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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "COM-
POSICAO PARA INDUGAO DE LINFOCITO T CITOTOXICO (CTL),
USO NO TRATAMENTO DE CANCER E INDUCAO DE RESPOSTA
IMUNE CONTRA CANCER, BEM COMO METODOS IN VITRO PARA
INDUGAO DE CTL E CELULA APRESENTADORA DE ANTIGENO".
Dividido do BR112014009176-5, depositado em 25.10.2012.

Campo Técnico

[001] A presente invencéo refere-se ao campo de ciéncia biolégi-
ca, mais especificamente ao campo de terapia de cancer. Em particu-
lar, a presente invencgao refere-se a novos peptideos que sao eficazes
como vacinas para o cancer e farmacos para qualquer um ou ambos
de tratamento e prevencao de tumores.

Prioridade

[002] O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisé-
rio dos Estados Unidos N° 61/552.817, depositado em 28 de Outubro
de 2011, os conteudos completos do qual sdo incorporados por refe-
réncia aqui.

Antecedentes da Técnica

[003] Foi mostrado que linfécitos T citotoxicos (Cytotoxic T Lym-
phocytes - CTLs) CD8 positivos reconhecem peptideos epitépicos de-
rivados de antigenos associados a tumor (Tumor-Associated Antigens
- TAAs) encontrados sobre a molécula do principal complexo de histo-
compatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC) da classe |
e, entido, matam as células tumorosas. Desde a descoberta da familia
de antigenos de melanoma (MAGE) como o primeiro exemplo de
TAAs, muitos outros TAAs foram descobertos por meio de abordagens
imunolégicas (NPL 1, 2) e alguns dos TAAs estdo agora no processo
de desenvolvimento clinico como alvos imunoterapéuticos.

[004] TAAs favoraveis sao indispensaveis para a proliferacao e

sobrevivéncia de células cancerosas. O uso de tais TAAs como alvos
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para imunoterapia pode minimizar o risco bem descrito de escape
imune de células cancerosas atribuivel a dele¢cdo, mutacdo e/ou sub-
regulagdo de TAAs como uma consequéncia de selegdo imune acio-
nada terapeuticamente. Consequentemente, a identificagdo de novos
TAAs capazes de induzir a respostas imunes antitumor potentes e es-
pecificas garante o desenvolvimento adicional. Assim, aplicagéo clini-
ca de estratégias de vacinagdo com peptideos em varios tipos de can-
ceres esta em andamento (NPL 3-10). Até o momento, tém havido va-
rios relatos de ensaios clinicos usando estes peptideos derivados de
TAAs. Infelizmente, até o momento, estes ensaios de vacinas contra o
cancer tém proporcionado apenas uma baixa taxa de resposta objetiva
(NPL 11-13). Consequentemente, permanece uma necessidade na
técnica por novos TAAs adequados para uso como alvos imunotera-
péuticos.

[005] TOPK (quinase de proteina originada de célula T-LAK) é
uma quinase de serina/treonina que € membro da familia de quinase
MAPKK relacionada a quinase MAPK (MAPKK) 3/6. Esta quinase fos-
forila MAPK p38 e participa na regulagdo do ponto de verificagdo do
ciclo celular (NPL 14, 15). Andlise de expressao génica de TOPK
usando amostras clinicas indicou que TOPK é abundante em alguns
canceres malignos, tais como cancer de mama, colangiocarcinoma,
carcinoma hepatocelular, leucemia, cancer colo-retal e melanoma
(NPL 16-19). Estudos recentes indicando que a atividade de quinase
desempenha um papel importante em carcinogénese de mama tém
renovado o interesse de pesquisa em quinases relacionadas ao can-
cer, tal como TOPK. Para essa finalidade, analise Northern blot reve-
lou que o transcrito de TOPK ¢é altamente expresso em células de can-
cer de mama, mas dificimente é detectavel em tecidos de 6rgaos
normais, exceto testiculo. Além disso, foi mostrado que knockdown de

expressdo de TOPK enddégena por siRNA em linhagens de células de
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cancer de mama atenua a citocinese e levar a apoptose das células
cancerosas (NPL 20).
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Sumario da Invencao

[0026] A presente invencdo baseia-se, pelo menos em parte, na
descoberta de novos peptideos que podem servir como alvos adequa-
dos de imunoterapia. Em virtude do fato de que os TAAs sao, em ge-
ral, percebidos pelo sistema imune como "proprios" e, portanto, fre-
quentemente n&do tém imunogenicidade inata, a descoberta de alvos
apropriados é de extrema importancia. Por toda a presente invencgéo,
TOPK (SEQ ID NO: 86 codificada pelo N° de Acesso ao GenBank
NM_018492 (SEQ ID NO: 85)) é demonstrada como sendo especifi-
camente superexpressa em células cancerosas, em particular leuce-
mia mieloide aguda (Acute Myeloid Leukemia - AML), cancer de bexi-
ga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, can-
cer colo-retal, cancer gastrico do tipo difuso, cancer de pulmao de cé-
lulas ndo pequenas (Non-Small-Cell Lung Cancer - NSCLC), linfoma,
osteossarcoma, cancer de proéstata, carcinoma renal, cancer de pul-

mao de células pequenas (Small Cell Lung Cancer - SCLC) e tumor de
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tecidos moles, porém sem limitacdo aos mesmos. Assim, a presente
invengédo se concentra sobre a TOPK como um alvo candidato apro-
priado de imunoterapia de cancer/tumor.

[0027] Para essa finalidade, a presente invencédo é dirigida, pelo
menos em parte, a identificacdo de peptideos epitdpicos especificos
dentre os produtos génicos de TOPK que possuem a capacidade de
induzir a linfocitos T citotdxicos (Cytotoxic T Lymphocytes - CTLs) es-
pecificos a TOPK. Conforme discutido em maiores detalhes abaixo,
células mononucleares de sangue periférico (Peripheral Blood Mono-
nuclear Cells - PBMCs) obtidas a partir de um doador saudavel foram
estimuladas usando peptideos candidatos de ligacdo ao HLA (Human
Leukocyte Antigen - Antigeno Leucocitario Humano)-A*2402 ou HLA-
A*0201 derivados de TOPK. Linhagens de CTL foram, estédo, estabe-
lecidas com citotoxicidade especifica contra as células alvo HLA-A24
ou HLA-A2 positivas que receberam um pulso com cada um dos pep-
tideos candidatos. Os resultados aqui demonstram que estes pepti-
deos sao peptideos epitopicos restritos a HLA-A24 ou HLA-A2 que po-
dem induzir a respostas imunes potentes e especificas contra células
que expressam TOPK. Estes resultados indicam ainda que TOPK é
fortemente imunogénica e que os epitopos da mesma séo alvos efica-
zes para imunoterapia de tumor.

[0028] Consequentemente, um objetivo da presente invencédo é
fornecer peptideos isolados que tém uma capacidade de se ligar a um
antigeno HLA e incluem a sequéncia de TOPK (SEQ ID NO: 86) ou um
fragmento imunogenicamente ativo dos mesmos. Espera-se que estes
peptideos tenham capacidade de indugdo de CTL e, assim, possam
ser usados para induzir a um CTL in vitro, ex vivo ou in vivo ou sejam
administrados diretamente a um individuo de modo a induzir a respos-
tas imunes in vivo contra canceres, exemplos dos quais incluem, po-

rém sem limitagdes, AML, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer
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cervical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico
difuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de prostata, carcino-
ma renal, SCLC e tumor de tecidos moles.

[0029] Peptideos preferidos sdo nonapeptideos e decapeptideos
e, mais preferivelmente, nonapeptideos e decapeptideos que tém uma
sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2 a 40 e
42 a 84. Destes, os peptideos tendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada dentre SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27, 28, 42, 45, 47, 50, 51, 53,
54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 sao mais preferidos.

[0030] A presente invengao considera também peptideos modifi-
cados que tém uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 2 a 40 e 42 a 84, nas quais um, dois ou mais aminoaci-
dos sdo substituidos, deletados, inseridos e/ou adicionados, contanto
que os peptideos modificados resultantes retenham a capacidade de
indugado de CTL requerida do peptideo ndo modificado original.

[0031] A presente invencao abrange ainda polinucleotideos isola-
dos que codificam qualquer um dos peptideos da presente invencao.
Estes polinucleotideos podem ser usados para induzir ou preparar cé-
lulas que apresentam antigeno (Antigen Presenting Cells - APCs) ten-
do capacidade de inducdo de CTL. Assim como os peptideos da pre-
sente invengao descritos acima, tais APCs podem ser administrados a
um individuo para inducéo de respostas imunes contra canceres.
[0032] Quando administrados a um individuo, os peptideos da
presente invengao sao, de preferéncia, apresentados sobre a superfi-
cie de APCs de modo a induzir a CTLs que objetivam os respectivos
peptideos. Portanto, um objetivo da presente invencdo é fornecer
agentes ou composicdes para indugcdo de um CTL, tais composicoes
ou agentes incluindo um ou mais peptideos da presente invengao ou
um ou mais polinucleotideos que codificam tais peptideos. Tais agen-

tes ou composicdes podem ser usados para o tratamento e/ou profila-
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xia de um cancer primario, uma metastase ou recorréncia pos-
operatdria do mesmo. Exemplos de canceres alvo considerados pela
presente invencdo incluem, porém sem limitacbes, AML, cancer de
bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular,
cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma, osteossar-
coma, cancer de prostata, carcinoma renal, SCLC e tumor de tecidos
moles.

[0033] A presente invencdo considera ainda composi¢coes ou
agentes farmacéuticos que incluem um ou mais peptideos ou um ou
mais polinucleotideos da presente inveng¢ao formulados para o trata-
mento e/ou profilaxia de um cancer primario, metastase ou recorréncia
de cancer pés-operatoria, conforme mencionado acima. Em vez de ou
além dos presentes peptideos ou polinucleotideos, os presentes agen-
tes e/ou composigdes farmacéuticas podem incluir, como ingredientes
ativos, APCs e/ou exossomas que apresentam qualquer um dos pepti-
deos da presente invencgao.

[0034] Os peptideos ou polinucleotideos da presente invencao po-
dem ser usados para induzir a APCs que se apresentam sobre a su-
perficie de um complexo de um antigeno HLA e um peptideo da pre-
sente invengao, por exemplo, mediante contato de APCs derivadas de
um individuo com o peptideo da presente invencédo ou introducido de
um polinucleotideo que codifica o peptideo da presente invengdo em
APCs. Tais APCs tém alta capacidade de indugcédo de CTL contra pep-
tideos alvo e sao uteis para imunoterapia de cancer. Consequente-
mente, a presente invengdo abrange os métodos para indugdo de
APCs com capacidade de indugao de CTL, bem como APCs obtidas
pelos métodos.

[0035] E ainda outro objetivo da presente invengao fornecer méto-
dos para indugao de CTLs, tais métodos incluindo a etapa de cocultura

de células T CD8 positivas com APCs que apresentam, sobre sua su-
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perficie, um completo de um antigeno HLA e o peptideo da presente
invencao, a etapa de cocultura de células T CD8 positivas com exos-
somas que apresentam, sobre sua superficie, um complexo de um an-
tigeno HLA e o peptideo da presente invengdo ou a etapa de introdu-
cao de um polinucleotideo/polinucleotideos que codificam polipepti-
deos subunitarios de receptor de células T (T Cell Receptor - TCR),
em que o TCR formado pelos polipeptideos subunitarios pode se ligar
a um peptideo da presente invencdo. CTLs obtidos por meio de tais
métodos encontram uso no tratamento e/ou prevencido de canceres,
mais particularmente AML, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer
cervical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico
difuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de prostata, carcino-
ma renal, SCLC e tumor de tecidos moles. Consequentemente, é ain-
da outro objetivo da presente invengao abranger os métodos para in-
ducao de CTLs, bem como os CTLs obtidos por meio dos métodos.
Ainda outro objetivo da presente invengao € proporcionar APCs isola-
das que apresentam, sobre a superficie, um complexo de um antigeno
HLA e um peptideo da presente invengdo. A presente invengao pro-
porciona ainda CTLs isolados que objetivam peptideos da presente
invencdo. Estas APCs e CTLs podem ser usados para imunoterapia
de cancer.

[0036] E ainda outro objetivo da presente invencdo fornecer méto-
dos para inducdo de uma resposta imune contra um cancer em um
individuo que precisa do mesmo, tais métodos incluindo a etapa de
administracédo, ao individuo, de uma composi¢do que inclui pelo me-
nos um componente selecionado dentre um peptideo da presente in-
vencao, um polinucleotideo que codifica tal peptideo, exossomos ou
APCs que apresentam tais peptideos e CTLs que podem reconhecer
células que apresentam tais peptideos sobre sua superficie.

[0037] A aplicabilidade da presente invencdo se estende a qual-
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guer uma de uma série de doencgas relacionadas a ou advindas de su-
perexpressao de TOPK, tais como canceres que expressam TOPK,
exemplos das quais incluem, porém sem limitagdes, AML, cancer de
bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular,
cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma, osteossar-
coma, cancer de prostata, carcinoma renal, SCLC e tumor de tecidos
moles.

[0038] Objetivos e caracteristicas da invengdo se tornardo mais
completamente evidentes quando a descrigdo detalhada a seguir € lida
em conjunto com as figuras e exemplos em anexo. Deve ser entendido
que o sumario precedente da presente invencao e a descricido deta-
Ihada a seguir sdo de modalidades exemplificativas e ndo sao restriti-
vas da presente invengao ou outras modalidades alternativas da pre-
sente invengao.

[0039] Em particular, embora a invengao seja aqui descrita com
referéncia a uma série de modalidades especificas, sera apreciado
que a descri¢ao € ilustrativa da invencdo e ndo deve ser interpretada
como limitativa da invencgao. Varias modificagdes e aplicacbes podem
ocorrer para aqueles versados na técnica, sem se desviar do espirito e
ambito da invengao, conforme descrito pelas reivindicacbes em anexo.
Similarmente, outros objetivos, caracteristicas, beneficios e vantagens
da presente invengao se tornardo evidentes a partir deste sumario e
determinadas modalidades descritas abaixo e serdo prontamente evi-
dentes para aqueles versados na técnica. Tais objetivos, caracteristi-
cas, beneficios e vantagens se tornardo evidentes a partir do acima
em conjunto com os exemplos, dados, figuras e todas as inferéncias
concluidas a partir dos mesmos, isoladamente ou levando em conside-
racao as referéncias aqui incorporadas.

Breve Descricao dos Desenhos

[0040] Varios aspectos e aplicagdes da presente invengao se tor-
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nardo evidentes para aqueles versados na técnica quando de conside-
ragao da breve descri¢do das figuras e da descrigdo detalhada da pre-
sente invengao e suas modalidades preferidas que seguem.

Figura 1

[0041] A Figura 1 é constituida de uma série de fotografias (a) - (e)
que representam os resultados de ensaio Immunospot enzila ligado
(ELISPOT) de interferon (IFN)-gama em CTLs que foram induzidos
com peptideos derivados de TOPK. Os CTLs na cavidade numero # 8
induzidos com TOPK-A24-9-230 (SEQ ID NO: 2) (a), em #3 induzidos
com TOPK-A24-9-130 (SEQ ID NO: 3) (b), em #3 induzidos com
TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO: 6) (c), em #2 induzidos com TOPK-
A24-10-288 (SEQ ID NO: 27) (d) e em #4 induzidos com TOPK-A24-
10-289 (SEQ ID NO: 28) (e) mostraram producdo potente de IFN-
gama quando comparado com o controle, respectivamente. O quadra-
do na cavidade destas imagens indica que as células da cavidade cor-
respondente foram expandidas para estabelecer linhagens de CTL.
Em contraste, conforme é tipico de dados negativos, nenhuma produ-
c¢ao de IFN-gama especifica foi observada a partir do CTL estimulado
com TOPK-A24-9-289 (SEQ ID NO: 1) (f) . Nas figuras, "+" indica a
produgao de IFN-gama contra células alvo que receberam um pulso
com o peptideo apropriado e "-" indica a produgao de IFN-gama contra
células que nao receberam um pulso com quaisquer peptideos.

Figura 2-1

[0042] A Figura 2 é constituida de uma série de fotografias, (a) -
(0), que representam os resultados de ensaio Immunospot enzima li-
gado (ELISPOT) de interferon (IFN)-gama sobre CTLs que foram indu-
zidos com peptideos derivados de TOPK. Os CTLs na cavidade nume-
ro #7 induzidos com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) (a), em #4 in-
duzidos com TOPK-A02-9-19 (SEQ ID NO: 45) (b), em #2 induzidos
com TOPK-A02-9-183 (SEQ ID NO: 47) (c), em #8 induzidos com
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TOPK-A02-9-235 (SEQ ID NO: 50) (d), em #4 induced with TOPK-AQ02-
9-12 (SEQ ID NO: 51) (e), em #3 induzidos com TOPK-A02-9-285
(SEQ ID NO: 53) (f), em #3 induzidos com TOPK-A02-9-47 (SEQ ID
NO: 54) (g), em #5 induzidos com TOPK-A02-10-236 (SEQ ID NO: 62)
(h), em #3 induzidos com TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63) (i), em
#8 induzidos com TOPK-A02-10-47 (SEQ ID NO: 64) (j), em #1 induzi-
dos com TOPK-A02-10-239 (SEQ ID NO: 66) (k) e em #1 induzidos
com TOPK-A02-10-272 (SEQ ID NO: 71) (I) mostraram potente produ-
¢ao de IFN-gama quando comparado com o controle, respectivamen-
te. O quadrado na parte inferior destas fotografias indica que as célu-
las da cavidade correspondente foram expandidas para estabelecer
linhagens de CTL. Em contraste, conforme € tipico de dados negati-
vos, nenhuma producgao de IFN-gama especifica foi observada a partir
do CTL estimulado com TOPK-A02-9-55 (SEQ ID NO: 41) (o). Nas fi-
guras, "+" indica a produgao de IFN-gama contra células alvo que re-
ceberam um pulso com o peptideo apropriado e "-" indica a producao
de IFN-gama contra células que nao receberam um pulso com quais-
quer peptideos.

Figura 2-2

[0043] A Figura 2 é constituida de uma série de fotografias, (a) -
(0), que representam os resultados de ensaio Immunospot enzima li-
gado (ELISPOT) de interferon (IFN)-gama sobre CTLs que foram indu-
zidos com peptideos derivados de TOPK. Os CTLs em #4 induzidos
com TOPK-A02-10-88 (SEQ ID NO: 72) (m) e em #4 induzidos com
TOPK-A02-10-142 (SEQ ID NO: 76) (n) mostraram produgdo potente
de IFN-gama comparado com o controle, respectivamente. O quadra-
do na parte inferior destas fotografias indica que as células da cavida-
de correspondente foram expandidas para estabelecer linhagens de
CTL. Em contraste, conforme é o caso tipico para dados negativos,

nenhuma producgao especifica de IFN-gama foi observada a partir do

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 14/135



12/127

CTL estimulado com TOPK-A02-9-55 (SEQ ID NO: 41) (o). Nas figu-
ras, "+" indica a producdo de IFN-gama contra células alvo que rece-

beram um pulso com o peptideo apropriado e "-" indica a producéo de
IFN-gama contra células alvo que n&o receberam um pulso com
quaisquer peptideos.

