ala
Tyt
Arg
Leg
445

Gln

Pro

Gly

Leu

Gly

> Thr

130
Glu

Glu

Asn

Arg
270
Val
Leu
Arg
Ile
Glu
k1t
T™yr
His
Gln
val
His
430
Serx

Leu

Glu

Gln
Leu
Arg
175
Ccys
Thr
Val

Ser

Tyr
255
Lys
Glu
Phe
Leu
Lys
33s
Val
Ley
.ﬁla
Phe
Asp
415
Val
Glu

Ser

Pro

Ser

Pro

160

Len

Phe

Arg

His

240

Ser

Val

Val

Ser

Cys

320

Met

Thx

Gly

Ser

Thr

490

Ser

Met

Gly

val

Leu



465

GIn Ala Leu

Asp Glu Cys

His

51s

Ile Ser Ile
530

Ser Asn

545

Asp

Leu
Ile His
Leu
Ala

595
Pro

Leu Ber
Glu
610
His

Pro
Hig His
625

<210> 3
<211> 1860
<212> DNA

470

Glu
485
Iie

Leu

Gly
500
Cys Ser

Ser Ala

Thr His

Arg

Glin

Leu

val

Ala Ser

Asp Asp
thr
520
Ser

Leu

Gln
535

Leu Tyr

550

Thy
565
lLen

Gly

Glu
580
Asn Pro

ile

His His

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223» MDP~

<400> 3

atggstccasa
arrarrgsatc
cttgegtttg
cgtrragtay
tcacategta
caaagtttag
attcagagee
gragggcaga
agggagctct
aagycaatgy
caacatctte

20-127 - ProteinaD
(plasmideo TCMP14)

goagccattce
asegrtagryge
cacaacaggc
ttattcacga
atcegtaaaga
asatgacaga
gatacatcag
gectgetgaa
teccgecact
tgcaggcoccig
accktggagac

Leu

Leu

Cys

Leu Cys

His

Cys Glu

Ala Thr
Gln Leu
505

Thr Leu
Len Leu
Pro Val

¢ Glu Arg

Leu Gly

475
Leu
480

Len

Ser

Pro
555
Eeu
570

Arg

585

His
609

Pro

Pro
615

atcaaatatg
tagcggtrat
tgattattta
tcacgtttta
tagecgrrac
aaactttgaa
catgagtgtg
ggatgaggce
ctteatggea
gccatteace
cttecaaagcet

Cys Gly

Phe Met

Asp

Pro

gegaatacoo
traccagage
gageaagate
gatggettga
tatgtcateg
accatggaac
tggacaagcce
ctggccattg
gcetttrgacy
tgcckoocte
gtacttgatqg

Gln ¢

Gla

ala Leu

Asp Leu Val

Leu

48¢
Phe
485

Pro Ser

519

Phe Tyr

525

Leu

Glu

Ala

Pro Ser

aly

Ile

Ser

Leu

Met

Asn Ser

Gly Leu
c Glu
560

i Ala

Trp

590

Thr
605
Thr

Arg

Asn
6249

< PRAME - no His tail

aaatgaaatc
atacgttaga
tageaatgac
ctgatgtige
actrracctt
gaaggoegttt
cacggagact
cecgecctgga
ggagacacag
tgggagtget
gacttgatgt

Phe

Ser

Tyr Asp

Gly His

agacaaaate
atctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc
aaaagaaatt
gtgaggttce
tgtggagetg
gttgetgocoe
ccagacectg
gatgaaggga
gctoottaeo

60

120
180
240
3990
180
420
480
540
600
6640



caggaggttc
taggacttct
gaagcagcte
cagcecttea
gaategttet
tgtaagaagc
gtgeagergyg
gegaaatttt
atccatgceat
tcteagtiee
&gaggeegcec
actaactgce
cagectaagtg
caagctatge
atcacggaty
accttaaget
ctcateggge
gacatccatyg
ergetgtgty
tgtygggaca

<210»>
<211>»
<212>
<213>

4
620
PRT

<220>

<223> MDP-

<4005 4

Met Asp
1

Ser Asp

Glu Hig
38
Tyr Leu
50
Iie His
€5
Pro His

Pro

Lys

Thr Leu

Glu

Asp

Arg

gccocaggag
ggactgtatg
ageccatgac
ttccagtaga
cetaceicat
tgaagatttt
actceattga
ctecttacet
cttecracat
teagtetgea
tggatcagtt
ggctttegga
tectgagtet
tggagagage
atcagcteet
tctaecgggaa
tgageaatct
grtacceteca
agtiggggey
gaaccttcta

Sequéncia Artificial

20-127 -

Jexr Serx
Ile Ile
Glu
Gin Asp

Hig Phe

His Ser

Ile Ala H

Ser Lys

Lew Ala

Leu Asp

gtggaaactt
gtctggaaad
aaagaagega
ggtgctegta
tgagaaagtg
tgcaatgececeo
agatttggaa
gggccagatg
tteccoggag
gtgcctgcag
gctcaggeac
499ggatyts
aagtgaggte
ctctgecace
tgcecteetg
tteccatekea
gacccacgtyg
ccrggagagg
gecccageaty
tgaceggay

ProteinaD -
{plasmideo TCMPI4}

Ser

Ala
40
Met
55

Gly

70

His
85

L}’B A Sp

bhsn
Arg
25
f.eu
Thr

Leu

Gly Arg

5

caagtgctgg atttacggaa gaacteotcat

agggccagee
aaagtagatg
gacctgttece
zagcgsaaga
atgcaggata
grgacttgea
attaatctge
aaggaagage
getctctatg
gtgatgaacc
atgeatetgt
atgetgaceg
ctccaggace
ccttecetga
atatetgeet
ctgtatectyg
ctrgectarc
gtetgyctta
cecatectgt

Met Ala
10
Gly Ala

Ala Phe
Asp
Asp
75

Tyr Tyr
30

tgtacteate
gtttgagcac
rcaaggaagg
agaatgtact
tcaagatgat
cetggaaget
gtagacteet
agtatatege
tggactettt
cettggaaac
cecagagred
atgtaagtec
tggtctrtga
gccactgete
tgcagagtet
teccecctgga
tgcatgccay
gtygccaacce

geceetgtit

PRAME - no His tail

Asn Thr Gla
Ser Gly Tyr
30

Ala Gln Gln
45

Gly Arg Leu

&0

Val Ala Lys

Val Ile Asp

teccagagceca
agaggcagag
tgectgrgat
acgeeorgtge
cctgaaaatg
acgcaccttg
ccteteceac
ccagttcace
atttttcety
cctctcaata
cagegtoagt
cgageecete
tgagtgtggg
ceagcttaca
cetgeagead
gagtiatgag
gcecagagag
ctgtecteac

catgectaac

Het
15

Lys

Leu Pro

Ala Bsp

val Val
Phe
a8
Phe Thry
S5

780
840
900
9260
102
io8
114
120
126
132
138
144
180
156
182
lge
174
180
186



—— e

Glu

Ser

145

Arg

Ser

Pro

Lys

Pro

228

Gln

Phe

Ile

Gin
Sex
385
Ser

Leu

Asn

i1 Lys

Arg
Val
130
Leu
Glu
Gln

Len

Ala
210

Arg
AsSp
Pro
Gly
Val
29¢
Len
Lys
Leu
Thr
Met

370
YL

Gla

Phe F

Pro

Gilu
115
Trp
Lysg
Leu
Thr
Gly
198
Yal
Arg
Phe
Glu
Leu
275
Asp
lie
Lys
Lys
Trp
388
ile

Ile

Phe

Ile
ipo
Arg

Asp

Phe

Leu

180
val

Trp

TED

Pro

260

Ser

Leu

Glu

Leu

Met

340

Lys

Asni

Ser

Leu

Lieu

420
Glu

Gigp

Leu

Ser

Ser

Trp

Pro

Giu Ala

Pro
165
Lys
Teu
Rsp
Lys
Thr

245
Glu

Phe

Lys

Lys

325

val

Leu,

Len

Bro

Ser

403

Thr

150

Pro
Ala
Met
Gly
Leu
230
val
Ala
Glu
Lew
Val
310
Ile
Cln
Pro
Arg
Glu
390
Ley

Gly

Leu

Ley
Gly
Axg
i35
Leu

Leu

Met

Leu
218
Gin

Ala
Ala
Lys
235
Lys
Phe
Leu
Thr
Arg
375
Lys
Gln

Arg

Ser

Glu
Sex
120
Arg
Ala
Phe
val
Gly
200
hsp
val
ey
Gin
Glu
280
Giu
Axrg
Ala
Asp
Leu
360
Leu
Glu
Cys

Leun

Ile
440

Met
1905
Ile
Leu
Ile
Met
Cln
185
Gln
Val
Leu
Gly
Pro
265
Gln
Gly
Lys
Met
Ser
3458
Ala
Leu
Glu
Leu
Asp

425
Thr

Gin

Val

Ala

Ala

170

Ala

His

Leu

Asp

Asn

259

Met

Pro

Ala

Lys

Pro

130

Ile

Lys

Leu

@in

Gln

410

Gin

Asn

6

r Giu

Ser

Glu

Ala

158
Ala

Trp

Leu

Leu

Leu

235

Arg

Thr

Phe

Cys

Asp

315

Met

Glu

Phe

Ser

Tyr
395
Ala

Leu

Cys

Asn Phe

Arg Tyr
1258
Leu Ala
140
Leuw GIu

Phe Asp

Pro Phe

His Leu
205

Rla Gln

229

Arg Lys

Ala Ser
Lys Lys
Ile Pro
283
Asp Glu
300
Val Leu
Gln Asp
Asp Leu
Ser Pro
365
His Ile
386G
Ile Ala
Leu Tyr

