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DESCRICAO
VACINA PARA A PREVENCAO DA RECAIDA DO CANCRO DA MAMA

REFERENCIA A PEDIDOS RELACIONADOS
Este pedido reivindica o beneficio do Pedido US 60/941,524
depositado 1 de Junho de 2007.

CAMPO

A invencdo refere-se genericamente ao campo das vacinas
preventivas e terapéuticas. Mais especificamente, a
invencdo refere-se a vacinas de péptidos para o tratamento
de cancro da mama e na prevencdo de recaidas em pacientes

em remissdo do cancro da mama.

ANTECDENTES

O cancro da mama (BCa) é o diagndéstico de cancro mais comum
em mulheres e a segunda maior causa de morte por cancro
entre as mulheres (Ries LAG, et al. (eds). SEER Cancer
Statistics Review, 1975-2003, National Cancer Institute,
Bethesda, MD). Os principais avancos no tratamento do
cancro da mama ao longo dos Ultimos 20 anos levaram a uma
melhoria significativa na taxa de sobrevida livre de doenca
(DFS). Por exemplo, as terapias que utilizam anticorpos
reativos contra antigénios relacionados com o tumor tém
sido usadas para blogquear processos celulares especificos,
a fim de retardar o progresso da doenca ou evitar a
recorréncia da doenca. Apesar dos recentes avangcos no
tratamento do cancro da mama, um numero significativo de
pacientes acabard por morrer de doenca recorrente. Assim,
existe uma necessidade de tratamentos que previna ou

retarde ou proiba o desenvolvimento da doenca recorrente.



As vacinas sdo um modelo atrativo para tais tratamentos e
prevencdes, devido a sua facilidade de administracédo, e
devido a sua elevada taxa de sucesso observado para doencas
infecciosas. O conceito béasico de construcdo de uma vacina
para o cancro ¢ simples em teoria. O desenvolvimento de
vacinas contra o cancro eficazes para tumores sdbélidos na
pradtica, no entanto, encontrou-se com sucesso limitado. Por
exemplo, um grupo tentou administrar uma vacina de péptidos
dirigidos contra o melanoma metastédtico observou uma taxa
de resposta objectiva de apenas 2,6% (Rosenberg SA et al.

(2004) Nat. Med. 10:909-15).

HA4 muitas explicacdes possiveis para esta baixa taxa de
sucesso (Campoli M et al. (2005) Cancer Treat. Res. 123:61-
88) . Por exemplo, mesmo que um antigénio seja
egspecificamente relacionado com um tipo especifico de
célula de tumor, as células de tumor podem expressar apenas
niveis baixos de antigénio, ou podem estar localizadas num
local criptico ou de outro modo protegido contra a deteccéo
imunoldégica. Além disso, o0s tumores muitas vezes mudam o
seu perfil antigénico através do derramamento de antigenos
consoante eles se desenvolvem. Também contribui para a
baixa taxa de sucesso o facto das células de tumor poderem
expressar niveis muito baixos de proteinas MHC e outras
proteinas co-estimuladoras necessarios ©para gerar uma

resposta imunitéaria.

Surgem problemas adicionais nas tentativas de vacinacgéo
contra tumores em pacientes com cancro em estdgio avancado.
Tais pacientes tendem a ter tumores primarios e
metastdticos maiores, e as células no interior do tumor néao
podem ser acessiveis devido a mé& circulacdo sanguinea. Isto

é consistente com a observacdo de que as estratégias de
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vacina que tém tendéncia para ser mais eficaz para o
tratamento de doencas malignas hematoldégicas (Radford KJ et
al. (2005) Pathology 37:534-50 e, Molldrem JJ (2006)
Biol. Bone Marrow Transplant. 12:13-8). Além disso, como
08 tumores se tornam metastidticos, podem desenvolver a
capacidade para libertar factores imunossupressores no seu
microambiente (Campoli, 2005, e, Kortylewski M et al.
(2005) Nature Med. 11:1314-21). Os tumores metastaticos
também tém sido associados a uma diminuicdo no numero de
linfécitos do sangue periférico, e disfuncdo de células
dendriticas (Gillanders WE et al. (2006) Breast Diseases:

A Year Book and Quarterly 17:26-8).

Enquanto alguns ou todos estes factores podem contribuir
para a dificuldade no desenvolvimento de uma vacina
preventiva ou terapéutica eficaz, 0 maior desafio
subjacente é que a maior parte dos antigénios tumorais sé&o
antigénios préprios ou tem um elevado grau de homologia com
antigénios préprios, e espera-se, portanto, gque sejam
sujeitos a tolerdncia imunitdria rigorosa. Assim, fica
claro que muitas das vacinas de <cancro com base em
peptideos, com ou sem adjuvantes estimulante do sistema
imunoldégico, podem ser condenadas a apenas um Sucesso
limitado na préatica clinica devido a baixa imunogenicidade

e falta de especificidade.

Protétipos de wvacinas contra o cancro da mama com base em
antigenos individuais foram moderadamente bem-sucedidos em
induzir uma resposta imune mensuravel em experiéncias com
animais e em testes clinicos com pacientes com cancro da
mama . A resposta imune observada, no entanto, nédo se
traduziu numa imunidade protetora clinicamente

significativa contra o ressurgimento da doenca colocada em
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remissdo por cirurgia e quimioterapia padréo. Assim, sé&o
necesséarias abordagens para novas vacinas para melhorar
ainda mais as taxas de recorréncia e sobrevida global entre

pacientes BCa.

Epitopos de vacina preferidos sdo aqueles gque sdo expressos
exclusivamente, ou pelo menos um aumento dos niveis de uma
neoplasia. HER2/neu ¢ um proto-oncogene expresso em muitos
tumores epiteliais (Slamon DJ et al. (1989) Science
244:707-12) . A amplificacdo genética e a sobre-expresséo
da proteina HER2/neu ¢ encontrada em 20-25% de BCA, e a sua
presenca em excesso é um indicador de progndstico facro
(Pritchard K1 et al. (2006) N. Engl. J. Med. 354:2103-
11). HER2/neu foi estudado relativamente amplamente, e
varios peptideos imunogénicos foram identificados a partir
desta proteina. Um tal péptido ¢é denominado E75, e
corresponde aos aminoacidos 369-377 de HER2/neu (SEQ ID N°:
1) (Patente US 6514942).

Tém sido feitas tentativas para utilizar E75 como uma
vacina anti-cancro, por exemplo, como uma uUnica vacina de
péptido combinado com diferentes imunoadjuvantes (TZ Zaks
et al. (1998) Cancer Res. 58:4902-8; Knutson KL et al.
(2002) Clin. Cancer Res. 8:1014-8 e Murray JL et al.
(2002) Clin. Cancer Res. 8:3407-18); carregados em
células dendriticas autdélogas e reinfundidas (Brossart P et
al. (2000) Blood 96:3102-8 e, Kono K et al. (2002)
Clin. Cancer Res. 8:3394-3400); ou incorporado em
peptideos mais capazes de se ligar a moléculas HLA de
classe II, a fim de recrutar células T CD4 auxiliares
(Disis ML et al. (1999) Clin. Cancer Res. 5:1289-97 e,
Disis ML et al. (2002) J. Clin. Oncol. 20:2624-32) .

Cada abordagem estimulou uma resposta imune E75 especifica
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mediada por células T citotdxicas, mas ndo demonstrou uma
imunidade terapéutica ou protetora clinicamente
significativa em mulheres com cancro da mama em fase

avancada.

HER2/neu ¢ um membro da familia de receptores do factor de
crescimento epidérmico e codifica para um receptor
tirosina-quinase de 185 kDa envolvido na regulacdo do
crescimento e proliferacdo celular. (Popescu NC, King CR,
Kraus MH. A localizacdo do gene erbB-2 humano no
cromossoma normal e rearranjado 17 para as bandas gl2-
21,32. Genomics 1989; 4:362-366; Yarden Y, Sliwkowski MX.
Untangling the ErbB signaling network. Nat Rev Mol Cell
Bio 2001; 2:127-137). Sobre-expressdo e/ou amplificacdo de
HER2/neu é encontrada em 25-30% dos casos de cancro da mama
invasivo (BCa) e estéd associada a tumores mais agressivos e
de pior evolucdo clinica. (Slamon DJ, Clark GM, Wong SG,
et al. Human breast cancer: correlation of relapse and
survival with amplification of the HER-2/neu oncogene.
Science 1987; 235:177-182; Slamon DJ, Godolphin W, Jones
LA, et al. Studies of the HER-2/neu proto-oncogen in human
breast and ovarian cancer. Science 1989, 244:707-12;
Toikkanen S, Helin H, J 1Isola, Joensuu H. Prognostic
significance of HER-2 oncoprotein expression 1in Dbreast
cancer: A 30-year follow-up. J Clin Oncol 1992; 10:1044-
1048) .

A  determinacdo do status de HER2/neu ¢ realizada
predominantemente através de dois testes, imuno-
histoquimica (IHQ) e hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH) . A TIHC detecta a sobre-expressdo da proteina
HER2/neu e é reportada numa escala semi-quantitativa de 0 a

3+ (0 = negativo, 1% = baixa expressdo, 2' = intermédia, e
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3" = sobre-expressdo). FISH, por outro lado, detecta a
amplificacdo (cbdpias excedentes) do gene HER2/neu e ¢
expressa como uma razdo de cdpias do gene HER2/neu as
cépias do gene do cromossoma 17 e interpretado como "sobre-
expressdo”" se FISH ¢ 2 2,0 cobpias. (Hicks DG, Tubbs RR.
Assessment of the HER2 status in breast cancer by
fluorescence in situ hybridization: a technical review with
interpretative guidelines. Hum Pathol 2005; 36:250-261). A
taxa de concorréncia de IHC e FISH ¢é de aproximadamente
90%. (Jacobs TW, Gown AM, Yaziji H, et al. Specificity of
Hercep Test 1in determining HER-2/neu status of breast
cancers using the United States Food and Drug
Administration-approved scoring system. J Clin Oncol 1999;
17:1533-1541). FISH ¢é considerado o padrdo-ouro, como
andlise retrospectiva revela que ¢ um melhor predictor de
resposta trastuzumab (Tz); é mais objetivo e reproduzivel.
(Press MF, Slamon DJ, Flom KJ, et al. Evaluation of HER-
2/neu Gene Amplification and Overexpression: Comparison of
Frequently Used Assay Methods in a Moleculary Characterized
Cohort of Breast Cancer Specimens. J Clin Oncol 2002;
14:3095-3105; Bartlett J, Mallon E, Cooke T. The clinica
evaluation of HER-2 status: which test to use? J Pathol
2003; 199:411-417; Wolff AC, Hammond MEH, Schwartz JN, et
al. American Society of Clinical Oncology/College of
American Pathologists guideline recommendations for human
epidermal growth factor receptor 2 testing 1in Dbreast

cancer. J Clin Oncol 2007; 25:118-145).

A identificacdo e quantificacdo de HER2/neu como um proto-
oncogene, levou a imunoterapia passiva humoral ou baseada
em anticorpo, gque incluem a utilizacdo de Tz (Herceptin®).
Tz & um anticorpo monoclonal recombinante humanizado que se

liga ao dominio justamembranar extracelular da proteina



HER/neu. (Plosker GL, Keam SJ. Trastuzumab: A review of
its use in the management of HER2-positive metastatic and
early-stage breast cancer. Drugs 2006; 66:449-475). Tz é
indicado para a sobre-expressdo de HER2/neu (IHC3' ou FISH
2 2.0) ndédulo positivo (NP) e pacientes BCa metastédticos,
(Vogel CL, Cobleigh MA, Tripathy D, et al. Efficacy and
safety of trastuzumab as single agent 1in first-time
treatment of HER2-overexptessing metastatic breast cancer.
J Clin Oncol 2002; 20:719-726; Piccart-Gebhart MJ, Procter
M, Leyland-Jones B, et al. Trastuzumab after adjuvant
chemotherapy in HER2-positive breast cancer. N Engl J Med.
2005; 353:1659-1672) e mostra uma atividade muito limitada
em pacientes com baixa a intermedidria expressido de
HER2/neu. (Herceptin (Trastuzumab) prescription product
insert South San Francisco, CA: Genentech Inc; revista em

Setembro de 2000).

Outra forma de imunoterapia prosseguida, é a vacinacédo e a
imunoterapia ativa visando uma resposta imune celular para
epitopos de antigénios associados a tumores (TAA) como
HER2/neu. HER2/neu ¢ uma fonte de diversos peptideos
imunogénicos que podem estimular o sistema imunitdrio para
reconhecer e matar as células cancerosas dJque expressam
HER2/neu. (Fisk B, Blevins TL, Wharton JT, et al.
Identification of immunodominant peptide of the HER2/neu
proto-oncogen recognized by ovarian tumor-specific CTL

lines. J. Exp. Med. 1995; 181:2109-2117).

E75 (KIFGSLAFL, HER2 /neu, 369-377) é uma sequéncia
peptidica na familia do proto-oncogene HER2/neu e estd em
uso em ensaios clinicos como uma vacina anti-cancro para
estimular os linfécitos T citotdxicos (CTL) para destruir

células cancerigenas. (Zaks, T. et al. Immunization with a



peptide epitope (369-377) from HER-2/neu leads to peptide
specific cytotoxic T Lymphocytes that fail to recognize
HER-2/neu+ tumors. Cancer Research. 58 (21):4902-8, 1998;
Knutson KL, Schiffman K, Cheever MA, et al: Immunization of
cancer patients with HER-2/neu, HLA-A2 peptide, p369-377,
results in short-lived peptide-specific dimmunity. Clin
Cancer Res. 8:1014-1018, 2002; Murray JL, Gillogly ME,
Przepidérka D, et al: Toxicity, immunogenicity, and
induction of E75-specific tumorlytic CTLs by HER-2 peptide
E74 (369-377) combined with granulocyte macrophafe colony-
stimulating factor in HLA-A2+ patients with metastatic
breast and ovarian cancer. Clin Cancer Res. 8:3407-3418,
2002; Avigan D, Vasir B, Gong J, et al. Fusion cell
vaccination of patients with metastatic breast and renal
cell cancer induces immunological responses. Clin Cancer
Res 2004: 10:4699-4708; Disis ML, Gooley TA, Rinn K, et al.
Generation of T-cell immunity to the HER2/neu protein after
active immunization with HER2/neu peptide-based vaccines. J
Clin Oncol 2002; 20:2624-32; Disis ML, Grabstein KH, Sleath
PR, et al. Generation of immunity to the HER-2/neu
oncogenic protein in patients with breast and ovarian
cancer using peptide-based vaccine. C(Clin Cancer Res.

5:1289-1297, 1999.

A imunoterapia passiva alvejada baseada no proto-oncogene
HER2/neu tem girado principalmente em torno do uso de Tz
(Herceptin®). Tz ¢é um anticorpo monoclonal recombinante
humanizado que se liga ao dominio justamembranar
extracelular da proteina HER2/neu. Tz ¢é aprovado pelas
autoridades reguladoras e indicado para o tratamento da
sobre-expressdo de HER2/neu (IHC 3+ ou FISH> 2,0) de
tumores em pacientes com cancro metastatico da mama e no

tratamento adjuvante para pacientes com cancro da mama com



nédulo positivo. Tz sofreu multiplos ensaios clinicos e é
agora utilizada rotineiramente no tratamento de pacientes
com metédstases e para o tratamento adjuvante de doentes com
cancro da mama de alto risco, com a sobre-expressdo de
HER2/neu. Tz, no entanto, mostra atividade limitada em
pacientes com baixa a intermedidria expressdo de HER2/neu.
Portanto, com base nos resultados anteriores vistos com Tz,
com as vacinas de péptidos imunogénicos visando HER2/neu
ndo seria de esperar serem eficazes em pacientes com cancro
com niveis baixos e intermédios de expressdo de tumor

HER2 /neu.

Assim, existe uma necessidade na técnica para explorar o
potencial terapéutico e imunoprotetor de E75 para produzir
vacinas que oferecem aos pacientes de cancro da mama em
remissdo clinica uma protecdo fidvel contra a recorréncia

da doenca.