Figura 3

[0044] A Figura 3 é constituida de uma série de graficos de linhas,
(a) - (e), que descrevem a produgdo de IFN-gama das linhagens de
CTL estimuladas com TOPK-A24-9-230 (SEQ ID NO: 2) (a), TOPK-
A24-9-130 (SEQ ID NO: 3) (b), TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO: 6) (c),
TOPK-A24-10-288 (SEQ ID NO: 27) (d) e TOPK-A24-10-289 (SEQ ID
NO: 28) (e). A quantidade de IFN-gama que os CTLs produziram foi
medida pelo ensaio imunoabsorvente enzima ligado (ELISA) de IFN-
gama. Os resultados demonstram que linhagens de CTL estabelecidas
por meio de estimulagdo com cada peptideo mostram producio poten-
te de IFN-gama quando comparado com o controle. Na figura, "+" indi-
ca a produgao de IFN-gama contra células alvo que receberam um
pulso com o peptideo apropriado e "-" indica a produgao de IFN-gama
contra células alvo que nao receberam um pulso com quaisquer pepti-
deos. A proporcdo R/S indica a propor¢do do numero de células res-
pondedoras (linhagem de CTL) e células estimuladoras.

Figura 4

[0045] A Figura 4 é constituida de uma série de graficos de linhas,
(a) - (c), que representam producdo de IFN-gama dos clones de CTL
estabelecidos por diluicdo limitativa a partir das linhagens de CTL es-
timuladas com TOPK-A24-9-130 (SEQ ID NO: 3) (a), TOPK-A24-10-
288 (SEQ ID NO: 27) (b) e TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) (c). Os
resultados demonstram que os clones de CTL estabelecidos por esti-
mulagdo com cada peptideo mostram producao potente de IFN-gama

gquando comparado com o controle. Na figura, "+" indica a produgao de
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IFN-gama contra células alvo que receberam um pulso com o peptideo

apropriado e indica a produgédo de IFN-gama contra células alvo
gue ndo receberam um pulso com quaisquer peptideos. A proporgao
R/S indica a proporgdo do numero de células respondedoras (linha-
gem de CTL) e células estimuladoras.

Figura 5-1

[0046] A Figura 5-1 é constituida de uma série de graficos de li-
nhas, (a) - (f), que descrevem a producéo de IFN-gama das linhagens
de CTL estimuladas com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) (a),
TOPK-A02-9-19 (SEQ ID NO: 45) (b), TOPK-A02-9-235 (SEQ ID NO:
50) (c), TOPK-A02-9-12 (SEQ ID NO: 51) (d), TOPK-A02-9-285 (SEQ
ID NO: 53) (e) e TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54) (f). A quantidade de
IFN-gama que os CTLs produziram foi medida pelo ensaio imunoab-
sorvente enzima ligado (ELISA) de IFN-gama. Os resultados demons-
tram que as linhagens de CTL estabelecidas por estimulagdo com ca-
da peptideo mostram producéo potente de IFN-gama quando compa-
rado com o controle. Nas figuras, "+" indica a produgédo de IFN-gama
contra células alvo que receberam um pulso com o peptideo apropria-
do e "-" indica a producado de IFN-gama contra células alvo que nao
receberam um pulso com quaisquer peptideos. A proporgcao R/S indica
a proporgao do numero de células respondedoras (linhagem de CTL) e
células estimuladoras.

Figura 5-2

[0047] A Figura 5-2 é constituida de uma série de graficos de li-
nhas, (g) - (k), que descrevem a producao de IFN-gama das linhagens
de CTL estimuladas com TOPK-A02-10-236 (SEQ ID NO: 62) (g),
TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63) (h), TOPK-A02-10-47 (SEQ ID
NO: 64) (i), TOPK-A02-10-239 (SEQ ID NO: 66) (j) e TOPK-A02-10-88
(SEQ ID NO: 72) (k). A quantidade de IFN-gama que os CTLs produzi-

ram foi medida pelo ensaio imunoabsorvente enzima ligado (ELISA) de
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IFN-gama. Os resultados demonstram que as linhagens de CTL esta-
belecidas por estimulacdo com cada peptideo mostram producao po-
tente de IFN-gama quando comparado com o controle. Nas figuras, "+"
indica a produgao de IFN-gama contra células alvo que receberam um

pulso com o peptideo apropriado e "-" indica a produgéo de IFN-gama
contra células alvo que nédo receberam um pulso com quaisquer pepti-
deos. A proporcdo R/S indica a propor¢ao do numero de células res-
pondedoras (linhagem de CTL) e células estimuladoras.

Figura 6

[0048] A Figura 6 é constituida de um par de graficos de linha, (a)
e (b), que representam a produgcdo de IFN-gama dos clones de CTL
estabelecidos por diluicdo limitativa a partir de linhagens de CTL esti-
muladas com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) (a) e TOPK-A02-9-
285 (SEQ ID NO:53) (b). Os resultados demonstram que os clones de
CTL estabelecidos por meio de estimulagdo com cada peptideo mos-
tram producgao potente de IFN-gama quando comparado com o contro-
le. Na figura, "+" indica a producédo de IFN-gama contra células alvo
que receberam um pulso com o peptideo apropriado e "-" indica a pro-
dugao de IFN-gama contra células alvo que n&ao receberam um pulso
com quaisquer peptideos. A proporcdo R/S indica a propor¢ao do nu-
mero de células respondedoras (linhagem de CTL) e células estimula-
doras.

Figura 7

[0049] A Figura 7 é um grafico de linha que representa a atividade
de CTL especifica de clones de CTL contra as células alvo que ex-
pressam TOPK e HLA-A*2402. Células COS7 transfectadas com HLA-
A*2402 ou o gene de TOPK de comprimento completo foram prepara-
das como os controles. O clone de CTL estabelecido com TOPK-A24-
10-289 (SEQ ID NO: 28) mostrou atividade especifica de CTL contra
células COS7 transfectadas com TOPK e HLA-A*2402 (losango). Por
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outro lado, nenhuma atividade de CTL especifica foi detectada contra
células alvo que expressam HLA-A*2402 (triangulo) ou TOPK (circulo).
Figura 8

[0050] A Figura 8 € um grafico de linha que representa a atividade
especifica de linhagens de CTL contra as células alvo que expressam
TOPK e HLA-A*0201. Células COS7 transfectadas com HLA-A*0201
ou o gene de TOPK de comprimento total foram preparadas como os
controles. A linhagem de CTL estabelecida com TOPK-A02-9-240
(SEQ ID NO: 42) mostrou atividade especifica de CTL contra células
COS7 transfectadas com TOPK e HLA-A*0201 (losango). Por outro
lado, nenhuma atividade especifica de CTL foi detectada contra célu-
las alvo que expressam HLA-A*0201 (triangulo) ou TOPK (circulo).

Descricao de Modalidades

[0051] Além do sumario acima, € um objetivo da presente inven-
¢cao proporcionar:

[0052] [1] Um peptideo isolado tendo capacidade de inducédo de
CTL, em que o peptideo consiste na sequéncia de aminoacidos de
TOPK ou um fragmento imunologicamente ativo do mesmo.

[0053] [2] O peptideo isolado de [1], em que o peptideo compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que con-
siste em SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27, 28, 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62,
63, 64,66, 71,72 e 76.

[0054] [3] Um peptideo isolado selecionado do grupo que consiste
em:

[0055] um peptideo isolado de (a) ou (b) a seguir:

[0056] um peptideo isolado compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2, 3,
6, 27 e 28,

[0057] um peptideo isolado compreendendo uma sequéncia de

aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2, 3,
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6, 27 e 28, em que 1, 2 ou mais aminoacidos sao substituidos, inseri-
dos, deletados e/ou adicionados, em que o peptideo tem capacidade
de inducéo de CTL,

[0058] um peptideo isolado de (c) ou (d) a seguir:

[0059] (c) um peptideo isolado compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 42,
45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76,

[0060] (d) um peptideo isolado compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 42,
45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76, em que 1, 2 ou va-
rios aminoacidos sao substituidos, inseridos, deletados e/ou adiciona-
dos, em que o peptideo tem capacidade de inducéo de CTL.

[0061] [4] O peptideo isolado de [3], em que o peptideo tem uma
ou ambas das seguintes caracteristicas:

[0062] 0 segundo amino acido a partir do N-término de uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28 é substituido para ser um aminoacido selecio-
nado do grupo que consiste em fenilalanina, tirosina, metionina e trip-
tofano; e

[0063] o aminoacido C-terminal de uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12, 3, 6, 27 e 28
€ substituido para ser um aminoacido selecionado do grupo que con-
siste em fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano e metionina.

[0064] [5] O peptideo isolado de [3], em que o peptideo tem uma
ou ambas das seguintes caracteristicas:

[0065] 0 segundo amino acido a partir do N-término de uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 é substi-
tuido para ser um aminoacido selecionado do grupo que consiste em

leucina e metionina; e
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[0066] o aminoacido C-terminal de uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50,
51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 and 7642, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62,
63, 64, 66, 71, 72 e 76 € substituido para ser um aminoacido selecio-
nado do grupo que consiste em valina e leucina.

[0067] [6] O peptideo isolado de qualquer um de [1] a [7], em que
o referido peptideo tem uma capacidade de se ligar a um antigeno
HLA.

[0068] [7] O peptideo isolado de [6], em que o referido antigeno
HLA é HLA-A24 ou HLA-A2.

[0069] [8] O peptideo isolado de qualquer um de [1] a [7], em que
o referido peptideo € um nonapeptideo ou decapeptideo.

[0070] [9] Um polinucleotideo isolado que codifica o peptideo iso-
lado de qualquer um de [1] a [8].

[0071] [10] Uma composig¢ao para indugao de um CTL, em que a
composicao compreende um ou mais peptideos de qualquer um de [1]

a [8] ou um ou mais polinucleotideos de [9].

[0072] [11] Uma composicao farmacéutica compreendendo:

[0073] um ou mais peptideo(s) de qualquer um de [1] a [8],

[0074] um ou mais polinucleotideo(s) de [9],

[0075] uma ou mais APC(s) que apresentam um complexo do pep-

tideo de qualquer um de [1] a [8] e um antigeno HLA sobre sua super-
ficie;

[0076] um ou mais exossomos que apresentam um complexo do
peptideo de qualquer um de [1] a [8] e um antigeno HLA sobre sua su-
perficie, ou

[0077] um ou mais CTLs que podem reconhecer uma célula que
apresenta um complexo do peptideo de qualquer um de [1] a [8] e um
antigeno HLA sobre sua superficie,

[0078] em combinagdo com um veiculo farmaceuticamente aceita-
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vel,

[0079] em que a composic¢ao farmacéutica € formulada para o tra-
tamento e/ou profilaxia de cancer, a prevengcdo de uma recorréncia
pos-operatoria do mesmo e/ou a inducdo de uma resposta imune con-
tra cancer.

[0080] [12] A composicdo farmacéutica de [11], em que a referida
composicdo farmacéutica é formulada para administracdo a um indivi-
duo cujo antigeno HLA é HLA-A24 ou HLA-A2.

[0081] [13] Um método para inducdo de uma célula que apresenta
antigeno (Antigen-Presenting Cell - APC) com capacidade de indugéo
de CTL, o referido método compreendendo a etapa selecionada do
grupo que consiste em:

[0082] contato de uma APC com um peptideo de qualquer um de
[1] a [8], in vitro, ex vivo ou in vivo; e

[0083] introducdo de um polinucleotideo que codifica o peptideo
de acordo com qualquer de [1] a [8] em uma APC.

[0084] [14] Um método para inducao de um CTL, o referido méto-
do compreendendo uma etapa selecionada do grupo que consiste em:
[0085] cocultura de uma célula T CD8 positiva com uma APC que
apresenta, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno HLA e
o peptideo de qualquer um de [1] a [8];

[0086] cocultura de uma célula T CD8 positiva com um exossomo
que apresenta, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno
HLA e o peptideo de qualquer um de [1] a [8]; e

[0087] introdugdo, em uma célula T CD8 positiva, de um polinucle-
otideo/polinucleotideos que codificam polipeptideos subunitarios de
receptor de células T (T Cell Receptor - TCR), em que o TCR formado
pelos referidos polipeptideos subunitarios de TCR é capaz de ligagao
a um complexo de um antigeno HLA e o peptideo de qualquer um de

[1] a [8] sobre a superficie de uma célula T.
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[0088] [15] Uma APC isolada que apresenta, sobre sua superficie,

um complexo de um antigeno HLA e o peptideo de qualquer um de [1]

a[8].

[0089] [16] A APC de [15], a qual é induzida por meio do método
de [13].

[0090] [17] O CTL isolado que objetiva o peptideo de qualquer um
de [1] a [8].

[0091] [18] O CTL de [17], o qual é induzido por meio do método
de [14].

[0092] [19] Um método de indugdo de uma resposta imune contra

o cancer em um individuo, o referido método compreendendo a etapa
de administracdo, ao individuo, de uma composi¢cao compreendendo o
peptideo de acordo com qualquer de [1] a [8], um fragmento imunolo-
gicamente ativo do mesmo ou um polinucleotideo que codifica o pepti-
deo ou o fragmento.

[0093] [20] Um anticorpo ou fragmento imunologicamente ativo do
mesmo contra o peptideo de qualquer um de [1] a [8].

[0094] [21] Um vetor compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deos que codifica o peptideo de qualquer um de [1] a [8].

[0095] [22] Uma célula hospedeira transformada ou transfectada
com o vetor de expressao de [21].

[0096] [23] Um kit diagndstico compreendendo o peptideo de
qualquer um de [1] a [8], o polinucleotideo de [9] ou o anticorpo de
[20].

[0097] [24] Um método de rastreio de um peptideo tendo uma ca-
pacidade de induzir a um CTL que tem atividade citotoxica especifica
contra uma célula que apresenta um fragmento derivado de TOPK, em
que o método compreende as etapas de:

[0098] (i) fornecimento de uma sequéncia candidata que consiste

em uma sequéncia de aminoacidos modificada por substituicdo, dele-
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¢cao, insercao e/ou adicdo de um, dois ou varios residuos de aminoaci-
dos em uma sequéncia de aminoacidos original, em que a sequéncia
de aminoacido original é selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOs 2, 3, 6, 27, 28 , 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66 , 71,
72 e 76;

[0099] (i) selecdo de uma sequéncia candidata que ndo tém ho-
mologia significativa substancial com peptideos derivados de quais-
quer outros produtos génicos humanos conhecidos que ndo TOPK;
[00100] (iii) contato de um peptideo que consiste na sequéncia can-
didata selecionada na etapa (ii) com uma célula que apresenta antige-
no;

[00101] (iv) contato da célula que apresenta antigeno da etapa (iii)
com uma célula T CD8 positiva; e

[00102] (v) identificagao do peptideo cuja capacidade de indugao de
CTL é mesma ou maior do que um peptideo que consiste na sequén-
cia de aminoacidos original.

[00103] Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equiva-
lentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica ou testa-
gem de modalidades da presente invengao, os meétodos, dispositivos e
materiais preferidos sado agora descritos. Entretanto, antes que os pre-
sentes materiais e métodos sejam descritos, devera ser entendido que
estas descricdes sdo meramente ilustrativas e ndo se destinam a ser
limitativas. Devera também ser entendido que a presente invencgéao nao
esta limitada aos tamanhos, formatos, dimensdes, materiais, metodo-
logias, protocolos particulares, etc. aqui descritos, uma vez que eles
podem variar de acordo com experimentacao e otimizacdo de rotina.
Além disso, a terminologia usada na descrigcéo € para fins de descrigcao
das versdes ou modalidades particulares apenas e n&o se destina a
limitar o ambito da presente invengao, o qual estara limitado apenas

pelas reivindicacdes em anexo.
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[00104] A descricdo de cada publicacdo, patente ou pedido de pa-
tente mencionada no presente relatério descritivo € aqui especifica-
mente incorporada por referéncia na integra. Entretanto, nada aqui de-
ve ser interpretado como uma admissado de que a invengido nao tem o
direto a titularidade de antedatar a tal descricdo em virtude de inven-
¢cao anterior.

[00105] A menos que de outro modo definido, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado conforme co-
mumente entendido por aqueles versados na técnica ao qual a presen-
te invencao pertence. No caso de conflito, o presente relatorio descriti-
vo, incluindo definigcdes, prevalecera. Além disso, os materiais, méto-
dos e exemplos sdo meramente ilustrativos e nao se destinam a ser
limitativos.

Definicdes

[00106] Os artigos "um"”, "uma", "o" e "a", conforme usado aqui, sig-
nificam "pelo menos um", a menos que especificamente indicado de
forma diferente.

[00107] Os termos "isolado" e "purificado", usados em relacdo a
uma substancia (por exemplo, peptideos, anticorpos, polinucleotideos,
etc.), indicam que a substancia é substancialmente livre de pelo me-
nos uma substancia que possa estar incluida na fonte natural. Assim,
um peptideo isolado ou purificado refere-se um peptideo que é subs-
tancialmente livre de material celular, tais como carboidratos, lipidios
ou outras proteinas contaminantes da fonte celular ou tecidual a partir
da qual o peptideo é derivado ou substancialmente livres de precurso-
res quimicos ou outras substancias quimicas quando sintetizados qui-
micamente.

[00108] O termo "substancialmente livre de material celular" inclui
preparados de um peptideo nos quais o peptideo esta separado dos

componentes celulares das células das quais ele é isolado ou recom-
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binantemente produzido. Assim, um peptideo que € substancialmente
livre de material celular inclui preparados polipeptidicos que tém me-
nos de cerca de 30%, 20%, 10% ou 5% (em peso seco) de proteina
heteréloga (também referida aqui como uma "proteina contaminante").
Quando o peptideo é produzido recombinantemente, ele também ¢, de
preferéncia, substancialmente livre de meio de cultura, o qual inclui
preparados peptidicos com meio de cultura a menos de cerca de 20%,
10% ou 5% do volume do preparado peptidico. Quando o peptideo é
produzido por meio de sintese quimica, ele &, de preferéncia, substan-
cialmente livre de precursores quimicos ou outros produtos quimicos,
o qual inclui preparados peptidicos com precursores quimicos ou ou-
tros produtos quimicos envolvidos na sintese do peptideo a menos de
cerca de 30%, 20%, 10% ou 5% (em peso seco) do volume do preparo
peptidico. Se um preparado peptidico em particular contém um pepti-
deo isolado ou purificado pode ser demonstrado, por exemplo, pelo
aparecimento de uma banda unica apés eletroforese em gel de dodecil
sulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate - SDS)-poliacrilamida do
preparado de proteina e coloragdo com Coomassie Brilliant Blue ou
similar do gel. Em uma modalidade preferida, peptideos e polinucleoti-
deos da presente invengao sao isolados ou purificados.