Leu Arg

Arg Leu
445

Glu
1310
Ile
Gly
Leu
Gly
Thr
1990

Glu

Glu

Leu
Arg
270
Val
Leu
Arg
Ile
Glu

350
™Y

His

Gln

Val

His

430
Ser

Thy

Ser

Gin

Leu

Arg

178

Cys

Thr

val

Serx

TYyE

25%

Lys

Glu

Phe

Ley

Eys

335

val

Leu

Ala

Phe

ASD

415

Val

Gl

Met
Met
Ser
Pro
160
His
Leu
£he
Arg
His
240
Ber
Val
Val
Ser
Cys
320
Met
Thr
Gly
Ser
Thr
400
Ser

Met

Gly



Asp Val Met His Leu Ser Gln Ser Pro Ser Val Ser Gln Leu Ser Val
450 455 480
Leu Ser Leu Ser Gly Val Met Leu Thr Asp Val Ser Pro Glu Pro Leu
465 470 475 480
Gln Ala Leu Leu Glu Arg Ala Ser Ala Thr Leu Gln Asp Leu Val Phe
485 4906 495
Asp Glu Cys Gly Ile Thr Asp Asp Gls Lzu Leu Ala Leu Len Pro Ser
500 505 510
Leu Ser His Cys Ser Gln Leu Thr Thr Leu Ser Phe Tyr Gly Asn Ser
S15 520 528
Ile Ser Ile Ser Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gla His Leu Ile Gly Leun
530 535 540
Ser Aan Leu Thr His Val Leu Tyr Pro Val Pro Leu Glu Ser Tyr Glu
545 550 £8% 560
Asp Ile His Gly Thr Leu His ken Glu Arg Leu Ala Tyr Leu His Ala
565 870 575
Arg Leu Arg Glu Leu Leu Cys Glu Leu Gly Arg Pro Ser Met Val Trp
580 585 580
Eeu Ser Ala Asn Pro Cys Pro His Cys Gly Rsp Arg Thr Phe tyr Asp
595 600 605
Pro Glu Pro Ile Leu Cys Pro Cys Phe Met Pro Ash
610 615 620
<210> §
<211> 1884
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> VDP- 20-127 - ProteinaD - PRAME - LEEUHHHH
(plasmideo PET21}
<400> 5
atggatccaa geagecatte atcaaatatg gogaataccece azatgaaate agacaaaate
attattgete accgtggtge tageggttat ttaccagage atacgttaga atcetaaagea
cttgegtttg cacaacagge tgattattta gageaagatt tageaatgac taaggatggt
cgtitagtgg ttattcacga tcacttitta gatggcttga ctgatgttge gaaaazsatte
ccacatcgte abtcgtaaaga tggocgttac tatgtcatcg actttacett aasaagaaatt
cadagtitag asatgacaga 2aactttgaa accatggaac gaaggcgitt gtggggttee
attecagagece gatacatcag catgagtgty tggacaagece eacggagact tgtggagetg
gcagggraga goctgetgaa ggatgaggee ctggcecattg cocgecctgga gttgetgece
agggagctct tcccgecact ctteatggea goctttgacyg ggagacacag ccagaccectg
aaggcaatgg tgcaggeetg geccttcace tgoatoocte tgggagtget gatgaaggga

&D

120
180
240
300
3640
420
480
54§
600



caacatctte
caggaggttc
caggacttet
gaagtagcete
cagcoccttea
gaatigttct
tgtaagaagc
gtycagetyy
gcgaaattte
atecatgcat
tckcagtico
agaggccgec
actaactgeq
cagctaagtg
caagectctge
atcacggatg
acettaaget
ctcatcggge
gacatccaty
ttgetgbgtyg
tgtggggaca
cregageace

<210>
<211>
2125
<213»

&
628
FRY

<220

<223> MDP-

acctggagac cttcaaaget

geeccaggag
ggactgraty
agcccatgac
tkccagraga
cchaceteat
tgaagatttt
actctattga
ctecettacct
cetcctacat
tcagtetgea
tggatcagtt
ggetttegga
tecetgagtet
tggagagage
atcagctcct
tctacgggas
tgagcaatet
gtaccctecca
agttyggged
gaaccticta
agcaccacea

Sequéncia Artificial

20-127 -

(plasmideo PET21}

<400>
Met Asp

Sex Asp
Giu
Leu
50

Ile His
(3]

Tyr

Pro Hig

Pro
Lys
Fhr
35

Glu

Asp

Arg

ile Ile
20

Leu Glu

His Phe

Ser Ser His

Ile Ala

Ser Lye

Gln Asp Leu Ala

Leu Asp

gtggaaactt
grtctggaaac
aaagaagcga
ggtgetegta
tgagaaagtyg
tgcaatgeec
agattiggaa
gggccagatg
tteceooggag
gktgectgeag
gckcaggeac
aggggatgtg
asgtggggte
ctctgcecace
tgecetectg
ttecatcten
gacccacgtg
cctggagagg
geecagoaty
tgacccggag
eeac

Proteina D -

Ser Ser

Ala
40
Het
58

70

His Arg

Lys

Asp

y Leu Thr

/ Arg Tyt

8

gtgecttgatyg
caagtgctegg
agggccagte
aaagtagatg
gacctgttce
aagegaaaga
atgcaggata
gtgacktgta
attaatctaoc
aaggaagage
gctetetatg
gtgatgaacc
atgcatetgt
atgctgaceg
ctcecaggace
ccttceetga
atatctgect
ctgtatcctg
cttgcctate
gtetggcetta
cceatectat

PRAME -

Asn Met
10

Arg Gly

25

Leu Ala

Thr Lys

7%

gacttgatgt
atttacggaa
tgtactecatt
gtttgagcac
tcaaggaagg
gaaatgtact
tcaagatgat
cctggaaget
gtagactect
agtatatcge
tggactettt
ccttggaaac
ceecagagtee
atgtaagtee
tggtctttga
geccackgeec
tgeagagtet
teeeeckgga
tgcatgccag
gtgecaagee
geeecctgtit

LEKHHHHH

Ala Asn Thr Gln

Ala Ser Gly Tyr

30

Phe Ala Gln Gln

45

Asp Gly Arg Leu

60

Asp Val Ala Lys

Tyr Val Ile Asp

geecctiges
gaactctcat
teccagageca
agaggcagag
tgeetgrgat
acgcctgtge
cctgaaaaltyg
acccaccteg
ccteteecac
ccagttcace
atttttectt
cctctcaata
cagegteagt
cgagcceecte
tgagtgtgag
ccagcttaca
cctgcageag
gagttatgag
gctcagggag
ctgtectese
ratgcctaac

Met
15
Leu

Lys
Bro
Kla Asp
Val val

Phe
80
Thr

Lys

Phe

&60

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
31500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1884



Leu
Glu
Ser
Leu
145
Arg
8ex
Pro
Lys
Pro
225
Gln
Phe
Asp

Leu

Tyr
30s

Cys 1

Ile

Cys

Cln

Ser

385

Serx

Leu

Lys
Arg
Val
130
Leu
Glu
Gin
Lea
Ala
210
Arg
Asp
Pro
Gly
val

290
Leu

Thx
Met
370
Tyr
Gin

Phe

Pro

Giu
Arg
115
Trp
Lys
Leu
Thr
Gly
1835
val
Rrg
Phe

Glu

Lys

i Lys

Trp
355
Ile
Ile
the

Phe

Leu

Ile
100
Arg
Thr
Asp
Phe
Leu
180
Val
Leu
Tep
Trp
Pro
260
Sex

Ley

» Glu

Leu

Met

340

Lys

Asn

Ser

eu

420
Glu

85
Gln

Leu
Ser
Glu
Pro
165
Lys
Leu
Asp
Lys
Thr
245
Glu
Phe
Lyvs
lys
325

val

Leu

Pro

Ser
4405

u Arg

Thr

Ser
TLp
Pro
Ala
150
Pro
Ala
;=3
Gly
Leu
230
Val
Ala
Glu
Leu
val
310
Ile
Gln
Bro
Arg
Glu
390

Leu

Gly

Leu
Gly
135
Leu
Leu
Met
Lys
Leu
215
Gln
Trp
Ala
Ala
Lys
295
Lys
Phe
ed
Thr
Arg
375
Lys
Gln

Ary

Ser

Glua
Ser
120
Arg
Ala
Phe
Val
Gly
200
Asp
Val
Ser
Gln
Glu
280
Glu
Arg
Ala
A'sp
{eu
360
Leéu
Glu
Cys
Leu

ile

Met
105
lle
Leu
Ile
Het
Gln
ies
Gln

Val

Gly
Pro
285
Gln
Gly
Lys
Mek
Ser
348
Alg
ESi
Glu
Leu
Asp

425
Thr

90
Thr

Gln

val

ala

Ala

179
Ala

Leu

Asp

Asn

2590

Met

Pro

Ala

Lys

Pro

330

Ile

Lys

Leu

Gln

Gln

410

Glin

Asn

Glu

Ser

Glu

Ala

155
Ala

Trp

Leu
Leu
235
Arg
Thr
Phe
Cys
Agn
315
Het
Glu
Phe:
Ser
Tyr
385
Ala

Led

Cys

Asn

Arg
140
Leu
Phe
Pro
Hig
Ala
22¢0
azxg
Aia
Lys
Ile
Asp
300
Val
Gin
ASp
Ser
His
380
Ile
Leu

Leu

Arg

Phe

125

Ala

Glu

ASp

Phe

Leu

205

Gln

Lys

Sey

Lys

Pro

285
Glu

Asp

Leu

Pro

365

Ile

Ala

TYT

Arg

Leu

Glu

110
Ile

Gly

Leu

Gly

Thr

150

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

270

Val

Ley

Arg

Ile

Glu

350

His

Gln

val

His

43¢
Ser

95
Thr

Ser
Gln
Leu
Arg
175
Cys
Thr
val
Ser
Tyy
255
Lys
Glu
Phe
Leu
Lys
i3g
val
Leu
Ala
Phe
Asp
418
vail