RESUMO

A invencdo apresenta composicdes para utilizacdo em métodos
de induzir e manter uma imunidade contra a recaida do
cancro da mama em pacientes em remissdo clinica do cancro
da mama . A invencéo proporciona uma composicéo
compreendendo um veiculo farmaceuticamente eficaz e um
péptido tendo a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID N°: 2,
para utilizacdo na inducdo de imunidade ©protetora ou
terapéutica contra a recorréncia do cancro da mama num
paciente, em que o sujeito tem uma classificacéo
imunoguimica (IHC) de 1+ ou 2+ para a expressdo da proteina
HER2/neu e uma hibridacdo fluorescente in situ (FISH) de
classificacdo inferior a 2,0 * 20% para a expressdo do gene
HER2/neu. A administracdo pode ser realizada por quaisquer

meios adequados na técnica, tais como a inoculacdo ou



injecdo, e, mais particularmente, injecdo intradérmica, o
que pode ocorrer com uma ou mais doses separadas. Tais
doses podem compreender uma concentracdo igual do péptido e
um imunocadjuvante, podem ser administradas substancialmente
simultaneamente, e podem ser administradas a um local de
inoculacdo ou afastadas uma da outra sobre a superficie da
pele. A composicdo pode ser administrada cerca de trés a
sels vezes ou mals numa base mensal, até a imunidade
protetora ser estabelecida. Em alguns aspectos, a
composicdo compreende ainda um adjuvante, tal como o factor
estimulante de coldénias de granuldbdcitos humanos

recombinante macrdéfagos (GM-CSF).

Em alguns aspectos, 0s métodos compreendem ainda a
administracdo ao individuo de uma dose de vacina de
reforco, gque compreende uma quantidade eficaz de uma
composicdo compreendendo um veiculo farmaceuticamente
eficaz e um péptido que possui a SEQ ID N°: 2. Em alguns
aspectos, a composicdo do dispositivo de reforco compreende
ainda um adjuvante, tal como GM-CSF. A administracdo de
uma dose de reforco pode ser realizada por meio de
inoculacdo ou injecdo, e podem ser podem ser administradas

a cada seis ou 12 meses depois.

O paciente pode ser qualquer mamifero, e é de preferéncia
um ser humano. Em certos aspectos, o ser humano é positivo
para o antigeno de maior histocompatibilidade do tipo de
sangue como antigeno leucocitdrio humano A2 ou antigeno
leucocitario humano A3. Em outros aspectos, o ser humano é
positivo para a expressdo de niveis detectaveis de
HER2/neu. O ser humano expressa HER2/neu a niveis baixos

ou intermédios e tem uma classificacdo de imuno-
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histoquimica (IHQ) de 1+ ou 2+ e/ou uma classificacdo de

hibridacdo fluorescente in situ (FISH) de menos de 2,0.

As composic¢cdes compreendem um veiculo farmaceuticamente
aceitdvel, uma quantidade eficaz de um péptido tendo a
sequéncia de aminoacidos SEQ ID N°: 2, um adjuvante, tal
como o factor estimulador de <coldénias de granuldcitos
macréfagos, e um calenddrio de imunizacdo optimizado. Em
alguns aspectos especificos, as concentracdes e as
programacdes da composicdo de vacina preferidas incluem:
(1) 1 mg/ml de péptido e 0,25 mg/ml de adjuvante, (2) 0,5
mg/ml de péptido e 0,25 m/ ml de adjuvante, (3) 0,1 mg/ml
de péptido e 0,25 mg/ml de adjuvante, e (4) 0,5 mg/ml de
péptido e 0,125 mg/ml de adjuvante, cada um com inoculacgdes
mensais durante 0 meses consecutivos, seguido de

inoculacdes de reforco anual para trés ou mais anos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos anexos, que sdo incluidos para proporcionar um
entendimento adicional da invencdo e estdo incorporados e
constituem uma parte desta especificacdo, ilustram aspectos
da invencdo e juntos com a descricdo servem para explicar

0s principios da invencdo. Nos desenhos:

A Figura 1 mostra a toxicidade local e sistémica maxima
experimentada por pacientes vacinados com E75. A toxicidade
local (eritema e endurecimento no local da injecdo) € um
efeito desejado que mostra uma resposta a vacina. As
toxicidades locais de grau 2 mais comuns foram prurido ou
desconforto requerendo medicacéo. As toxicidades
sistémicas mais comuns foram dor &éssea, sintomas gripais e
fadiga (comummente associado com GM-CSF) e duraram <24

horas. Os dois grau 3 de toxicidades sistémicas foram
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angioedema da lingua (depois da sexta inoculacdo) e dor

bssea.

A Figura 2 mostra as curvas de Kaplan-Meier de sobrevida
livre de doenca aos 20 meses de acompanhamento médio. Para
171 pacientes inscritos, a taxa de recorréncia no grupo
vacinado foi de 5,6% em comparacdo com 14,2% no grupo de
observacdo (P = 0,04) num seguimento médio de 20 meses. As
taxas de sobrevida livre de doenca nos grupos vacinados e

de controlo foram de 92,5% e 77%, respectivamente.

As Figuras 3A e 3B mostram a resposta E75 CTL induzida pela
vacina. (A) Vacina induzui E75 CTL especifica para todos
0s pacientes. Os niveis medianos de CD8+ E75 CTL
especifico foram significativamente aumentados em relacédo
aos niveis pré-vacinacdo (0,39%, faixa de 0-3,28%), para um
nivel méximo (1,8, faixa de 0,4-12,2%, P <0,0001), e nivel
de pds-vacinacdo (0,70%, faixa de 0,06-2,91%, P = 0,002).
Ndo houve diferenca entre os niveis de pré-vacinacdo e
niveis de longo prazo de células T CD8+ especificas (seis
meses) . (B) E75 CTL especifica induzidos pela vacina com
base na imunidade pré-existente. Os pacientes com e sem
imunidade pré-existente mostraram padrdes idénticos em
resposta a vacinacdo E75 com niveis médios e maximos pds-
vacinais alcancados semelhantes. No entanto, nos pacientes
sem imunidade pré-existente, houve um aumento significativo
nos niveis de dimero de pré-vacina contra pds-vacinacdo a
seis meses (0,13% [intervalo 0-0,28%] wversus 0,45% [0-

2,68%], P <0,0001).

As Figuras 4A a 4D mostram os resultados do ensaio de
hipersensibilidade do tipo retardado. (A) DTH para todos
0s pacientes na pds-vacinacdo. Controlo de 2,1 * 0,5 mm em
relacdo ao peptideo 14,0 * 1,4 mm, P <0,0001. (B) pré e
pbs-vacina DTH para pacientes NN. Ndo houve diferenca no

controlo salino versus peptideo pré-vacinacéo. Pb6s-
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vacinacdo, houve um aumento significativo na resposta de
DTH ao péptido E75 em comparacdo com o controlo de pbs-
vacinacdo (P <0,001) e em relacdo ao de pré-vacinacdo E75
DTH (P <0,001). (C) pds-vacinacdo DTH por ensaio. Os
pacientes NP tiveram respostas de DTH significativamente
maiores em comparacdo aos pacientes NN (17,3 * 2,4 mm vs.
10,9 £+ 1,5 mm, P = 0,02). Isto pode ser devido a uma
diferenca na dose total de vacina mediana no grupo NN (2000
ng vs. 4000 pg, P <0,0001). (D) Pdbs-vacinacdo DTH por
grupos de dose. O0s pacientes que receberam <6000 pg de E75
tiveram respostas de DTH significativamente menores em
comparacdo com 08 pacientes que receberam um total de 6000

ng. (13,3 £ 1,9 mm vs. 25,1 £ 4,0 mm, P = 0,008).

A Figura 5 mostra os niveis de células T CD8' em pacientes
de reforco. Os pacientes que receberam uma dose de reforco
6 meses apds a série de vacinacdo priméaria tinham niveis
significativamente mais altos de células T CD8" do que os
pacientes> 6 meses de vacinacdo priméria. Entre os
pacientes> 6 meses, eles demonstraram um declinio né&o
significativo de 0,7% para 0,44% a partir dos seus préprios

niveis em 6 meses de vacinacido pbés-primaria.

A Figura 6 mostra toxicidade local e sistémica graduada. A
maioria dos pacientes apresentou toxicidade local de grau 1
com apenas 2 doentes com grau 2 de toxicidade local. Mais
da metade dos pacientes ndo tiveram toxicidade sistémica e
ndo houve toxicidades sistémicas de grau 2 ou 3. Os onze
pacientes que experimentaram o grau 1 de toxicidade
sistémica incluiram (numero de casos): fadiga (4), dor de
cabeca (4), mialgias (3), arrepios (2), febre (2), diarreia

(1), mal-estar (1), dor nos ossos (1), e artralgias (1).

A Figura 7 mostra a resposta de reforco em pacientes com
falta de SRI mostrando uma tendéncia de aumento do numero

de células T CD8" especificos de antigenos.
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A Figura 8 mostra os pacientes que demonstram um aumento de
células secretoras de IFN-y detectados por imunoabsorvéncia
ligada a enzima. No geral, 91% dos pacientes apresentaram
aumento células T especificas do antigeno (funcionais),
medido pelo ELISPOT, com 50%, mostrando um claro aumento
(aumento de células secretoras de IFN-y em =2 50% dos

ensaios) .

A Figura 9 apresenta as reacdes locais em pacientes de
reforco. 0Os pacientes gque recebem o reforco temporalmente
mais perto de terminar a sua série de vacinacdo primaria (<
9 meses; barras leves) tinham significativamente maior LR
do que aqueles pacientes> 9 meses da sua série de vacinacéo
primdria. Os dois grupos tiveram LR semelhante no fim da
série primaria (lado esquerdo). Estes dados sugerem um
efeito aditivo do reforco em pacientes gue receberam o
reforco mais cedo e um efeito de manutencdo para os

pacientes que receberam o reforco posterior.

A Figura 10 mostra o aumento de LR sobre o decurso da
primeira série, e ilustra que os dois grupos eram 0OS mMeSmMoOSs
na série inicial e que a Unica diferenca é o tempo da série
primadria. O numero vax 6 é diferente do tltimo numero LR
anterior mostrado na Figura 7, porque alguns pacientes
receberam apenas gquatro inoculacdes. 0Os dois grupos eram
estatisticamente idénticos em todos os pontos excepto na
vacina 3 gquando o grupo < 9 meses foi maior (97 vs. 80, p =

0,04).

As Figuras 11A a Figura 11D mostram as respostas
imunoldégicas (média = SE) e clinicas (taxas de recorréncia
e mortalidade absoluta) dos pacientes inscritos na Fase I1I

do ensaio E75 por HER2/neu LE vs. OE.

A. resposta imune in vitro - tudo aumentou estatisticamente

in vitro pré-max % células T CD8+ especificas (LE p <0,001,
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OE p <0,001) e pacientes LE tinham aumentado a resposta

maxima em comparacdo com pacientes OE (p = 0,04).

B. resposta imune 1in wvivo - todos as estatisticas
aumentaram in vivo pré-post DTHs (LE p <0,001, OE p =
0,02).

C. taxas de recorréncia - as taxas de recorréncia
diminuiram em pacientes LE e OE vacinados, embora né&o

estatisticamente significativas.

D. taxas de mortalidade - pacientes LE vacinados tinham uma
tendéncia para a diminuicdo das taxas de mortalidade (p =

0,08).

Figuras 12A a 12D mostram respostas imunoldgicas (média =
SE) e clinicas (taxas de recorréncia absoluta e
mortalidade) de pacientes inscritos na Fase II do ensaio
E75 pelo nivel de expressdo de HER2/neu IHC (0, 1+, 2+,
3+) .

A. resposta imune in vitro - tudo aumentou estatisticamente
in vitro pré-max % de células T CD8+ especificas, enqgquanto
que apenas HER2/neu 1+ pré-longo prazo tenderam a

significéncia (p = 0,08).

B. resposta imune in vivo - todos as estatisticas
aumentaram in vivo pré-post DTHs (0 p = 0,03, p =1 + 0,02,
2 +p=20,02, p=3+ 0,05).

C. Taxas de recorréncia - as taxas de recorréncia foram
reduzidos em todos os niveis de IHC vacinados, embora néo

estatisticamente significativas.

D. taxas de mortalidade - as taxas de mortalidade
diminuiram em todos os niveis de IHC wvacinados e foram
estatisticamente significativas em ©pacientes vacinados

HER2/neu IHC 1+ (p = 0,04).
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As Figuras 13A e 13B mostram o ensaio de dimero e DTH por
ODG vs. SDG. (A) A diferenca significativa no ODG vs. SDG
foi wvisto nos niveis de células especificas T pré-vacina
médios CD8+ E75 (0,91% wvs. 0,13 0,54 0,11%, p = 0,03).
Nenhuma diferenca significativa observada entre os niveis
de células T CD8+ médias maximas especificas E75. A dose
ideal mostrou uma tendéncia para um aumento na percentagem
média pds vacinacdo mensal de células T CD8+ especificas de
E75 (0,87% wvs. 0,10 0,67 0,05%, p = 0,07). Nenhuma
diferenca wvista no médio a longo prazo dos niveis de
células CD8 + T E75 especificas entre 0s grupos em 6 meses.
(B) resposta média ortiogonal de DTH (mm) entre o ODG vs.
SDG ndo mostrou nenhuma diferenca para o inoculo de
controlo (3,0+1,1 mm vs. 2,04+40,5 mm). Resposta de DTH ao
péptido foi significativamente elevada em ODG vs. SDG

(21,5+2,5 mm vs. 11,3+1,3 mm, p = 0,00021).

A Figura 14 mostra a comparacdo dos indices de recorréncia
clinicas entre SDG e ODG. Em comparacdo com SDG, ODG
demonstrou uma tendéncia de menor taxa de recidiva (p =
0,27, mas uma significativamente menor média de
acompanhamento. No entanto, DG consistiu em pacientes mais

jovens com doenca significativamente mais agressiva.

DESCRICAO DETALHADA

Varios termos relacionados com os métodos e outros aspectos
da presente invencdo sdo usados ao longo da descricédo e
reivindicacdes. Tais termos sdo para serem dados o seu
significado normal na técnica, a menos que indicado de
outra forma. Outros termos definidos especificamente séo
para serem interpretados de uma forma consistente com a

definicdo agqui proporcionada.
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O termo "prevenir" refere-se a qualquer sucesso ou indicios
de sucesso em prevenir a recorréncia de cancro da mama/
recaidas em pacientes em remissdo clinica, tal como medido
por qualquer pardmetro objectivo ou subjetivo, incluindo os

resultados de um exame radioldgico ou fisico.

"Quantidade eficaz" ou "quantidade terapeuticamente eficaz"
sdo agqui usados indiferentemente, e referem-se a uma
quantidade de um composto, material, ou composicdo, tal
como aqui descrito eficaz para se conseguir um resultado
biolbégico particular, tal como, mas ndo limitado a, os
resultados bioldgicos divulgados, descritos ou
exemplificados aqui. Tais resultados podem incluir, mas
ndo estdo limitados a, prevencdo do cancro da mama, €, mais
particularmente, a prevencdo de cancro da mama recorrente,
por exemplo, a prevengdo da recidiva num sujeito, tal como
determinado por qualquer meio apropriado na especialidade.
Valor terapéutico ¢ptimo refere-se a dose, horadrio e a
utilizacdo de reforcos para alcancar o melhor resultado

terapéutico.

"Farmaceuticamente aceitavel” refere-se aquelas
propriedades e/ou substdncias que sdo aceitdveis para o
paciente de um ponto de vista farmacoldgico/toxicoldgico e
para o quimico farmacéutico fabricante de um ponto de vista
fisico/quimico sobre a composicéo, formulacéao,
estabilidade, aceitacdo pelo paciente e biodisponibilidade.
"Transportador farmaceuticamente aceitdvel" refere-se a um
meio gque ndo 1interfere com a eficdcia da atividade
biolégica do ingrediente cativo e ndo ¢é tdéxico para o

hospedeiro ao qual é administrado.
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A "imunidade de protecéao” ou "resposta imunitéria
protetora" significa que o sujeito monta uma resposta imune
ativa para um componente imunogénico de um antigénio tal
como 08 antigénios do cancro da mama descritos e
exemplificados agqui, de tal modo que, por exposicéo
subsequente ao antigénio, o sistema imunitdrio do sujeito é
capaz de atacar e destruir as células gue expressam O
antigénio, reduzindo assim a incidéncia de morbilidade e
mortalidade de recorréncia de cancro no sujeito. A
imunidade protetora no contexto da presente invencédo &, de
preferéncia, mas nao exclusivamente, conferida ©pelos

linfécitos T.