[00109] Os termos "polipeptideo”, "peptideo" e "proteina" sao usa-
dos aqui alternadamente para referir-se a um polimero de residuos de
aminoacidos. Os termos se aplicam a polimeros de aminoacidos nos
quais um ou mais residuos de aminoacidos sao um ou mais residuos
modificados ou residuos que ndo ocorrem naturalmente, tal como um
mimético quimico artificial de (um) aminoacido(s) que ocorre(m) natu-
ralmente correspondente, bem como polimeros de aminoacidos que
ocorrem naturalmente.

[00110] O termo "oligopeptideo", algumas vezes usado no presente

relatério descritivo, € usado para referir-se a peptideos os quais tém
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um comprimento de 20 residuos de aminoacido ou menos, tipicamente
15 residuos de aminoacido ou menos e, tipicamente, sdo constituidos
de entre cerca de 8 e cerca de 11 residuos de aminoacido, frequente-
mente 9 ou 10 residuos de aminoacido. Os ultimos sao referidos aqui
como "nonapeptideo" e "decapeptideo”, respectivamente.

[00111] O termo "aminoacido", conforme usado aqui, refere-se a
aminoacidos que ocorrem naturalmente e sintéticos, bem como analo-
gos de aminoacidos e miméticos de aminoacidos que funcionam simi-
larmente aos aminoacidos que ocorrem naturalmente. Aminoacidos
podem ser L-aminoacidos ou D-aminoacidos. Aminoacidos que ocor-
rem naturalmente sdo aqueles codificados pelo cédigo genético, bem
como aqueles modificados apds tradugdo em células (por exemplo,
hidroxiprolina, gama-carboxiglutamato e O-fosfosserina). A frase "ana-
logo de aminoacido" refere-se a compostos que tém a mesma estrutu-
ra quimica basica (um carbono alfa ligado a um hidrogénio, um grupo
carboxila, um grupo amino e um grupo R) que um aminoacido que
ocorrem naturalmente, mas tém um grupo R modificado ou esqueletos
modificados (por exemplo, homosserina, norleucina, metionina, sulfo-
xido, metionina-metil-sulfénio). A frase "mimético de aminoacido" refe-
re-se a compostos quimicos que tém estruturas diferentes, mas fun-
¢des similares aos aminoacidos em geral.

[00112] Os aminoacidos podem ser aqui referidos por seus simbo-
los de trés letras comumente conhecidos ou os seus simbolos de uma
letra recomendados pela IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature
Commission.

[00113] Os termos "gene", "polinucleotideo", "oligonucleotideo" e
"acido nucleico" sdo usados aqui alternadamente e, a menos que de
outro modo especificamente indicado, sao referidos por seus codigos
de uma letra comumente aceitos.

[00114] Os termos "agente" e "composi¢ao" sao usados aqui alter-
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nadamente para referir-se a um produto que inclui os ingredientes es-
pecificados em quantidades especificadas, bem como qualquer produ-
to que resulta, direta ou indiretamente, da combinagdo dos ingredien-
tes especificados nas quantidades especificadas. Tais termos, quando
usados em relagcdo ao modificador "farmacéutica" (conforme em "com-
posicdo farmacéutica"), se destinam a abranger um produto incluindo
o(s) ingrediente(s) ativo(s) e o(s) ingrediente(s) inerte(s) que constitu-
em o veiculo, bem como qualquer produto o qual resulta, direta ou in-
diretamente, da combinagdo, formagao de complexo ou agregacgéo de
quaisquer dois ou mais dos ingredientes ou da dissociagdo de um ou
mais dos ingredientes ou de outros tipos reagdes ou interagdes de um
ou mais dos ingredientes. Consequentemente, no contexto da presen-
te invengdo, os termos "agente farmacéutico" e "composigdo farma-
céutica" referem-se a quaisquer produtos feitos por meio de mistura de
uma molécula ou composto da presente invengao e um veiculo farma-
céutica ou fisiologicamente aceitavel.

[00115] O termo "ingrediente ativo" aqui refere-se a uma substancia
em um agente ou composi¢gdo que é bioldgica ou fisiologicamente ati-
vo. Particularmente, no contexto de agente ou composigao farmacéuti-
ca, o termo "ingrediente ativo" refere-se a uma substancia componente
gue mostra um efeito farmacolégico objetivo. Por exemplo, no caso de
agentes ou composi¢cdes farmacéuticas para uso no tratamento ou
prevencao de cancer, ingredientes ativos nos agentes ou composigdes
podem levar a pelo menos uma acgao biolégica ou fisioldgica em célu-
las e/ou tecidos cancerosos, direta ou indiretamente. De preferéncia,
tal acdo pode incluir redugcao ou inibicdo de crescimento de células
cancerosas, dano ou morte de células e/ou tecidos cancerosos e as-
sim por diante. Tipicamente, o efeito indireto de ingredientes ativos é
indugdo de CTLs que reconhecem ou matam células cancerosas. An-

tes de ser formulado, o "ingrediente ativo" pode também ser referido

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 27/135



251127

como "a granel", "farmaco" ou "produto técnico".

[00116] A frase "veiculo farmaceuticamente aceitavel" ou "veiculo
fisiologicamente aceitavel", conforme usado aqui, significa um material,
composigao, substancia ou veiculo farmacéutica ou fisiologicamente
aceitavel incluindo, porém sem limitagdes, um material de enchimento
liquido ou sdélido, diluente, excipiente, solvente ou material de encap-
sulacao.

[00117]  Alguns agentes ou composi¢des farmacéuticas da presente
invencao encontram uso particular como vacinas. No contexto da pre-
sente invengao, o termo "vacina" (referido também como uma "compo-
sicdo imunogénica") refere-se a um agente ou composigdo que tem a
fungdo de aprimorar, intensificar e/ou induzir a imunidade antitumor
quando de inoculagao em animais.

[00118] A menos que de outro modo definido, o termo "cancer" refe-
re-se a canceres ou tumores que superexpressam o gene de TOPK,
exemplos dos quais incluem, porém sem limitagdes, leucemia mieloide
aguda (Acute Myeloid Leukemia - AML), cancer de bexiga, cancer de
mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal,
cancer gastrico difuso, cancer de pulmao de células ndo pequenas
(Non-Small-Cell Lung Cancer - NSCLC), osteossarcoma, cancer de
prostata, carcinoma renal, cancer de pulmido de células pequenas
(Small-Cell Lung Cancer - SCLC) e tumor de tecidos moles.

[00119] A menos que de outro modo definido, os termos "linfécito T
citotoxico", "célula T citotoxica" e "CTL" sdo usados alternadamente
aqui e, a menos que de outro modo especificamente indicado, refe-
rem-se a um subgrupo de linfécitos T que sdo capazes de reconhecer
células ndo proprias (por exemplo, células tumorosas/cancerosas, cé-
lulas infectadas com virus) e induzir a morte de tais células.

[00120] A menos que de outro modo definido, o termo "HLA-A24"

refere-se ao tipo HLA-A24 que contém os subtipos, exemplos dos
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quais incluem, porém sem limitagdes, HLA-A*2401, HLA-A*2402, HLA-
A*2403, HLA-A*2404, HLA-A*2407, HLA-A*2408, HLA-A*2420, HLA-
A*2425 e HLA-A*2488.

[00121] A menos que de outro modo definido, o termo "HLA-A2",
conforme usado aqui, refere-se representativamente aos subtipos,
exemplos dos quais incluem, porém sem limitagdes, HLA-A*0201,
HLA-A*0202, HLA-A*0203, HLA-A*0204, HLA-A*0205, HLA-A*0206,
HLA-A*0207, HLA-A*0210, HLA-A*0211, HLA-A*0213, HLA-A*0216,
HLA-A*0218, HLA-A*0219, HLA-A*0228 e HLA-A*0250.

[00122] A menos que de outro modo definido, o termo "kit", confor-
me usado aqui, € utilizado em referéncia a uma combinagédo de rea-
gentes e outros materiais. Considera-se aqui que o kit pode incluir mi-
croarranjo, chip, marcador e assim por diante. Nao se pretende que o
termo "kit" esteja limitado a uma combinagao particular de reagentes
e/ou materiais.

[00123] Conforme usado aqui, no contexto de um individuo ou paci-
ente, a frase "antigeno HLA do individuo (ou paciente) € HLA A24 ou
HLA-A2" refere-se aquele individuo ou paciente que possui, de forma
homozigotica ou heterozigdtica, o gene do antigeno HLA-A24 ou HLA-
A2 como uma molécula do Principal Complexo de Histocompatibilida-
de (Major Histocompatibility Complex - MHC) da Classe | e o antigeno
HLA-A24 ou HLA-A2 é expresso em células do individuo ou paciente
como um antigeno HLA.

[00124] Até o ponto em que os métodos e composi¢cdes da presente
invencdo encontram utilidade no contexto do "tratamento" de cancer,
um tratamento é considerado "eficaz" se ele leva a um beneficio clini-
co, tal como reducdo na expressédo do gene de TOPK, diminui¢cdo no
tamanho, prevaléncia ou potencial metastatico do cancer em um indi-
viduo, retardo de progressao de cancer, alivio de um sintoma clinico

de cancer, prolongamento do tempo de sobrevida, supresséo de recor-
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réncia pos-operatéria e assim por diante. Quando o tratamento é apli-
cado profilaticamente, "eficaz" significa que ele retarda ou previne a
formacéo de canceres ou previne ou alivia um sintoma clinico de can-
cer. A eficacia € determinada em associagcdo com qualquer método
conhecido para diagnéstico ou tratamento do tipo de tumor em particu-
lar.

[00125] Até o ponto em que os métodos e composicdes da presente
invencao encontram utilidade no contexto da "prevencao" e "profilaxia"
de cancer, tais termos sédo usado alternadamente aqui para referir-se a
qualquer atividade que reduz a carga de mortalidade ou morbidez pela
doenca. Prevencao e profilaxia podem ocorrer "em niveis de preven-
cao primaria, secundaria e terciaria". Embora prevencéo e profilaxia
primaria evitem o desenvolvimento de uma doencga, niveis de preven-
cao e profilaxia secundarios e terciarios abrangem atividades objetiva-
das a prevencéo e profilaxia da progressao de uma doenga e a emer-
géncia de sintomas, bem como redugao do impacto negativo de uma
doenca ja estabelecida ao restaurar a fungdo e reduzindo complica-
cdes relacionadas a doenca. Alternativamente, prevengao e profilaxia
podem incluir uma ampla série de terapias profilaticas objetivadas a
aliviar a gravidade do disturbio em particular, por exemplo, reduzindo a
proliferacdo e metastase de tumores.

[00126] No contexto da presente invencgao, o tratamento e/ou profi-
laxia de cancer e/ou a prevencdo de recorréncia pos-operatdria do
mesmo incluem qualquer uma das etapas a seguir, tal como a remo-
¢ao cirurgica de células cancerosas, a inibicdo do crescimento de célu-
las cancerosas, a involugao ou regressdo de um tumor, a inducéo de
remissao e supressao de ocorréncia de cancer, a regressao de tumor
e a reducéao ou inibicado de metastase. Tratamento e/ou a profilaxia efi-
caz de cancer diminui a mortalidade e melhora o prognéstico de indivi-

duos que tém cancer, diminui os niveis de marcadores tumorais no
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sangue e alivia os sintomas detectaveis que acompanham o cancer.
Por exemplo, redugdo ou melhora de sintomas constitui tratamento
eficaz e/ou a profilaxia inclui reducdo de 10%, 20%, 30% ou mais ou
doenca estavel.

[00127] No contexto da presente invengao, o termo "anticorpo” refe-
re-se a imunoglobulinas e fragmentos das mesmas que sao especifi-
camente reativos com uma proteina designada ou peptideo da mes-
ma. Um anticorpo pode incluir anticorpos humanos, anticorpos primati-
zados, anticorpos quiméricos, anticorpos biespecificos, anticorpos hu-
manizados, anticorpos fundidos a outras proteinas ou radiomarcadores
e fragmentos de anticorpos. Além disso, um anticorpo aqui € usado no
sentido mais amplo e cobre especificamente anticorpos monoclonais
intactos, anticorpos policlonais, anticorpos multiespecificos (por exem-
plo, anticorpos biespecificos) formados a partir de pelo menos dois an-
ticorpos intactos e fragmentos de anticorpos, contanto que eles exibam
a atividade biologica desejada. Um "anticorpo” indica todas as classes
(por exemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM).

[00128] A menos que de outro modo definido, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado conforme en-
tendido comumente por aqueles versados na técnica ao qual a presen-
te invencao pertence.

Il. Peptideos

[00129] Peptideos da presente invencédo, descritos em detalhes
abaixo, podem ser referidos como "peptideo(s) de TOPK" ou "polipep-
tideo(s) de TOPK".

[00130] Para demonstrar que peptideos derivados de TOPK funcio-
nam como um antigeno reconhecido por CTLs, peptideos derivados de
TOPK (SEQ ID NO: 86) foram analisados para determinar se eles
eram epitopos antigénicos restritos ao HLA-A24 ou HLA-A2 os quais

sdo alelos de HLA comumente encontrados (Date Y et al., Tissue Anti-
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gens 47: 93-101 (1996); Kondo A et al., J. Immunol. 155: 4307-12
(1995); Kubo R.T. et al., J. Immunol. 152: 3913-24 (1994)).

[00131] Candidatos a peptideos de ligacdo ao HLA-A24 derivados
de TOPK identificados com base em suas afinidades de ligagdo ao
HLA-A24 incluem:

[00132] TOPK-A24-9-230 (SEQ ID NO: 2), TOPK-A24-9-130 (SEQ
ID NO: 3), TOPK-A24-9-237 (SEQ ID NO: 4), TOPK-A24-9-155 (SEQ
ID NO: 5), TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO: 6), TOPK-A24-9-174 (SEQ
ID NO: 7), TOPK-A24-9-73 (SEQ ID NO: 8), TOPK-A24-9-235 (SEQ ID
NO: 9), TOPK-A24-9-19 (SEQ ID NO: 10), TOPK-A24-9-205 (SEQ ID
NO: 11), TOPK-A24-9-77 (SEQ ID NO: 12), TOPK-A24-9-270 (SEQ ID
NO: 13), TOPK-A24-9-58 (SEQ ID NO: 14), TOPK-A24-9-81 (SEQ ID
NO: 15), TOPK-A24-9-278 (SEQ ID NO: 16), TOPK-A24-9-183 (SEQ
ID NO: 17), TOPK-A24-9-227 (SEQ ID NO: 18), TOPK-A24-9-13 (SEQ
ID NO: 19), TOPK-A24-9-146 (SEQ ID NO: 20), TOPK-A24-9-140
(SEQ ID NO: 21), TOPK-A24-9-103 (SEQ ID NO: 22), TOPK-A24-9-
105 (SEQ ID NO: 23), TOPK-A24-9-118 (SEQ ID NO: 24), TOPK-A24-
10-31 (SEQ ID NO: 25), TOPK-A24-10-155 (SEQ ID NO: 26), TOPK-
A24-10-288 (SEQ ID NO: 27), TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28),
TOPK-A24-10-130 (SEQ ID NO: 29), TOPK-A24-10-47 (SEQ ID NO:
30), TOPK-A24-10-73 (SEQ ID NO: 31), TOPK-A24-10-102 (SEQ ID
NO: 32), TOPK-A24-10-39 (SEQ ID NO: 33), TOPK-A24-10-4 (SEQ ID
NO: 34), TOPK-A24-10-77 (SEQ ID NO: 35), TOPK-A24-10-241 (SEQ
ID NO: 36), TOPK-A24-10-12 (SEQ ID NO: 37), TOPK-A24-10-148
(SEQ ID NO: 38), TOPK-A24-10-145 (SEQ ID NO: 39) and TOPK-A24-
10- 114 (SEQ ID NO: 40).

[00133] Dos acima, os peptideos a seguir resultaram no estabele-

)
)

cimento com sucesso de CTLs apds estimulagao in vitro de células T
por células dendriticas (Dendritic Cells - DCs) carregadas com estes
peptideos: TOPK-A24-9- 230 (SEQ ID NO: 2), TOPK-A24-9- 130 (SEQ
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ID NO: 3), TOPK-A24-9- 232 (SEQ ID NO: 6), TOPK-A24-10- 288
(SEQ ID NO: 27) e TOPK-A24-10- 289 (SEQ ID NO: 28).

[00134] Candidatos a peptideos que se ligam ao HLA-A2 derivados
de TOPK identificados com base em suas atividades de ligagdo ao
HLA-A2 incluem:

[00135] TOPK-A2-9-240 (SEQ ID NO: 42), TOPK-A2-9-34 (SEQ ID
NO: 43), TOPK-A2-9-236 (SEQ ID NO: 44), TOPK-A2-9-19 (SEQ ID
NO: 45), TOPK-A2-9-134 (SEQ ID NO: 46), TOPK-A2-9-183 (SEQ ID
NO: 47), TOPK-A2-9-81 (SEQ ID NO: 48), TOPK-A2-9-149 (SEQ ID
NO: 49), TOPK-A2-9-235 (SEQ ID NO: 50), TOPK-A2-9-12 (SEQ ID
NO: 51), TOPK-A2-9-227 (SEQ ID NO: 52), TOPK-A2-9-285 (SEQ ID
NO: 53), TOPK-A2-9-47 (SEQ ID NO: 54), TOPK-A2-9-310 (SEQ ID
NO: 55), TOPK-A2-9-132 (SEQ ID NO: 56), TOPK-A2-9-242 (SEQ ID
NO: 57), TOPK-A2-9-156 (SEQ ID NO: 58), TOPK-A2-9-138 (SEQ ID
NO: 59), TOPK-A2-9-142 (SEQ ID NO: 60), TOPK-A2-10-190 (SEQ ID
NO: 61), TOPK-A2-10-236 (SEQ ID NO: 62), TOPK-A2-10-231 (SEQ
ID NO: 63), TOPK-A2-10-47 (SEQ ID NO: 64), TOPK-A2-10-234 (SEQ
ID NO: 65), TOPK-A2-10-239 (SEQ ID NO: 66), TOPK-A2-10-290
(SEQ ID NO: 67), TOPK-A2-10- 37 (SEQ ID NO: 68), TOPK-A2-10- 20
(SEQ ID NO: 69), TOPK-A2-10- 241 (SEQ ID NO: 70), TOPK-A2-10-
272 (SEQ ID NO: 71), TOPK-A2-10- 88 (SEQ ID NO: 72), TOPK-A2-
10- 81 (SEQ ID NO: 73), TOPK-A2-10- 313 (SEQ ID NO: 74), TOPK-
A2-10- 54 (SEQ ID NO: 75), TOPK-A2-10- 142 (SEQ ID NO: 76),
TOPK-A2-10- 35 (SEQ ID NO: 77), TOPK-A2-10- 110 (SEQ ID NO:
78), TOPK-A2-10- 223 (SEQ ID NO: 79), TOPK-A2-10- 274 (SEQ ID
NO: 80), TOPK-A2-10- 173 (SEQ ID NO: 81), TOPK-A2-10- 141 (SEQ
ID NO: 82), TOPK-A2-10- 292 (SEQ ID NO: 83) and TOPK-A2-10-180
(SEQ ID NO: 84).