Glu

Met

Met

ger

Pro

160

His

Leu

Phe

Arg

Hisg
240
Ser

Val

Val

Ser

Cys

320

Met

Thy

Gly

Ser

Thy

400
Ser

Met

Gly



435
Val Met
459

Sex

Asp

Leu
48%
Gin

Ala Leu

Asp Glu Cys

Len His
515
Ile

Ser

Sey
530
Asn

Ile

Ser Leu
545
Asp

Ile His

Leu &rg
Ala
585
Pro

1 Ser

Glu
610

Hig

Pro

His
625

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

"
1860
DRA

<2205

<223 MDF-

His

Ser Gly

Sexr

val

440
Gin
45%
Met

Ser

Leu

470

Glu
485
Ile

Leu

Gly
500
Ser

Ser Ala

Thr His

Arg

Thr

Gln

Les

Val

Ala Ser

Asp Asp

Pro

ala

Gln

10

Ser val
Val
475
Lea

Asp

Thr
4%0

Leu Leu

5065

Thr
520
Ser

Ley

Gln
S§33

Leu Tyr

550

Thr
565
Leu

Gly

Glu
580
Asn Pro

Ile Leu

His

Sequéncia Artificial

20-127 -

(plasmideo PET21)

<4085 7

atggatccas
attattgete
ctigogtitg
cgtttagtgg
ceacakegte
caaagtttag
attcagaqcce

geagccatec
accgtygtge
cacaacaggce
ttattcacga
ategtaaaga
aastgacaga
gatacatcag

Leu

Leu

Cys

Cys

Proteina D

Ley

Cys Glu

Thr

Pro

Glu

Leu

Leu Ser

i Leu
Val Pro
555
Arg
570

Gly Arg

585

His
600
Pro Cys
&15

Pro

ateaaatatg
tageggttat
tgattattta
tcacttttta
tgacegttac
aaactttgas
catgagtgtg

Cys

Phe

Giy Asp

Met Pro

gcyaatacec
ttaccagagc
gagcaagatt
gatgagcttga
tatgreateg
accatgyaac
tggacaagcc

Gln -

44%
Ser
460
Ser
Gln
Ala Leu

510
Phe Tyr
525
: Leu
540
Leu

Ile

Glu

Ala Tyr
Metr
590
Phe

Pro Serx
Thr
8035
Leu

Arg

Asn Gly

620

- PRAME - ao His tail

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgae
ctgatgtige
acrttacctt
gaagygcgttt
cacggagact

Gln Leu

Pro Glu

asp Leu

Leu

Gly

Sexr

Leu

Ber Val
Pro

480
Val Phe
485
Pro Ser

asn Ser

Gly Leu
Glu
560
A;a 

Tyr

His
575
val Trp

Tyr Asp

His His

agacaaaatc
atctaaagca
taaggatggt
gazaaaaattce
asaagaaatt
gtyggggttce
tgtggagctg

§0

120
180
240
300
360
420



- gcagggcaga
agggagetet
aaggcaatgg
caacatcttce
caggaggtte
caggacttet
gaagcagetc
cagcoettea
gaattgttct
tgtaagaagce
gtgcagetygg
gegaaatttt
atccatgeat
tcteagttee
agaggeegee
actaactgcce
cagetaagty
caagetetge
atcacggatg
accttaagcet
cteategage
gacatccatg
ttgetgtaotyg
tgtggggaca

s210> 8

211> 620
<212% PRT
<213>

<220>

<323> MDP-

gcetgectgaa
toecgecact
tgcaggcctag
acctggagac
gececaggag
ggactgtatg
agcecatgac
ttecagtaga
cctacctecat
tgaagatttt
actectattga
ctecttacet
ctteccracat
tcagtctgea
tggatcagtt
ggcrttcaga
tectgagtet
tggagdagage
atcagctect
totacgggaa
tgagcaatet
gtaccctceea
agttggagcy
gaaccttcta

Sequéncia Artificial

20-127 -

(plazsmideo pET21}

<400> 8

Proteina D

ggatgaggec
cttcatggea
accctteace
cttcaaaget
gtggaaactt
gtctggaaac
3aagaagcga
ggtgetegta
tgagaaagtg
tgcaatgcee
agatttggaa
gggcecagatg
trcceoggag
gtgecegeag
detcaggeac
aggggatgtyg
aagtggggte
ctetgecace
tgecectectg
ttecatotoe
gacogaegty
cctggagagy
geceageoatg
tgacooggay

11

ctggccattg
gecttigacg
tgcctoccte
gtacttgatg
caagtgatgy
agggeeagte
aaagtagatg
gacctgttoe
aagcgaaaga
atgcaggata
gtgacttgta
attaatctge
aaggaagagce
goretetatg
gtgatgsace
atgcatctgt
argotgaccy
ctecaggace
cctteoococtga
atatetgect
ctgtatoety
cttgeostate
gtetggetta
cceatoctgt

ccgecctgga
dgagacacag
tgggagtget
gacttgatgt
attracggaa
tgtacteatt
gtttgageac
tcaaggaagg
aaaatgtact
tcaagatgat
cetggaaget
gtagacteet
agtatatecgce
tggactcttt
ccttggaaac
cccagagtece
aggtaagtec
tagtetttga
gecactgetc
tgcagagtcet
tececctoga
tgecatgceag
gtgccaacce
geeecctgttt

= PRAME - no His tail

gttgctgeeo
ctagacectg
gatgaaggga
gctcecttgee
gaactcteat
Lecagageca
agaggcagag
tgectgtgat
acgeetgige
cctgaaaatg
aceccaccttyg
cctectceac
ccagttcacc
atktttcert
ccteteaata
cagegteagt
cgageeecte
tgagtgtgag
ccagettaca
ectgoageac
gagttatgay
geteagggayg
ctgtccteac
catgectaac

Met Asp Pro Ser Ser His Ser Ser Asn Met Ala Asn Thr Gln Met Lys

1

5

10

13

Ser psp Lys Ile Ile Ile Ala His Arg Gly Ala Ser Gly Tvr Leu Pro
23

Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala Phe Ala

35

Tyr b2u Glu Gla Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly

50

20

40

585

30

45

60

Gln Glm Ala Asp

Arg Leu vVal val

480
540
600
660
720
T8¢
840
%00
960
102
ice
il4
120
126
132
i3s
i34
150
156
182
le8
174
180
p3:13



Ile
65

Pro
Leu
Glu
Ser
Leu
145
Arg
Ser
Pro
Lys
Pro
225

Gin

Phe

305
Cys

Ile

Gln

Ser
385
Ser

His
Bis
Lys
Arg
Val
130
Glu
Gln
Leu
Ala
2310
Asp
Pro

Gly

3 Yal

290
Lew

Lys

eu

Thr

et

370

Tyr

Gln

Azp
Arg
Glu
Arg
115
Trp
Lys
Leu
Thr
Gly
185
val
aArg
Phe
Glu
beu
2758
Asp
Ile
Lys
Lys
Txp
iss
Ile

Ile

Phe

His
His
Iie
160
Arg
Thy
Asp
Phe
Leu
iso
val
Leu
Trp
Trp
Pro

260
Ser

Glu

Leu
Met
140
Lys
Asn

Ser

Leu

Phe

Arg

Gln

Leu

Sex

Glu

Pro

165

Lys

Leu

hsp

Lys

Thr

245

Glu

Thy

Phe

Lyg

Lys

325
val

Leu

?ro

Ser
405

Leu
79

Lys
Ser
Trp
Pro
Ala
150
Pro
Ala
Met
Gly
Leu
230
Val
Ala
Glu
Lewn
Val
310
ile

GIn

. Pro

Arg

Glu
380
Leu.

Asp

Leu

Gly

Arg

135

Leu

Leu

Met

Lys

Leu

215
Gln

Ala

Ala

Ly=s

29%

Lys

pPhe

Leu

Thr

3735

Lys

Gln

Gly
Gly
Glu
Ser
120
Arg
Ala
Phe
val
Cly
230
Asp
Val
Ser
Gln
Glu
280
Glug
Arg
Ala
Asp
Leu
360
Leu