O termo "cerca de", tal como aqui utilizado, gquando se
refere a um wvalor mensuréavel, tal como um valor, uma
duracdo temporal e semelhantes, destina-se a englobar as
variacbes de + 20% ou * 10%, mais preferivelmente + 5%,
ainda mais preferencialmente + 1%, e ainda mais
preferivelmente * 0,1% do valor especificado, uma vez qgue
tais variacdes sdo apropriados para executar os métodos

divulgados.

"Peptideo" refere-se a qualguer péptido que compreende dois
ou mais aminodcidos ligados uns aos outros por ligacdes
peptidicas ou ligacdes peptidicas modificadas, isto ¢&,
isdésteros peptidicos. Polipeptideo refere-se a cadeias
curtas, habitualmente referidas como péptidos,
oligopéptidos ou oligdémeros, e a cadeias mais longas,
geralmente referidas como proteinas. Os polipeptideos podem
conter outros aminoacidos além dos 20 aminoacidos
codificados por genes. O0Os polipeptideos incluem sequéncias
de aminodcidos modificadas por processos naturais, tais

como processamento de pds-traducdo, ou por técnicas de
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modificacdo quimica gque s&o bem conhecidas na técnica.
Tais modificacdes estdo bem descritas em textos béasicos e
em monografias mais pormenorizadas, bem como numa volumosa
literatura de investigacdo. As modificacdes podem ocorrer
em qualgquer lugar num polipeptideo, incluindo a estrutura
peptidica, as cadeias laterais de aminocdcidos e os
terminais amino ou carboxilo. Serd apreciado gque o mesmo
tipo de modificacdo pode estar presente no mesmo ou em
graus variaveis em vAarios sitios num dado polipeptideo.
Igualmente, um determinado polipeptideo poderd conter
muitos tipos de modificacodes. Os polipeptideos podem ser
ramificados como resultado de ubiquitinacdo, e podem ser
ciclicos, com ou sem ramificacé&o. Polipeptideos ciclicos
ramificados podem resultar de processos de pds-traducédo
naturais ou podem ser produzidos por métodos sintéticos.
As modificacdes incluem acetilacdao, acilacaéo, ADP-
ribosilacéo, amidacéo, ligacdo covalente de flavina,
ligacdo covalente de uma porcdo heme, ligacdo covalente de
um nucledtido ou derivado de nucledtido, ligacdo covalente
de um lipido ou derivado de lipido, ligacdo covalente de
fosfotidilinositol, reticulacdo, ciclizacdo, formacdo de
ligacgdes dissulfureto, desmetilacdo, formacdo de ligacdes
cruzadas covalentes, formacdo de <cistina, formacdo de
piroglutamato, formulacdo, gama-carboxilacédo, glicosilacéo,
formacdo de &ancora GPI, hidroxilacdo, iodacdo, metilacéo,
miristoilacéo, oxidacéo, processamento proteolitico,
fosforilacéao, prenilacéo, racemizacéao, selenoilacéo,
sulfatacdo, transferéncia de ARN mediada por adicdo de

aminodcidos a proteinas, como arginilacdo, e ubiquitinacéo.

"Reforco" refere-se a uma dose de um imunogénio
administrado a um paciente para aumentar, prolongar ou

manter a imunidade protetora e para superar a sub-regulacédo
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de respostas de células T mediadas ©por células T

reguladoras.

"Livre de cancro da mama" ou "livre de doenca" ou NED
(Nenhuma evidéncia da doenca) significa que o paciente esté
em remissdo clinica induzida pelo tratamento com o padréo
atual de terapias de cuidados. Por "remissdo" ou "remisséo
clinica", que sdo usados como sindénimos, entende-se que os
sinais clinicos, sinais radioldgicos, e sintomas de cancro
da mama foram significativamente diminuidos ou
desapareceram inteiramente baseado em diagnébésticos
clinicos, embora ainda possam existir células cancerigenas
no corpo. Assim, ¢é contemplado gue a remissdo abrange
remissdo parcial e completa. A presenca de células
cancerosas residuais pode ser enumerada por ensaios, tais
como a CTC (células tumorais circulantes) e podem ser

preditivos de recorréncia.

"Relapso" ou "retorno" ou "ressurgimento" sdo usados
alternadamente aqui, e referem-se ao diagndstico
radiografico de retorno, ou sinais e sintomas de retorno do

cancro da mama apds um periodo de melhoria ou remisséo.

O cancro da mama € um importante problema de salde para as
mulheres em todo o mundo. Vacinas contra o cancro da mama
que foram tentadas até agora tém sido limitadas em termos
de eficédcia, especialmente no que diz respeito a prevencéio
da recaida em pacientes livres da doenca. De acordo com a
presente invencdo, determinou-se que a recorréncia de
cancro da mama em pacientes livres da doenca pode ser
eficazmente prevenida pela administracdo ao paciente de um

péptido do oncogene HER2/neu, E75 (SEQ ID No: 2) sob certas
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condicdes. Também foi inesperadamente determinado que o
peptideo E75 estd associado com MHC HLA-A2 e-A3, e, assim,
pode induzir uma imunidade protetora em doentes com o

haplotipo HLA-A2 e-A3.

Por conseguinte, a presente invencdo apresenta composicdes
de vacina para induzir imunidade protetora contra a recaida
do cancro da mama. A invencdo também apresenta estas
composicdes para utilizacdo em métodos para induzir e
manter a imunidade protetora contra o cancro da mama, e,
mais particularmente, contra o cancro da mama recorrente.
Em alguns aspectos, os métodos compreendem a administracédo
a um sujeito de uma guantidade eficaz de uma composicéo
compreendendo um veiculo farmaceuticamente eficaz e um

polipeptideo tendo a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N°: 2.

O sujeito pode ser gqualquer animal, e é preferivelmente um
mamifero tal como um ser humano, ratinho, rato, hamster,
cobaia, coelho, gato, cdo, macaco, vaca, cavalo, porco, e
outros semelhantes. Os seres humanos sdo 0s mais
preferidos. Em aspectos altamente preferidas, os seres
humanos s&do positivos para os hapldtipos HLA-A2 ou HLA-A3.
Em outros aspectos preferidos, 0s seres humanos sé&o
positivos para a expressdao de HER2/neu humano. Os seres
humanos tém baixa e/ou intermediaria expressdo de tumores

HER?2 /neu.

As composicdes de vacina podem ser formuladas na forma de
preparacdes liofilizadas ou de liguidos de acordo com
quaisquer meios apropriados na técnica. Exemplos néo

limitativos de ©preparagcdes de forma ligquida incluem
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solucdes, suspensdes, xaropes, e emulsdes. 0s veiculos
liquidos adequados incluem qualgquer solvente orgédnico ou
inorgédnico adequado, por exemplo, A&agua, &lcool, solucédo
salina, solucgéo salina tamponada, solucéo salina
fisioldgica, solucdo de dextrose, solucdes de 4gua
propileno glicol, e outros semelhantes, preferencialmente

na forma estéril.

As composicdes de vacina podem ser formuladas em qualguer
forma neutra ou de sal. Os sais farmaceuticamente
aceitiveis incluem o0s sais de adicdo de &cido (formados com
0s grupos amino livres dos polipeptideos ativos) e que sé&o
formados com &cidos inorgénicos tais como, por exemplo,
dcidos cloridrico ou fosférico, ou &acidos orgdnicos tais
como acético, oxéalico, tartédrico, mandélico, e semelhantes.
Os sais formados a partir de grupos carboxilo livres podem
também ser derivados de Dbases inorgénicas tais como, por
exemplo, sdédio, potéssio, amdbnio, cédlcio, ou hidrédéxidos
férricos e Dbases orgédnicas tais como isopropilamina,
trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, e

semelhantes.

As composicdes de vacina sdo, de preferéncia formulados
para a inoculacdo ou injecdo no sujeito. Para injecdo, as
composicdes de vacina da invencdo podem ser formulados em
solucdes aquosas, tais como &gua ou &alcool, ou em tampdes
fisiologicamente compativeis tais como solugdo de Hanks,
solucdo de Ringer, ou tampdo salino fisioldgico. A solucédo
pode conter agentes de formulacdo, tais como agentes de
suspensdo, conservantes, estabilizantes e/ou dispersantes.
As formulacdes de injecdo também podem ser preparadas Ccomo
preparacdes sbdélidas que se destinam a ser convertidas,

pouco antes da utilizacdo, em preparacdes na forma liquida
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adequadas para injecdo, por exemplo, por reconstituicdo com
um veiculo adequado, tal como &gua estéril, solucdo salina,

ou alcool, antes do uso.

As composigdes de vacina também podem ser formuladas em
veiculos de libertacdo sustentada ou preparacdes de
depdsito. Tais formulacdes de acdo prolongada podem ser
administradas por meio de inoculacdo ou de implantacdo (por
exemplo subcutaneamente ou intramuscularmente) ou por
injecdo. Assim, por exemplo, as composicdes de vacina podem
ser formuladas com materiais poliméricos ou hidrofdébicos
adequados (por exemplo, como uma emulsdo num 6leo
aceitiavel) ou resinas de troca idénica, ou como derivados
fracamente soltveis, por exemplo, como um Sal pouco
solavel. 0Os lipossomas e emulsdes sdo exemplos bem
conhecidos de veiculos de distribuicdo adegquados para uso

como transportadores.

As composicdes de vacina podem compreender agentes qgue
aumentam a eficdcia ©protetora da wvacina, tais como
adjuvantes. 0Os adjuvantes incluem qualquer composto ou
compostos que atuam para aumentar uma resposta imune
protetora ao antigénio peptideo E75, reduzindo assim a
quantidade de antigénio necessdria para a vacina e/ou a
frequéncia da administracdo necessidria para gerar uma
resposta imunitdria protetora. Os adjuvantes podem incluir
por exemplo, emulsionantes, dipéptidos de muramilo,
avridina, adjuvantes aquosos, tais como hidréxido de
aluminio, os adjuvantes a base de quitosano, e qualquer dos
varios ¢éleos, saponinas e outras substdncias conhecidas na
técnica, tais como Amphigen, LPS, extractos da parede de
célula Dbacteriana, ADN Dbacteriano, sequéncias de CpG,
oligonucledbétidos sintéticos e as suas combinacdes (Schijns
et al. (2000) Curr. Opin. Immunol. 12:456), extracto de
parede celular de Mycobacterialphlei (M. phlei) (MCWE)
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(Patente US 47448«9%984), M. phlei ADN (M-ADN), e M-ADN-M,
complexo da parede celular phlei (MCC). Os compostos que
podem servir de emulsionantes incluem agentes emulsionantes
naturais e sintéticos, bem como compostos anidnicos,
catidénicos e ndo idbnicos. Entre os compostos sintéticos,
agentes emulsionantes anidbénicos incluem, por exemplo, O0S
sais de potédssio, sdédio e ambdnio de 4&cidos laurico e
oleico, sais de célcio, magnésio e aluminio de &cidos
gordos, e sulfonatos organicos, tais como lauril sulfato de
sdédio. Agentes catidnicos sintéticos incluem, por exemplo,
brometo de cetiltretilamédnio, engquanto gque 08 agentes néo
idnicos sintéticos sdo exemplificados por glicerilesteres
(por exemplo, monoestearato de glicerilo), ésteres de
polioxietileno glicol e éteres, e o0s ésteres de éacidos
gordos de sorbitano (por exemplo, monopalmitato de
sorbitano) e o0s seus derivados de polioxietileno (por
exemplo, monopalmitato de polioxietileno sorbitano). Os
agentes emulsionantes naturais incluem goma-aréabica,

gelatina, lecitina e colesterol.

Outros adjuvantes adequados podem ser formados com um
componente oleoso, tal como um Unico 6leo, uma mistura de
b6leos, uma emulsdo de adgua-em-4leo, ou uma emulsido de dleo-
em-agua. O 6leo pode ser um 6leo mineral, um déleo vegetal
ou um 6leo animal. Os 6leos minerais s&o hidrocarbonetos
liquidos obtidos a partir de vaselina através de uma
técnica de destilacdo, e sdo também referidos na técnica
como parafina liquida, vaselina liquida, ou ¢éleo mineral
branco. 0s éleos animais adequados incluem, por exemplo,
6leo de figado de Dbacalhau, 6leo de alabote, &leo de
savelha, &éleo de vidrado de laranja e 6leo de figado de
tubardo, todos os quais estdo disponiveis comercialmente.
Os ¢leos vegetais adequados incluem, por exemplo, &leo de

canola, 6leo de améndoa, 6leo de semente de algoddo, 6leo
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de milho, azeite, 6leo de amendoim, &6leo de cartamo, o6leo
de sésamo, O6leo de soja, e outros semelhantes. Adjuvante
completo de Freund (FCA) e Adjuvante Incompleto de Freund
(FIA) sdo dois adjuvantes comuns dque Ss&do comummente
utilizados em preparacdes de vacinas, e também sédo
adequados para utilizacdo na presente invencdo. Ambos FCA e
FIA sdo emulsdes de 6leo-em-&gua mineral; no entanto, FCA

também contém um Mycobacterium sp morto.

Citoquinas imunomoduladoras também podem ser utilizadas nas
composicgdes de vacina para aumentar a eficédcia da vacina,
por exemplo, como um adjuvante. Exemplos ndo limitativos de
tais citogquinas incluem o interferdo alfa (IFN-) ,
interleucina-2 (IL-2) e factor estimulante de coldbnias de
granulécitos macréfagos (GM-CSF), ou suas combinacdes. GM-

CSF ¢é altamente preferido.

As composicdes de vacina compreendendo antigénios de
péptidos ET75 e compreendendo ainda adjuvantes podem ser
preparadas utilizando técnicas bem conhecidas dos
especialistas na técnica, incluindo, mas ndo limitadas a,
mistura, sonicacdo e microfluidizacdo. O adjuvante pode
compreender de cerca de 10% a cerca de 50% (v/v) da
composicdo de vacina, mais preferencialmente cerca de 20% a
cerca de 40% (v/v), e mais preferivelmente cerca de 20% a
cerca de 30% (v/v), ou qualquer inteiro entre estes

intervalos. Cerca de 25% (v/v) é altamente preferido.

A administracdo das composicdes de vacina pode ser por
infusdo ou injecdo (por exemplo, por via intravenosa, por
via i1ntramuscular, intracutédnea, subcutédnea, intratecal,
intraduodenalmente, por via intraperitoneal, e similares).
As composicgdes de vacina também podem ser administradas por
via intranasal, por via vaginal, por via rectal, por via

oral, ou por via transdérmica. Além disso, as composicdes
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de vacina podem ser administradas por sistemas de
libertacdo "sem agulha". De preferéncia, as composicdes sé&o
administradas através de injecéo intradérmica. A
administracdo pode ser sob a direcdo de um médico ou médico

assistente.