[00136] Dos acima, os peptideos a seguir resultaram no estabele-

cimento com sucesso de CTLs apds estimulagao in vitro de células T
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por células dendriticas (Dendritic Cells - DCs) carregadas com estes
peptideos: TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42), TOPK-A02-9-19 (SEQ
ID NO: 45), TOPK-A02-9-183 (SEQ ID NO: 47), TOPK-A02-9-235
(SEQ ID NO: 50), TOPK-A02-9-12 (SEQ ID NO: 51), TOPK-A02-9-285
(SEQ ID NO: 53), TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54), TOPK-A02-10-
236 (SEQ ID NO: 62), TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63), TOPK-
A02-10-47 (SEQ ID NO: 64), TOPK-A02-10-239 (SEQ ID NO: 66),
TOPK-A02-10-272 (SEQ ID NO: 71), TOPK-A02-10-88 (SEQ ID NO:
72) and TOPK-A02-10-142 (SEQ ID NO: 76).

[00137] Os CTLs estabelecidos mencionados acima mostraram ati-
vidade de CTL especifica potente contra células alvo que receberam
um pulso com os respectivos peptideos. Estes resultados demonstram
que TOPK é um antigeno reconhecido por um CTL e que os peptideos
sao peptideos epitdopicos de TOPK restritos ao HLA-A24 ou HLA-AZ;
portanto, tais peptideos podem ser eficazes como antigenos alvo para
citotoxicidade por CTLs.

[00138] Uma vez que o gene de TOPK é superexpresso em células
e tecidos cancerosos incluindo, por exemplo, aqueles de AML, cancer
de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelu-
lar, cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma, osteos-
sarcoma, cancer de prostata, carcinoma renal, SCLC e tumor de teci-
dos moles e ndo expresso na maioria dos 6érgaos normais, ele repre-
senta um bom alvo para imunoterapia. Assim, a presente invencao
fornece nonapeptideos (peptideos constituidos de nove residuos de
aminoacidos) e decapeptideos (peptideos constituidos de dez resi-
duos de aminoacidos) que correspondem a epitopos reconhecidos por
CTL de TOPK. Exemplos particularmente preferidos de nonapeptideos
e decapeptideos da presente invengao incluem aqueles peptideos
tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOs: 2,40 e 42 a 84.
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[00139] Em geral, programas de software agora disponiveis, por
exemplo, na Internet, tais como aqueles descritos em Parker, K.C. et
al., J. Immunol. 1994, 152(1): 163-75, e Nielsen, M. et al., Protein Sci
2003; 12: 1007-17 podem ser usados para calcular as afinidades de
ligag&o entre varios peptideos e antigenos HLA in silico. A afinidade de
ligacdo por antigenos HLA pode ser medida conforme descrito, por
exemplo, em Parker, K.C. et al., J. Immunol. 1994, 152(1): 163-75, Ku-
zushima, K. et al., Blood 2001, 98(6): 1872-81, Larsen, M.V. et al. BMC
Bioinformatics, 2007, 31; 8: 424, Buus, S, et al. Tissue Antigens, 62:
378-84, 2003, Nielsen, M. et al., Protein Sci. 2003; 12: 1007-17; e Niel-
sen, M. et al. PLoS ONE 2007; 2: €796, os quais sao resumidos, por
exemplo, em Lafuente, E.M. et al., Current Pharmaceutical Design,
2009, 15, 3209-3220. Métodos para determinacdo da afinidade de li-
gagao sao descritos, por exemplo, em Journal of Immunological Me-
thods (1995, 185: 181-190) e Protein Science (2000, 9: 1838-1846).
Portanto, pode-se utilizar prontamente tais programas de software pa-
ra selecionar aqueles fragmentos derivados de TOPK que tém alta afi-
nidade de ligagao por antigenos HLA usando tais programas de sof-
tware. Consequentemente, a presente invengao abrange peptideos
constituidos de quaisquer fragmentos derivados de TOPK, os quais
poderiam ser determinados como se ligando a antigenos HLA por
meio de tais programas conhecidos. Além disso, tais peptideos podem
incluir o peptideo composto da sequéncia de comprimento total de
TOPK.

[00140] Os peptideos da presente invengao, particularmente os no-
napeptideos e decapeptideos da presente invengao, podem ser flan-
gueados com residuos de aminoacidos adicionais, contanto que o pep-
tideo resultante retenha sua capacidade de indugcéo de CTL. Os resi-
duos de aminoacidos adicionais particulares podem ser constituidos

de qualquer tipo de aminoacidos, contanto que eles n&o prejudiquem a
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capacidade de inducdo de CTL do peptideo original. Assim, a presente
invengédo abrange peptideos que tém uma atividade de ligagdo a anti-
genos HLA, em particular peptideos derivados de TOPK (por exemplo,
peptideos incluindo uma sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2,
3, 6, 27, 28, 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 ou 76).
Tais peptideos tém, por exemplo, menos de cerca de 40 aminoacidos,
frequentemente menos de cerca de 20 aminoacidos e, usualmente,
menos de cerca de 15 aminoacidos.

[00141] Em geral, sabe-se que a modificagdo de um, dois ou mais
aminoacidos em um peptideo nao influenciara a funcao do peptideo e,
em alguns casos, chegara mesmo a intensificar a fungdo desejada da
proteina original. De fato, peptideos modificados (isto &, peptideos
constituidos de uma sequéncia de aminoacidos na qual 1, 2 ou varios
residuos de aminoacidos tenham sido modificados (isto €, substitui-
dos, adicionados, deletados e/ou inseridos) quando comparado com
uma sequéncia de referéncia original) sdo conhecidos por reter a ativi-
dade bioldgica do peptideo original (Mark et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1984, 81: 5662-6; Zoller e Smith, Nucleic Acids Res. 1982, 10:
6487-500; Dalbadie-McFarland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982,
79: 6409-13). Assim, em uma modalidade, os peptideos da presente
invencao tem capacidade de indugcdo de CTL e uma sequéncia de
aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2 a 40 e 42 a 84, na
qual um, dois ou mesmo mais aminoacidos sao adicionados, deleta-
dos, inseridos e/ou substituidos. Em outras palavras, os peptideos da
presente invengado tém tanto capacidade de indugdo de CTL e uma
sequéncia de aminoacidos em que a, dois ou mais acido (s) amino sao
substituidos, eliminados, inseridos e/ou substituidos. Em outras pala-
vras, os peptideos da presente invengcao tém uma capacidade de in-
ducdo de CTL e uma sequéncia de aminoacidos em que dois ou mais

aminoacidos sao substituidos, deletados, inseridos e/ou adicionados
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na sequéncia de aminoacidos selecionada de SEQ ID NO: 2 a 40 e 42
a 84, contanto que os peptideos modificados retenham a capacidade
de indugéo de CTL do peptideo original.
[00142] Aqueles versados na técnica reconhecerdo que modifica-
¢Oes (isto €, delegdes, insercdes, adigdes e/ou substituicbes) em uma
sequéncia de aminoacidos que alteram um unico aminoacido ou uma
pequena porcentagem da sequéncia de aminoacidos global tendem a
resultar na conservagao das propriedades da cadeia lateral de amino-
acido original. Como tal, elas sado, frequentemente, referidas como
"substituicbes conservativas" ou "modificacdes conservativas", em que
a alteracdo de uma proteina resulta em uma proteina modificada tendo
uma funcdo analoga a proteina original. Tabelas de substituicdo con-
servativa que fornecem aminoacidos funcionalmente similares séao
bem conhecidas na técnica. Exemplos de caracteristicas de cadeias
laterais de aminoacidos que s&o desejaveis conservar incluem, por
exemplo: aminoacidos hidrofébicos (A, I, L, M, F, P, W, Y, V), aminoa-
cidos hidrofilicos (R, D, N, C, E, Q, G, H, K, S, T) e cadeias laterais
tendo os seguintes grupos funcionais ou caracteristicas em comum:
uma cadeia lateral alifatica (G, A, V, L, |, P); uma cadeia lateral que
contém grupo hidroxila (S, T, Y); uma cadeia lateral que contém atomo
de enxofre (C, M); uma cadeia lateral que contém acido carboxilico e
amida (D, N, E, Q); uma cadeia lateral que contém base (R, K, H); e
uma cadeia lateral que contém grupo aromatico (H, F, Y, W). Além
disso, os oito grupos a seguir contém, cada um, aminoacidos que sao
aceitos na técnica como substituicoes conservativas uns dos outros:

Alanina (A), Glicina (G);

Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

Asparagina (N), Glutamina (Q);

Arginina (R), Lisina (K);

Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
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Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

Serina (S), Treonina (T); e

Cisteina (C), Metionina (M) (vide, por exemplo, Creighton,
Proteins 1984).
[00143] Tais peptideos conservativamente modificados também séao
considerados como sendo peptideos da presente invengao. Entretan-
to, peptideos da presente invencao nao estao restritos aos mesmos e
podem incluir modificagbes ndo conservativas, contanto que o pepti-
deo modificado resultante retenha a capacidade de indugao de CTL do
peptideo original. Além disso, peptideos modificados ndo deverdo ex-
cluir peptideos induziveis por CTLs derivados de variantes polimorfi-
cas, homélogos entre espécies e alelos de TOPK.
[00144] Residuos de aminoacidos podem ser inseridos, substituidos
e/ou adicionados aos peptideos da presente invencao ou, alternativa-
mente, residuos de aminoacidos podem ser deletados dos mesmos
para obter uma maior afinidade de ligagéo. Para reter a capacidade de
indugdo de CTL necessaria, de preferéncia, se modifica (isto €, deleta,
insere, adiciona e/ou substitui) apenas um pequeno numero (por
exemplo, 1, 2 ou varios) ou uma pequena porcentagem de aminoaci-
dos. Aqui, o termo "varios" significa 5 ou menos aminoacidos, por
exemplo, 4 ou 3 ou menos. A porcentagem de aminoacidos a ser mo-
dificada é, de preferéncia, 20% ou menos, mais preferivelmente 15%
ou menos e, ainda mais preferivelmente, 10% ou menos, por exemplo,
1a5%.
[00145] Quando usados no contexto de imunoterapia, os peptideos
da presente invengao deverao ser apresentados sobre a superficie de
uma célula ou exossoma, de preferéncia como um complexo com um
antigeno HLA. Portanto, é preferivel selecionar peptideos que nao
apenas induzem a CTLs, mas também possuem alta afinidade de liga-

cao ao antigeno HLA. Para esta finalidade, os peptideos podem ser
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modificados por meio de substituicdo, insercado, delecdo e/ou adi¢ao
dos residuos de aminoacido para proporcionar um peptideo modifica-
do tendo afinidade de ligagdo aprimorada. Além dos peptideos que
sdo apresentados naturalmente, uma vez que a regularidade das se-
quéncias de peptideos apresentados por ligagdo a antigenos HLA ja é
conhecida (J. Immunol. 1994, 152: 3913; Immunogenetics 1995, 41:
178; J. Immunol. 1994, 155: 4307), modificagbes com base em tal re-
gularidade podem ser introduzidas nos peptideos imunogénicos da
invencao.

[00146] Por exemplo, peptideos que possuem alta afinidade de li-
gagao ao HLA-A24 tendem a ter o segundo aminoacido a partir do N-
término substituido por fenilalanina, tirosina, metionina ou triptofano.
Similarmente, peptideos nos quais 0 aminoacido C-terminal é substitu-
ido por fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano ou metionina tendem
a ter alta afinidade de ligacdo pelo HLA-A24. Consequentemente, po-
de ser desejavel substituir o segundo aminoacido a partir do N-término
por fenilalanina, tirosina, metionina ou triptofano e/ou 0 aminoacido no
C-término por fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano ou metionina
a fim de aumentar a afinidade de ligacdo ao HLA-A24. Assim, pepti-
deos tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ
ID NOs: 2 a 40 (especialmente SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28), na qual
o0 segundo aminoacido a partir do N-término da sequéncia de aminoa-
cidos da SEQ ID NO: é substituido por fenilalanina, tirosina, metionina
ou triptofano e/ou na qual o C-término da sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: é substituido por fenilalanina, leucina, isoleucina, trip-
tofano ou metionina sao abrangidos pela presente invengao. Também,
a presente invencado abrange os peptideos incluindo uma sequéncia
de aminoacidos em que um, dois ou varios aminoacidos sao substitui-
dos, deletados, inseridos e/ou adicionados na sequéncia de aminoaci-
dos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2 e 40 (especialmente SEQ ID
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NOs: 2, 3, 6, 27 e 28), tais peptideos tendo uma ou ambas das carac-
teristicas a seguir: (a) o segundo aminoacido do N-término é fenilala-
nina, tirosina, metionina ou triptofano; e (b) o aminoacido C-terminal é
fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano ou metionina. Em modalida-
des preferidas, os peptideos da presente invencido incluem uma se-
quéncia de aminoacidos na qual o segundo aminoacido a partir do N-
término é substituido por fenilalanina, tirosina, metionina ou triptofano
e/ou o aminoacido C-terminal € substituido por fenilalanina, leucina,
isoleucina, triptofano ou metionina na sequéncia de aminoacidos sele-
cionada dentre SEQ ID NOS: 2 a 40 (especialmente SEQ ID NOs: 2, 3,
6, 27 e 28).

[00147] Similarmente, peptideos que mostram alta afinidade de li-
gagao ao HLA-A2 tendem a ter o segundo aminoacido a partir do N-
término substituido por leucina ou metionina e/ou 0 aminoacido no C-
término substituido por valina ou leucina. Alternativamente, pode ser
desejavel substituir o segundo aminoacido a partir do N-término por
leucina ou metionina e/ou o aminoacido no C-término por valina ou
leucina a fim de aumentar a afinidade de ligagdo ao HLA-A2. Assim,
peptideos tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 42 a 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51,
53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76), na qual o segundo aminoacido a
partir do N-término da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO é
substituido por leucina ou metionina e/ou na qual o C-término da se-
quéncia de aminoacidos de SEQ ID NO é substituido por valina ou
leucina sao abrangidos pela presente invengdo. Também, a presente
invengao abrange os peptideos incluindo uma sequéncia de aminoaci-
dos em que um, dois ou varios aminoacidos sao substituidos, deleta-
dos, inseridos e/ou adicionados na sequéncia de aminoacidos selecio-
nada dentre SEQ ID NOs: 42 a 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42,
45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76), tais peptideos tendo
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uma ou ambas das caracteristicas a seguir: (a) o segundo aminoacido
do N-término é leucina ou metionina; e (b) o aminoacido C-terminal é
valina ou leucina. Em modalidades preferidas, os peptideos da presen-
te invengado incluem uma sequéncia de aminoacidos na qual o segun-
do aminoacido a partir do N-término é substituido por leucina ou meti-
onina e/ou 0 aminoacido C-terminal € substituido por valina ou leucina
na sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOS SEQ
ID NOs: 42 a 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53,
54,62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76).

[00148]  Substituicbes podem ser introduzidas ndo apenas nos ami-
noacidos terminais, mas também na posicdo de reconhecimento po-
tencial de receptor de células T (T Cell Receptor - TCR) de peptideos.
Varios estudos demonstraram que um peptideo com substituicdes de
aminoacidos pode ser igual ou melhor o original, por exemplo, CAP1,
P53 (264-272), Her-2/neu (s9-377y ou gp100 (209-217) (Zaremba et al. Cancer
Res. 57, 4570-4577, 1997, T. K. Hoffmann et al. J. Immunol. 2002;
168(3): 1338-47., S. O. Dionne et al. Cancer Immunol. immunother.
(2003) 52: 199-206 e S. O. Dionne et al. Cancer Immunology, Immu-
notherapy (2004) 53, 307-314).

[00149] A presente invengcdo também abrange a adigdo de 1, 2 ou
varios aminoacidos podem também ser adicionados ao N- e/ou C-
término dos presentes peptideos. Tais peptideos modificados que tém
capacidade de indug¢do CTL também sao incluidos na presente invengao.
[00150] Por exemplo, a presente invencao fornece um peptideo iso-
lado de menos de 15, 14, 13, 12, 11 ou 10 aminoacidos de compri-
mento, o qual tem capacidade de indugcéo de CTL e compreende a se-
guéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em:
[00151] uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOs: 2 to 24 and 42 to 60,

[00152] uma sequéncia de aminoacidos na qual 1, 2 ou varios ami-
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noacidos sao modificados na sequéncia de aminoacidos selecionada
do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2 a 24 e 42 a 60, em que o
peptideo tem uma capacidade de induzir a um linfécito T citotdxico,
[00153] a sequéncia de aminoacidos de (ii) em que, no contexto de
HLA-A24, a sequéncia de aminoacidos tem uma ou ambas das seguin-
tes caracteristicas:

[00154] o segundo aminoacido a partir do N-término das referidas
SEQ ID NOs ¢é ou é modificado para ser um aminoacido selecionado do
grupo que consiste em fenilalanina, tirosina, metionina e triptofano, e
[00155] o aminoacido C-terminal das referidas SEQ ID NOs é ou é
modificado para ser um aminoacido selecionado do grupo que consiste
em fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano e metionina, e

[00156] a sequéncia de aminoacidos de (ii) em que, no contexto de
HLA-A2, a sequéncia de aminoacidos tem uma ou ambas das seguin-
tes caracteristicas:

[00157] (c) o segundo aminodacido a partir do N-término da referida
SEQ ID NO é selecionado do grupo que consiste em leucina ou metio-
nina; e

[00158] (d) o aminoacido C-terminal da referida SEQ ID NO é sele-
cionado do grupo que consiste em valina ou leucina.

[00159] Além disso, a presente invencao fornece também um pepti-
deo isolado de menos de 15, 14, 13, 12 ou 11 aminoacidos de com-
primento o qual tem capacidade de indu¢cdo de CTL e compreende a
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em:
[00160] (i') uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ
ID NOs: 25a40 e 61 a 84,

[00161] (ii') uma sequéncia de aminoacidos na qual 1, 2 ou varios
aminoacidos sdo modificados na sequéncia de aminoacidos selecio-
nada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 25 a 40 e 61 a 84, em

que o peptideo tem uma capacidade de induzir a um linfécito T citot6-
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xico,

[00162] (iii') a sequéncia de aminoacidos de (i') em que, no contexto
de HLA-A24, a sequéncia de aminoacidos tem uma ou ambas das ca-
racteristicas a seguir:

[00163] (a') o segundo aminoacido a partir do N-término da referida
SEQ ID NO é modificado para ser um aminoacido selecionado do gru-
po que consiste em fenilalanina, tirosina, metionina e triptofano, e
[00164] (b') o aminoacido C-terminal das referidas SEQ ID NOs é
ou € modificado para ser um aminoacido selecionado do grupo que
consiste em fenilalanina, leucina, isoleucina, triptofano e metionina,
[00165] (iv') a sequéncia de aminoacidos de (ii') em que, no contex-
to de HLA-A2, a sequéncia de aminoacidos tem uma ou ambas das
seguintes caracteristicas:

[00166] (c') o segundo aminoacido a partir do N-término das referi-
das SEQ ID NOs € ou é modificado para ser um aminoacido selecio-
nado do grupo que consiste em leucina e metionina; e

[00167] (d') o aminoacido C-terminal das referidas SEQ ID NOs é
ou € modificado para ser um aminoacido selecionado do grupo que
consiste em valina e leucina.