Glu

Cys

12

Leu Thr aAsp Vval

Arg

Met

105

ile

Leun

Ile

Met

Gin

185

Gln

val

Leu

Gly
Pro
265
Gln
Gly
Lys
Vet
Serx
345
Alz
Leu

Gliu

Leu

val

Ala

Ala
170
Ala

Ley

Asp

Asn
250

et

Pro

Ala

Lys

Pro

330

Ile

Lys

Leu

Gln

Gln
410

75
Tyr

Glu
Ser
Glu
Ala
155

Ala

Trp

Leu B

Leu

Leu

235

Arg

Thr

Phe

Cys

Asn

313

Glu

Phe

Sex

Tyr
395
Ala

Val

Agn

Arg

Leu

140

Leu

Phe

Pro

Ala
220
Arg

Ala

Lys

Ile

Asp

300
Val

= Gln

Asp
Serxr
His
igg

Ile

Leu

Ala

Ile

Glu
ASp
Phe
205
Gln
Lys
Ser
Lys
Pro
285
Glu
Lew
Asp
Leu
Pro
ass
Ile
Ala

Tyy

Lys

Asp

Glu

110
Ile

y Gly

Leu

Gly

Thr
180

 Glu

Glu

Asn

Lei

Arg

279

val

Leun

Arg

Tle

Glu

350

His

Gla

val

Lys
Fhe
95

Thx

Ser

Gln

Arg
175
Cys
Thr

val

Ser

TyE
258
Lys
Glu
Phe

Leu

338

val °

- Leu

Ala

Phe

Asp
415

Phe

80

Thr

Met

Mel

Ser

1 Pro

160
Hisg

Leu
Phe
arg
His
240
Sex
val
val
Ser
Cys

320
Met

Gly
sex
Thr

409
Ser



Lea Phe Phe
7301
438
Met

Pro

val
4590
Ser

Asp

Leu
4¢5
Gin

Leu

Ala Leu

y Glu Cys
His
515
Ile

Leu Ser

ile Ser
530
Ser Asn Leu
545
Asp

Ile His

Arg Leu Arg
Ala
5598

Pro

Ley Ser

Glu
610

Pro

g
1878
DNA

<2105
<211l
<212>
<213

<220>
<223 MDP-
pET26

<400> 9

atggatccaa
attategcteo
ctEgegttty
cgttitagtgg
coacategte
caaagtitag

Leu
420
Glu

Arg

Thr

5 Leu

Ser Gly

Gly

Len

Sex

Val

Arg Leu

13

Asp Gln Leu Leu

425

Ile
440
Ber

Ser

Gln
45%
Met

4790

Giu
485
Ile

Leu

Gly
506
Cys Ber

Ser Ala

Arg

Thr

Cin

Leu

Val

Ser

Asp Asp

Thr

Pro

Thr

Ala

Gin

Asn Cys

Ser Val

Val

475
Leu

Asp

Thy
430
Lew

305

Thr
£20
Ser

Leun

Gln
538

Leu Tyr

350

Gly

Glu
580
Agn Pro

Ile ELeu

Sequéncia Artificial

20-127 -
)

gcagecatee
accgtggtge
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga

Leu

| Leu

Cys

Cys

Proteina D

Leu

Cys Glu
His
600
Pro Cys
€15

Pro

atecaaatatg
tagcggttat
tgattattta
tcactttits
tggecegttac
2aactttgaa

Thr

Leu

Pro

Glu

Leu

565

Phe

Leu Ser

Leu Gln

Val Pro
555
Arg Leu
570
Gly .

Gly Asp

Met Pro

gogeatacced
ttaccagage
gageaagate
gatggcttga
tatgtcatcg
accatggaac

Arg His

Val Met

439

Arg

445
Ber Gln
460
Ser Pro

Gln Asp

Ala Leu

1 Ser

Ley

Glu

Leu

Leu

Glu Gly

Ser val
Leg
480
Phe

Pro

val
435

Pro Ser

510

Phe Tyr
525
Hig Leu
540
Leu Glu

Ala Iyr
Pro

Thr
605

Arg

Asn
620

- PRAME - HHHHHH (plasmideo

aaatgaaate
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttge
actttacctr
gtegicgtet

Gly

Ile

Ser

Leu

Mel

590
Fhe

Asn Ser

Gly Leu
Glu
560
Ala

Tyxr

His
5758
Val Trp

Tyr BAsp

agacsaaatce
atctaaagea
taaggatggt
gaaaaaatte
aaaagamatt

gtgggagcagc

&0

120
189
2440
300
369



attcagagee
gccggccaga
cgtgagctgt
aaagcyatgg
cagcatctge
caggaagtte
caggatecttt
gaagcggcgc
cagecgtita
gagetgttta
tgcaaagaac
gtgcagetgg
gccaaatrta
atteatgega
agccagtte¢
cgtggecegte
accaactgoec
cagctgtetg
caagecectge
attaccgaty
accotgaget
ctgattggee
gatatteatg
ctgetgtgeg
tgoggegatc
caccaceace

10
626
PRT

<2i0>
<211>
<212>

<213

£220=

223> KDP-

gttatattag
gectgetgaa
ttcecgeoget
tgcaggegtyg
atctggaaac
gtecgegteg
ggaccgtgtg
agecgatgae
tteocggtgga
gctatctgat
tgazaatett
atagcakttga
gecegtatot
geagetatat
tgagectgea
tggatcagct
gtctgagega
ttetgagect
tagaacgtgce
atcagctgcet
ttratggeaa
tgagcaacct
geacoctgea
agetggyeceg
gtaccettta

accacgac

Sequéncia Artificial

20-127 «

pET26)

«400> 10

Met Asp Pro Ser Ser His Ser Ser Asn

1

ser Asp Lys

Glu His Thr

35

Tyxr Leu Glu

5

20

Proteina D

catgagegtg
agatgaageg
gtetatggeg
geegtttacco
cttfaaagcg
ttggaaactg
gagcggcaat
caaaaaacgt
agegectagtt
cgaaaaagtg
cgegatgeeg
ggacctggaa
gggccagatyg
tagcceggasy
atgcctgeaa
gctgogtcat
aggcgatgtg
gageggegtg
gagegcogace
ggecectgetg
cagecattage
gaceccatgtyg
tctggaacgt
Lecgageatg
tgatcoggaa

Ile Ile Ile Ala His Arg

Leu Glu Ser Lys Ala Leu

490

Glan Asp Leu ala #et Thr

14

tggaccagee
ctggecattg
gecgtttgatg
tgtctgeoge
gtgctggatg
caagtgcetgg
cgtgcegagec
aaagtggatg
gacctgitre
aaacgcaaaa
atgcaggata
gtgacctgca
attaacctgc
aazgaagaac
gogetgtatg
gtgatgaatc
atgeatetga
atgctgaceg
¢ctgoaagace
cecgagectga
attagegege
ctgtatecgy
ctggcctate
gtitggergt
ccgattcetgt

0

25

cgegtegtct
cggegetgga
gccogecatag
tgggegtagcet
gcctggatgt
atctgegtaa
tgtatagctt
geetgageac
tgaaagaagg
aaaacgetgct
ttaaaatgat
cctggaaact
gtcgtetget
agitatatege
tggatagect
cgctggaaac
gccagagece
atgtgagcee
togtotttga
gccattgcag
tgecaaagecet
tgcegetgga
tgcacgegeg
ckgegaaree
gccecgtgett

+ PRAME = HHHHHH (plasmideo

30

45

ggttgagcty
gotgctgeeg
ceagacecty
gatgaaaggc
gctgctggee
gaacagccat
tccggaacegy
cgaagcggaa
cgectgegac
gegtcegege
cctgaaaatg
gcecgaceetg
gctgtcrcat
gcagtttace
gtttttictg
cctgageatt
gagcgttage
ggaacegerg
tgaatgogac
ccagetgace
getgcaacat
aagctatgas
tctgegtgag
gtgcecocgeat
tatgccgaac

Met Ala Asn Thr Gln Met Lys

15

Gly Ala Ser Gly Tyr Leu Pro

Ala Phe Ala Gln Gln Ala Asp

Lys Asp Gly Arg Leu Val val

420
480
340
600
660
720
780
84¢
200
S60
192¢
1080
1140
1200
1260
132¢
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1808
1880
is78



lie

65

Pro

Leu

Glu

Ser

145

Arg

Ser

Pro

Lys

Pro

225

Gln

Phe

Tyr
305
Cys
Ile
Cys
Gln
Ser

38S
Ser

50

Hig
His
Lys
Azg
Val
130
Leu
Gly
Gin
Leu
Ala
210
Arg
Asp
Pro
Gly
val
250
Leu
Lyg
Leu
Thr
Met
370
Tyx

Gln

Asp
Arg
Glu
Arg
i1s
Trp
Lyse
Leu
Thr
Cly
135
val
Axrg
Phe
Gilu
Leu
278
Asp
Ile
Lysg
Lys
Trp
355
Ile

Ile

Phe

His

His

Ile
100

ALY

Thr
Asp
Phe
Leu
1849
Val
Leu
Trp
Trp
Prxo
260
Ser
Ley
Glu
Leu
Met
340
Lys

Asn

Ser

Phe Leu
il

Arg Lys

85

Gln ser

Leu Trp

Ser Pro

Glu Ala
150

Pro Pro

165

Lys Ala

Leu Metr

Asp Gly

Lys Let
230

Thr val

245

Glu Ala

Thr Glu

Phe Leu

Lye val
310

Lys Ile

325

val Gln

Leu Pro

Leu Arg

Pro Glu -

380
Ser Leu

55

15

2ep Gly Leu Thr Asp

Asp
Leu
Gly
Arg
135
Leu
Leu
HMet
Lys
Leuy
215
Gln
Trp
Ala

Ala

Ly

295
Lys

Phe

Leu

Gly arg 1yr

Glu
Ser
120
Rrg
Ala
Phe
Val
Gly
209
hsp
val
Ser
Cln
Gly
280
Giu
Arg
Ala

ASp

> Leu

360

; Leu

s Glu

. Cys

Met
105
Ile
Leu
Ile
Met
Gln
185
Gln
Val
Leiy
Gly
Pro
265
Gln
Gly
Lys
Met
Sex
345%
Ala
Ley

Glu

Leu

90
Thr

Gln
Val
Ala
Ala
i7¢
Ala
Bis
Leu
Asp
Aen
250
Met
Pro
Ala
Lys
Pro
330
1le
bys
Leu
Gls

Gln

75
Tyr

Gilu
Ser
Glu
Ala
155
Ala
Trp
Leu
Leu
Leu
235
Arg
Thr
Phe
Cys
Asn
315
Met.
Glu
Phe
Ser
TYY

395
Ala

&0
Val

val
Asn
Azg
Ley
14%
ied
Phe
Fro
His
Ala
220
Arg
Alsa
Lys
Ile
AzD
300
val
Qin
Asp
Ser
His
380

Ile

Leu

Ala
Ile
Phe
1258
Ala
Glu
Asp
Phe
Leun
205
Gln
Lys
Ser
Lys
Pro
285
Gly
Leu
Agyp
Lew
Pro
3468
Ile