As 1injecgdes podem ser divididas em véarias injecgbes, com
essas vacinas divididas administradas de preferéncia
substancialmente simultaneamente. Quando administrado na
forma de uma inoculacdo dividida, a dose de imunogénio &,
preferivelmente, mas nao necessariamente, igualmente
proporcionada em cada injecdo separada. Se um adjuvante
estd presente na composicdo da vacina, a dose de adjuvante
¢ de preferéncia, mas ndo necessariamente, igualmente
proporcionada em cada injecdo separada. As injecdes
separadas para a inoculacdo dividida s&o de preferéncia
administradas substancialmente prdéximas umas das outras no
corpo do paciente. Nalguns aspectos preferidos, as injecdes
sdo administradas, pelo menos, cerca de 1 cm de distancia
uma da outra no corpo. Nalguns aspectos preferidos, as
injecdes sdo administradas, pelo menos, cerca de 2,5 cm de
distdncia uma da outra no corpo. Em aspectos altamente
preferidas, as injec¢des sdo administradas, pelo menos,
cerca de 5 cm de disténcia uma da outra no corpo. Em alguns
aspectos, as injecdes sdo administradas, pelo menos, cerca
de 10 cm de distédncia uma da outra no corpo. Em alguns
aspectos, as injecdes sdo administradas mais de 10 cm de
distdncia uma da outra no corpo, por exemplo, pelo menos
cerca de 12,5. 15, 17,5, 20, ou mails cm de distdncia uma da
outra no corpo. As 1injecdes de imunizacdo primaria e
injecdes de reforco podem ser administradas como uma
inoculacdo dividida, tal como descrito e exemplificado

aqui.
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Varios sistemas de libertacdo farmacéuticos alternativos
podem ser empregues. Exemplos ndo limitativos de tais
sistemas incluem os lipossomas e emulsbdes. Certos solventes
orgadnicos tais como dimetilsulfdéxido, também podem ser
empregues. Além disso, as composicdes de vacina podem ser
entregues usando um sistema de libertacdo sustentada, tal
como matrizes semipermedveis de polimeros sdbdélidos contendo
0 agente terapéutico. 0Os varios materiais de libertacéo
disponiveis s&do bem conhecidos pelos peritos na técnica. As
cépsulas de libertacdo sustentada podem, dependendo da sua
natureza quimica, libertar as composicdes de wvacina ao
longo de um intervalo de véarios dias a varias semanas a

VArios meses.

Para evitar a recorréncia do cancro da mama num paciente
que estd em remissdo do cancro da mama, uma dguantidade
terapeuticamente eficaz da composicdo de vacina @ é
administrada ao sujeito. Uma quantidade terapeuticamente
eficaz iréa proporcionar um aumento clinicamente
significativo do numero de linfécitos T <citotdxicos
especificos E75 (CD8') no paciente, bem como um aumento
clinicamente significativo na resposta de linfécitos T
citotdxicos contra o antigénio, como medida por qualquer
meio adequado na técnica. No paciente, em geral, uma
quantidade terapeuticamente eficaz da composicdo de vacina
ir4d destruir a doenca residual microscédpica e reduzir ou
eliminar o vrisco de recorréncia do cancro da mama no

paciente de forma significativa.

A qguantidade eficaz da composicdo de vacina pode ser
dependente de um ntUmero de variéaveis, incluindo, sem
limitacdo, espécie, raca, tamanho, altura, peso, idade,
saude geral do paciente, tipo de formulacdo, modo ou forma
de administracdo ou presenca ou auséncia de fatores de

risco que aumentam significativamente a probabilidade de
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gque o0 cancro da mama se repita no paciente. Tais factores
de risco incluem, mas ndo se limitam ao tipo de cirurgia,
estado dos gédnglios linfaticos e do numero positivo,
tamanho do tumor, grau histoldbégico do tumor,
presenca/auséncia de receptores hormonails (receptores de
estrogénio e progesterona), expressdo HER2/neu, 1invasao
linf4dtica e predisposicdo genética (BRCA 1 e 2). Nalguns
aspectos preferidos, a gquantidade eficaz é dependente de se
o0 paciente é linfonodo positivo ou linfonodo negativo, e se
0 paciente ¢é linfonodo positivo, o numero e grau dos
nédulos positivos. Em todos o0s casos, a quantidade efetiva
apropriada pode ser determinada rotineiramente pelos
peritos na técnica utilizando técnicas de optimizacdo de
rotina e o julgamento qualificado e informado do praticante
e outros factores evidentes para os peritos na técnica. De
preferéncia, uma dose terapeuticamente eficaz das
composicdes de vacina aqui descritas iréd fornecer o
beneficio terapéutico preventivo sem causar toxicidade

substancial para o sujeito.

A toxicidade e a eficédcia terapéutica das composicdes de
vacina podem ser determinadas por procedimentos
farmacéuticos padrdo em culturas celulares ou animais
experimentais, por exemplo, para a determinacdo da DL50 (a
dose letal para 50% da populacdo) e a ED50 (a dose
terapeuticamente eficaz em 50% da populacdo). A razdo de
doses entre os efeitos tdxicos e terapéuticos é o indice
terapéutico e pode ser expresso como a razdo LD50/ED50. As
composicgdes de vacina que exibem indices terapéuticos
grandes sdo preferidas. 0Os dados obtidos a partir de
ensaios de cultura de células e estudos em animais podem
ser utilizados na formulacdo de uma gama de dosagem para
utilizacdo em pacientes. A dosagem de tais composicgdes de

vacina situa-se preferencialmente dentro de uma gama de
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concentragdes gque inclui a ED50 com pouca ou nenhuma
toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta gama
dependendo da forma de dosagem empregue e da via de

administracdo utilizada.

Informacdo sobre a toxicidade pode ser utilizada para
determinar com maior precisdo as doses TUteis em um
determinado sujeito, tal como um humano. O médico
assistente pode terminar, interromper ou ajustar a
administracédo devido a toxicidade, ou a disfuncdes
orgdnicas, e pode ajustar o tratamento conforme necessario,
se a resposta clinica ndo for adegquada, para melhorar a
resposta. A magnitude de uma dose administrada na prevencéao
do cancro da mama recorrente ird variar com a gravidade da
condicdo do paciente, o risco relativo de recidiva, ou a
via de administracdo, entre outros factores. A gravidade da
condicdo do paciente pode, por exemplo, ser avaliada, em

parte, por métodos de avaliacdo de progndéstico padréo.

As composicdes de vacina podem ser administradas a um
paciente em qualquer calendario adequado para induzir e/ou
manter a imunidade protetora contra a recaida do cancro da
mama, €, mailis especificamente, para induzir e/ou manter uma
resposta de linfécitos T citotdxicos a E75 (SEQ ID N°: 2).
Por exemplo, aos pacientes pode ser administrada uma
composicdo de vacina como uma imunizac¢do primadria como aqui
descrito e exemplificado, seguido por administracdo de uma
dose de reforgo para reforcar e/ou manter a imunidade

protetora.

Em alguns aspectos, aos pacientes podem ser administradas
as composicdes de vacina de 1, 2 ou mais vezes por més. Uma
vez por més, durante seis meses consecutivos ¢é preferida
para determinar a resposta imunitédria protetora, em

particular no que diz respeito ao esquema de imunizacio
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primdria. Em alguns aspectos, os reforcos podem ser
administradas em intervalos regulares, como a cada 6 ou
mais meses apds o término do esquema de vacinacdo primaria.
A administracdo do reforco é de preferéncia a cada 6 meses.
Os reforcos também podem ser administrados numa base de

quando necesséario.

O esquema de administracdo de wvacina, incluindo a
imunizacdo primdria e a administracdo de reforco, pode
continuar enquanto for necessdrio para o paciente, por
exemplo, ao longo de varios anos, ao longo do tempo de vida
do paciente. Em alguns aspectos, o esquema de vacina inclui
uma administracdo mais frequente no inicio do esquema de
vacina, e inclui a administracdo menos frequente (por
exemplo, reforcos) ao longo do tempo para manter a

imunidade protetora.

A vacina pode ser administrada em doses mais baixas no
inicio do esquema de vacina, com as doses mais elevadas
administradas ao longo do tempo. As vacinas também podem
ser administradas em doses mais elevadas no inicio do
regime de vacinacido, com doses mais baixas administradas ao
longo do tempo. A frequéncia da vacina e administracdo de
reforco primdria e da dose de E75 administrado pode ser
adaptado e/ou ajustado para satisfazer as necessidades
egpecificas de cada paciente, conforme determinado pelo
médico assistente de acordo com qualquer meio adequado na

técnica.

Em alguns aspectos, as composicdes de wvacina, incluindo
composicdes para administracdo como uma dose de reforco,
compreendem entre cerca de 0,1 mg a cerca de 10 mg de
peptideo E75. Nalguns aspectos preferidos, as composicdes
compreendem cerca de 0,5 mg de E75. Nalguns aspectos

preferidos, as composicdes compreendem cerca de 2 mg de
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E75. Nalguns aspectos preferidos, as composicdes

compreendem cerca de 1 mg de E75.

Nalguns aspectos preferidos, as composicdes de vacina
compreendendo E75, incluindo composicdes para administracédo
como uma dose de reforco, compreendem, ainda, GM-CSF. Tais
composicgdes compreendem, preferencialmente, cerca de 0,01
mg a cerca de 0,5 mg de GM-CSF. Nalguns aspectos
preferidos, as composicdes compreendem cerca de 0,125 mg de
GM-CSF. Nalguns aspectos preferidos, as composicdes

compreendem cerca de 0,25 mg de GM-CSF.

Em alguns aspectos particularmente preferidos, as
composicdes de vacinas compreendem 1 mg de peptideo E75 e
0,125-0,250 mg de GM-CSF num volume total de 1 ml, e séo
administradas mensalmente como uma inoculacdo dividida de
0,5 ml cada, administradas por injecdes afastadas cerca 5
cm cada sobre o corpo do paciente, e administradas
simultaneamente ou em misturas. O esquema de administracéo
¢ de preferéncia mensalmente, durante seis meses. Depois de
um periodo de cerca de 48 horas, o local da injecdo pode
ser avaliada por reacdo local do eritema e endurecimento.
Se as reacbes de ambos os locais sdo confluentes e o ambito
das medidas totais de endurecimento> 100 mm (ou o paciente
experimenta qualquer> grau 2 de toxicidade sistémica), em
seguida, a dose de GM-CSF pode ser reduzida, por exemplo,
para metade, embora se pretenda que a dose de péptido
permaneca a mesma. Se O paciente apresentar uma reacdo
forte em doses subsequentes, em seguida, uma maior reducédo
de GM-CSF pode ocorrer, por exemplo, reduzir para metade.
Se o paciente ndo apresenta reacdo forte, em seguida, o
paciente pode continuar com a dose mais elevada de GM-CSF.
Em alguns aspectos, o esquema de administracdo e dosagem do
reforco é igualmente determinado, com reforcos comecando

com a administracdo de composicdes de vacina compreendendo
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1 mg de E75 e 0,25 mg GM-CSF, administrado a cada seis
meses apds a conclusdo do esquema primadrio de imunizacdo da

vacina.

0Os seguintes aspectos exemplares de exemplos especificos
para levar a cabo a presente invencdo sdo oferecidos apenas
para fins ilustrativos, e ndo se destinam a limitar o

dmbito da presente invencdo de qualgquer forma.

EXEMPIO 1

Selecdo de Pacientes

Os ensaios ndédulo positivo (NP) e ndédulo negativo (NN)
foram aprovados pelos Conselhos de Revisdo Institucional
local e conduzidos no Walter Reed Army Medical Center,
Washington, DC e Joyce Murtha Breast Care Center, Windber,
PA sob uma nova investigacdo da aplicacdo do farmaco (BB-
IND#9187). Todos o0s pacientes apresentavam cancro da mama
histologicamente confirmado (BCA), e completaram um curso
padrdo de cirurgia, quimioterapia e radioterapia (se
necessario) antes da inscricdo. Pacientes em terapia
hormonal foram continuados no seu regime especifico. Depois
de aconselhamento e consentimento adegquado, os pacientes
BCa foram inscritos para o ensaio apropriado (NP ou NN) e
depois HLA digitado, uma vez que E75 se liga principalmente
a HLA-A? encontrada em cerca de 40-50% da populacdo em
geral. Os pacientes HLA-A2' foram vacinados, e os pacientes
HLA-A2"™ foram observados prospectivamente para a
recorréncia clinica. Os pacientes HLA-A3" foram incluidos
num estudo paralelo com o0s pacientes A2 e tratados na
posologia ativa no momento da inscricgdo. Antes da
vacinacdo, a pele dos pacientes foi testada com um painel

de antigénios de memdbdbria (papeira, tétano, e Candida). Os
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pacientes foram considerados imunocompetentes se reagiram

(> 5 mm) a > 2 antigenos.

Um total de 186 pacientes foi incluido em ambos 0s testes
de vacinas E75 (NP = 95, NN = 91), que estavam livres da
doenca apdés a terapia padrdo, mas com alto risco de
recorréncia. Depois de HLA-A2', e mais tarde HLA-A3" , os
doentes (n = 101) foram wvacinados (49 NP e 52 NN, 90 HLA-
A2" e 11 HLA-A3"). Todos os outros pacientes (n = 85) foram
divididos ©para observacdo. Cinco pacientes vacinados e
quatro de observacdo foram retirados do estudo, embora
nenhum deles devido a toxicidade. Portanto, 96 pacientes
vacinados e 81 pacientes de observacdo estavam disponiveis
para anédlise. Demografia e factores de progndéstico para

ambos 0s grupos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Demografia e factores de prognéstico para

pacientes vacinados e de observacgéo

Vaccinated, HLA-A2®, A3 Observed, HLA-AZ AY
{n=8p)t {n=B1)¥ P
Median ags, years 58.9 55.4
Range, years 32-80 34-87 433
Race
White, % 206 81.5
Other, % 104 18.8 g1z
Turmor size
THL% 88.8 80.5 6.20
T2-T4, % 30.2 305 £.20
Histuiogicat grade
-1, %% 84.8 59.5 $.50
i, % 35.8 40.5 .50
MNode-positive, % 48,9 56.8 .19
Median + nodes (NP oy} 2.0 2.5
Rangs 1.25 115 017
HER2fnet IHC 3+ or FISH +, % 25.8 28.4 032
Hormaone receptor negative, % 318 7.3 0.08
XRT, % 71.8 80.2 4.20
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Vaccinated, HLA-A2' A3+ Observed, HLAAZ-, AY

{=98)t {n=81)% P
Chemaprevention, % 65.8 78.8 0.05
Adjuvant Herceptin, % 8.2 3.7 0.60

1101 patients enrciled to vaccine arm, 2 switched to ohservation, 1 withdrew for adiuvant trastuzumab, 1 dus to an
extended unrelated illness, and 1 patient for personal reasons.

*85 patiants enrolied to ohservation am, 2 lost o follow-up and 4 withdrew for owr MHC H peptide vaccine trial. Two
patients wera gained from the vaecine arm.

Os dois grupos foram equivalentes na maioria das categorias
de progndstico padrdo. No entanto, mais pacientes wvacinados
foram hormona-receptor negativo, e, por conseguinte, menos
pacientes no grupo da vacina estavam em terapia hormonal
adjuvante. Ao olhar para os estudos individuais, os
pacientes mais vacinados no ensaio NN comparados com 0sS
controlos tinham tumores sobre-expressando HER2/neu (25,0%
vs. 7,1%, P <0,05), e menos receberam radioterapia

adjuvante (64,7% vs. 85,7%, P <0,05).

Durante os ensaios, foi determinado que E75 pode ser usado
em pacientes HLA-A3" com base nos dados de afinidade
obtidos a partir de dois algoritmos de ligacdo ao péptido
de ligacdo HLA comummente utilizados: BIMAS (SEQ ID N°: 3)
e SYFPEITHI (SEQ ID N°: 4). Além disso, a avaliacdo pré-
clinica demonstrou que HLA-A3" CTL estimulada por E75 pode
lisar as células cancerosas HLA-A3" expressas por HER2/neu

(ndo mostrados) .

Embora ndo tenha havido diferenca no estado nodal do

subconjunto de HLA-A3 em relacdo ao subconjunto de HLA-A2

(54,5% wversus 45,9%, P = 0,59), que tendem a ter tumores
menores (90,9% wvs. 65,7% T1, P = 0,08), foram menos

propensos a ter tumores hormonalmente insensiveis (18,2%
vs. 29,6%, p = 0,4), e tiveram menos tumores com super-

expressdo de HER2/neu (0% vs. 31,5%, p = 0,028).

34



EXEMPLO 2

Vacinagdo e Protocolo Clinico

O peptideo E75 foi produzido comercialmente em boas
préaticas de fabricacdo por NeoMPS, Inc. (San Diego, CA). A
pureza do péptido (> 95%) foi verificada por cromatografia
liquida de alto desempenho e espectrometria de massa, e o
teor de aminodcidos foi determinado por anadlise de
aminodcidos. A esterilidade e seguranca geral do teste
foram realizadas pelo fabricante. O péptido liofilizado foi
reconstituido em solucdo salina estéril a 100 ug, 500 ug,
ou 1000 pg em 0,5 ml. No momento da administracdo, o
peptideo foi descongelado e misturado com GM-CSE (Berlex,
Seattle, WA), em 0,5 mL, e o 1,0 ml de inoculacdo foi
dividida e administrada por via intradérmica, em dois
locais afastados 5 cm. Todas as vacinas foram dadas na

mesma extremidade.