[00168] Estes peptideos se ligam com antigenos HLA em APCs a
serem apresentados sobre APCs como complexo com um antigeno
HLA quando esses peptideos sao contatados com APCs. Alternativa-
mente, estes peptideos sao introduzidos em APCs e processados em
fragmentos tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
(i)-(iv) e (i')-(iv') em APCs a serem apresentadas sobre APCs como
complexos com antigenos HLA quando estes peptideos sdo contata-
dos com APCs. Consequentemente, CTL especificos a tais peptideos
sdo induzidos.

[00169] Entretanto, quando a sequéncia peptidica € idéntica a uma

parte da sequéncia de aminoacidos de uma proteina endogena ou
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exdgena que tem uma fungéo diferente, efeitos colaterais negativos,
tais como disturbios autoimunes e/ou sintomas alérgicos contra subs-
tancias especificas, podem ser induzidos. Portanto, pode ser desejavel
primeiro realizar buscas por homologia usando bancos de dados dis-
poniveis para evitar situacbes nas quais a sequéncia do peptideo
equivale a sequéncia de aminoacidos de outra proteina. Quando se
torna evidente, a partir das buscas por homologia, que n&o existe pep-
tideo idéntico ou tendo 1 ou 2 diferencas de aminoacidos quando
comparado com o peptideo alvo na natureza, o peptideo alvo pode ser
modificado de forma a aumentar sua afinidade de ligagado por antige-
nos HLA e/ou aumentar sua capacidade de inducdo de CTL sem qual-
quer perigo de tais efeitos colaterais.

[00170] Embora se espere que peptideos que tém alta afinidade de
ligacdo aos antigenos HLA, conforme descrito acima, sejam altamente
eficazes, os peptideos candidatos, os quais sao selecionados de acor-
do com a presenca de alta afinidade de ligagdo como um indicador,
sao adicionalmente examinados quanto a presencga de capacidade de
inducdo de CTL. Aqui, a frase "capacidade de indu¢cado de CTL" indica
a capacidade do peptideo de induzir a linfécitos T citotoxicos (Cytoto-
xic T Lymphocytes - CTLs) quando apresentado sobre células que
apresentam de antigeno (Antigen-Presenting Cells - APCs). Ainda,
"capacidade de inducdo de CTL" inclui a capacidade do peptideo de
induzir a ativagao de CTL, proliferacdo de CTL, promover a lise de cé-
lulas alvo por CTL e aumentar a produc¢ao de IFN-gama por CTL.
[00171] Confirmagao da capacidade de indugcédo de CTL é realizada
induzindo APCs que trazem antigenos MHC humanos (por exemplo,
linfécitos B, macréfagos e células dendriticas (Dendritic Cells - DCs))
ou, mais especificamente, DCs derivadas de leucdcitos mononuclea-
res de sangue periférico humano e, apés estimulacdo de APCs com

um peptideo de teste, misturando APCs com células T CD8 positivas
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para induzir a CTLs e, entdo, medindo-se o IFN-gama produzido e li-
berado por CTL contra as células alvo. Como o sistema da reacéo,
animais transgénicos que tenham sido produzidos para expressar um
antigeno HLA humano (por exemplo, aqueles descritos em BenMoha-
med L, Krishnan R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus J, Diamond
DJ, Hum Immunol 2000, 61(8): 764-79, Related Articles, Books, Lin-
kout Induction of CTL Response by a Minimal Epitope Vaccine in HLA
A*0201/DR1 Transgenic Mice: Dependence on MHC (HLA) Class I
Restricted T(H) Response), podem ser usados. Alternativamente, as
células alvo podem ser radiomarcadas com °'Cr e similares e a ativi-
dade citotéxica de CTL pode ser calculada a partir da radioatividade
liberada das células alvo. Alternativamente, a capacidade de inducéo
de CTL pode ser ensaiada medindo-se o IFN-gama produzido e libe-
rado por CTL na presenca de APCs que trazem peptideos imobiliza-
dos e visualizando a zona de inibicdo sobre o meio usando anticorpos
monoclonais anti-IFN-gama.

[00172] Como um resultado de exame da capacidade de inducéo
de CTL dos peptideos conforme descrito acima, descobriu-se que no-
napeptideos ou decapeptideos selecionados dentre as sequéncias de
aminoacidos indicadas por SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27, 28, 42, 45, 47, 50,
51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 mostraram capacidade de indu-
cao de CTL particularmente alta, bem como alta afinidade de ligagao a
um antigeno HLA. Assim, estes peptideos sdo exemplificados como
modalidades preferidas da presente invengéo.

[00173] Além disso, resultados da analise por homologia demons-
traram que tais peptideos ndo tém homologia significativa com pepti-
deos derivados de quaisquer outros produtos génicos humanos co-
nhecidos. Consequentemente, a possibilidade de respostas imunes
desconhecidas ou indesejadas surgirem quando usados para imunote-

rapia é reduzida. Portanto, também a partir deste aspecto, estes pepti-
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deos sdo uteis para estimular imunidade contra TOPK em pacientes
com cancer. Assim, exemplos preferidos dos peptideos da presente
invencgao incluem, porém sem limitagdes, peptideos que tém uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27,
28, 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 e peptideos
modificados dos mesmaos.

[00174] Conforme observado acima, os peptideos da presente in-
vencao tem uma capacidade de induzir a CTL especificos para TOPK.
Por exemplo, os peptideos tendo uma sequéncia de aminoacidos se-
lecionada dentre SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28 ou peptideos modifica-
dos dos mesmos tém uma capacidade de induzir a um CTL que pode
mostrar a atividade citotoxica especifica contra uma célula que apre-
senta um peptideo derivado de TOPK via HLA-A24 (por exemplo, célu-
las que expressam TOPK e HLA-A24). Exemplos de tais células inclu-
em células cancerosas positivas para HLA-A24. Do mesmo modo, o0s
peptideos tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 ou
peptideos modificados dos mesmos tém uma capacidade de induzir a
um CTL que pode mostrar atividade citotdxica especifica contra uma
célula que apresenta um peptideo derivado de TOPK via HLA-A2 (por
exemplo, células que expressam TOPK e HLA-A2). Exemplos de tais
células incluem células cancerosas positivas para HLA-AZ2.

[00175] Além das modificagbes descritas acima, os peptideos da
presente invencao podem também ser ligados a outros peptideos, con-
tanto que o peptideo ligado resultante retenha a capacidade de indu-
cao de CTL requerida do peptideo original e, mais preferivelmente,
também retenha a capacidade de ligacdo ao HLA requerida. Exemplos
de "outros" peptideos adequados incluem: os peptideos da presente
invencdo ou os peptideos induziveis por CTL derivados de outros

TAAs. O peptideo da presente invencdo pode ser ligado 4a "outro"
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peptideo via um ligante direta ou indiretamente. Ligantes inter-
peptideo adequados sdo bem conhecidos na técnica e incluem, por
exemplo, AAY (P. M. Daftarian et al., J Trans Med 2007, 5:26), AAA,
NKRK (R. P. M. Sutmuller et al., J Immunol. 2000, 165: 7308-7315) ou
K (S. Ota et al., Can Res. 62, 1471-1476, K. S. Kawamura et al., J Im-
munol. 2002, 168: 5709-5715).

[00176] Por exemplo, peptideos antigénicos associados a tumor
diferentes de TOPK_também podem ser usados subsequente ou simul-
taneamente para aumentar a resposta imune via a classe | e/ou classe
Il do HLA. E bem estabelecido que as células cancerosas podem ex-
pressar mais de um gene associado a tumor. Assim, esta dentro do
ambito da experimentacio de rotina para aqueles versados na técnica
determinar se um individuo em particular expressa genes associados a
tumor adicionais e, entao, incluir peptideos de ligacdo a classe | do
HLA e/ou classe Il do HLA derivados de tais produto génicos nas com-
posi¢cdes farmacéuticas ou vacinas da presente invencao.

[00177] Alguns peptideos que se ligam a classe | do HLA e classe Il
do HLA sao conhecidos por aqueles versados na técnica (por exem-
plo, vide Coulie, Stem Cells 13: 393-403, 1995) e podem ser usados
na presente invencido de uma maneira similar aquela aqui descrita.
Assim, aqueles versados na técnica podem preparar prontamente po-
lipeptideos que incluem um ou mais peptideos de TOPK e um ou mais
dos peptideos diferentes de TOPK ou acidos nucleicos que codificam
tais polipeptideos, usando procedimentos padrdes de biologia molecu-
lar.

[00178] Os peptideos ligados descritos acima sao aqui referidos
como "politopos”, isto é, grupos de dois ou mais peptideos de estimu-
lacdo de resposta imune ou potencialmente imunogénicos os quais
podem ser unidos juntos em varios arranjos (por exemplo, concatena-

dos, sobrepostos). O politopo (ou acido nucleico que codifica o polito-
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po) pode ser administrado em um protocolo padrao de imunizagéo, por
exemplo, a animais, para testar a eficacia do politopo em estimular,
intensificar e/ou provocar uma resposta imune.

[00179] Os peptideos podem ser unidos juntos diretamente ou via o
uso de sequéncias de flanqueamento para formar politopos e o uso de
politopos como vacinas € bem conhecido na técnica (vide, por exem-
plo, Thomson et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92(13): 5845-5849,
1995; Gilbert et al., Nature Biotechnol. 15(12): 1280-1284, 1997,
Thomson et al., J Immunol. 157(2): 822-826, 1996; Tarn et al., J Exp.
Med. 171(1): 299-306, 1990). Politopos que contém varios numeros e
combinacgdes de epitopos podem ser preparados e testados quanto ao
reconhecimento por CTLs e quanto a eficacia em aumentar uma res-
posta imune.

[00180] Os peptideos da presente invencdo podem também ser li-
gados a outras substancias, contanto que o peptideo ligado resultante
retenha a capacidade de indugédo de CTL requerida do peptideo origi-
nal. Exemplos de substancias adequadas podem incluir, por exemplo:
peptideos, lipidios, agucar e cadeias de agucar, grupos acetila, polime-
ros naturais e sintéticos, etc. Os peptideos podem conter modificagdes
tais como glicosilagéo, oxidagao ou fosforilagdo de cadeia lateral, etc.,
contanto que as modificagdes ndo destruam a atividade biolégica do
peptideo original. Estes tipos de modificagdes podem ser realizadas
para conferir fungdes adicionais (por exemplo, fungédo de objetivacao e
fungao de distribuicdo) ou para estabilizar o peptideo.

[00181] Por exemplo, para aumentar a estabilidade in vivo de um
peptideo, € conhecido na técnica introduzir D-aminoacidos, miméticos
de aminoacidos ou aminoacidos nao naturais; este conceito pode tam-
bém ser adaptado aos presentes peptideos. A estabilidade de um pep-
tideo pode ser ensaiada de inumeras maneiras. Por exemplo, peptida-

ses e varios meios biologicos, tais como plasma e soro humano, po-
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dem ser usados para testar a estabilidade (vide, por exemplo, Verhoef
et al., Eur J Drug Metab Pharmacokin 1986, 11: 291-302).

[00182] Além disso, conforme mencionado acima, dentre os pepti-
deos modificados que sao substituidos, deletados, inseridos ou adicio-
nados em 1, 2 ou varios residuos de aminoacidos, aqueles que tém a
mesma ou uma maior atividade quando comparado com os peptideos
originais podem sofrer triagem ou ser selecionados. A presente inven-
¢ao, portanto, fornece também o método de triagem ou selegédo de
peptideos modificados que tém a mesma ou uma maior atividade
quando comparado com os originais. Um método ilustrativo inclui as
etapas de:

[00183] a: modificagdo (isto é, substituicdo, delecdo, insergdo ou
adicdo de pelo menos um residuo de aminoacido de um peptideo da
presente invengao,

[00184] b: determinacio da atividade do peptideo,

[00185] c: selecao do peptideo tendo a mesma ou atividade maior
quando comparado com o original.

[00186] Em modalidades preferidas, a presente invengao proporci-
ona um meétodo de triagem de um peptideo tendo uma capacidade de
induzir a um CTL que tem atividade citotdxica especifica contra uma
célula que apresenta um fragmento derivado de TOPK, em que o mé-
todo compreende as etapas de:

[00187] fornecimento de uma sequéncia candidata que consiste em
uma sequéncia de aminoacidos modificada por substituicdo, delecéo,
insercdo e/ou adicdo de um, dois ou varios residuos de aminoacidos
de uma sequéncia de aminoacidos original, em que a sequéncia de
aminoacido original é selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 2, 3, 6, 27, 28, 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e
76;

[00188] selecdo de uma sequéncia candidata que nao tém homolo-
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gia (ou identidade de sequéncia) significativa substancial com os pep-
tideos derivados de quaisquer outros produtos génicos humanos co-
nhecidos que ndo TOPK;

[00189] contato de um peptideo que consiste na sequéncia candi-
data selecionado na etapa (iii) com uma célula que apresenta antige-
no;

[00190] contato da célula que apresenta antigeno da etapa (c) com
uma célula T CD8 positiva; e

[00191] identificacdo do peptideo cuja capacidade de indugdo de
CTL é a mesma ou maior do que um peptideo que consiste na se-
quéncia de aminoacidos original.

[00192] Aqui, a atividade a ser ensaiada pode incluir atividade de
ligacdo ao MHC, capacidade de indugdo de APC ou CTL e atividade
citotoxica. De preferéncia, a atividade do peptideo a ser ensaiada é
capacidade de inducao de CTL.

[ll. Preparo de Peptideos de TOPK

[00193] Os peptideos da presente invencao podem ser preparados

usando técnicas bem conhecidas. Por exemplo, os peptideos podem
ser preparados sinteticamente, usando tecnologia de DNA recombi-
nante ou sintese quimica. Os peptideos da presente invengdo podem
ser sintetizados individualmente ou como polipeptideos mais longos
que incluem dois ou mais peptideos. Os peptideos podem, entdo, ser
isolados, isto é, purificados ou isolados de modo a serem substancial-
mente livres de outras proteinas de célula hospedeira que ocorrem na-
turalmente e fragmentos das mesmas ou quaisquer outras substancias
quimicas.

[00194] Os peptideos da presente invencdo podem conter modifica-
coes, tais como glicosilagdo, oxidagcao de cadeia lateral ou fosforila-
cao, contanto que as modificacbes ndo destruam a atividade biolégica

do peptideo original. Outras modificagdes ilustrativas incluem incorpo-
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racado de um ou mais D-aminoacidos ou outros miméticos de aminoa-
cidos que podem ser usados, por exemplo, para aumentar a meia-vida
sérica dos peptideos.

[00195] Peptideos da presente invengcdo podem ser obtidos através
de sintese quimica com base na sequéncia de aminoacidos seleciona-
da. Exemplos de métodos de sintese peptidica convencionais que po-
dem ser adaptados para a sintese incluem:

[00196] "Peptide Synthesis", Interscience, New York, 1966;

[00197] "The Proteins, Vol. 2", Academic Press, New York, 1976;
[00198] "Peptide Synthesis" (em japonés), Maruzen Co., 1975;
[00199] "Basics and Experiment of Peptide Synthesis (em japonés),
Maruzen Co., 1985;

[00200] "Development of Pharmaceuticals" (segundo volume) (em
japonés), Volume 14 (Peptide Synthesis), Hirokawa, 1991;

[00201] docimento N2 WO 99/67288; e

[00202] Barany G. & Merrifield R.B., "Peptide Vol. 2", "Solid Phase
Peptide Synthesis", Academic Press, New York, 1980, 100-118.
[00203] Alternativamente, os presentes peptideos podem ser obti-
dos adaptando qualquer método de engenharia genética conhecido
para producédo de peptideos (por exemplo, Morrison J, J Bacteriology
1977, 132: 349-51; Clark-Curtiss & Curtiss, "Methods in Enzymology"
(editores Wu et al.) 1983, 101: 347-62). Por exemplo, primeiramente,
um vetor apropriado que aloja um polinucleotideo que codifica o pepti-
deo alvo em uma forma passivel de expresséo (por exemplo, a jusante
de uma sequéncia reguladora que corresponde a uma sequéncia pro-
motora) é preparado e transformado em uma célula hospedeira apro-
priada. A célula hospedeira €, entédo, cultivada para produzir o pepti-
deo de interesse. O peptideo pode ser produzido também in vitro ado-
tando um sistema de traducao in vitro.

IV. Polinucleotideos
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[00204] A presente invencdo também fornece um polinucleotideo
que codifica qualquer um dos peptideos da presente invencédo antes
mencionados. Estes incluem polinucleotideos derivados do gene de
TOPK que ocorre naturalmente (por exemplo, N° de Acesso ao Gen-
Bank NM_018492 (por exemplo, SEQ ID NO: 85)), bem como aqueles
que tém uma sequéncia de nucleotideos conservativamente modifica-
da do mesmo. Aqui, a frase "sequéncia de nucleotideos conservativa-
mente modificada" refere-se a sequéncias as quais codificam sequén-
cias de aminoacidos idénticas ou essencialmente idénticas. Em virtude
da degeneragao do codigo genético, um grande numero de acidos nu-
cleicos funcionalmente idénticos codificam qualquer dada proteina. Por
exemplo, os codons GCA, GCC, GCG e GCU codificam todos o ami-
noacido alanina. Assim, em cada posi¢cao onde uma alanina é especi-
ficada por um coédon, o cédon pode ser alterado para qualquer um dos
codons correspondentes descritos sem alteracdo do polipeptideo codi-
ficado. Tais variacdes de acidos nucleicos sao "variagoes silenciosas",
as quais sdo uma espécie de variacdes conservativamente modifica-
das. Cada sequéncia de acidos nucleicos aqui a qual codifica um pep-
tideo descreve também cada possivel variacdo silenciosa do acido nu-
cleico. Aqueles versados na técnica reconhecerdo que cada codon em
um acido nucleico (exceto AUG, o qual é comumente o unico codon
para metionina, e TGG, o qual € comumente o unico cédon para tripto-
fano) pode ser modificado para proporcionar uma molécula funcional-
mente idéntica. Consequentemente, cada variagcdo silenciosa de um
acido nucleico que codifica um peptideo esta implicitamente descrita
em cada sequéncia descrita.

[00205] O polinucleotideo da presente invengao pode ser constitui-
do de DNA, RNA e derivados dos mesmos. Conforme & bem conheci-
do na técnica, um DNA €& adequadamente constituido de bases, tais

como A, T, Ce G e T é substituido por U em um RNA. Aqueles versa-
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dos na técnica reconhecerao que bases que ndo ocorrem naturalmen-
te podem ser também incluidas em polinucleotideos.