Ala

Tyr

Lys

Glu
110
Tie
Gly
Len
Gly
Thr
1990
Glu
Glu
Asn
Leu
Arg
270
val
Leu
Arg
Ile
Glu
3590
Tyx
His

Gln

val

Lys
Phe
85

Thr
Ser
Gln
Leu
Arqg
175
Cyse
Thr
val
Ser
255
Lys
Glu
Phe
Leu
Lys
335
Val
Leu
Ala

fhe

Asp

Phe

&0

Thr

Met

Met

Ser

Pro

150

His

Leu

the

Arg

His
249

- Ser

Val

Val

Ser

Cys
329
Metr
Thr
Gly
Ser
thy
400
Ser



16

405 410 415
Leu Phe Phe Leu Arg Gly Arg Leu Asp Gln Leu Leu Arg His Val Met
420 428 430
Asn Pro Leu Glu Thr Leu Ser Ile Thr Asa Cys Arg Leu Ser Glu Gly
435 440 445
Asp Val Met His Leu SBer Glp Ser Pro Ser Val Ser Gln Leu Ser Val
450 458 460
Leu Sexr Leu Sexr Gly val Met Leu Thr Asp Val Ser Pro Glu Pro Leu
465 £70 475 480
GIn Ala Leu Leu Glu Arg Ala Ser Ala Thr Leu Gln Asp Leu Val Fhe
485 490 495
Asp Glu Cys Gly 1Ile Thr Asp Asp Gim Leu Leu Ala Leu Leu Pro Ser
500 505 510
Leu Ser His Cys Ser Gln Leu Thr Thr Leu Ser Phe Tyr Gly Asn Ser
515 520 525
tle Ser Ile Ser Ala Leu Gln Ser Isu Leu G1ln His Leu fle Gly Leu
530 538 5490
Ser Asn Leg Thr His Val Leu Tyr Pro Val Pro Leu Glu Ser Tyy Glu
945 550 855 5690
Asp Ile His Gly Thr Leu His Leu Glu Arg Leu Ala Tyr Leu His Ala
565 57TC 575
Arg Leu Arg Glu Leu Leu Cys CGlu Leu Gly Arg Pro Ser Met Val Trp
580 585 £90
Leu Ser Ala Asn Pro Cys Pro His Cys Gly Asp Arg Thr Phe Tyr Asp
595 509 &05
Pro Glu Pro Ile Leuy Cye Pro Cys Phe Met Pro Asn His Hiz His Hisg
610 615 620
His His
625

<210> 11

<211> 1860

<212> DNA

«213> Sequéncia Artificial

<2205
«223> MDP- 20-127 - ProteinaD . pRAME - sem cauda de His
(plasmideo PETZ6)

<400> 11

atggatcraa geagoeattc atcaaatatg gogaatacec aaatgazaatc agacaaaatc 60
attattgete accgtagtge tageggttat ttacecagage atagcgttaga atctasagea 120
cttgegtitg cacaacagge tgattattta gageaagatt tagcaatgac taaggatggt 180



cgtttagtgg
ccacategte
caaagtttag
attcagagee
gceoggocaga
cgtgagetygr
aaagcgatgg
cageatctge
¢caggaagtte
caggatrttt
gaagoggege
cagcegttta
gagetgttta
tgcaaaaaac
gtgcagetgg
gccaaattta
atteatgega
agccagttte
cgtggeegte
actaactgec
cagctgtctyg
caageectge
attaccgatg
accctgaget
ctgattggee
gatattcatg
ctgctgegeg
tgeggogate

«210>
<211>
<212
«213>

12
620
PRT

<2203

<223 MDP-

ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gttatattag
gcctgectgaa
Etecegeeget
tgcaggegtg
atctggaaac
gtcegegteg
ggaccgtgrg
agccgatgae
ttecocggtgga
gctarctgat
tgaaaatety
atagcattga
acecgtatct
geagcotatat
tgagectgea
tggatcaget
gtetgagega
tretgagcect
tggaacgtgc
atcageeget
trratggcaa
rgagcaacet
gcaccctgea
agotgggecy
gtaccktita

Sequéncia Artificial

20-127 -

(plasmideo pET26)

<400 12

tcacttttta
tggecgttac
aaactttgaa
catgagcgtg
agatgaagcg
gtttatggeg
geegtttace
ctttaaageg
ttggaaactg
gageggeaat
caaaaaacgt
agtgctggtt
tgaaaaagryg
cgcgatgecey
ggacctggaa
gggecagaty
tageecggaa
atgcctgeaa
gectgegteat
aggegatatg
gagecggegtyg
gagogegace
ggcectygetg
cagcattage
gacecatgty
tctggaacgt
tccgageatg
tgatcoggaa

ProteinaD -

17

gakggettga ctgatgttge gaaaaaattec 240

tatgtcateg
accatggaac
tggaccagcc
ctggccattg
gegtttgatg
tgtetgeege
gtgetggatyg
caagtgactag
cgtgegagec
aaagtggatg
gacctgttec
aaacgcaaaa
atgcagygasta
gtgacctgcea
attaacctgce
asagaagaac
gcgotgtatg
gtgatgaarc
atgcatetga
atgctgaccg
ctgcaagace
cégagectga
attagcgegce
ctgtatcegy
ctggectate
gtteggergt
cegattetgt

actttacctt
gtegtegtct
cgcgtegtek
cggegetaga
geegtecatag
tgggcgtact
geetggatgt
atctgcgtaa
tgtatagecte
gectgadgcdac
tgaaagaagg
aaaacgtgcet
traaaatgat
cetggaaact
gtcgtctgct
agtatategc
tggatagcct
cgectggaaac
gocagageod
atgtgagcec
tggtgrttga
geecattgeag
tgcaaagcct
tgcegotgga
tgeacgegeg
ctgcgaatec
gecegtgett

- sem cauda de His

aaaagaaatt
gtggggeage
ggttgagctg
goctgergeeg
ceagaccetyg
gatgaaaggce
gctgetggee
daacagccat
tecggaacey
cgaageggaa
cgcctgcgac
gcgtetgtge
cctgaaaaty
gcegacectg
gctgtctcat
geagtttace
gttttitctg
cctgagcatt
gagegttage
ggaaccegetg
tgaatgeggc
ceagetgace
gctgecaacat
aagctatgaa
tetgegtgag
gitgccecgeat
tatgocgaac

Met Asp Pro Ser Ser His Ser Sexr Asn Met Ala Asn Thr Gln Met Lys

i

5

10

12

Ser Asp Lys Ile Ile ile Ala His Arg Gly Ala Sex Gly Tyr Leu Pro
25

20

30

300
360
420
480
540
60
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1360



Glu

Tyr

Ile

65

Pro

Glu

Ser

Leu

145
Arg

Ser

Pro

Lys

Pro

225

Gln

Phe

Asp

Gin

His
Leu

s0

His

Tys
Arg
val
130
Leu
Glu
Gin
Leu
Ala
210
Arg
Asp

Pro

Gly

. Val

2840
Leu

. Lys

Leu

Thy

Met
370

Thr
35
Glu

Asp

Glu

Arg
115

Lys

Led

Thr

Gly

ies

Val

Arg

Phe

Glu

Ley

275
Asp
ile
livs
Lvs
Trp

355
Ile

Leu
Gin
His
His
Ile
100
Arg
Thy
Asp
Phe
Lew
ig¢6
val
Leu
Trp
Trp
Pro
280
Ser
Leu
Glu
Len
Met
340

Lys

Asn

Giu

Arg
85

Gln
ien
Ser
Glu
Pro
163
Lys
Ley
Asp
Lye
Thx
245
Glu
Thr
Phe
Lye
Lys

328
val

Leu

Sey
Lew
Leu
70

Lys

Sex

Pro
Ala
isp
Ala
Met
Gly
Leu
230
val
Ala
Glu
Leu
Yal
310

tie

Glin

| Pro

AYg

Lys
Ala
5%

Asp
Asp
Lsu
Gly
Arg
1335
Leu
Len
et
Lys
Leu
215
Cln
Trp
Ala
Ala
Lys
259%
Lys
Pha
feu

Thr

375

Ala
40

Meg
Gly
Gly
Glu

Ser
120

Arg
Ala
Phe
val
Gly
200
AEp
val
Ser
Gln
Giuy
280
23 £V
Axg
Ala
Asp
Leu

360
Leu

2y

Thr

Leu T

&xrg
Met

105
Ile

Ile
Met
Gln
185
Gln
val
Leu
Gly
Pro
285
Gln
Gly
Lys
Met
Sex
345

Ala

Leu

18

Ala Phe Ala CGln

Lys

Tyx
a0

Thr
Gin
Yal
Ala
Ala
170
Ala
His
Leu
Asp
Asn
250
Mat
Pro
Ala
Lys
Pro
330

Ile

Lys

Leun

Asep

Asp

75

Tyr

Glu

Ser

Gin

Ala

iss

Ala

Trp

Lew

Leu

Ley

235

Axrg

Thr

Phe

Cys

Asn

318

Met

Glu

Phe

Ser

Gly
&Q

Val
Val
Asn
Arg
Lew
140
eu

Phe

Pro

Ala
220

Ala

Lyve

1le

Asp

309

Val

Gln

Asp

Ser

His
38¢C

45
Arg

ala

ile

Phe

Tyr

125

Ala

Glu

Rep

Phe

L Leu

205
G1ln

Lys

Ser

Lyse

Pro

285

Glu

Leu

Asp

Pro
365
Ile

Gln

Leu

Lye

Glu
ilo
Ile
Gly
Leu
Gly
Thr
190
Glu
Glu
Asn
Leu
Axg
270
Val
Leu
Arg
Iie
Glu
350

TyYL

His

Ala
val
Lys
Fhe
85
Thr
Ser
Gln
Leu
Arg
1738
Cys
Thr
val
Ser
Tyr
255
Lys
Glu
Phe
Leu
Lys
335
Val