Séries de Vacinacdo. O estudo NP foi concebido como um
processo de dois estadgios com doses crescentes de peptideo
na fase inicial e as alteragdes de calenddrio na segunda
fase. Detalhes da série da vacina foram previamente
publicados (Peoples GE et al. (2005) J. Clin. Oncol.
23:7536-45) . Resumidamente, 3-6 pacientes (HLA-A2" ou HLA-
A3") foram designados para receber quatro ou seis injecdes
mensais de 100 pg, 500 pg ou 1000 pg de E75 (100,6, 500,4,
500,6, 1000,4 e 1000,6, respectivamente) (Tabela 2). Os
grupos foram finalmente expandido, a fim de determinar e
confirmar a dosagem ¢ptima em doentes NP, representando o

grande numero de pacientes nos grupos de dose deste ultimo.
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Tabela 2. Ensaios para NP e NN

: _ ; T ) I

Patient Group No. of pfnems HLA Poptide dose t {3pg} GM-CSF dose’ (ug} Monthe vaccinatedt
A2 (A3

Node-posftive

100.6 2 100 250 012345

§00.4 & 500 250 0,125

500.6 & 500 250 0,1.2.345

1000.4 {2 1000 250 0.1,2,8

1000.6 18{4) 1000 250 0.1.2.343

Node-negative

§00.125.3 10 500 125 8,1,5

500.125.4 10 500 125 8,125

Node-riegative

£04.250.4 1043) 800 260 01,25

500.250.8 10 (2} 1000 250 01,2345

1000.250.6 8 1000 250 0,1.2.345

Total 85 {17}

TPaptide was suspended in 0.5 ml sterile saline and sombired with GM-CSF and sterila saline o final valume of 1.0
mi per ingculation.

Pacoines were administered svery 3-4 weeks.

*One patieni assigned fo 1005 group withdeew and no replacement al that dase group was designated.

O ensaio NN foi concebido para explicar ainda mais a
dosagem bioldégica oéptima, variando a dose de GM-CSF e
alterando a programacdo da inoculacdo. Foram autorizados
neste estudo pacientes com tumores que ndo expressavam
HER2/neu para determinar a viabilidade de wvacinar um
hospedeiro  presumivelmente ingénuo ao antigeno. Dez
pacientes foram designados para cada grupo de dose para
receber trés, quatro ou seis injecdes mensais ao longo de

cinco meses (Tabela 2).

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
Isolamento e Culturas. Foi colhido sangue antes de cada
vacinacdo e uma vez (pdés-vacina) e seis meses (de longo
prazo) apds a conclusdo da série de wvacinas. 50 ml de
sangue foi tirado e PBMC foram isoladas. As PBMC foram
lavadas e re-suspensas em meio de cultura e utilizadas como

uma fonte de linfdécitos.

36



Toxicidade. Os pacientes foram observados uma hora apds a
vacinacdo para hipersensibilidade imediata e voltaram 48-72
horas depois de ter os seus locais de injecdo medidos e
questionados sobre toxicidades. As toxicidades foram
classificadas por NCI Common Terminology Criteria for
Adverse Events, v3.0 e relatados numa escala de 0-5. A
progressdo de um grupo de dose para o seguinte ocorreu
apenas se nenhuma toxicidade significativa foi observada no
grupo de dose mais baixa. Resultados especificos para cada
paciente foram registados com base na toxicidade local e

sistémica méxima ocorrida durante a série.

As toxicidades locals e sistémicas foram leves, e todos os

pacientes completaram a série de vacinas. As toxicidades
locais foram de grau 1 (81%) e grau 2 (19%). A toxicidade

sistémica foi minima: grau 0 (12%), grau 1 (71%), grau 2
(14%) e grau 3 (2%) (Figura 1) sem toxicidades sistémicas
de grau 4 ou 5 observadas. Uma vez que as toxicidades
observadas sdo consistentes com GM-CSF, uma reducdo da dose
de 50% de GM-CSF foi instituido em caso de reacdes locais

ou sistémicas significativas (18,7% dos pacientes).

Os perfis de toxicidade foram os mesmos em pacientes A3
como 0s seus homdlogos A2: maxima toxicidade local de grau
1 (82%) e grau 2 (18%) para os dois grupos. Toxicidade
sistémica méxima (A3 wvs. A2): grau 0 (0% wvs. 15%), grau 1
(92% vs. 68%), grau 2 (8% vs. 14%) e grau 3 (0% vs. 2%, p =
0,4). As respostas locais de pacientes A3 foram idénticas
aos pacientes A2 dentro dos respectivos grupos de dose.
Assim, ndo houve nenhuma diferenca no perfil de toxicidade
entre os pacientes HLA-A3" em comparacdo com OS pacientes a
HLA-A2", e as reacdes locais foram também robustas. A

toxicidade local DE Grau 2 foi de 20% contra 18%,
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respectivamente, sugerindo semelhante imunogenicidade in

vivo.

Recorréncias clinicas. Todos os pacientes foram observados
por recorréncia clinica por padrdo de rastreamento do
cancro como ditado pela oncologista primdrio do paciente.
A paciente foi considerada recorrente se houve Dbiopsia
comprovada ou se tratada de recorréncia pela equipa de

oncologia priméria.

Por projeto do protocolo, a anédlise preliminar foi iniciada
em 18 meses de mediana de acompanhamento. Na conclusédo
dessa anéalise, 171 pacientes haviam sido inscritos, e a
taxa de recorréncia no grupo vacinado foi de 5,6% em
comparacdo com 14,2% no grupo de observacdo (P = 0,04) num
seguimento médio de 20 meses. As taxas de sobrevida livre

de doenca nos grupos vacinados e de controlo foram de 92,5%

e 717%, respectivamente (Figura 2). Houve quatro mortes no
grupo de observacdo (sobrevida global [0S] 95,1%) em

comparacdo com apenas um 6bito no grupo vacinado (0OS 99%, P

= 0,1).

O acompanhamento de ambos os ensaios foi prorrogado por
cinco anos, apesar do enfraquecimento da imunidade e da
falta de uma inoculacdo de reforco no projeto do protocolo.
Uma andlise atualizada documentou recorréncias adicionais
em ambos o0s grupos, incluindo uma recidiva tardia no grupo
da vacina aos 58 meses. Num seguimento médio de 26 meses,
houve 186 pacientes inscritos, e a taxa de recorréncia foi
de 8,3% no grupo da vacina em comparacdo com 14,8% no grupo
de observacdo (P = 0,15). Houve uma distribuicdo diferente

de recorréncias entre estes pacientes. A recorréncia o6ssea
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sé6 foi responsavel por 50% das recidivas nos pacientes do
grupo de controlo (6/12) e 0% dos pacientes recorrentes

vacinados (P = 0,04).

Entre os pacientes HLA A3 a taxa de recorréncia &

semelhante & dos pacientes HLA-A2" (9,1% versus 8,2%).

Andlise Estatistica. Taxas de recorréncia foram comparadas
entre o0s grupos por meio de anadlise de sobrevida pelo
método de Kaplan-Meier, e a proporcdo de individuos que
apresentaram a recorréncia comparados por analise de
classificacéo. Os valores de P para os fatores clinico-
patoldgicos foram calculados wutilizando Wilcoxon, teste
exato de Fisher ou x2 conforme o caso. Os wvalores de P
para comparar os niveis de dimero pré-vacinacdo e pbs-
vacinacdo foram calculados utilizando Wilcoxon e para DTH

usando o teste t de Student.

EXEMPLO 3

HLA-A2: Ensaio de dimero de imunoglobulina

A presenca de células especificas T CD8' E75 em PBMC
isoladas de fresco a partir de pacientes foi avaliada
diretamente por meio de um ensaio de dimero. Em resumo, ©
dimero de imunoglobulina (Ig) HLA-A2 (PharMingen, San
Diego, CA) foi carregado com o péptido E75 ou de controlo
(E37, proteina de ligacdo a folato (25-33) RIAWARTEL (SEQ
ID N°: 5)) pela incubacdo de 1 pg de dimero com um €XCesSso
(5 pg) de péptido e 0,5 pg de B2-microglobulina (Sigma, St.
Louls, MO) a 37°C durante a noite, em seguida, armazenado a
4°C até ser utilizado. PBMC foram lavadas e re-suspensas
em tampdo de coloracéo PharMingen (PharMingen) e

acrescentadas a 5x10° células/100ul/tubo em tubos de
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poliestireno de fundo redondo de 5 ml (Becton Dickinson,
Mountain View, CA) e coradass com os dimeros e anticorpos
carregados. Em cada paciente, o nivel de células CD8" E75
egpecificas foi determinado em resposta a cada vacinacéo
sucessiva e todas as medicgdes de pds-inoculacdo foram
ponderadas para cada paciente e comparadas com 0SS Sseus

niveis de pré-inoculacéo.

CTL E75 especificos foram avaliados em fresco ex vivo PMBC
pelo ensaio de dimero antes de cada vacinacdo e ao mesmo
(pbés-vacinacdo) e seis meses (a longo prazo). O teor de
dimero tem sido mostrado previamente para correlacionar com
os ensaios imunitérios funcionais (citotoxicidade e
secrecdo de citoquinas) (Peoples GE et al. (2005) J. Clin.
Oncol. 23:7536-45) . Um padrdo de aumento CD8" CTL
egpecifico de E75- foi observado durante a série de
vacinas, com um pico e, em seguida, recuando para um

patamar de conclusédo.

As respostas do dimero cumulativas para todos oS pacientes
sao mostradas na Figura 3A. Houve um aumento
estatisticamente significativo nas células cpsg? E75
especificas mediana de pré-vacinacédo para pds-vacinacdo e
para os niveis de pico. Niveis de longo prazo ndo foram
diferentes em relacdo aos niveis pré-vacinacéo. Apenas
48,3% dos ©pacientes mantiveram a imunidade residual
significativa (definida como dimero> 0,5) seis meses apds a

vacinacéio.

A imunidade pré-existente ao E75 (definida como dimero>
0,3) foi encontrada em 42,7% dos doentes (Figura 3B). O

mesmo padrdo de resposta do dimero foi consistente,
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independentemente dos niveis iniciais de dimero.
Entretanto, o0s pacientes que ndo tinham imunidade pré-
existente tiveram um aumento significativo nos seus niveis

de dimero de longo prazo.

EXEMPLO 4

Hipersensibilidade retardada

Em ambos os ensaios, uma reacdo DTH foi avaliada com 100 nug
de E75, em 0,5 ml de solucdo salina normal (sem GM-CSF) e
0,5 ml de solucdo salina normal como controlo do volume, um
més apdés a conclusdo da série de wvacina tal como
anteriormente descrito (Peoples GE et al. (2005) J. Clin.
Oncol. 23:7536-45). A reacdo de DTH foi medida em duas
dimens®des em 48-72 horas wutilizando o método sensivel
esferogrédfica-caneta e relatados como a média ortogonal em
relacdo ao controlo. No ensaio NN, uma DTH também foi

realizada pré-vacinacéo.

Resposta imune in Vivo. Para medir a eficédcia da vacina in
vivo, a DTH pdés-vacina foi medida um més apds a concluséo
da série de vacinas com 100 pg de E75 injetado por via
intradérmica com um controlo de volume de solucdo salina.
Entre todos os pacientes vacinados, 74% tinham uma DTH pds-
vacina positiva com um endurecimento médio de E75 de 14,0 =
1,4 mm em relacdo ao controle 2,1 £ 0,5 mm (P <0,0001)

(Figura 4A).

Os pacientes NN tiveram uma DTH pré-vacina, bem como uma
DTH pébs-vacina (Figura 4B). Na pré-vacinacdo, ndo houve
diferenca de DTH entre E75 e controlo. Na pds-vacinacdo, a
resposta DTH para E75 foil estatisticamente maior do que o
controlo, e a DTH de E75 foi significativamente diferente
na pds-vacinacdo em relacdo a pré-vacinacdo (10,9 = 1,5 mm

vs. 2,8 £ 0,8 mm, P <0,0001).
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Os pacientes NP tiveram uma resposta DTH de E75 na pds-
vacinacdo maior do que os pacientes NN (Figura 4C), uma
diferenca provavelmente devido aos pacientes NN terem
recebido quantidades muito menores de E75 globais.
Avaliando as respostas de DTH como uma funcdo da dose, o0s
pacientes que receberam 6000 pg de E75 tiveram uma reacédo
DTH significativamente maior em comparacdo com OS pacientes
que receberam <6000 pg de péptido (25,1 = 4,0 mm vs, 13,3 *
1,9 mm, P = 0,008) (Figura 4D).

Os pacientes HLA-A3" tiveram DTH pés-vacinacdo comparavel
para os HLA-A2" (10,5 +* 2,7 mm vs. 15,1 + 1,9 mm, P =
0,38).

EXEMPLO 5
ENSAIO ELISPOT HLA-A3 *

A resposta vacinal para pacientes HLA-A3" também foi
avaliada pelo interferdo y-ELISPOT especifico para E75. Por
ELISPOT, os pacientes A3 demonstraram uma gama de 0-30
manchas/10° células na linha de base que aumentou para uma
gama de 3-448 manchas/10° células pbs-vacinacdo, p = 0,04.
Mais importante ainda, as recidivas c¢linicas foram as
mesmas em ambos os grupos (A3, 9,1% vs. A2, 8,2%) e em

comparacdo com 14,8% no grupo de controlo.

EXEMPLO 6
VACINA DE REFORCO DO CANCRO DA MAMA

Pacientes. Os ensaios NP e NN foram aprovados na
Institutional Review Boards local e realizados no Walter
Reed Army Medical Center (WRAMC), Washington DC e no Joyce
Murthe Breast Care Center, Windber, PA. Estes ensaios
clinicos estdo a ser conduzidos sob a investigacdo de uma

aplicacdo nova de um férmaco (BB-IND#9187) aprovado pela
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Food and Drug Administration. Todos os pacientes
apresentavam cancro da mama histologicamente confirmado,
tinham completado a terapia padrdo, estavam livres de
doenca e imunocompetentes no momento da inscricdo inicial.
Os pacientes HLA-A2" e HLA-A3" foram vacinados com doses
variadas de E75 e GM-CSF e em programacdes variadas ao
longo de um periodo de seis meses, como estabelecido nos
exemplos anteriores. Aos pacientes foi oferecida uma dose
de reforco opcional de E75 (1 mg) + GM-CSEF (0,250 mg) se
estivessem, pelo menos, seis meses apds a conclusdo da sua

série de vacinacdo primaria.

25 pacientes receberam uma dose de reforco (Tabela 3).
Pouco mais da metade (56%) tinha cancro da mama NP. O tempo
médio de vacinacdo prévia foi de 12 meses (variacdo de 6-24
meses). Os pacientes foram avaliados como pacientes no
inicio do reforco (EB) se receberam o reforco 6 meses apds
a série priméria ou pacientes de reforco final (LB) se

fossem> 6 meses a partir da série primaria.
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Tabela 3. Demografia dos pacientes

Pacientes (n=25)
Idade, média (anos) 56 (faixa 31-76)
2 T2 28%
Nédulo positivo 56%
Grau 3 32%
ER-PR- 28%
Sobre-expressido HER/neu 20%
Tempo apés a primeira | 33 (9-200)
terapia padrdao (meses)
Tempo apds a primeira série |12 (6-24)
de vacinas (meses)

A imunidade a E75 especifica residual diminuiu ao longo do
tempo, como medido por HLA-A2: dimeros de IgG. O nivel
médio de células T CD8+ no grupo EB (n = 6) foi de 1,4%
(gama de 0,61-3,43%) em comparacdo com o grupo de LE (n =
13) (0,44%, 0-2,67%, p = 0,02). Para os pacientes LB, o
nivel mediano de dimero de 6 meses apds a primeira série
foi de 0,70% (0,19%-1,55%). Esta ndo fol estatisticamente
diferente em relacdo aos niveis de dimero dos pacientes EB

a 6 meses (Figura 5).