[00206] O polinucleotideo da presente invengao pode codificar mul-
tiplos peptideos da presente invengdo com ou sem sequéncias de
aminoacidos intervenientes entre os mesmos. Por exemplo, as se-
quéncias de aminoacidos intervenientes podem proporcionar um sitio
de clivagem (por exemplo, sequéncia de reconhecimento de enzima)
do polinucleotideo ou dos peptideos traduzidos. Além disso, o polinu-
cleotideo pode incluir quaisquer sequéncias adicionais a sequéncia de
codificacdo que codifica o peptideo da presente invencdo. Por exem-
plo, o polinucleotideo pode ser um polinucleotideo recombinante que
inclui sequéncias reguladoras necessarias para a expressao do pepti-
deo ou pode ser um vetor de expressao (plasmideo) com genes mar-
cadores e similares. Em geral, tais polinucleotideos recombinantes po-
dem ser preparados por meio da manipulacdo de polinucleotideos
através de técnicas recombinantes convencionais usando, por exem-
plo, polimerases e endonucleases.

[00207] Técnicas recombinantes e de sintese quimica podem ser
usadas para produzir os polinucleotideos da presente invengcao. Por
exemplo, um polinucleotideo pode ser produzido mediante insercdo
em um vetor apropriado, o qual pode ser expresso quando transfecta-
do em uma célula competente. Alternativamente, um polinucleotideo
pode ser amplificado usando técnicas de PCR ou expressdo em hos-
pedeiros adequados (vide, por exemplo, Sambrook et al., "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, New
York, 1989). Alternativamente, um polinucleotideo pode ser sintetizado
usando as técnicas em fase sodlida, conforme descrito em Beaucage
SL & lyer RP, Tetrahedron 1992, 48: 2223-311; Matthes et al., EMBO J
1984, 3: 801-5.

V. Exossomos
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[00208] A presente invencao fornece ainda vesiculas intracelulares
denominadas exossomos que apresentam complexos formados entre
os peptideos da presente invengéo e antigenos HLA sobre sua super-
ficie. Os exossomos podem ser preparados, por exemplo, usando os
métodos detalhados no Pedido de Patente Japonesa, Kohyo Publica-
tions N2 Hei 11-510507 e documento WO 99/03499, e podem ser pre-
parados usando APCs obtidas a partir de pacientes que estdo sendo
submetidos a tratamento e/ou prevencdo. Os exossomos da presente
invengdo podem ser inoculados como vacinas, de um modo similar
aos peptideos da presente invengao.

[00209] O tipo de antigenos HLA incluidos nos complexos deve
equivaler aquele do individuo que requer tratamento e/ou prevencao.
Por exemplo, na populagcao Japonesa, HLA-A24 e HLA-A2, particular-
mente HLA-A*2402 e HLA-A*0201 e HLA-A*0206, sao prevalentes e,
portanto, seriam apropriados para tratamento de pacientes Japoneses.
O uso do tipo HLA-A24 que é altamente expresso entre Japoneses e
Caucasianos é favoravel para obtencido de resultados eficazes e sub-
tipos tais como HLA-A*2402, HLA-A*0201 e HLA-A*0206, também en-
contram uso. Tipicamente, na clinica, o tipo de antigeno HLA do paci-
ente que requer tratamento é investigado antecipadamente, o qual
permite a selecao apropriada de peptideos que tém altos niveis de afi-
nidade de ligacédo pelo antigeno em particular ou que tém a capacida-
de de inducdo de CTL mediante apresentacdo de antigeno. Além dis-
so, de forma a obter peptideos tendo alta afinidade de ligacéo e capa-
cidade de inducao de CTL, substituicido, insercéo, delecédo e/ou adigao
de 1, 2 ou varios aminoacidos pode ser realizada com base na se-
guéncia de aminoacidos do peptideo parcial de TOPK que ocorre natu-
ralmente.

[00210] Quando o exossomo da presente invengdo possui o tipo

HLA-A24 como um antigeno, os peptideos incluindo a sequéncia de
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aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2 a 40 (especialmente
SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28) tém utilidade particular.

[00211] Alternativamente, quando o exossomo da presente inven-
¢ao possui o tipo HLA-A2 como um antigeno, os peptideos incluindo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 42 a
84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64,
66, 71, 72 e 76) tém utilidade particular.

[00212] Em algumas modalidades, os exossomos da presente in-
vencao sao exossomos que apresentam um complexo do peptideo da
presente invengao e antigeno HLA-A24 ou HLA-A2 sobre sua superfi-
cie. Em modalidades tipicas, o exossomo da presente invencao apre-
senta um complexo de um peptideo tendo uma sequéncia de aminoa-
cidos de SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 ou 28 (ou um peptideo modificado do
mesmo) e HLA-A24 sobre sua superficie. Em outras modalidades, o
exossomo da presente invencao apresenta um complexo de um pepti-
deo tendo uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42, 45, 47,
50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 ou 76 (ou um peptideo modificado
do mesmo) e HLA-A2 sobre sua superficie.

VI. Células que Apresentam Antigenos (Antigen-Presenting Cells -
APCs)

[00213] A presente invencgao fornece também células que apresen-

tam antigeno (Antigen-Presenting Cells - APCs) isoladas que apresen-
tam complexos formados entre antigenos HLA e os peptideos da pre-
sente invengao sobre sua superficie. As APCs podem ser derivadas de
pacientes que estdo sendo submetidos a tratamento e/ou prevencgao e
podem ser administradas como vacinas em si ou em combinagido com
outros farmacos que incluem os peptideos, exossomos ou CTLs da
presente invencao.

[00214] As APCs nao estao limitadas a um tipo particular de célula.

Exemplos de APCs incluem, porém sem limitagdes, células dendriticas
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(Dendritic Cells - DCs), células de Langerhans, macrofagos, células B
e células T ativadas, as quais s&o conhecidas por apresentar antige-
nos proteinaceos sobre sua superficie celular, de modo a serem reco-
nhecidas por linfécitos. Uma vez que DCs sdo APCs representativas
que tém atividade de indugao de CTL mais forte dentre as APCs, DCs
podem ser, de preferéncia, usadas como as APCs da presente inven-
gao.

[00215] Por exemplo, as APCs da presente invencdo podem ser
obtidas por meio de indugdo de DCs de mondcitos de sangue periféri-
co e, entdo, colocando-as em contato (estimulando) com os peptideos
da presente invencao in vitro, ex vivo ou in vivo. Quando os peptideos
da presente invengado sao administrados aos individuos, APCs que
apresentam os peptideos da presente invencédo sio induzidas no cor-
po do individuo. Aqui, a frase "indugdo de uma APC" inclui contato (es-
timulacéo) de uma célula que apresenta antigeno com os peptideos da
presente invencao ou introdugao de um polinucleotideo que codifica o
peptideo da presente invengao em uma célula que apresenta antigeno
para ter o APC presente como um complexo formado entre um antige-
no HLA e um peptideo da presente invencao sobre sua superficie. Por
exemplo, as APCs da presente invencdo podem ser obtidas coletando
APCs de um individuo apés administracdo de um ou mais peptideos
da presente invengao ao individuo. Alternativamente, as APCs da pre-
sente invengao podem ser obtidas contatando as APCs as quais foram
coletadas de um individuo com o peptideo da presente invengao.
[00216] As APCs da presente invengao podem ser administradas a
um individuo para indugdo de uma resposta imune contra cancer no
individuo em si ou em combinagdao com outros farmacos que incluem
os peptideos, exossomos ou CTLs da presente invengdo. Por exem-
plo, a administracdo ex vivo pode incluir as etapas de:

[00217] a: coleta de APCs de um primeiro individuo,
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[00218] b: contato das APCs da etapa a com o peptideo, e

[00219] c: administragdo das APCs da etapa b a um segundo indi-
viduo.

[00220] O primeiro individuo e o segundo individuo podem ser os
mesmos individuos ou podem ser individuos diferentes.

[00221] As APCs obtidas pela etapa b podem ser formuladas e ad-
ministradas como uma vacina para tratamento e/ou prevencao de can-
cer, tais como cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical,
carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer esofageal, cancer
gastrico, cancer gastrico do tipo difuso, NSCLC, linfoma, osteossarco-
ma, cancer ovariano, cancer pancreatico, cancer de prostata, SCLC,
tumor de tecidos moles e tumor testicular, mas n&o limitados aos
mesmos.

[00222] No contexto da presente invencao, pode-se utilizar um ou
mais peptideos da presente invencao para fabricacdo de uma compo-
sicdo farmacéutica para induzir a uma célula que apresenta antigeno.
Um método ou processo para a fabricacdo de uma composicao farma-
céutica para induzir a uma célula que apresenta antigeno é fornecido
aqui e inclui, de preferéncia, a etapa de mistura ou formulacado do pep-
tideo da invengao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
[00223] A presente invengao também permite o uso do peptideo da
presente invengao para indugao de uma célula que apresenta antige-
no. De acordo com um aspecto da presente invengao, as APCs da
presente invengao tém capacidade de indugdo de CTL. No contexto
das APCs, a frase "capacidade de indugao de CTL", se refere a capa-
cidade de uma APC de induzir a um CTL quando em contato com uma
célula T CD8 positiva. Além disso, a "capacidade de inducéo de CTL"
inclui a capacidade de uma APC de induzir a ativagao de CTL, prolife-
ragdo de CTL, promover a lise de uma célula alvo por um CTL e au-

mentar a producédo de IFN-gama por um CTL. Em particular, as APCs
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da presente invencdo tém uma capacidade de induzir a CTL especifi-
cos para TOPK.

[00224] Tais APCs tendo capacidade de inducdo de CTL podem ser
preparadas por meio de um método que inclui a etapa de transferéncia
de um polinucleotideo que codifica o peptideo da presente invencao
para APCs in vitro, bem como o método mencionado acima. Os poli-
nucleotideos introduzidos podem estar na forma de DNAs ou RNAs.
Exemplos de métodos para introdugao incluem, sem limitagdes especi-
ficas, varios métodos realizados convencionalmente neste campo, tais
como lipofeccgao, eletroporacao e o método com fosfato de calcio pode
ser usado. Mais especificamente, ela pode ser realizada conforme
descrito em Cancer Res 1996, 56: 5672-7; J Immunol 1998, 161: 5607-
13; J Exp Med 1996, 184: 465-72; Traducdo Japonesa Publicada da
Publicacédo Internacional N2 2000-509281. Transferindo o gene que
codifica o peptideo da presente invengdo para APCs, o gene sofre
transcricido, traducao e similares na célula e, entdo, a proteina obtida &
processada pela Classe | ou Classe || do MHC e prossegue através de
uma via de apresentacdo para apresentar os peptideos da presente
invencgao. Alternativamente, as APCs da presente invengcao podem ser
preparadas por meio de um método o qual inclui a etapa de contato de
APCs com o peptideo da presente invencéao.

[00225] Em algumas modalidades, as APCs da presente invengao
sdo APCs que apresentam complexos de antigeno HLA-A24 ou HLA-
A2 e o peptideo da presente invengao sobre sua superficie. Em moda-
lidades tipicas, a APC da presente invengao apresenta um complexo
de um peptideo tendo uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2, 3, 6, 27 ou 28 (ou um peptideo modificado do mesmo) e HLA-A24
sobre sua superficie. Em outras modalidades, a APC da presente in-
vencgao apresenta um complexo de um peptideo tendo uma sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54, 62, 63, 64,
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66, 71, 72 ou 76 (ou um peptideo modificado do mesmo) e HLA-A2
sobre sua superficie.

VII. Linfocitos T Citotdoxicos (Cytotoxic T lymphocytes - CTLs)

[00226] Um CTL induzido contra qualquer um dos peptideos da
presente invencdo fortalece a resposta imune que objetiva células
cancerosas in vivo e, assim, pode ser usado como vacinas, de um
modo similar aos peptideos per se. Assim, a presente invencao forne-
ce CTLs isolados que sdo especificamente induzidos ou ativados por
qualquer um dos peptideos da presente invencao.

[00227] Tais CTLs podem ser obtidos por meio de (1) administragao
do(s) peptideo(s) da presente invengdo a um individuo ou (2) contato
(estimulagdo) de APCs derivadas do individuo e células T CD8 positi-
vas ou leucdcitos mononucleares de sangue periférico in vitro com o(s)
peptideo(s) da presente invengao ou (3) contato de células T CD8 po-
sitivas ou leucocitos mononucleares de sangue periférico in vitro com
as APCs ou exossomos que apresentam um complexo de um antigeno
HLA e o peptideo da presente invencédo sobre sua superficie ou (4)
introducdo de um polinucleotideo/polinucleotideos que codificam su-
bunidades de receptor de células T (T Cell Receptor - TCR) que po-
dem formar um TCR tendo uma capacidade de se ligar a um complexo
de um antigeno HLA e o peptideo da presente invengdo sobre uma
superficie celular. Tais APCs ou exossomos para o método de (3) po-
dem ser preparados por meio dos métodos descritos acima. Detalhes
do método de (4) estdo descritos abaixo na sec¢ao "VIII. Receptor de
Células T (T Cell Receptor - TCR)".

[00228] Os CTLs da presente invencao podem ser derivados de pa-
cientes que sdo submetidos a tratamento e/ou prevengao e podem ser
administrados em si ou em combinagcdo com outros farmacos que in-
cluem os peptideos, APCs ou exossomos para fins de regulacdo de

efeitos. Os CTLs obtidos atuam especificamente contra células alvo
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que apresentam os peptideos da presente invencio, por exemplo, os
mesmos peptideos usados para indugao. As células alvo podem ser
células que expressam de forma enddgena TOPK, tais como células
cancerosas ou celulas que sédo transfectadas com o gene de TOPK; e
células que apresentam um peptideo da presente invengcdo sobre a
superficie celular em virtude de estimulacdo pelo peptideo também
podem servir como alvos de ataque por CTLs ativados.

[00229] Em algumas modalidades, os CTLs da presente invengao
podem reconhecer células que apresentam complexos de um antigeno
HLA-A24 ou HLA-A2 e o peptideo da presente invencao sobre sua su-
perficie. No contexto de CTLs, a frase "reconhecem uma célula" refe-
re-se a ligacdo de um complexo de um antigeno HLA-A24 ou HLA-A2
e o peptideo da presente invencao sobre a superficie celular via seu
TCR e que mostra atividade citotdxica especifica contra a célula. Aqui,
"atividade citotoxica especifica" refere-se a mostrar atividade citotoxica
contra a célula que apresenta um complexo de um antigeno HLA-A24
ou HLA-A2 e o peptideo da presente invengao, mas nio outras célu-
las. Consequentemente, os CTL que mostram atividade citotoxica es-
pecifica contra uma célula que apresenta o peptideo da presente in-
vencao estao incluidos na presente invencgao.

[00230] Em modalidades tipicas, o CTL da presente invengao é ca-
paz de reconhecer uma célula que apresenta um peptideo tendo uma
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 3, 6, 27 ou 28 (ou um
peptideo modificado do mesmo) via um HLA-A24. Em modalidades
preferidas, tais CTLs da presente invengdo podem reconhecer uma
célula que expressa uma TOPK e HLA-A24 (por exemplo, células can-
cerosas positivas para HLA-A24).

[00231] Em outras modalidades, o CTL da presente invengao é ca-
paz de reconhecer uma célula que apresenta um peptideo tendo uma
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54,
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62, 63, 64, 66, 71 , 72 ou 76 (ou um peptideo modificado do mesmo)
via um HLA A2. Em modalidades preferidas, tais CTLs da presente
invencdo podem reconhecer uma célula que expressa uma TOPK e
HLA-A2 (por exemplo, células cancerosas positivas para HLA-A2).

VIII. Receptor de Células T (T Cell Receptor - TCR)

[00232] A presente invencao fornece também uma composicao que

inclui um ou mais polinucleotideos que codificam polipeptideos que
sao capazes de formacido de uma subunidade de um receptor de célu-
las T (T Cell Receptor - TCR) e métodos de uso dos mesmos. Tais su-
bunidades de TCR tém a capacidade de formar TCRs que conferem
especificidade as células T contra células tumorosas que expressam
TOPK. Usando métodos conhecidos na técnica, os polinucleotideos
que codificam cada uma das cadeias alfa e beta, como as subunida-
des de TCR do CTL induzido com os peptideos da presente invencao,
podem ser identificados (documento WO 2007/032255 e Morgan et al.,
J Immunol, 171, 3288 (2003)). Por exemplo, o método de PCR é prefe-
rido para analisar o TCR. Os iniciadores de PCR para a analise podem
ser, por exemplo, iniciadores 5'-R (5'-gtctaccaggcattcgcttcat-3') (SEQ
ID NO: 87) como um iniciador do lado 5' e iniciadores 3-TRa-C (5'-
tcagctggaccacagccgcagegt-3') (SEQ ID NO: 88) especificos para a re-
gido C de cadeia alfa de TCR, iniciadores 3-TRb-C1 (5'-
tcagaaatcctttctcttgac-3') (SEQ ID NO: 89) especificos para a regiao C
de cadeia beta de TCR ou iniciadores 3-TRbeta-C2 (5'- ctagcctctggaa-
tectttetett-3') (SEQ ID NO: 90) especificos para a regiao C2 de cadeia
beta de TCR como um iniciador do lado 3', porém sem limitagdes aos
mesmos. Os TCRs derivados podem se ligar a células alvo que apre-
sentam o peptideo de TOPK com alta avidez e, opcionalmente, mediar
a morte eficiente de células alvo que apresentam o peptideo de TOPK
da presente invencao in vivo e in vitro.

[00233] O polinucleotideo/polinucleotideos que codificam subunida-
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des de TCR (isto &, o polinucleotideo que codifica ambas as subunida-
des de TCR ou polinucleotideos que codificam cada uma das subuni-
dades de TCR) podem ser incorporados em vetores adequados, por
exemplo, vetores retrovirais. Estes vetores sdo bem conhecidos na
técnica. Os acidos nucleicos ou os vetores que os incluem podem,
vantajosamente, ser transferidos para uma célula T (por exemplo, cé-
lula T CD8 positiva), por exemplo, uma célula T de um paciente. Van-
tajosamente, a presente invengdo fornece uma composigdo normal-
mente disponivel que permite rapida modificacdo das células T do
préprio paciente (ou aquelas de outro mamifero) para produzir rapida e
facilmente células T modificadas que tém excelentes propriedades de
morte de células cancerosas.