Leu

Aia

Asp
val
Phe
840

Thr
Vet
Met
Ser
Pro
169
His
Leu
Phe
Arg
Hise
240
Ser
Val
Vail
Ser
Cys
320
Met
The

Qly

Ser



Ser Tyr
385
Ser Gln
Leu Phe
Asn Pro
Asp val
450
Leu Ser
Gln Ala
Asp Glu
Ley Ser
Ile Ser
530
Ser Asn
545
Asp Ile
Axrg Leu

Leu Ser

Pro Glu
610

Ile

Phe

Leu

435

Met

Leun

Leu

Cys

His

515

Ile

Leu

His

Arg

Ala

595
Pro

«210> 13

«2il> 9

<2i2>» PRT

Ser
Leu
Ley
420
Glu
His
Ser
Leu
Gly
300
Cys
Ser
Thr
Gly
Glu
580

Azn

Ile

Pro
Ser
£08
Arg
Thr
Leu
Gly
Glu
488
Ile
Ser
Ala
His
Thr
565
Leu

Pro

Leu

£213> Homo sapiens

<400> 13
Val Leu Asp Gly Leu Asp val Leu Leu

1

«<210> 14
<21l 10

2

Glu
390
Leu

Gly
Leu
Ser
val
47¢
Arg
Thr
Gln
Leu
val

55¢
Leu

Len

Cys

tys Glu
Gln Cys
Axrg Led
Sexr Ile
440
Gln Ser
455
ek Leu
Ala Ser
Asp hsp
Leu Thr
520
Gln Ser
LEeu Tyxr
His Leu
Cys Glu
Pro Hisz
500

¥ro Cys
615

Glu

Asp

425

Thr

Pro

Thr

Ala

Gln

5035

Thr

Ley

Pro

Glu

Leu

585

Cys

Phe

19

cla

Gln
410
Gln
Asn
Ser
Asp
Thr
490
Leu
Leu
Leu
Val
Arg

570
Gly

Tyr
395
hla

Leu

Val
Val
475
Eeu
Leu
Ser
Gln
Pro

585

Arg

Gly Asp

Met.

Pro

Ile

Leu

Lev

Arg

Ser

460

Ser

Gln

Ala

Phe

His

540
Leu

| Ala

Pro

Arg

Asn
620

Ala

Tyr

Axg

Leg

445

Gln

Pro

Asp

Leu

Tyx

525

j.eu

Glu

TyE

Serx

Thr
603

val
His
430
Ser

Ley

Glu

Leu
519
Gly
Ile
Ser
Leu
Meat

530
Phe

Phe

Asp

415

Val

Glu

Ser

Pra

Val

495

Asn

Gly

Tyr

His
575

Val 7

Tyr

Tar
400
Ser
Met
Gly
val
Leu
480
Phe
Ser
Sexr
Leu
Gla

560
Ala
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<212» PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Ser Leu Tyr Ser Phe Pro Glu Pro Glu Ala
I 5 10

<210> 15
«2il> 190
<2125 PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135
Ala Leu Tyr Val Asp Ser Leu Phe Phe Leu
1 5 10

<210 16

<21ll> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Led Tyr Val Asp 3er Leu Phe Phe Leu
1 5

<210 17

<21l> 9

<212> PRT

«213> Homo sapiens

<400> 17
Ser Leu lLeu Gln Ris Leu iIle Gly Leu
1 5

=210> 18

<211» 36

<212> DNK

<213» Sequéncia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleotides CANIOS de zeniids

<400> 18
atataacata tggatecaag cagecattea teaaat

<210> 19
<231> 40
<212> DNA
<213> Sequéncia Artifieial

<220
<223» aptigense oligonuclectide CANG37

<400> 19
ccacaaacge ctecgtbcca tggttteaaa gititetgte

<210> 20
<211> 40
<212> BNA

<213> Sequéncia Artificial

<220=
<223> Oligonucleotideo CAND36 de zentide

<A00> 20
gacagaaaac tttgaaacca tggaacgaag gogtttgtgg

<230> 21
<211 39
<212> DNA
2213:

<220
<223> Oligonucleotideo CANO22 anti-sentido

<400> 21
agagagacta gtctagttag gcatgaaaca ggoggcacag

<210> 22

<211> 3¢

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220

36

40

40

39



»3

22

<2235 Oligonucleotideo anti-sentido CAN0O2

<400> 22
ggaggaacta gtgttaggca tgaaacaggg geacag

<210> 23

<211> 38

<212> DNA

<2¥3> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo CAND40 de sentido

<480> 23
agagagcata tgagcagcca ttcatcaaat atggeg

<2l0> 24

<Z1I» 41

<212> DPHA

<2135 Sequéncia Artificial

c220>
<223> Oligonucleotideo CANO32 anti-sentido

<4{0> 24
acotoaggcgy cegegottte aaagttttet gtcattitcta a

<210»> 25

<211> 39

<212> DHA

<213> Sequéncia Artificial

220>
<223> Oligonucleotideo CAND33 de sentido

<400> 25
ttgttggocgg ccgeaatgga acgaaggegt titgtagagt

<210~ 26

«211» 36

<212> DNA

<213>» Sequéncia Artificial

<220>

36

k1

41

39



v

23

<223> Oligonucleotideo CANO34 anti-sentido

<400> 26
ggaggacteg aggttaggeca tgsaacaggg gracag

<210= 27

<211> 39

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223 > Oligonucleotideo CAND35 anti-sentido

<400> 27
ggaggacteg agetagttag geoatgaaaca ggggoacag

<210> 28

211> 3}

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223 > Oligonucleotideo CAN106 de sentido

<400 28
cagaaaactt tgasaccatqg gaacgaagge g

<210> 29

«211> 31

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

220>
<223> Oligonucleotideo CAN107 anti-sentido

<400> 29
cgcettegtt ceatggtite aaagttttct g

<210> 30

<211> 43

<2125 DRA

«213> Sequéncia Artificial

PN

36

38

31

31
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<223> Oligonucleotideo CAN104 de sentido

<400> 30
ggagatatac atatggatcc aagcagecat tcatcazata tgg

<214> 31

<21i> 43

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220> Oligonucleotideo CAN105 anti-sentido
<223> Sequéncia Artificial

<400 31
ccatatttga tgaatggetg citggatcca tatgtatate tcc

<210> 32

<211l> 40

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220
223> Oligonucleotideo CAN123 de sentido

«400> 32
gacagagaac tttgaaacca tggaacateg tcgtcotgtag

«210> 33
<21i> 40
<212> DNA

<2135 Sequéncia Artifirial

«220>
<223> Oligonucleotideo CAN124 anti-sentido

2400 33
ccacagacga cgacgttceca tggtttcaaa gttttotgte

«210> 34

<211> 30

«2312> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220

43

43

40

40
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<223> Oligonucleotideo CAN199 de zentido

<400> 34
ggaattceat atggatcecaa gcageoeatic

=210> 35

«211l> 33

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<320>
<223> Oligonucleotideo CAN1? anti-gentido

400> 135
ggagetetdg agreagtgat gghbggtggtg gtggttegoe ataaageacg ggc

<210> 36

«211>» 20

=212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Oligonucleotideo CpG 1826 imunoestimulatério

<400> 36
tecabgacgt tectgacgtt

<210 37

<«211l> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

«220=
<223> Oligonucleotideo CpG 1758 imunoestimulatério

<400> 37
tcteccagey tgogocat

<210> 38

<21i> 54

<212> DMNA

<2135 Sequéncia Artificial

<220>

30

53

20

18
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<223> Oligonucleotideo CpG2006 imunoestimulaborio

<400 38
accgatgacg tcgooggtga cggcaccacg togtegtttt greogttttge cgrt

<210> 39

<21i>» 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220
223> Oligonurleotideo CpGl668 imunoestimulatério

<400> 39
tccatgacgt tectgatget

<210> 49

<21i> 22

<212> DNA

213> Sequéncia Artificial

<220
<223> QOligonucleotideo CpC5456 imunoestimulatério

<4Q0> 40
tcgacgittt cggogegege g

<210> 41

211> 127

<212% PRT

213> Haemophilus influsnzae b

<400> 41
Met Lys Leu Lys Thr Leu Ala Leu $er Leu Leu Ala Ala Gly Val
i 5 10 5
Ala Gly Cys Ser Ser His Ser Ser Asn Met Ala Asn Thr Gla Met
20 25 30
Ser Asp Lys Ile Ile Ile ala His Arg Gly ala Zer Gly Tyr Leu
35 40 45
Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala fhe Ala Glm Gln Ala
50 55 60

Tyr Leu Glu Gin asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly Arg Leu Val
65§ 740 75

Ile His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp Val Ala Lys Lvs

Leu

Lys

Pro

ASp

Val

80
Fhe

54

20

P3¢
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85 g0 95
Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr Val Ile Asp Phe Thr
100 105 110
Leu Lys Glu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr
115 120 125

<210> 42

<21i> 111

<212> PRT

<2135 Sequéncia Artificial

<220>

<223> 1-Met; 2-Asp; 3-Pro; seguidopor AA 20 a 127de
proteina D

<400> 42
Met Asp Pro Ser Ser His Ser Ser Asm Met Ala Asn Thr Gla Met Lys
1 5 10 15
Ser Asp Lys Ile Ile Ile pla His Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Leu Pro
20 23 30
Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala Phe Ala Gln Gin Ala asp

Tyr Leu Glu Gln Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly Arg Leu val val
50 558 60

Ile His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp Val Ala Lys Lys Phe
65 70 75 80

Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr ¥al Ile Asp Phe Thr

8s a4 935
Leu Lys Giu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr
100 ia8 1140