Reforco da vacina. 0 peptideo E75 foi produzido
comercialmente em boas préaticas de fabricacdo por NeoMPS
(San Diego, CA). A pureza do peptideo foi wverificada por
cromatografia liquida de alto desempenho e espectrometria
de massa, e o teor de aminoadcidos foi determinado por

andlise de aminoédcidos. O péptido foi purificado para mais
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do gue 95%. 0s testes de esterilidade e seguranca geral
foram realizados pelo fabricante. O péptido liofilizado foi
reconstituido em solucdo salina estéril a uma concentracédo
de 1000 pg em 0,5 mL. O péptido foi misturado com GM-CSF
(Berlex, Seattle, WA), em 0,5 mL, e o 1,0 ml de inoculacéo
foi dividida e administrada por via intradérmica, em dois
locais afastados 5 cm cada. A vacinacdo de reforco foi dada

na mesma extremidade como a série priméria.

Toxicidade. Os pacientes foram observados 1 hora apds a
vacinacdo para reacdes de hipersensibilidade imediata. As
toxicidades foram classificadas pelos NCI Common Toxicity
Criteria for Adverse Events, v3.0 e relatados numa escala
de 0 a 5. Os pacientes que j& tinham tido toxicidade local
ou sistémica significativa (grau 2 ou 3) receberam uma dose

reduzida de GM-CSF a 0,125 mg.

A dose de reforco foi muito bem tolerada (Figura ©6)
principalmente com toxicidade local de grau 1 (um efeito
desejado). Mais da metade dos pacientes ndo tinha queixas
sistémicas. Ndo houve toxicidades de grau 3 ou 4. Apenas um
paciente (4%) apresentou toxicidade de grau superior
durante o reforco do que durante a série primaria (grau 2

inflamacdo local).

Isolamento de células mononucleares de sangue periférico de
e culturas. Sangue foi tirado antes da vacinacdo de
reforco, e de 3 a 4 semanas apds a administracdo de reforco
para isolar as células mononucleares do sangue periférico
em tubos Vacutainer CPT, e utilizado como uma fonte de

linfécitos.

HLA-A2: Ensaio de dimero de imunoglobulina. A presencga de
células CD8' de E75especifico em PBMC isolado de fresco a

partir de pacientes foi avaliada diretamente utilizando o
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ensaio de dimero descrito no Exemplo 3 acima.
Resumidamente, o HLA-A2: imunoglobulina (Ig) de dimero
(Pharmingen, San Diego, CA), foi carregado com o péptido
E75 ou de controlo (peptideo da proteina de ligacdo de
folato E37 (25-33) RIAWARTEL (SEQ ID N°: 5)) por incubacédo
de 1 pg de dimero com um excesso (5 pg) de péptido e 0,5 ug
de B2-microglobulina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) a
37°C durante a noite, em seguida, armazenada a 4°C até ser
utilizada. As PBMC foram lavadas e re-suspensas em tampdo
de mancha PharMingen (Pharmingen, San Diego, CA) e foram
adicionadas, a 5x10° células/100ul/tubo, em tubos de
poliestireno de fundo redondo de 5 ml (Becton Dickinson,
Mountain View, CA) e coradas com os dimeros e anticorpos
carregados. Em cada um dos pacientes HLA-A2", o nivel de
células CD8" de E75 especifico foi determinada antes e

depois do reforco da vacina.

Os antigénios especificos das células T CD8" foram
quantificados antes e 3-4 semanas apbds a vacinacido de
reforco. Imunidade residual significativa (SRI, definida
como especifica do antigénio das células T CD8" 2 0,5%) foi
significativamente diferente nos dois grupos, a 100% (6/6)
em pacientes EB comparado com 30,8% (4/13) dos pacientes LB
(p = 0,01). Entre os pacientes a que falta SRI (n = 8),
houve uma tendéncia de aumento de E75 especifico nas
células T CD8+ (Figura 7) de 0,43% (0-0,49%) a 0,87% (0-
2,3%, p = 0,08).

Ensaios de ligagdo a enzimas imuno-manchadas. Células
produtoras de IFN-y foram detectadas utilizando o kit BD
ELISPOT imediatamente (ex vivo) ou apds a incubacdo de 7
dias com péptidos. PBMC frescas foram semeadas em placa de
ELISPOT a uma concentracdo de 5 x 10° células (ex vivo) ou

1x10° (7 dias) por poco em meio contendo IL-7 (ex vivo) ou
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em meio com e sem IL-7 (7 dias). As células foram
estimuladas durante 16 horas (ex vivo) ou 7 dias na
presenca ou auséncia de péptidos (E37, FluM, E75, GP2,
HER2/neu 1 pg ou 5 npg). Incubacdes adicionais nos pogos 7-
dias incluiram a combinacdo de E75 + HER2/neu 1 ng ou 5 ng.
Um total de 16 ensaios fol realizado em cada amostra de
sangue, desde que células suficientes estivessem
disponiveis. No final da incubacédo, as ©placas foram
desenvolvidas conforme as instrucdes do fabricante. Um
anticorpo de deteccdo biotinilada foi adicionado, e as
placas foram incubadas durante a noite a 4°C. Apbds a
incubacdo, as placas foram lavadas, foi adicionada uma
solucdo de avidina-HRP durante 1 hora, e as manchas
desenvolvidas wusando uma solucdo de substrato AEC. As
manchas foram contadas utilizando o analisador Immunospot

Series 2 e software Immunospot.

Todos 08 pacientes tinham c¢élulas produtoras de IFN-vy
quantificadas antes e apds a vacinacdo de reforco em até 16
ensaios diferentes, dependendo da disponibilidade de PBMC
de uma Unica colheita de sangue. Vinte e dois pacientes
tiveram pelo menos um teste pré e pbds-reforco emparelhado
ELISPOT (mediana de 10 ensaios por paciente, faixa de 1-
14). Entre esses pacientes, houve 255 ensaios no total de
pré-reforco, dos quais 54,5% mostraram producdo de IFN-v
detectével. Entre 194 ensaios emparelhados (amostras de
pré e pobs-reforco do mesmo paciente com a mesma
concentracdo de peptideo), 78 (40,2%) apresentaram aumento
da producdo de células IFN-y com reforco. No total, 20/22
(91%) dos pacientes mostraram um aumento de células
produtoras de IFN-y em pelo menos um ensaio e 11 (50%)

apresentaram aumento de células produtoras de IFN-y, em,
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pelo menos, 50% dos ensaios. Os resultados sdo mostrados

na Figura 8.

Reagdes locais. Reacdes locais (LR) foram medidas como uma
avaliacdo funcional da resposta in vivo. LR foram medidas
48-72 horas pds-vacinacdo e medidas em duas direcdes e
relatadas como uma ortogonal média + SE usando o método
sensivel de ponto de bola. LR foram comparadas com as LR
anteriores do préprio do paciente para avaliar a resposta

ao reforco.

Os pacientes que receberam o reforco £ 9 meses (n = 12) da
sua série principal tiveram LR significativamente maiores
(103 £ 7 mm) do que os pacientes> 9 meses (n = 13) da série
primaria (79 + 4 mm, p = 0,01). N&o houve diferenca entre
os dois grupos, gquando comparados com o fim da série
principal (£ 9 meses 81 £ 5 mm;> 9 meses 85 * 8 mm, p =

0,73). O0Os resultados s&d&o mostrados nas Figuras 9 e 10.

Andlise estatistica. Os valores HLA:dimero IgG sé&o
reportados como mediana e valores de P foram calculados
utilizando o teste de Wilcoxon. Para comparacdes
proporcionais, foi wutilizado o teste exato de Fisher. A
comparacdo das reacdes locais foi feita com o teste t de

Student emparelhado ou desemparelhado, como apropriado.

EXEMPLO 7
Resposta da vacina de péptido HER2/neu (E75) por nivel de

expressdo de HER2/neu

Os ensaios clinicos foram realizados com a vacina de
péptido HER2/neu E75 em pacientes BCa de ndédulo positivo e
nédulo negativo. Estes pacientes consistiram em todos os
niveis de expressdo HER2/neu. A determinacdo do status de

HER2/neu ¢é realizada predominantemente através de dois
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testes, imuno-histoquimica (IHQ) e de hibridizacdo de
fluorescéncia in situ (FISH). IHC detecta a sobre-expresséo
de proteina da HER2/neu e ¢ reportada numa escala semi-
quantitativa de 0 a 3+ (0 = negativo, 1+ = baixa expresséo,
2+ = intermédia, e 3+ = sobre-expressdo). FISH por outro
lado detecta a amplificacdo (excesso de cépias) do gene de
HER2/neu e ¢ expressa como uma razdo de HER2/neu no
cromossoma 17 e interpretada como a sobre-expressdo se FISH
é> 2,0 copias. A taxa de concorréncia de IHC e FISH & de

aproximadamente 90%.

Materiais e Métodos:

A andlise de subconjunto foi realizada em 163 pacientes BCa
inscritos nos nossos testes de vacinas E75 de fase II com
base no nivel de expressdo de HER2/neu. Os pacientes foram
avaliados como de baixa expressdo (LE = IHC 1+-2+ e FISH>
0, mas <2,0) vs. Super-expressdo (OE = IHC 3+ e/ou FISH>
2,0), e pelo status IHC (0, 1+, 2+, 3+). A analise foi
realizada segundo fatores c¢linico-patoldgicos padréo,
resposta imunoldgica a vacina (reacdes de DTH in vivo e
ensaio de HLA-A2: dimero IgG 1in wvitro), e respostas

clinicas (taxas de recorréncia e mortalidade absolutas).

Caracteristicas dos pacientes e protocolos clinicos: Os
ensaios E75 NP e NN foram aprovados pelo Institutional
Review Boards 1local e realizados no Walter Reed Army
Medical Center, Washington, DC, e no Joyce Murtha Breast
Care Center, Windber, PA sob uma investigacdo de uma
aplicacdo nova do farmaco (BB-IND#9187). Todos os pacientes
tinham BCa confirmado histologicamente, e haviam concluido
um curso padrdo de cirurgia, gquimioterapia e radioterapia
(se necessario) antes da inscricdo. Pacientes em terapia
hormonal foram continuados no seu regime. Depois de

aconselhamento e consentimento adequado, os pacientes BCa
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foram inscritos para o estudo apropriado (NP ou NN) e HLA
digitado uma vez que E75 se liga principalmente a HLA-A2
encontrada em cerca de 40-50% da populacdo em geral. Os
pacientes HLA-A2+ foram vacinados, e o0s pacientes HLA-A2-
foram observados prospectivamente para recidiva c¢linica.
Posteriormente os pacientes HLA-A3+ foram vacinados. Antes
da vacinacdo, a pele dos pacientes foi testada com um
painel de antigénios de memdéria (teste de Mantoux). Os
pacientes foram considerados imunocompetentes se reagissem

(> 5 mm) de> 2 antigenos.

Vacina: O peptideo E75 foi produzido comercialmente em boas
prédticas de fabricacdo por NeoMPS, Inc. (San Diego, CA). A
Pureza DO Péptido (> 95%) foi verificada por cromatografia
liquida de alto desempenho e espectrometria de massa. O
teste de esterilidade e seguranca geral foi realizado pelo
fabricante. O péptido liofilizado foi reconstituido em 0,5
ml de solucdo salina estéril a 100 mcg, 500 mcg ou 1000
mcg. O péptido foi misturado com GM-CSEF (Berlex, Seattle,
WA) em 0,5 ml. A inoculacdo de 1,0 ml foi dividida e
aplicada por via intradérmica em dois 1locais separados

cinco centimetros na mesma extremidade.

Séries de vacinacdo: 0O estudo NP foi concebido como um
processo de dois estadgios com doses crescentes de peptideo
na fase 1inicial e alteracdes de programacdo na segunda
fase. Detalhes da série da vacina foram publicados
anteriormente. Resumidamente, 3-6 pacientes foram
designados para receber cada quatro ou seis 1injecdes
mensais de 100 mcg, 500 mcg ou 1000 mcg de peptideo E75
(100:6, 500:4, 500:6, 1000:4 e 1000:06, respectivamente). Os
grupos foram finalmente expandidos, a fim de determinar e
confirmar a dosagem ¢éptima em doentes NP, representando o

grande numero de pacientes nos grupos de dose deste ultimo.

50



O ensaio NN foi concebido para explicar ainda mais a dose
bioldgica éptima através da variacdo da dose de GM-CSF e
alterar a programacdo da inoculacéo. Doze pacientes com
tumores HER2/neu IHC 0 foram autorizados neste estudo para
determinar a viabilidade de vacinar um hospedeiro
presumivelmente ingénuo ao antigeno. Dez pacientes foram
designados para cada grupo de dose com peptideo ET5
constante de 500 mcg para receber trés, quatro, ou seis
injecdes mensais com diferentes doses de GM-CSF (125 mcg ou

250 mcqg) .

Toxicidade: Os pacientes foram observados uma hora apds a
vacinacdo para hipersensibilidade imediata e voltaram 48-72
horas depois de terem os seus locais de injecdo medidos e
questionados sobre toxicidades. As toxicidades foram
classificadas pelo NCI Common Terminology Criteria for
Adverse Events. v3.0 (relatado numa escala de 0-5). A
progressdo de um grupo de dose para © seguinte ocorreu
apenas se nenhuma toxicidade significativa foi observada no
grupo de dose mais baixa. Resultados especificos para cada
paciente sdo relatados com base na toxicidade 1local e

sistémica méxima ocorrida durante a série.

Células mononucleares do sangue periférico PBMC) ,
isolamento e culturas: Foi colhido sangue antes de cada
vacinacdo e em um (pds-vacina) e seis meses (de longo
prazo) apds a conclusdo da série de vacinas. 50 ml de
sangue foi tirado e PBMC isolada. As PBMC foram lavadas e
re-suspensas em meio de cultura e utilizadas como uma fonte

de linfdécitos como anteriormente descrito.

Ensaio de dimero de imunoglobulina:HLA-A2: A presenca de
células T CD8+ em E75especifico em PBMC isoladas de fresco
a partir de pacientes foi avaliada diretamente utilizando o
ensaio de dimero, como descrito anteriormente.

Resumidamente, o HLA-A2: dimero de imunoglobulina (Ig)
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(PharMingen, San Diego, CA), foi carregado com o péptido
E75 ou de controlo (E37, proteina de ligacdo a folato (25-
33) RIAWARTEL (SEQ ID No: 5)) por incubacdo de 1mcg de
dimero com um excesso (5 mcg) de péptido e 0,5 mcg de B2-
microglobulina (Sigma, St. Louls, MO) a 37°C durante a
noite, em seguida, armazenada a 4°C até ser utilizada. PBMC
foram lavadas e re-suspensas em Tampdo de coloracédo
PharMingen (PharMingen) e adicionadas em 5x10°
células/100pl/tubo em tubos de poliestireno de fundo
redondo de 5 ml (Becton Dickinson, Mountain View, CA) e
corados com o0s dimeros e anticorpos carregados. Em cada
paciente, o nivel de E75 egspecifico em células CD8+ foi
determinado em resposta a cada vacinacdo sucessiva, e os
niveis médios de pds-inoculacdo foram comparados com 0S8

niveis de pré-inoculacéo.

Decomposigdo de hipersensibilidade de Tipo (DTH): Em ambos
0s testes, uma reacdo DTH foi avaliada com 100 mcg de
péptido E75 em 0,5 ml de solucdo salina normal (sem GM-CSF)
e 0,5 ml de solucgdo salina normal como controlo do volume
um més apds a conclusdo das séries de vacinas, como
descrito anteriormente. A reacdo de DTH foi medida em duas
dimens®des em 48-72 horas wutilizando o método sensivel
esferogrdfica-caneta e relatada como a média ortogonal em
relacdo ao controlo. No ensaio NN, wuma DTH de pré-

vacinacdo também foi realizada.

Recorréncias clinicas: Todos os pacientes foram observados
por recorréncia clinica por padrdo de rastreamento do
cancro como ditado pelo oncologista primdrio do paciente. O
paciente foi considerado recorrente se comprovado Ppor
biopsia ou se tratado de <recorréncia pela equipa de

oncologia priméaria.