[00234] TCRs especificos contra os peptideos da presente inven-
cao deverao ser capazes de reconhecer especificamente um complexo
de um peptideo da presente invengcdo e um antigeno HLA, conferindo
a uma célula T atividade especifica contra a célula alvo que apresenta
um complexo do peptideo da presente invengao e um antigeno HLA
quando o TCR é expresso sobre a superficie da célula T. A atividade
requerida pode ser confirmada por meio de quaisquer métodos conhe-
cidos se CTL preparado por meio de introdugcédo do(s) polipeptideo(s)
qgue codifica(m) tais subunidades de TCR podem reconhecer especifi-
camente tais células alvo. Exemplos preferidos de tais métodos inclu-
em, por exemplo, analise de tetrdmero usando moléculas de HLA e os
peptideos da presente invengao e ensaio ELISPOT. Através do ensaio
ELISPOT, pode-se confirmar que CTLs preparados por meio do méto-
do conforme descrito acima podem reconhecer especificamente as
células alvo e que os sinais gerados por tal reconhecimento s&o
transmitidos intracelularmente. Além disso, pode ser confirmado, por
meio de um método conhecido, que CTLs preparados por meio do mé-

todo descrito acima tém atividade citotoxica especifica contra as célu-
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las alvo. Exemplos de tais métodos incluem, por exemplo, o ensaio de
liberagdo de cromo usando células que expressam TOPK e HLA-A24
ou HLA-A2.

[00235] Em um aspecto, a presente invencao fornece CTLs que séo
preparados por meio de transducdo com os polipeptideo/polipeptideos
que codificam os polipeptideos de subunidades de TCR (isto €, o poli-
nucleotideo que codifica ambas as subunidades de TCR ou polinucleo-
tideos que codificam cada uma das subunidades de TCR), em que o
TCR formado por tais subunidades de TCR podem se ligar a um com-
plexo do peptideo de TOPK tendo uma sequéncia de aminoacidos se-
lecionada dentre SEQ ID NOs: 2 a 40 e um antigeno HLA-A24 sobre a
superficie celular ou podem se ligar a um complexo do peptideo de
TOPK tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ
ID NOs: 42 a 84 e um antigeno HLA-A2 sobre a superficie celular.
[00236] Os CTLS transduzidos séo capazes de alojamento em célu-
las cancerosas in vivo e podem ser expandidos por meio de métodos
de cultura in vitro bem conhecidos (por exemplo, Kawakami et al., J
Immunol., 142, 3452-3461 (1989)). Os CTLs da presente invengao po-
dem ser usados para formar uma composi¢cdo imunogénica util em um
ou ambos de tratamento e prevengao de cancer em um paciente que
precisa de terapia ou protegao (vide documento WO 2006/031221, os
conteudos do qual sao incorporados por referéncia aqui).

IX. Agentes ou Composicoes Farmacéuticas

[00237] Uma vez que expressao de TOPK é especificamente ele-
vada em canceres, exemplos dos quais incluem, porém necessaria-
mente sem limitagdes, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cer-
vical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico di-
fuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de préstata, carcinoma
renal, SCLC e tumor de tecidos moles quando comparado com tecido

normal, os peptideos ou polinucleotideos da presente invengao podem
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ser usados para induzir a uma resposta imune contra cancer e, assim,
servem para tratar e/ou prevenir cancer e/ou prevenir uma recorréncia
metastatica ou pds-operatoria do mesmo. Assim, a presente invencao
fornece agentes ou composigdes farmacéuticas formuladas para o tra-
tamento e/ou profilaxia de cancer e/ou para a prevencao de uma recor-
réncia pos-operatéria do mesmo, tais composi¢cdes ou agentes incluin-
do, como ingrediente ativo, um ou mais dos peptideos ou polinucleoti-
deos da presente invengdo como um ou mais ingredientes ativos. Al-
ternativamente, os peptideos da presente invengcdo podem ser expres-
sados sobre a superficie de que qualquer um dos exossomos ou célu-
las precedentes, tais como APCs, para o uso como agentes ou com-
posicdes farmacéuticas. Além disso, os CTLs mencionados antes, os
quais objetivam qualquer um dos peptideos da presente invencéo,
também podem ser usados como o ingrediente ativo dos presentes
agentes ou composi¢des farmacéuticas.

[00238] Consequentemente, a presente invengao proporciona agen-
tes ou composigdes que incluem pelo menos um ingrediente ativo se-
lecionado dentre:

[00239] um ou mais peptideos da presente invencao;

[00240] um ou mais polinucleotideos que codificam tal peptideo da
presente invencdo em uma forma passivel de expressao;

[00241] uma ou mais APCs ou um exossomo da presente invengao; e
[00242] um ou mais CTLs da presente invencgao.

[00243] Os agentes ou as composi¢des farmacéuticas da presente
invencdo também encontram uso como uma vacina. No contexto da
presente invencdo, o termo "vacina" (referida também como uma
"composicado imunogénica") refere-se a um agente ou composi¢cao que
tem a funcao de aprimorar, intensificar e/ou induzir a imunidade anti-
tumor quando de inoculacdo em um animal. Em outras palavras, a

presente invengao proporciona os agentes ou composi¢des farmacéu-
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ticas para inducdo de uma resposta imune contra cancer em um indi-
viduo.

[00244] Os agentes ou as composi¢des farmacéuticas da presente
invencao podem ser usadas para tratar e/ou prevenir cancer e/ou pre-
venir uma recorréncia metastatica ou pds-operatéria do mesmo em
individuos ou pacientes. Exemplos de tais individuos incluem seres
humanos, bem como outros mamiferos incluindo, porém sem limita-
¢bes, camundongos, ratos, porquinhos-da-india, coelhos, gatos, cées,
ovelhas, cabras, porcos, gados, cavalos, macacos, babuinos e chim-
panzés, particularmente animais comercialmente importantes ou ani-
mais domesticados. Em algumas modalidades, os agentes ou compo-
sicdes farmacéuticas da presente invengcao podem ser formulados pa-
ra a administracdo a um individuo cujo antigeno HLA é HLA-A24 ou
HLA-A2.

[00245] Em outra modalidade, a presente invencao fornece também
o uso de um ingrediente ativo na fabricagdo de uma composi¢cdo ou
agente farmacéutico para tratamento e/ou prevencéo de cancer ou tu-
mor e/ou prevencdo de uma recorréncia pos-operatéria do mesmo, o
referido ingrediente ativo selecionado dentre:

[00246] um peptideo da presente invencéo;

[00247] um polinucleotideo que codifica tal peptideo da presente
invencdo em uma forma passivel de expressao;

[00248] uma APC que apresenta um peptideo da presente invencgéo
sobre sua superficie;

[00249] um exossomo que apresenta um peptideo da presente in-
vencao sobre sua superficie; e

[00250] uma célula T citotdxica da presente invencéo.

[00251]  Alternativamente, a presente invengao fornece também um
ingrediente ativo para uso em qualquer um ou ambos de tratamento

e/ou prevencao de canceres ou tumores e/ou prevencao de uma recor-

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 65/135



63/127

réncia pés-operatdria dos mesmos, o dito ingrediente ativo seleciona-
do dentre:

[00252] um peptideo da presente invencao;

[00253] um polinucleotideo que codifica tal peptideo da presente
invencdo em uma forma passivel de expressao;

[00254] uma APC que apresenta um peptideo da presente invencéo
sobre sua superficie;

[00255] um exossomo que apresenta um peptideo da presente in-
vengao sobre sua superficie; e

[00256] uma célula T citotdxica da presente invencéo.

[00257] Alternativamente, a presente invengao fornece também um
método ou processo para a fabricagcdo de uma composi¢cdo ou um
agente farmacéutico para tratamento e/ou prevencdo de um cancer ou
tumor e/ou prevencdo de uma recorréncia pos-operatéria do mesmo,
em que o método ou o processo inclui as etapas de formulagao de um
veiculo farmacéutica ou fisiologicamente aceitavel com um ingrediente
ativo selecionado dentre:

[00258] um peptideo da presente invencéo;

[00259] um polinucleotideo que codifica tal peptideo da presente
invencado em uma forma passivel de expressao;

[00260] uma APC que apresenta um peptideo da presente invencao
sobre sua superficie;

[00261] um exossomo que apresenta um peptideo da presente in-
vencao sobre sua superficie; e

[00262] uma célula T citotdxica da presente invencao.

[00263] Em outra modalidade, a presente invencao fornece também
um método ou um processo para a fabricagcdo de uma composigao ou
um agente farmacéutico para tratamento e/ou prevengéo de um cancer
ou tumor e/ou prevengao de uma recorréncia pos-operatoria do mes-

mo, em que o metodo ou o processo inclui as etapas de mistura de um
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ingrediente ativo com um veiculo farmacéutica ou fisiologicamente
aceitavel, em que o ingrediente ativo é selecionado dentre:

[00264] um peptideo da presente invencao;

[00265] um polinucleotideo que codifica tal peptideo da presente
invencdo em uma forma passivel de expressao;

[00266] uma APC que apresenta um peptideo da presente invencéo
sobre sua superficie;

[00267] um exossomo que apresenta um peptideo da presente in-
vengao sobre sua superficie; e

[00268] uma célula T citotdxica da presente invencéo.

[00269] Em outra modalidade, a presente invencao fornece também
um método para um tratamento e/ou prevengao de um cancer ou tu-
mor e/ou prevenc¢ao de uma recorréncia pos-operatoria do mesmo, em
que o método compreende a etapa de administragao, a um individuo,
de pelo menos um ingrediente ativo selecionado dentre:

[00270] um peptideo da presente invencao;

[00271] um polinucleotideo que codifica tal peptideo da presente
invencao em uma forma passivel de expressao;

[00272] uma APC que apresenta um peptideo da presente invencao
sobre sua superficie;

[00273] um exossomo que apresenta um peptideo da presente in-
vencao sobre sua superficie; e

[00274] uma célula T citotoxica da presente invencao.

[00275] De acordo com a presente invengao, descobriu-se que pep-
tideos que tém uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 2 a 40 pode ser peptideos de epitopo restrito ao HLA-
A24. Dentre estes peptideos, peptideos tendo uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28 podem in-
duzir efetivamente a uma resposta imune potente e especifica contra

um cancer que expressa HLA-A24 e TOPK em um individuo. Do mes-
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mo modo, os peptideos tendo uma sequéncia de aminoacidos selecio-
nada dentre SEQ ID NOs: 42 e 84 podem ser peptideos de epitopo
restrito ao HLA-A2. Dentre estes peptideos, peptideos tendo uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 42, 45, 47,
50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 podem induzir efetivamente
a uma resposta imune potente e especifica contra um cancer que ex-
pressa HLA-A2 e TOPK em um individuo. Portanto, as composi¢des
ou agentes farmacéuticos os quais incluem qualquer um dos peptideos
com a sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 2
to 40 (especialmente SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28) e polipeptideos
modificados dos mesmo sdo particularmente adequados para adminis-
tracdo a individuos cujo antigeno HLA é HLA-A24. Similarmente, as
composi¢cdes ou agentes farmacéuticos os quais incluem qualquer um
dos peptideos com a sequéncia de aminoacidos selecionada dentre
SEQ ID NOs: 42 to 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51,
53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76) e polipeptideos modificados dos
mesmo sao particularmente adequados para administracdo a indivi-
duos cujo antigeno HLA é HLA-A2. O mesmo se aplica a composigdes
ou agentes farmacéuticos que contém polinucleotideos que codificam
qualquer um destes peptideos (isto €, os polinucleotideos da presente
invencao).

[00276] Canceres a serem tratados pelas composi¢des ou agentes
farmacéuticos da presente invencéo nao sao limitados e incluem todos
os tipos de canceres em que TOPK esta envolvida incluindo, porém
sem limitagdes, AML, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cer-
vical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico di-
fuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de prostata, carcinoma
renal, SCLC e tumor de tecidos moles.

[00277] As composicdes ou os agentes farmacéuticos da presente

invengédo podem conter, além dos ingredientes ativos antes menciona-
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dos, outros peptideos que tém a capacidade de induzir a CTLs contra
células cancerosas, outros polinucleotideos que codificam os outros
peptideos, outras células que apresentam os outros peptideos e simi-
lares. Exemplos de tais "outros" peptideos tendo a capacidade de in-
duzir a CTLs contra células cancerosas incluem, porém sem limita-
¢bes, antigenos especificos para cancer (por exemplo, TAAs identifi-
cados).

[00278] Se necessario, as composi¢cdes ou agentes farmacéuticos
da presente invengdo podem incluir opcionalmente outras substancias
terapéuticas como um ingrediente ativo, contanto que a substancia
nao iniba o efeito antitumoral do ingrediente ativo, por exemplo, qual-
quer um dos presentes peptideos da presente invencido. Por exemplo,
formulagbes podem incluir substancias anti-inflamatérias, analgésicos,
agentes quimioterapéuticos e similares. Além de inclusao de outras
substancias terapéuticas no medicamento em si, os medicamentos da
presente invencao podem ser também administrados sequencial ou
concomitantemente com uma ou mais de outras composicdes farma-
colégicas. As quantidades de medicamento e composi¢cdo farmacol6-
gica dependem, por exemplo, de qual tipo de composicéao(des) farma-
colégica(s) é usado, a doenga que esta sendo tratada e o esquema e
vias de administragao.

[00279] Aqueles versados na técnica reconhecerdo que, além dos
ingredientes particularmente mencionados aqui, as composi¢cdes ou
agentes farmacéuticos da presente invengcao podem incluir outras
substancias convencionais na técnica tendo relagdo com o tipo de
formulacdo em questao (por exemplo, materiais de enchimento, agluti-
nantes, diluentes, excipientes, etc.).

[00280] Em uma modalidade da presente invengdo, as composi-
¢des ou agentes da presente invengédo podem ser incluidos em artigos

de manufatura e kits que contém materiais uUteis para tratamento das
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condicbes patologicas da doenca a ser tratada, por exemplo, cancer.
O artigo de manufatura pode incluir um recipiente de qualquer uma
das composigdes ou agentes farmacéuticos com um rétulo. Recipien-
tes adequados incluem garrafas, frascos e tubos de ensaio. Os recipi-
entes podem ser formados a partir de uma variedade de materiais, tais
como vidro ou plastico. O rétulo sobre o recipiente devera indicar a
composi¢cdo ou agente usado para tratamento ou prevengao de uma
ou mais condi¢cdes da doenca. O rétulo pode indicar também orienta-
¢oes para administracao e assim por diante.

[00281] Além do recipiente descrito acima, um kit que inclui uma
composigcao ou agente farmacéutico da presente invengao pode incluir
ainda opcionalmente um segundo recipiente que aloja um diluente
farmaceuticamente aceitavel. Ele pode incluir ainda outros materiais
desejaveis de um ponto de vista comercial e do usuario, incluindo ou-
tros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas e bulas com instru-
cdes para uso.

[00282] As composi¢des ou agentes farmacéuticos podem, se de-
sejado, ser acondicionados em uma embalagem ou dispositivo distri-
buidor o qual pode conter uma ou mais formas de dosagem unitaria
contendo o ingrediente ativo. A embalagem pode, por exemplo, incluir
folha de metal ou plastico, tal como uma embalagem de blister. A em-
balagem ou dispositivo distribuidor pode ser acompanhado por instru-
¢des para administracio.

Agentes ou composicoes farmacéuticas que contém os peptideos co-

mo o ingrediente ativo

[00283] Os peptideos da presente invengdo podem ser administra-
dos diretamente como uma composig¢ao ou agente farmacéutico ou, se
necessario, podem ser formulados por meio de métodos convencio-
nais de formulacdo. No ultimo caso, além dos peptideos da presente

invencgao, veiculos, excipientes, e similares, que sdo comumente usa-
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dos para farmacos, podem ser incluidos conforme apropriado sem limi-
tacdes particulares. Exemplos de tais veiculos incluem, porém sem
limitagdes, agua esterilizada, solugdo salina fisiologica, tampé&o de fos-
fato, fluido de cultura e similares. Além disso, as composi¢cdes ou
agentes farmacéuticos podem conter, conforme necessario, estabili-
zantes, suspensoes, conservantes, tensoativos e similares. As compo-
sicdes ou agentes farmacéuticos da presente invengdo podem ser
usados para fins anticancer.

[00284] Os peptideos da presente invencdo podem ser preparados
como uma combinagdo composta de dois ou mais peptideos da pre-
sente invencao, para induzir a CTLs in vivo. A combinacao peptidica
pode tomar a forma de um coquetel ou pode ser conjugada uma a ou-
tra usando técnicas padrdoes. Por exemplo, os peptideos podem ser
quimicamente ligados ou expressos como uma unica sequéncia poli-
peptidica de fusdo. Os peptideos na combinacdo podem ser os mes-
mos ou diferentes. Administrando os peptideos da presente invencgéo,
os peptideos sao apresentados em uma alta densidade pelos antige-
nos HLA em APCs, entdo, CTLs que reagem especificamente com o
complexo formado entre o peptideo apresentado e o antigeno HLA sao
induzidos. Alternativamente, as APCs (por exemplo, DCs) sao removi-
das dos individuos e, em seguida, estimuladas pelos peptideos da
presente invengao para obter APCs que apresentam qualquer um dos
peptideos da presente invencdo sobre sua superficie celular. Estas
APCs sdo administradas novamente aos individuos para induzir a
CTLs nos individuos, e como um resultado, a agressividade contra o
endotélio associado ao tumor pode ser aumentada.

[00285] As composicdes ou os agentes farmacéuticos para o trata-
mento e/ou a prevengdo de cancer contendo qualquer peptideo da
presente invengdo como o ingrediente ativo podem também incluir um

adjuvante conhecido por estabelecer eficazmente imunidade celular.

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 71/135



69/127

Alternativamente, as composi¢cdes ou agentes farmacéuticos podem
ser administrados com outros ingredientes ativos ou administrados por
formulagdo em granulos. O termo "adjuvante" refere-se a um composto
qgue intensifica a resposta imune contra a proteina quando administra-
do junto (ou sucessivamente) com a proteina que tem atividade imuno-
l6gica. Exemplos de adjuvantes adequados considerados aqui incluem
aqueles descritos na literatura (Clin Microbiol Rev 1994, 7: 277-89).
Exemplos de adjuvantes adequados incluem, porém sem limitagdes,
fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio, alume, toxina do colera, to-
xina de salmonela, Adjuvante Incompleto de Freund (Incomplete
Freund's adjuvant - IFA), Adjuvante Completo de Freund (Complete
Freund's Adjuvant - CFA), ISCOMatrix, GM-CSF, CpG, emulsdo O/W e
similares.

[00286] Além disso, formulagdes de lipossomas, formulagcbes gra-
nulares nas quais o peptideo é ligado a globulos com diametro de
poucos micrometros e formulagdes nas quais um lipidio € ligado ao
peptideo podem ser convenientemente usadas.

[00287] Em outra modalidade da presente invencéo, os peptideos
da presente invengao podem ser administrados também na forma de
um sal farmaceuticamente aceitavel. Exemplos de sais preferidos in-
cluem sais com um metal alcalino, sais com um metal, sais com uma
base organica, sais com um acido organico (por exemplo, acido acéti-
co, acido férmico, acido propidnico, acido fumarico, acido maleico, aci-
do succinico, acido tartarico, acido citrico, acido malico, acido oxalico,
acido benzdico, acido metanossulfénico e assim por diante) e sais com
um acido inorganico (por exemplo, acido cloridrico, acido fosférico,
acido bromidrico, acido sulfurico e assim por diante). Conforme usado
aqui, a frase "sal farmaceuticamente aceitavel" refere-se aqueles sais
que retém a eficacia biolégica e as propriedades do composto e os

quais sdo obtidos mediante reagdo com acidos ou bases inorganicas,
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tais como acido cloridrico, acido bromidrico, acido sulfurico, acido nitri-
co, acido fosforico e acido metanossulféonico, acido etanossulfénico,
acido p-toluenossulfénico, acido salicilico e similares.