<210> 43

<211» 450

212> PRT

<213» Sequéncia Artificial

220>
<223> Proteina D -MAGE-A3-Hisg

2400> 43
Het Asp Pro Lys Thr Leu Ala Leu Ser Ley Leu Ala Ala Gly val Leu
1 5 i¢ 18



Ala

Ser

Glu

65

Ile

Pro

Leu

Asp

Ala

145

Glu

Lieu

Glin

Gln

Fhe

225

Ala

Val

Phe

Phe

Phe

305

Gln

Ala

sex

Cly
Asp
His
50

Leu
Bis
Hie
Lys
Leuy
130
Arg
Glu
Gly
Gly
Sey
2190
Pro
Glu
Thr
Phe
Gly
280
Ala
Ile

Axg

val

Lys
3is

Thr
Glu
A8p
Arg
Glu
11s
Gly
Gly
Gln

Glu

Ala
195

Len

Lye

Fro

27%

Ile

Thr

Ket

Glu

Leu
355

Ser

20

Ile

Leu

Gln

His

His

10¢

Ile

Glin

Glu

Glu

Val

igo
Ser

r Glu

Leu
Val
Ala
260
Val
Glu
Cys
Pro
Gly

3490
Glu

Ser

Ile

Glu

Phe
85
Arg

Gln
Arg
Ala
Ala
165
Pro
Ser
Asp
Glu
His
245
Glu
Ile
Lew
Léu
Lys
325

Asp

val

His
Ile
Seyxy
Leu
i0

Leu
Lys
Ser
sexy
Leu
150
Ala
ala
Leu
Ser
Ser
230
PHe
Met
Phe
Met
Gly

310
Ala

Cys

Phe

Ser
Ala
Lys
55

Ala
Asp
Asp
Leu
Gln
135
Gly
Ser
Ala
Pro
Ser
215
Glu
Leii
Leg
Ser
Glu
298
Leu
Gly

Ala

Glu

Ser
His
40

Ala
¥et
Gly
Gly
Clu
120
His
Leu
Ser
Glu
Thr
200
Asn
Phe
Leu
Gly
Lys
280
val
Ser
Leu

Pro

Gly
350

Ban
25

Arg
Leu
Thr

Leai

Arg
105
Met

Cys
Val
Ser
Sexr
185
Thr
Gln
Gln
T
Ser
26%
Ala
hAsp
TYr
Ley
Glu

345
Arg

28

Met Ala Asn

Gly Ala

Ala
Lys
Thr

90
Tyx

Lys
Gly
Ser
170
Pro
Met
Glu
ala
Lys
250
Val
Ser
Pro
Asp
Ile
330

Glu

Glu

Phe
Asp
75

Asp
TYr
Gla
Pro
Ala

155
Thr

Asn
Glu
ala
235
Tyy
Val
8Berx
Ile
Gly
315
Ile

Lys

Asp

Ser
Ala

€90
Gly

Glu
1490
Gln
Leu
Pro
Tyr
Glu
220
Leu
Arg
Gly
Ser
Gly
300
Le
val

Ile

Ser

Thr
Gly
45

Gin

Arg

Ala

. Ile

Fhe
128
Glu
Ala
Val
Pro
Pro
208
Gly
Serx
Ala
Asn
Leu
288
His
Léu
Leu

Trp

Ile
365

Gin
30

Tyx
Gin
Leu
Lys
Asp
1190
Glu
Gly
Pro
Glu
Gln
1590
Pro
AYg
Arg
Trp
270
Gln
Léu
Gly
Ala
Glu

350
Leu

Met
Leu
Ala
Val
Lys
95

Phe
Thr
Leu
Ala
Val
178

Serx

Trp

Ber T

Glu
255
Gln
Leu
Tyr
A&p
Ile

338
Glu

Gly

Lys

Pro

Asp

Val

80

Phe

Thr

Het

Glu

160

Thr

Pro

Ser

Val
240
Pro
Tyxr
val
Ile
Asn
320
Ile

Leu

Asp



29

Pro Lys Lys Leu Leu Thr GlIn His Phe val Gln Glu Asn Tyr Leu Glu

3¢ 373

380

Tyr Arg Gln Val Pro Gly Ser Asp Pro Ala Cys Tyr Glu Phe Leu

388 380

395

Gly Pro Rrg Ala Leu Val 6lu Thr Ser Tyr Val Lys Val Leu His

405 419
Met Val Lys Ile Ser Gly Gly Pro His i1le
420 425

Ser Tyr Pro Pro
430

415

Leu

Glu Trp Val Leu Arg Glu Gly Glu Glu Gly Gly His His His His

434 4440
Hig His
450

<210> 44
<211> 109
<212> PRY
<213> Sequéncia Ariificial

<220>
<223> o aadaproteina D de Haemophilus infleenzas
para uso em uma gequéncia pD1/3-PRAME Hix

400> 44
Met Ser Ser His Ser Ser Bsn Met Ala Asn
1 5 10
Lys Ile Ile Ile Ala Kis Arg Gly Ala Ser
20 25
Thr Leu Glu Serxr Lys Ala Leu Ala Phe Ala
as 40
Glu Gln Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly
50 5%
Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp Val
85 5]
Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr Val
8S 80
Glu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn
10¢ 105

<210> 45
<211> 127
<212» PRT
<213> Sequéncia Arfificial

445

Thr Gln Met Lys

Gly Tyr ieu Pro
30
Gln Gla Ala Asp
45
Arg Lew Yal val
-3¢

Ala L¥s Lys Phe
75

Ile Asp Phe Thr

Phe Glu Thr

Ser
15

Glu
Tyr
Ile
Pro

Leu
35

Trp
400
Hisa

Asp

His

Ley

His

His

80
Lys



€220

<223> o aadaproteina D de Haemophilus influenzae
para ugo em uma sequéncia pD1/3-MAGE-His

<400> 453

Met Asp
1

Ala Gly

Sar Asp

Glu His

50

Tyr Leu
65

Iie His

Pro His

Leu Lys

Pro Lys

Cys Sex
20

Lys Ile

is

Thr Leu

Glu Gln
Agp His
ATg Bis

100

Glu Ile
115

Thr

Ser

Ile

Glu

Asp

Phe

85

Arg

Gln

Leu

His

Ile

Ser

70

Leu

Lys

Ser

Ala

Ser

Ala

Lys

55

Ala

asp

Asp

Let C

Leid
Serxr
His
40

Ala
Met

Gly

Ser

Asn

25

Arg

Leu

Thr

Leu

Arg

105
Met

30

10
Met

Gly
Ala
Lys
Thr
S0

Tyr

Thr

Leu

Ala

Ada

Phe

Asp

5

Asp

Tyr

Glu

Ala

Asn

Serx

Ala

69

Gly

val

Val

ASn

Ala
Thr
Giy
45

Gin
Arg
Ala
Ile

Phe
128

Gin

3¢

Gin

Leu

Lys

Asp

110
Glu

¢ Val Leu

15
Met Lys

leu Pro

Ala Asp

val Val
20

Lys Phe

95

Phe Thr

Thr
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REIVINDICACOES

1. Proteina de fuso, caracterizada pelo fato de que

compreende:

(a) PRAME ou um fragmento imunogénico do mesmo, €

(b) um parceiro de fusdo heterdlogo proteina derivado da
proteina D,

em que o dito parceiro da proteina de fusdo nio inclui a
sequéncia de secre¢do ou sequéncia sinalizadora de proteina D.

2. Proteina de fusdo parceira derivada da proteina D,

caracterizada pelo fato de que a proteina de fusdo parceira compreende

aminoacidos Met-Asp-Pro em ou dentro do terminal N da sequéncia de
proteina de fusdo e em que a proteina de fusfo parceira nfo inclui a sequéncia
de secrecdo ou sequéncia sinalizadora de proteina D.

3. Proteina de fusdo parceira de acordo com a reivindicagéo 2,

caracterizada pelo fato de que a sequéncia de proteina D compreende ou

consiste de aproximadamente ou exatamente dos aminoacidos 17 a 127, 18 a
127,19 a 127 ou 20 a 127 de proteina D.
4. Proteina de fusdo parceira de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes precedentes, caracterizada pelo fato de que um ou mais

aminoacidos da proteina de fusdo parceira de proteina D s3o anulados ou
substituidos pela substitui¢éo.
5. Proteina de fusdo parceira de acordo com a reivindicagéo 4,

caracterizada pelo fato de que os aminoacidos sfo substituidos por

substitui¢des conservativas.
6. Proteina de fusfo parceira de acordo com a reivindicagio 4

ou 5, caracterizada pelo fato de que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou mais

aminoacidos sdo substituidos.
7. Proteina de fusdo parceira de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a sequéncia de
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2

secre¢do ou sequéncia sinalizadora de proteina D refere-se aproximadamente
aos aminoacidos 1 a 16, 17, 18 ou 19 da proteina de ocorréncia natural.
8. Proteina de fusdo parceira de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato de que a secrecdo ou

sequéncia sinalizadora de proteina D é o terminal N de 19 aminoécidos de
proteina D.

9. Proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de que

compreende a proteina de fus@o parceira como definida em qualquer uma das
reivindicagdes de 2 a 8.

10. Proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de que

compreende a proteina de fus@o parceira como definida em qualquer uma das
reivindicagdes de 2 a 8 e um ou mais antigenos tumorais ou por¢des
imunogénicas dos mesmos.

11. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagio 9 ou 10,

caracterizada pelo fato de que compreende o antigeno tumoral PRAME ou

uma por¢do imunogénica dos mesmos.
12. Proteina de fuséo de acordo com a reivindicag¢do 1 ou 11,

caracterizada pelo fato de que o fragmento imunogénico ou porg¢do de

PRAME compreende ou consiste de um ou mais dos seguintes epitopos:
VLDGLDVLL (PRA'"'%: SEQ ID N°: XX);
SLYSFPEPEA (PRA'*"'; SEQ ID N°: XX);
ALYVDSLFFL (PRA**%; SEQ ID N°: XX);
LYVDSLFFL (PRA’*?%; SEQ ID N°: XX) e
SLLQHLIGL (PRA***?; SEQ ID N°: XX).
13. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 9 ou 10,

caracterizada pelo fato de que compreende um ou mais dos seguintes

antigenos de tumor ou derivados de antigeno de tumor ou uma porcdo
imunogénica dos mesmos: MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE 4, MAGE
5, MAGE 6, MAGE 7, MAGE 8, MAGE 9, MAGE 10, MAGE 11, MAGE
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12, MAGE B1, MAGE B2, MAGE B3, MAGE B4, MAGE C1, MAGE C2.

14. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 13,

caracterizada pelo fato de que 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoacidos
podem ser anulados de ou substituidos na sequéncia de aminoacido do
antigeno MAGE.

15. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizada pelo fato de que os 2 aminoacidos s3o anulados a partir do

terminal N da sequéncia de MAGE.
16. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 13, 14 ou

15, caracterizada pelo fato de que o antigeno é MAGE-A3 ou uma porgdo

imunogénica do mesmo, em que o antigeno de MAGE-A3 compreende ou
consiste do aminoacido 3 a 314 de MAGE-A3.
17. Proteina de fus@o de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pela fato de que o antigeno tumoral ou derivado do mesmo §é

selecionado de um dos seguintes antigenos ou uma por¢do imunogénica dos
mesmos que € capaz de direcionar uma resposta imune ao antigeno: WT-1.
WT-1F, BAGE, LAGE 1, LAGE 2 (também conhecido como NY-ESO-1),
SAGE, HAGE, XAGE, PSA, PAP, PSCA, P501S (também conhecido como
prosteina), HASH1, HASH2, Cripto, B726, NYBRI1.1, P510, MUC-1,
Prostase, STEAP, tirosinase, telomerase, survivin, CASB616, P53 e/ou Her-
2/neu, SSX-2; SSX-4; SSX-5; NA17; MELAN-A; P790; P835; B305D;
B854; CASB618 (como descrito em WOO00/53748); CASB7439 (como
descrito em WO01/62778); C1491; C1584 e C1585.

18. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 ou de 9 a 17, caracterizada pelo fato de que ainda

compreende um roétulo de afinidade.
19. Proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 1 ou 10 a 18, caracterizada pelo fato de que,

adicionalmente, compreende uma ou mais sequéncias ligadoras entre a
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proteina de fusdo parceira e o antigeno tumoral ou por¢do imunogénica deste
e/ou entre a proteina de fusdo parceira e uma cauda His ou outro rétulo de
afinidade e/ou entre o antigeno tumoral ou por¢do imunogénica deste e uma
cauda His ou outro rétulo de afinidade.

20. Sequéncia de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que

codifica uma proteina de fusdo ou proteina de parceiro de fusio como

definida em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 19.

21. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a
sequéncia de 4cido nucleico como definida na reivindicagio 20.

22. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de ser

transformada com o vetor como definido na reivindicagio 21.

23. Vacina, caracterizada pelo fato de que contém uma

proteina de fusdo ou proteina de parceiro de fusdo como definida em qualquer
uma das reivindica¢des de 1 a 19 ou um acido nucleico como definido na
reivindicagdo 20 ou um vetor como definido na reivindicagdo 21.

24. Vacina de acordo com a reivindica¢do 23, caracterizada

pelo fato de que compreende adicionalmente um adjuvante e/ou citocina ou
quimiocina imunoestimuladoras.

25. Vacina de acordo com a reivindica¢do 24, caracterizada

pelo fato de que o adjuvante compreende 3D-MPL, QS21 e/ou um
oligonucleotideo CpG.
26. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

23 a 25, caracterizada pelo fato de que é para o uso na medicina.

27. Uso de uma proteina ou acido nucleico ou vetores como

definidos aqui, caracterizado pelo fato de ser para a fabricagdo de uma vacina

para o tratamento imunoterapéutico de um paciente que sofre de cincer.
28. Processo para a produgdo de uma proteina de fuséo,

caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de expressar, em uma

c€lula, uma proteina de fusdo que compreende uma proteina de fusdo parceira
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de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 8.

29. Processo de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado

pelo fato de que a célula é uma bactéria.

30. Processo de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de que a bactéria é E. coli.
31. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

de 28 a 30, caracterizado pelo fato de que a proteina de fusdo € expressada em

uma célula como uma proteina insoluvel.

32. Processo de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizado

pelo fato de que ainda compreende a etapa de lisar a célula e purificar a
proteina de fus@o expressada a partir das células lisadas.

33. Proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de que € obtida

por ou obtenivel pelo processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 28 a 32.
34. Método para tratar um paciente que sofre de céancer,

caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de administrar uma

proteina, acido nucleico, vetor ou vacina de acordo com a reivindica¢o aqui.
35. Uso de acordo com a reivindicagdo 27 ou o método de

acordo com a reivindicagdo 34, caracterizado pelo fato de que o céancer é

selecionado de melanoma, mama, bexiga, cancer de pulmio, tal como
NSCLC, sarcoma, cincer ovariano, cancer de cabeca e pescogo, cancer renal,
carcinoma colorretal, mieloma multiplo, leucemia incluindo leucemia aguda e

carcinoma esofagico.
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Figura 1: Analise de SDS page de 1/3PD-PRAME com ou sem cauda de His
em vetor de pET21 (Exemplo/construgcao N° 3 e 4)

1234 56782101112131415161718
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Figura 2: Analise de SDS page de cédon de 1/3PD-PRAME otimizado com
ou sem cauda de His em vetor de pET26 (Exemplo/construgao N° 3a e 4a)

8 910111213 1415161718
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Alinhamento entre LipoD-MAGE3-His (SEQ ID N° 43) e pD1/3-PRAME
His (SEQ ID N°: 10)
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Alinhamento entre a sequéncia dividida da proteina D original de
Haemophilus influenzae (SEQ ID N°: 41), o LipoD-MAGE3-His

(SEQ ID N°: 45)

para o uso como proteinas parceiras de fusao da presente invengao

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His

Consenso

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His

Consenso

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His
Consenso

(1)
(1)
(1)

{51)
(51)
(51)

(101)
(101)
(101)

1 50
AD PR AR GRS VA AT ST o ST TARRSASGYLEsY
M KTLALSLLAAGVLAGCSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEH
51 100
TR IRt EQNNETREER

TLESKALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKF PHRH
101 127
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Alinhamento entre a sequéncia dividida da proteina D original de
Haemophilus influenzae (SEQ ID N°: 41), o LipoD-MAGE3-His

(SEQ ID N°: 45) e o pD1/3-PRAME-His (SEQ ID N°: 44) para o uso como
proteinas parceiras de fusdo da presente inven¢ao

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His
pD1/3-PRAME
Consenso

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His
pD1/3-PRAME

Consenso

proteina D-H influenzae
LipoD-MAGE3-His
pD1/3-PRAME

Consenso
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1 50
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51 100
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(51) TLESKALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRH
101 127
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(101) RBGRUYVIBIIKEIOSEEMIEREEY
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Figura 11: Analise de SDS page de pD1/3-PRAME com ou sem sinal
de secrec¢ao (SS) e cauda de His (His) em vetor de pET21.
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Figura 12
Sequéncia de proteina D 1/3 MAGE-A3-His (SEQ ID N°: 43)

I N term MDP J protD 1/3 J Met Asp J Mage 3 | GlyGly 7xHis

C term I

2 124 3 314

MDPKTLALSLLAAGVLAGCSSHSSNMANTQOMKSDKITIIAH 40
RGASGYLPEHTLESKALAFAQQADYLEQDIAMTKDGRLVV 80
IHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLE 120
MTENFETMDLEQRSQHCKPEEGLEARGEALGLVGAQAPAT 160

ASSSLQLVFGI ELMWVDPIGHLYI FATCLGLSYDGLLGDN 320
QIMPKAGLLIIVLAIIAREGDCAPEEKIWEELSVLEVFEG 360

GPRALVETSYVKVLHHMVKISGGPHISYPPLHEWVLREGE 440
EGGHHHHHHH 451

Sublinhado = sequéncia sinalizadora de proteina D incluindo 1-Met e as
substituicoes 2-Asp e 3-Pro para o aa natural aa 2-Lys e 3-Thr de proteina D

Sublinhado duplo = aminoacidos 20 a 127 de proteina D

MD = aminoacidos nao relacionados Met-Asp em aa 128-129
para criar um local de clonagem

GG = aminoacidos nao relacionados Gly-Gly em 442-443

Pontilhado sublinhado = fragmento de MAGE3; aminoacidos 3 a 314
de MAGE3 (312 aas total).
HHHHHHH = 7 cauda de His
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RESUMO
“PROTEINA DE FUSAO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO, VETOR,
CELULA HOSPEDEIRA, VACINA, USO DE UMA PROTEINA OU
ACIDO NUCLEICO OU VETORES, PROCESSO PARA A PRODUGCAO
DE UMA PROTEINA DE FUSAO, E, METODO PARA TRATAR UM
PACIENTE QUE SOFRE DE CANCER”

A presente invengdo diz respeito a proteinas de fusdo que
compreende um antigeno derivado do denominado antigeno de rejeigdo de
tumor PRAME (também conhecido como DAGE) ligado a um parceiro de
fusdo imunolégico que fornece epitopos auxiliares T, tais como, por exemplo,
proteina D de Haemophilus influenzae B, proteinas parceiras de fusdo que
compreendem fragmentos de proteina D, métodos para preparar os mesmos e
para formular vacinas e uso dos mesmos para o tratamento de uma variedade

de canceres.
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