Analise estatistica: As taxas de recorréncia foram

comparadas entre os grupos por meio de andlise de sobrevida
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pelo método de Kaplan-Meier, e a proporcdo de individuos
que apresentaram a recorréncia comparados por andlise de
classificacdo. Os valores de P para os fatores clinico-
patoldgicos foram calculados wutilizando Wilcoxon, teste
exato de Fisher ou x2 conforme o caso. Os valores de P para
comparacdo de niveis de dimero de pré e pbds-vacinais e DTH
foram calculados utilizando © teste t de Student

emparelhado ou nédo emparelhado bicaudal.

Resultados:

Os pacientes LE (controlo = 44, wvacina = 56) versus
pacientes OE (controle = 22, wvacina = 29) e status de
grupos controlo de IHC e de vacinas (0 = 5 vs. 7, 1+ 15 vs.

25, 2+ 24 vs. 26, 3+ 13 wvs. 19, respectivamente) foram
avaliados. Ambos LE vs OE e todos os status IHC de grupos
vacinados responderam imunologicamente; no entanto
pacientes LE, e mais especificamente pacientes IHC 1+,
tiveram um aumento a longo prazo na resposta imune in vitro
(p = 0,04 e p = 0,08, respectivamente). Além disso,
pacientes LE tenderam, e pacientes IHC 1+ tiveram,
diminuicdo da mortalidade em comparacdo com 0OS seus grupos

de controlo (p = 0,08 ep = 0,04, respectivamente).

Pacientes: 186 pacientes foram incluidos nos estudos de
vacinas E75; 9 foram retirados (4 pacientes de controlo e 5
pacientes vacinados - nédo foram retirados devido a
toxicidade), resultando em 177 que completaram os estudos.
Todo os o0s pacientes de controlo (C) e wvacinados (v) no
estudo NP (C = 46, V = 45, total = 91 pacientes) tiveram
IHC, FISH, ou ambos 0s testes realizados. No estudo NN (C =
35, Vv = 51, total = 86 pacientes) 12 pacientes tiveram
tumores HER2/neu IHC 0 (C = 5, V = 7). Também no estudo NN,
(C = 17, V = T7) os tumores de 14 dos pacientes nédo foram

submetidos a IHC ou FISH - =esses 14 pacientes foram
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excluidos da anadlise do subconjunto, portanto 163 pacientes

estavam disponiveis para anélise.
Anilise do subconjunto LE vs. OE:

Pacientes por expressdo: a analise do subconjunto foi
realizada comparando LE (IHC 1+-2+ ou FISH> 0 e <2,0) wvs.
OE (IHC 3+ ou FISH> 2,0). Sessenta e seis pacientes do
grupo de controlo tiveram IHC ou FISH realizada (LE = 44,
OE = 22). Um total de 85 pacientes no grupo da vacina E75
tinha IHC ou FISH realizada (OE = 56, EO = 29). Um numero

comparavel de pacientes C e V estavam nos grupos LE (67%

vVS. 60%, respectivamente) e OE (33% vs. 34%,
respectivamente) .

Demografia, fatores progndésticos e perfis de tratamento de
pacientes LE vs. OE sdo apresentados na Tabela 4. No qgue
diz respeito aos pacientes LE ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre pacientes C e V. Com
pacientes OE, estatisticamente um maior numero de pacientes
V eram receptores hormonais negativos do que no grupo C (p

= 0,02) (Tabela 4).
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Tabela 4. Demografia, fatores prognésticos e perfis de

tratamento de pacientes inscritos no estudo E75 fase II por

LE vs. OE
LE
LE Conrol Vacoipe {n OE Controi O Vaccine
{n =44} = 56) P {n=22) {n=29) P

Mediar age, years 85 58 50 52
Range years 31-82 27-77 0.7 32-75 37-88 8.1
Race

White, % 86.4% 89.3% 0.8 72.7% 86.2% 8.3

Other, % 43.5% 10.7% 0.8 27.3% 13.8% 8.3
Tumor size

T2-T4, % 38.68% 33.8% 0.7 3N.8% 34.5% 9.9
Histelogical grade

Grade {ll, % | 27.2% 30.4% 0.8 63.6% 62.1% 0.9
Node Positive (NP), % 54.5% 58.9% Q.7 01 % 55.2% 2,06
Harmaons receptor -, % 18.9% 18.6% 0.8 2T 3% 82.1% 802"
Chemotherapy, % 72.7% 75.0% ¢.8 86.4% 96.6% 0.3
XRT, % 84.1% 75.0% 0.3 72.7% 75.8% NS
Hormonal therapy, % 81.8% 78.8% 0.6 83.6% 41.4% 8.2
Herceptin, % 0.2% 0.2% NS 9.1% 24.1% 8.3
*Siatistically significant difference,

Resposta imunolégica por expressdo: A vacina E75 foi capaz
de induzir uma resposta 1imune in vVvitro em ambos 0s
pacientes LE e OE. Aumentos significativos de pré-vacina
para o E75 especifico méximo em células T CD8+ foram
observados em ambos os grupos (LE p <0,001, OE p <0,001).
Os pacientes LE tiveram resposta imune maxima
estatisticamente maior em relacdo aos pacientes OE (p =

0,04) (Figura 1lla).

Ambos os pacientes LE e OE foram capazes de induzir uma
resposta imune in vivo, como medido através de DTH pré e
pdés-vacina. Aumentos significativos pré e pds DTH foram
observados em ambas as categorias (LE p <0,001, OE p =
0,02) (Figura 11B). Embora LE pdbdés DTH seja maior do que OE
pés DTH (15,9+41,9 mm vs. 12,8+2,0 mm, respectivamente), nédo

hd nenhum significado estatistico (p = 0,5). No geral, a
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vacina E75 parece mais imunologicamente ativa em pacientes

LE.

Resposta clinica por expressdo: A resposta clinica,
avaliada pela recorréncia e mortalidade, ¢é anotada nas
Figuras 11C e 11D. Todos os pacientes V (OE = 10,7% vs OE =
13,8%) parecem ter diminuido as taxas de recorréncia gquando
comparado com oS pacientes C (LE & OE = 18,2%), mas estes
numeros ndo foram estatisticamente significativos. Mais

importante, verificou-se uma tendéncia para a diminuicdo da

mortalidade nos doentes v, mais impressionantemente
observado nos pacientes LE (C = 6,8% vs V = 0,0%, p =
0,08).

Analise de subconjunto do status IHC:

Pacientes por status de IHC: O grupo C teve 57 espécimes de
patologia dos pacientes que foram submetidos a IHC (0 = 5,

1+ = 15, 2+ = 24, 3+ = 13). O grupo E75 V tinha patologia

77 dos pacientes que foram submetidos a IHC (0 = 7, 1+ =
25, 2+ = 26, 3+ = 19). Uma percentagem equivalente de
pacientes C e V estavam em cada grupo IHC (0 C = 8,8% vs. V

= 9,1%; 1+ C = 26,3% vs. V = 32,5%, 2+ C = 42,1% vs. V =
33,8 %, 3+ C = 22,8% vs. V = 24,7%).

Demografia, fatores progndésticos e perfis de tratamento por
estado IHC s&do apresentados na Tabela 5. Havia duas
diferencas significativas nos fatores progndésticos para
grupos de status de IHC. Os pacientes IHC 1+ tiveram uma
maior percentagem de tumores T2-T4 no grupo C em comparacao
com o grupo V (66,7% vs. 30,8%, p = 0,05). Os pacientes C
IHC 3+ foram todos NP e 42,1% dos pacientes V eram NP (p =
0,003).
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todas as categorias de IHC. Todos os grupos de IHC (0, 1+,
2+, 3+) responderam a vacina como foi observado por
aumentos significativos de E75 especifico méximo para as
células T CD8+ na pré-vacina (0 p = 0,007, 1+ p <0,001, 2+
p = 0,004, 3+ p = 0,002). Apenas pacientes IHC+ tenderam
para o aumento pré e longo prazo no E75 especifico para

células T CD8+ (p = 0,08) (Figura 12A).

Além disso, todos os pacientes foram capazes de induzir uma
resposta imune in vivo, como medido através de DTH pré e
pdés-vacina. Aumentos significativas pré e pds DTH foram
observados em todas as categorias de IHC (0 p = 0,03, p =
1+ 0,02, 2+ p = 0,02, 34 p = 0,05). Em geral,
independentemente da expressdo de HER2/neu como medido por
IHC, a vacina foi imunologicamente eficaz, mas parece ser

mais eficaz nos doentes IHC 1+ (Figura 12B).

Resposta clinica por status TIHC: A resposta clinica,
avaliada pela recorréncia e mortalidade, ¢é anotada nas
Figuras 12C e 12D. Em todas as categorias IHC (exceto IHC
0, onde nenhum paciente retornou), houve diminuicdo das
taxas de recorréncia gquando se comparam pacientes C e V,
embora o0s nuUmeros ndo atinjam significdncia estatistica.
Mais importante, verificou-se uma diminuicdo significativa
da mortalidade em pacientes IHC 1+, C = 20% e V =

mortalidade de 0% (p = 0,04).

Num ensaio clinico de fase II anterior, a administracdo da
vacina E75 resultou em diminuicdo das taxas de recorréncia
e uma tendéncia para a diminuicdo da taxa de mortalidade em
20 meses, mas essas diferencas perdem importdncia com a
diminuic¢do da imunidade sem o uso de reforcos. Foi

demonstrado que o0s ©pacientes com todos os niveis de
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expressdo de HER2/neu responderam imunologicamente a
vacina, mas que os pacientes LE (e especificamente IHCH+)
tiveram respostas imunoldégicas mais robustas, e maior
beneficio clinico com a diminuicdo da mortalidade. Mostrou-
se também que 0s pacientes ingénuos ao antigénio respondem

imunologicamente, também, a vacina.

Quando intervalos s&do aqui utilizados para as propriedades
fisicas, tais como peso molecular, ou propriedades
quimicas, tais como fdérmulas quimicas, todas as combinacdes
e subcombinacdes de gamas de aspectos especificos nelas se

destinam a ser incluidas.

Embora a invencdo anterior tenha sido descrita em algum
detalhe por meio de ilustracdo e exemplo para fins de
clareza de entendimento, serd prontamente aparente para um
vulgar perito na técnica a luz dos ensinamentos desta
invencdo que certas alteracdes e modificacdes podem ser
feitas sem nos afastarmos do escopo das reivindicacdes

anexas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ ID NO:1 {HER2/neu aming acid sequence)
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MKLRLPASPETHLOMLRHLYQGCOVVOGNLELTYLP TNASLSFL -
QDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLORLKIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNT TPVTGA
SPGGLRELOLRSLTEILKGGVLIQGRNPGLCYODTILWKD IFHKNNQLALTLIDTNRSR
ACHPCSPMCKGSRCWGES SEDCOSLTRTVCAGGCARCKGPLP TRCCHEQCAAGCTGPK
HSDCLACLHFNHSGICELBCPALVIYNTDTFESMPNPEGRY TFGASCVTACPYRYLST
DVGSCTLVCPLENQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMESLREVRAVT SANIQEF
AGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPLOPEQLOVFETLEEITGYLY I SAWPDISLPDL
SVFONLQVIRGRILENGAYSLTLOGLGI SWLGLRSLRELGSGLALIRHNTHLCFVHTV
PWDCLFENPFHOALLHTANEPEDECVGEGLACEQLCARGHINGPGPETQCVNCSQRLRGE
ECVEECRVLQGLPREYVNARHCLPCHPECQPUNGSVTCFGPEADQCVACAHYKDPPFC
VARCP SGVKPDLSYMP TWKFPDEEGACQPOP INCTHSCVDLDDKGCPAEQRASFLIST
ISAVVGILLVVVLGVVFGILIKRRQOK IRKYTMRRLLOETELVEPLTP SCAMPNQAQM
RILKETELREVEVLGSGAFGTIVYRGIWIPDGENVKIPVAIKVLRENT SPRANKETLDE
AYVMAGVGSPYVSRLLGICLTSTVQLYTQLMP YGCLLDHVRENRGRLGSQDLLNWCMO
TAKGMSYLEDVRLVHRDLAARNVLVKSPNEVK I TDFGLARLLDIDETEYHADGGKVP I
KWMALES ILRRRFTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAKP YDGIPARE I PDLLEKGERLPQP
PICTIDVYMIMVKCWMIDSECRPRFRELV SEF SRMARDPQRFVVIQNEDLGRASPLES
TFYRSLLEDDDMGDLVDAEEYLVPQQGFFCFDPAPGAGGMVHNRERS 3STRSGGEDLT
LGLEPSEEEAPRSPLAPSEGAGSIVFDGDLGMGARKGLQSLPTHDPSPLORYSEDPTV
PLPSETDGYVAPLTCSPQREYVNQPDVRPQPP SPREGPLPAARPAGATLERPKTILSPG
KNGVVKDVFAFGGAVENPEY LTPQGGAAPQPHFPPAF SPAFDNLY YWDQUPFPERGAPP
STFKGTPTAENPEYLGLDVEV
SEQ ID NO:2 (E75 peptide)
[0152] KIFCSLAFL

SEQ ID NO:3

[0153] BIMAS
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SEQ D NO:4
[0154] SYFPEITHI
SEQ ID NO:5

[0155] RIAWARTEL

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Henry M. Jackson Foundation for the Advancement of

Military Medicine, Inc.
People, George E.

Ponniah, Sathibalan

<120> VACINA PARA A PREVENCAO DA RECAIDA DO CANCRO DA MAMA
<130> HMJF-0009

<150> US 60/941,524

<151> 2007-06-01

<160> 5

<170> PatentIn versdo 3.3
<210> 1

<211> 1225

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> construtor sintético

<400> 1
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Met

Arg

Thr

Glu

Pro

65

Asn

Thr

Arg

Pro

Lys

His

Tyr

Val

50

Leu

Tyr

Pro

Ser

Gln

Leu

Leu

Leu

35

Gln

Gln

Ala

Val

Leu

115

Leu

Arg

Tyr

20

Pro

Gly

Arg

Leu

Thr

100

Thr

Cys

Leu

Gln

Thr

Tyr

Leu

Ala

85

Glu

Tyr

Pro

Gly

Asn

Val

Arg

70

Val

Ala

Ile

Gln

Ala

Cys

Ala

Leu

55

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Ser

Gln

Ser

40

Ile

val

Asp

Pro

Lys

120

Thr

Pro

Val

25

Leu

Ala

Arg

Asn

Gly

105

Gly

Ile

62

Glu

10

Val

Ser

His

Gly

Gly

90

Gly

Gly

Leu

Thr

Gln

Phe

Asn

Thr

75

Asp

Leu

Val

Trp

His

Gly

Leu

Gln

60

Gln

Pro

Arg

Leu

Lys

Leu

Asn

Gln

45

Val

Leu

Leu

Glu

Ile

125

Asp

Asp

Leu

30

Asp

Arg

Phe

Asn

Leu

110

Gln

Ile

Met

15

Glu

Ile

Gln

Glu

Asn

95

Gln

Arg

Phe

Leu

Leu

Gln

Val

Asp

Thr

Leu

Asn

His



Lys

145

Ala

Giu

Gily

Gin

Cys

235

Leu

aAsn G

Sar

30635

Arg

Cys

Gly

130

Asn

Cys

Cys i

Cvs

210

Leu

Val

Arg

s Len

Gilu

Lys

Bsp

Asn

His

Ala

Ty

Ser

275

Glu

Pro

Val

Gln

Pro

Glu
180

Phe

Tyr 2

The ¥

269

Cys ?

Arg

Ila

3450

Ala

Thr

Leu

Cys

145

Asp

Gly

Asn

Thr

Phe

Sex

Ley

Ala
150

Ser

Lys

Cys

His

230

Thy

Gly

val

ala

Arg

31¢C

Val

Gly

Asn

Glu

Pro

Gln

Gly

Thr

218

Asp

Ala

Gly

Thr

Ser

Thr

Glu
375

Thr

iet

Pro

200

Gly

Gly

Thr

Sex
280

1 Asp

Cys

Sar

Lewy

Als
360

Ile 7

Leu

Cys

Leu

185

Leu

Pro

Ile C

Pha

265

Cys

Gly

Tyr

Ala
345

Pro

Lys
176

Thr

Lys

Glu
250

s Val

Thr

Thr

Gly

Asn

330

Pha

Gly

63

Asp

135

Gly

Axg

Thr

His

Glu

235

Ser

The

Gln

Leu

315

Ile

Lau

Gln

Tyr

140

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

228

Lau

Met

Als

Val

Arg

300

Gly

Gln

Pro

Len
380

Agn

Arg

Val

Cy¥s

265

Asp

His

Pro

Cya

[SNe]

53 by
(723K %

Met

Glu

Glu

Glu

385

Iyr

Arg

Cys

Cys
190

Cys

Asn

Glu

Phe

Ser

350

Gin

Iilg

Ser

Trp

173

His

Leu

Prc

IR+ ]
N
(S 9]

Tyxr

Leu

Lys

Hig

Ala

335

FPhe

Arg

160

Gly

Gly

Gilu

Ala

Ala

240

Glu

Asn

His

Cys

Leu

320

Asp

Ala



Irp
385

Ile

]
s..i
.
2

Ser

Thr

His

465

Gin

Glu

His

Thr
545

Cys

Asp

Pro

Arg

Leu

Gly

Val

450

Thr

His

Cys

v Lau

Gin

Lys
610

Asp

Gly

Gly

Leu

435

Fro

Alza

Gla

Val 2

Arg
513

Leu

Phe

Pro

Pro
895

Gly

sSer

Arg

Ils

420

Ala

Leu

Val

Pro

Gly

Pro

Tyr

580

Cys

Cys

Leu

Ile
405

Aryg

Cys

485

Cys

Leu

Cys

Pro

Pro

390

Len

Trp

Ile

Gin

Pro

470

Ala

Ser ¢

Asp

His

Leat

His

Leu

455

Glu

Arg

Gly

His Px

Glu
550

: Cys

Pro

Ile

"o Ala

ARla

Val

Ile

Asn

Glu
615

Leu

Asn

Giy

Phe

(S0 ud
@
(v 3 ot

Glu

Asp

Ala

Trp

Cys

600

Gln

Ser

Gly

Leu

425

Asn

Glu

His

Lau

505

Pro

Cys

Gin

Arg

Lys

585

Thr

Arg

64

val

Ala

4190

Arg

Thy

Asn

Cys

Arg

Arg

Gln

Cys

Cys

570

Pha

Hiz

ala

Fhe

395

Sar

His

Pro

Val

475

Trp

Gly

Glu

Pro

Val

553

Pra

Pro

Sar

Gln

Ser

Leu

His

460

Gly

Gly

Gin G

Tyr

Gin

540

Ala

Ser

Asp

Cys

Pro
6§20

Asn

Lau

Arg

Cys

445

Gln

Glu

Pro

Val
525

Asn

Cys

Gly

Glu

Val

605

Leun

Leu

Thr

Glu

430

Phe

Ala

Gly

Cyvs

5140

Asn

Gly

Ala

Glu
590

Asp

Thr

Gin

Leu

415

Leu

Val

Leu

Leu

Pro

495

val

Ala

Ser

His

Lys

575

Gly

Leu

Ser

Val

400

Gin

Gly

His

Leu

Ala

4840

Glu

Arg

val

Tyr

360

Pro

Ala

Asp

Ile



ile

625

Phe

Met

Ser

Tyr I

705

Ala

Ile

Ser

Gin

Gly

783

Ala

Ala

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu
&30

Leu
770

Arg

5 Gly

Ala

Phe

Asp
850

Ala

Ile

Arg

Ala

875

Arg

Gly

Lys

Asp

Leu

783

Met

Met

Arg

Gl
835

Yal

Leu

Leu

660

Met

Lys

Ile

Val

Ile

645

Leu

Pro

Val

Trp

Val Lau

Glu

740

Leu

Pro

Gly

Asn
820

y Leu

Ala

Tyr

805

Val

Ala

Lvs

Gly

630

Lys

Gin

Asn

Iia
710

Arg

Tyr

y lle

Gin

790

Leu

Leu

Ary

Val

Ile

Arg

Glu

Gin

Val

695

Pro

Glu

Val

Cys

Cys

1175

Asp

Glu

val

Pro
855

Leu

Arg

Thy

Ala

680

Leu

Asp

Asn

Met

Leu

760

Leu

Lau

Asp

Lys 8

Leu ?

840

Ile

Leu

Gln

Glu

665

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

745

Thr

Leu

Leu

Val

Lys

Val

Gin

650

Lau

Met

Ser

Glu

Asp

Arg

810

Pro

Ile

Trp

65

val
635

Lys

Val

Asn

715

Pro

Val

Thr

His

Trp

795

Leu

Asn

Asp

Val

Iie

Glu

Ile

Val

Lys

Gly

val

Val 2

780

Cys

Val

His

Glu

Ala
860

Leu

Arg

Pre

Leu

685

Phe

Lys I

Ala

Met

His

val

Thr

845

Leu

Gly

Lys

Leu

&§70

Lya

Gly

Asn

Arg

Lys

§340

Glu

Glu

Val

Tyr

655

Thr

Glu

Thr

Pro

Val

Ile

Asp

g15

Iie

Tyr

Ser

Val

64Q

Thr

Pro

Thr

Val
720

5 Glu

Val

Thy

Ala

500

Leu

Thr

His

Iia



Leu Arxg Arg Arg Phe Thr His Gln Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val
865 870 873 880

Thr Val Trp Gla Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly Ile
885 890 895

Pro Rla Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu Pro
900 905 919

Gln Pro Pro Iles Cys Thr Ile Asp Val Tvr Met Ile Met Val Lys Cys
91% 920 925

Trp Met Ile Glu Cys Axg Pro Arg Phe Arg Giu Leu Val Ser
930 233 340

)
0

*

o
®

2

Glu Phe Ser Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Phe Val Val Ile Gln
945 954 255 980

Asnt Glu Asp Leu Gly Pro Ala Ser Fro Lsau Asp Ser Thr Phe Tyr Arg
965 970 375

Ser Leu leu Glu Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu
980 385 290

Tyr Leu Val Pro Gin Gln Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly
935 1006 1005

Ala Gly Gly Met Val His His Arg His Arg Sex Ser Ser Thr Axg
10140 10153 1620

[¥5}
]
2}

Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu Glu
1025 1430 1635

3
it
<

Glu Ala Pro Arg Sy Pro Leu Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser
1040 1645 1050

Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Als Ala Lys Gly Leu
1055 1050 1065

Gin Ser Leu Pro Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser
1070 1075 10890

Glu Asp PFro Thr Val Pro Leu Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val
1085 190 10985

Ala Pro Leu Thr Cys Sex PFro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gla Pro
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<210> 2
211> 9
12> P

Asp

Ala

Ser

Gly

Ala

AT

1100

Val
1115

Ala
1130

Pro
1145

Ala
1160

Pro
11758

Leu
1190

Gly
1220

Arg

Arg

Gly

val

Glin

Thr

Leu

<213> Artificial Sequence

<R220¢>

<223> Synthetic consirusct

<400> 2

<210» 3
<211» &

<212» PRT
<213> Asiificial Sequence

<220>

<223> Synthetic consirust

<440> 3

Pro

Pro

Glu

Fro

TYr

Phe

Asp

Gln

Asn

His

Trp

Lys

Val

Pro

3 Gly

3 Gly

Pro

Pro
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Gly

Pro

1105

Y0
1129

Ala
1135

Val
1150

Glu
1165

Pro
1180

Gln
1195

Thr
1210

Val
1225

Ser

Thr

Val

Tyr

Pro

Bsp

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Fro

Thr

Arg

Glu

Asp

Thr

Phe

Pro
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Glu

Arg

val

Pro

Ser

Glu

1118

Gly
1125

Pro
1140

Pha
1155

Gin
1170

Pro
1185

Arg
1200

Asn
1215

Lys Ile Phe Giy Ser Leu Ala Phe Leu

1

5

Asx lle Met Ala Serx

1
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Pro

Lys
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Gly

Ala

Gly

Pro

Leu

Thr

Phe

Gly

Phe

Ala

Gilu

Pra

Leu

Gly

Ala

Asp

Pro
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<210> 4

<211> 9

<21d= PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic construct

<400> 4

<210> 5

<211» 0

<212» PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223» Synthetic construct

<400> 5

Ser Tyr Phe Pro
1

Arg Ile Ala Trp

&

68

Gla Ile Thr Ris Ile
5

Ala Arg Thr Glu Leu
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REIVINDICACOES

Composicédo compreendendo um veiculo farmaceuticamente
eficaz e um péptido tendo a sequéncia de aminoédcidos da
SEQ ID N°: 2, para utilizacdo na inducdo de imunidade
protetora ou terapéutica contra a recorréncia do cancro
da mama num paciente, em que o sujeito tem uma
classificacdo imunogquimica (IHC) de 1+ ou 2+ para a
expressdo da proteina HER2/neu e uma hibridizacdo de
fluorescéncia in situ (FISH) de classificacdo inferior a

2,0 £ 20% para a expressdo do gene HER2/neu.

Composicdo da reivindicacdo 1, em qgque a composicdo é
formulada para ser administrada mensalmente, por
inoculacdo ou injecdo, de preferéncia por injecédo
intradérmica, até qgue a imunidade protetora seja

estabelecida.

Composicdo da reivindicacdo 2, em que a composicdo &
formulada para ser administrada por trés a seis injecdes

mensais, e de preferéncia até seis injec¢des mensais.

Composicédo de qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em
que a composicdo é formulada para ser administrado como
uma composicdo de reforco da vacina, em gque a composicédo
de reforco da vacina compreende um veiculo
farmaceuticamente eficaz e um péptido tendo a sequéncia

de aminoédcidos da SEQ ID N°: 2.

Composicédo de qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 4, em
que a composicdo de reforco ¢é formulada para ser
administrada por meio de inoculacdo ou de injecdo, de

preferéncia através de injecdo intradérmica.

Composicdo de qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 5, em

que a composicdo ¢é formulada para a inoculacdo ou



10.

11.

12.

13.

injecdo em uma ou mails doses divididas e/ou a composicao
de reforco ¢ formulada para a inoculacdo ou injecdo em

uma ou mais doses separadas.

Composicdo da reivindicacdo 6, em que duas doses da
composicdo e/ou duas doses da composicdo de reforco

contém concentracdes iguais de péptido.

Composicdo de reivindicacdes 6 ou 7, em que os locais de
inoculacdo ou injecdo no corpo estdo localizados pelo

menos, 5 cm de distédncia uns dos outros.

Composicdo de qualgquer uma das reivindicacdes 4-8, em
que a composicdo de reforco ¢é formulada para ser
administrada de seis em seis a 12 meses, de preferéncia
de seis em seis meses, apds o esquema de imunizacédo

primdria estar concluido.

Composicdo de gqualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 9, em

que o sujeito é um ser humano.

Composicdo da reivindicacdo 10, em gue o humano
expressa leucdécito humano antigénio A2 ou antigénio

leucocitdrio humano A3.

Composicdo de qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11,
em que o sujeito estd em remissdo clinica completa apds
o diagnéstico de nddulo positivo ou nddulo negativo do
cancro da mama, OUu em gue O sujeito estd em remisséo

parcial para o cancro da mama.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12,
em gque a composicdo compreende ainda um adjuvante, de
preferéncia, em que o adjuvante é um factor estimulante
de coldénias de granuldbdcitos humanos recombinante

macrbéfagos.



14.

15.

16.

17.

18.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 4 a 13,
em que a composicdo de reforco da vacina compreende
ainda um adjuvante, de preferéncia, em que o adjuvante
¢ um factor estimulante de coldénias de granuldcitos

humanos recombinante macrdéfagos.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 14,
em que o composto induz uma resposta de linfécitos T
citotdxicos para o péptido possuindo a sequéncia de

aminodcidos da SEQ ID N°: 2.

Composicdo de gualquer uma das reivindicacdes 10 a 15,
em que o0 humano tinha um ndédulo positivo de cancro da
mama, ou em gue o humano tinha um nédulo negativo de

cancro da mama.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 16,

em que a composicdo compreende

(i) 0,1 mg a 10 mg do péptido, de preferéncia de 0,1,
0,5 ou 1 mg de péptido; e

(ii) 0,01 a 0,5 mg de factor estimulante de coldbdnia de
granulécitos macréfagos humanos - (GM-CSF) como um

adjuvante, de preferéncia, 0,25 ou 0,125 mg de GM-CSF.

Composicdo da reivindicacdo 1, para utilizacdo num
sujeito humano que tem uma classificacéo
imunohistoquimica (IHC) de 1+ ou 2+ para a expressido da
proteina HER2/neu e uma hibridizacdo de fluorescéncia
in situ (FISH) de classificacdo inferior a 2,0 = 20%
para a expressdo do gene HER2/neu, em gque a composicdo

compreende,



19.

(i) uma composicdo de wvacina compreendendo 1 mg do
peptideo com a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID. N°:
2, e 0,125 ou 0,250 mg de fator estimulante coldénias de
granulécitos macrdéfagos humano (GM-CSF), como um
adjuvante, em que a composicdo de vacina ¢ formulada
para administracdo por trés a seis injecdes mensais, de

preferéncia, como injecdes intradérmicas; e

(ii) uma composicdo de reforco da vacina, compreendendo
de 1 mg do peptideo com a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID N°: 2, e 0,125 ou 0,250 mg de factor estimulante
de coldénias de granuldécitos macrdfagos humanos (GM-CSFE)
como um adjuvante, em que a composicdo de reforco da
vacina ¢é formulada para administracdo por injecéo,
injecdo intradérmica de preferéncia, a cada seis meses

apbés o esquema de vacinacdo primédria estar completo.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 18,
em que o sujeito tem um indice de imuno-histoquimica

(IHQ) de 1+ para a expressdo da proteina HER2/neu.



RESUMO
VACINA PARA A PREVENCAO DA RECAIDA DO CANCRO DA MAMA

A invencdo apresenta métodos para induzir e manter umA
resposta protetora de linfécitos T citotdxicoS para um
péptido do oncogene HER2/neu, E75, com o efeito de induzir
e manter uma imunidade protetora ou terapéutica contra o
cancro da mama num paciente em remissdo clinica. Os métodos
compreendem a administracdo ao paciente de uma guantidade
eficaz de uma composicdo de vacina compreendendo um
transportador farmaceuticamente aceitdvel, um adjuvante,
tal como o GM-CSF humano recombinante, e o peptideo E75 a
uma dose optimizada e programada. 0s métodos compreendem
ainda a administracdo de uma dose anual ou semianual de
vacina de reforco devido a diminuicdo da imunidade E75
especifico das células T. A 1invencdo também apresenta

composicdes de vacina para a utilizacdo nos métodos.
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Local and systemic toxicities in patients following booster
vaccination

75.0%

50.0%

%% patients

25.0%

]

3

: ‘
i grade 0 |

e

7

)

grade 1 ’ grade 2

local

N

grade 0 | grade 1 | grade 2

systemic

Figura 6

80




% CD8+ T-cells

E75 specific CD8+ T-cells in booster patients
tacking significant residual immunity
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interferon gamma secreting cells post booster
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Local reactions in booster patients
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In Vitro Immune Response

LE

O SO

b 1

=o18%

a olE

O 1.2% - @ OF

o

ig

S 06%

o

&

R 0.0%

Pre Max Post Longterm
Figura 11A
n Vivo Immune Response

— 15
£
E Opre DTH
10 @ post DTH
- po:
-
Q

0

Figura 11B

85




% recurrence LE vs. OE

24%
» 18%
ol
d=> O Control
T 2% B Vaccine
Q.
X 6%

0% ;
LE OE
Figura 11C
% mortality LE vs. OE

12%
2 8%
d=> g Control
© @ Vaccine
Q.
- 4%
o~

Figura 11D

86




% specific CD8 " T-cells

Pre Max Post Long term
Figura 12A
 Opre DTH
: & post DTH

Figura 12B

87




% recurrence per HER2/neugroups
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Average CD8+ T-cells for patients over time optimal and
suboptimal
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Recurrence rates for optimally and suboptimally
dosed patients
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