[00288] Em algumas modalidades, as composicbes ou agentes
farmacéuticos da presente invencdo podem ainda incluir um compo-
nente que efetua o priming de CTLs. Lipidios foram identificados como
substancias capazes de priming CTLs in vivo contra antigenos virais.
Por exemplo, residuos de acido palmitico podem ser presos aos gru-
pos épsilon- e alfa-amino de um residuo de lisina e, em seguida, liga-
dos a um peptideo da presente invencido. O peptideo lipidado pode,
entdo, ser administrado diretamente em uma micela ou particula, in-
corporado em um lipossoma ou emulsificado em um adjuvante. Como
outro exemplo de priming por lipidio de respostas de CTL, lipoprotei-
nas de E. coli, tal como tripalmitoil-S-glicerilcisteinil-seril-serina
(P3CSS), podem ser usados para efetuar o priming de CTLs quando
presas de forma covalente a um peptideo apropriado (vide, por exem-
plo, Deres et al., Nature 1989, 342: 561-4).

[00289] Exemplos de métodos de administracdo adequados inclu-
em, porém necessariamente sem limitagdes, administragcao oral, inje-
cao intradérmica, subcutanea, intramuscular, intradssea, peritoneal e
intravenosa ou similares e administracdo sistémica ou administracao
local até a proximidade dos locais objetivados (isto é, injecao direta). A
administracdo pode ser realizada por meio de uma unica administra-
cao ou reforcada por multiplas administracées. A dose dos peptideos
da presente invengao pode ser ajustada adequadamente de acordo
com a doencga a ser tratada, a idade do paciente, peso, método de
administracdo e similares e €, comumente, 0,001 mg a 1000 mg, por
exemplo, 0,01 mg a 100 mg, por exemplo, 0,1 mg a 10 mg, por exem-
plo, 0,5 mg a 5 mg, e pode ser administrada uma vez em uns poucos

dias a poucos meses. Aqueles versados na técnica podem determinar
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prontamente dosagens ideais adequadas.

(2) Agentes ou composicoes farmacéuticas que contém polinucleoti-

deos como ingrediente ativo

[00290] As composigdes ou os agentes farmacéuticos da presente
invengdo podem conter também acidos nucleicos que codificam os
peptideos da presente invengdo em uma forma passivel de expressao.
Aqui, a frase "em uma forma passivel de expressao" significa que o
polinucleotideo, quando introduzido em uma célula, sera expresso in
vivo como um polipeptideo que induz a imunidade antitumor. Em uma
modalidade ilustrativa, a sequéncia de acidos nucleicos do polinucleo-
tideo de interesse inclui elementos reguladores necessarios para ex-
pressdo do polinucleotideo. O(s) polinucleotideo(s) pode(m) ser equi-
pado(s) de modo a obter inser¢cado estavel no genoma da célula alvo
(vide, por exemplo, Thomas KR & Capecchi MR, Cell 1987, 51: 503-12
para uma descricdo de vetores de cassete de recombinacdo homolo-
ga). Vide, por exemplo, Wolff et al., Science 1990, 247: 1465-8; Paten-
tes US Nos. 5.580.859; 5.589.466; 5.804.566; 5.739.118; 5.736.524;
5.679.647; e documento WO 98/04720). Exemplos de tecnologias de
distribuicdo com base em DNA incluem "DNA nu", distribuigao facilita-
da (bupivacaina, polimeros, mediada por peptideo), complexos lipidi-
cos catidnicos e distribuicdo mediada por particulas ("pistola de gene")
ou distribuicdo mediada por pressao (vide, por exemplo, Patente US
No. 5.922.687).

[00291] Os peptideos da presente invengao podem ser expressos
também por vetores virais ou bacterianos. Exemplos de vetores de ex-
pressao incluem hospedeiros virais atenuados, tais como vacinia ou
bouba aviaria. Esta abordagem envolve o uso de virus da vacinia, por
exemplo, como um vetor, para expressar sequéncias de nucleotideos
que codificam o peptideo. Quando de introdugdo em um hospedeiro, o

virus da vacinia recombinante expressa o peptideo imunogénico e,
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deste modo, estimula uma resposta imune. Vetores de vacinia e méto-
dos uteis em protolocos de imunizacdo sao descritos, por exemplo, na
Patente US No. 4.722.848. Outro vetor é BCG (Bacille Calmette Gue-
rin - bacilo de Calmette-Guerin). Vetores de BCG sdo descritos em
Stover et al., Nature 1991, 351: 456-60. Uma ampla variedade de ou-
tros vetores uteis para administragao terapéutica ou imunizagao, por
exemplo, vetores de adenovirus e associados a adenovirus, vetores
retrovirais, vetores de Salmonella typhi, vetores da toxina antraz des-
toxificados e similares, serdo evidentes. Vide, por exemplo, Shata et
al., Mol Med Today 2000, 6: 66-71; Shedlock et al., J Leukoc Biol
2000, 68: 793-806; Hipp et al., In Vivo 2000, 14: 571-85.

[00292] A distribuicdo de um polinucleotideo para um paciente pode
ser direta, caso no qual o paciente é exposto diretamente a um vetor
que traz polinucleotideo, ou indireta, caso no qual células sao primei-
ramente transformadas com o polinucleotideo de interesse in vitro, em
seguida, as células sao transplantadas no paciente. Estas duas abor-
dagens sao conhecidas, respectivamente, como terapias génicas in
Vivo e ex Vivo.

[00293] Para revisdes gerais dos métodos de terapia génica vide
Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 1993, 12: 488-505; Wu e Wu, Bio-
therapy 1991, 3: 87-95; Tolstoshev, Ann Rev Pharmacol Toxicol 1993,
33: 573-96; Mulligan, Science 1993, 260: 926-32; Morgan & Anderson,
Ann Rev Biochem 1993, 62: 191-217; Trends in Biotechnology 1993,
11(5): 155-215). Métodos comumente conhecidos na técnica de tecno-
logia de DNA recombinante que sao aplicaveis a presente invengao
séo descritos por Ausubel et al. em "Current Protocols in Molecular Bi-
ology", John Wiley & Sons, NY, 1993; e por Krieger em "Gene Transfer
and Expression, A Laboratory Manual", (Stockton Press, NY, 1990).
[00294] Assim como a administracdo de peptideos, a administracéo

de polinucleotideos pode ser realizada através de administracao oral,
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injecdo intradérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intrads-
sea e/ou peritoneal ou similar e administracédo via sistémica ou admi-
nistracdo local até a proximidade dos locais objetivados. A administra-
cao pode ser realizada por meio de uma unica administracéo ou refor-
cada por multiplas administracdes. A dose dos peptideos da presente
invengao pode ser ajustada adequadamente de acordo com a doenga
a ser tratada, a idade do paciente, peso, método de administracéo e
similares e €, comumente, 0,001 mg a 1000 mg, por exemplo, 0,01 mg
a 100 mg, por exemplo, 0,1 mg a 10 mg, por exemplo, 0,5 a 5 mg, e
pode ser administrada uma vez em uns poucos dias a poucos meses.
Aqueles versados na técnica podem determinar prontamente dosa-
gens ideais adequadas.

X. Métodos de Uso dos Peptideos, Polinucleotideos, Exossomos,
APCs e CTLs

[00295] Os peptideos e polinucleotideos da presente invencao po-

dem ser usados para o preparo ou indu¢cdo de APCs e CTLs. Os exos-
somos e APCs da presente invencdo também podem ser usados para
preparo ou inducdo de CTLs. Os peptideos, polinucleotideos, exosso-
mos e APCs podem ser usados em combinacdo com outros compos-
tos, contanto que os compostos adicionais ndo inibam a capacidade
de indugdo de CTLs. Assim, qualquer uma das composi¢des ou agen-
tes farmacéuticos mencionados antes da presente invencao pode ser
usado para preparo ou inducdo de CTLs. Além disso, aqueles que in-
cluem os peptideos ou polinucleotideos podem ser usados também
para preparo ou indugcado de APCs, conforme discutido abaixo.

Método de inducdo de células que apresentam antigenos (Antigen-
Presenting Cells - APCs)

[00296] A presente invengéo fornece métodos de indugao de APCs

com alta capacidade de indugado de CTLs usando os peptideos ou po-

linucleotideos da presente invencdo. Os métodos da presente inven-
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cao incluem a etapa de contato de APCs com os peptideos da presen-
te invencéo in vitro, ex vivo ou in vivo. Por exemplo, o método de indu-
cao de APCs com os peptideos ex vivo podem incluir as etapas de:
[00297] a: coleta de APCs de um individuo; e

[00298] b: contato das APCs da etapa "a" com o peptideo da pre-
sente invengao.

[00299] As APCs nao estao limitadas a um tipo especifico de célu-
las. Exemplos de APCs incluem, porém sem limitacées, DCs, células
de Langerhans, macréfagos, células B e células T ativadas, as quais
sdo conhecidas por apresentar antigenos proteinaceos sobre sua su-
perficie celular, de modo a serem reconhecidas por linfocitos. De pre-
feréncia, DCs podem ser usadas, uma vez que elas tém a capacidade
de indugao de CTL mais forte dentre as APCs. Qualquer um dos pep-
tideos da presente invencao pode ser usado em si ou em combinacao
com outros peptideos da presente invengao ou peptideos passiveis de
inducéo por CTL derivados de outros TAAs que ndo TOPK.

[00300] Por outro lado, quando os peptideos da presente invencao
sdo administrados a um individuo, as APCs sao contatadas com os
peptideos in vivo e, consequentemente, as APCs com alta capacidade
de inducdo de CTLs sao induzidas no corpo do individuo. Assim, o mé-
todo da presente invengao pode incluir a etapa de administracdo de
um peptideo da presente invengdo a um individuo para induzir a uma
APC com capacidade de inducédo de CTL no corpo do individuo. Simi-
larmente, quando os polinucleotideos da presente invencédo séo admi-
nistrados a um individuo em uma forma passivel de expressao, os
peptideos da presente invengdo sao expressos e contatados com
APCs in vivo e, consequentemente, as APCs com capacidade de in-
ducdo de CTLs sao induzidas no corpo do individuo. Assim, os méto-
dos da presente invengao podem incluir a etapa de administragao de

um polinucleotideo da presente invengdo a um individuo para induzir a
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uma APC com capacidade de indugcdo de CTL no corpo do individuo. A
frase "forma passivel de expressao" foi descrita acima na secéo "IX.
Agentes ou Composigdes farmacéuticas" e "(2) Agentes e composi-
¢Oes farmacéuticas que contém os polinucleotideos como o ingredien-
te ativo".

[00301] Alternativamente, os métodos da presente invencdo podem
incluir a etapa de introducao de um polinucleotideo que codifica o pep-
tideo da presente invencdo em uma APC para induzir a uma APC com
capacidade de indug¢do de CTL. Por exemplo, o método pode incluir as
etapas de:

[00302] a: coleta de APCs de um individuo:,e

[00303] b: introducdo de um polinucleotideo que codifica o peptideo
da presente invencado na APC da etapa a.

[00304] A etapa "b" pode ser realizada conforme descrito acima na
secao "VI. Células que apresentam antigeno".

[00305] Alternativamente, os métodos da presente invengao podem
incluir a etapa de preparo de uma célula que apresenta antigeno (Anti-
gen-Presenting Cell - APC) que pode induzir especificamente a ativi-
dade de CTL contra TOPK, via uma ou mais das seguintes etapas:
[00306] contato de uma APC com um peptideo da presente inven-
¢ao in vitro, ex vivo ou in vivo; e

[00307] introdugdo de um polinucleotideo que codifica um peptideo
da presente invencao em uma APC.

[00308] Alternativamente, os métodos da presente invengdo podem
servir para induzir a uma APC tendo capacidade de inducado de CTL,
tais métodos incluindo uma etapa selecionada dentre:

[00309] contato de uma APC com o peptideo da presente invengao; e
[00310] introdugcdo do polinucleotideo que codifica o peptideo da
presente invengao em uma APC.

[00311] Em uma modalidade preferida, a presente invengao propor-
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ciona o meétodo de inducéo ou preparo de uma APC tendo capacidade
de indugéo de CTL, tal método incluindo uma das seguintes etapas:
[00312] contato de uma APC que expressa HLA-A24 com um pep-
tideo tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ
ID NOS: 2 a 40 (especialmente SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28) ou um
peptideo modificado do mesmo in vitro, ex vivo ou in vivo; e

[00313] introducdo de um polinucleotideo que codifica um peptideo
tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOS: 2 a 40 (especialmente SEQ ID NOs: 2, 3, 6, 27 e 28) ou um pep-
tideo modificado do mesmo em uma APC expressando HLA-A2.
[00314] APCs induzidas por meio do método acima apresentam tais
peptideos via HLA-A24 sobre sua superficie e podem induzir a CTLs
tendo atividade citotdxica especifica contra células que expressam
HLA-A24 e TOPK.

[00315] Em outra modalidade, a presente invencao proporciona o
método de inducio ou preparo de uma APC tendo capacidade de in-
ducéo de CTL, tal método incluindo uma das seguintes etapas:

[00316] contato de uma APC que expressa HLA-A2 com um pepti-
deo tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOS: 42 a 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54,
62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76) ou um peptideo modificado do mesmo in
vitro, ex vivo ou in vivo; e

[00317] introdugdo de um polinucleotideo que codifica um peptideo
tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOS: 42 a 84 (especialmente SEQ ID NOs: 42, 45, 47, 50, 51, 53, 54,
62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76) ou um peptideo modificado do mesmo em
uma APC expressando HLA-A2.

[00318] APCs induzidas por meio do método acima apresentam tais
peptideos via HLA-A2 sobre sua superficie e podem induzir a CTLs

tendo atividade citotdéxica especifica contra células que expressam
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HLA-A2 e TOPK

[00319] Os métodos da presente invencdo podem ser realizados in
vitro, ex vivo ou in vivo. De preferéncia, os métodos da presente in-
vencdo podem ser realizados in vitro ou ex vivo. APCs usadas para
inducdo de APCs tendo capacidade de inducdo de CTL podem, de
preferéncia, ser APCs que expressam o antigeno HLA-A24 ou HLA-
A2. APCs podem ser preparadas por meio de métodos bem conheci-
dos na técnica a partir de células mononucleares de sangue periférico
(Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC) obtidas de um individuo
cujo antigeno HLA é HLA-A24 ou HLA-A2. As APCs induzidas por
meio do método da presente invengao podem ser APCs que apresen-
tam um complexo do peptideo da presente invengdo e antigeno HLA
(antigeno HLA A24 ou HLA-A2) sobre sua superficie. Quando APCs
induzidas por meio do método da presente invengao sao administra-
das a um individuo de forma a induzir as respostas imunes contra can-
cer no individuo, o individuo €&, de preferéncia, o mesmo do qual as
APCs sao derivadas. No entanto, o individuo pode ser um diferente do
doador de APC, contanto que o individuo tenha o mesmo tipo de HLA
que o doador de APC.

[00320] Em outra modalidade, a presente invengao proporciona
agentes ou composi¢des para uso em indugao de uma APC que tendo
capacidade de indugao de CTL e tais agentes ou composi¢des incluem
um ou mais peptideos ou polinucleotideos da presente invengéo.
[00321] Em outra modalidade, a presente invengao proporciona o
uso do peptideo da presente invengao ou do polinucleotideo que codi-
fica o peptideo na fabricacdo de um agente ou composicédo formulada
para inducao de APCs.

[00322] Alternativamente, a presente invengao proporciona ainda o
peptideo da presente invencéo ou o polipeptideo que codifica o pepti-

deo para uso na inducdo de uma APC que tem capacidade de indugao
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de CTL.
(2) Método de inducdo de CTLs

[00323] A presente invengao fornece também métodos para indu-

cao de CTLs usando os peptideos, polinucleotideos, exossomos ou
APCs da presente invencao.

[00324] A presente invengao fornece também métodos para indu-
cao de CTLs usando um polinucleotideo/polinucleotideos que codifi-
cam polipeptideos (isto é, subunidades de TCR) que sdo capazes de
formagdo de uma subunidade de receptor de células T (T Cell Recep-
tor - TCR) que é capaz de reconhecer um complexo do peptideo da
presente invengcdo e um antigeno HLA. De preferéncia, os métodos
para inducdo de CTLs incluem pelo menos uma etapa selecionada
dentre:

[00325] a: contato de uma célula T CD8 positiva em contato com
uma célula que apresenta antigeno e/que apresenta, sobre sua super-
ficie, um complexo de um antigeno HLA e um peptideo da presente
invencao;

[00326] b. contato de uma célula T CD8 positiva com um exossomo
que apresenta, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno
HLA e um peptideo da presente invencao; e

[00327] c: introducdo de um polinucleotideo/polinucleotideos que
codificam polipeptideos que sdo capazes de formacado de um TCR que
€ capaz de reconhecer um complexo de um peptideo da presente in-
vencao e um antigeno HLA em uma célula T CD8 positiva.

[00328] Quando os peptideos, polinucleotideos, APCs ou exosso-
mos da presente invengao sao administrados a um individuo, CTLs
sado induzidos no corpo do individuo e a poténcia da resposta imune
gue objetiva as células cancerosas expressando TOPK ¢ intensificada.
Assim, em vez da etapa mencionada acima, os métodos da presente

invengao podem incluir a etapa de administracdo dos peptideos, poli-
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nucleotideos, APCs ou exossomos da presente invengdo a um indivi-
duo.

[00329] Alternativamente, CTLs podem ser induzidos também
usando o0 mesmo ex vivo e, apoés indugao de CTLs, os CTLs ativados
sao retornados para o individuo. Por exemplo, o método pode incluir
as etapas de:

[00330] a: coleta de APCs de um individuo,

[00331] b: contato das APCs da etapa "a" com o peptideo da pre-
sente invengao, e

[00332] c: cocultura das APCs da etapa "b" com células T CD8 po-
sitivas.

[00333] As APCs a serem cocultivadas com as células T CD8 posi-
tivas na etapa "c" acima podem ser preparadas também por meio de
transferéncia de um gene que inclui um polinucleotideo da presente
invencao para APCs, conforme descrito acima na sec¢ao "VI. Células
que apresentam antigeno", embora a presente invengdo nao esteja
limitada ao mesmo e, assim, abrange quaisquer APCs que apresen-
tam eficazmente, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno
HLA e um peptideo da presente invencgao.

[00334] Pode-se utilizar, opcionalmente, um exossomo que apre-
senta, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno HLA e o
peptideo da presente invengdo em vez das APCs mencionadas antes.
Isto é, a presente invencgdo inclui a etapa de cocultura de exossomos
gue apresentam, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno
HLA e o peptideo da presente invengdo. Tais exossomos podem ser
preparados por meio dos metodos descritos acima na secao "V. Exos-
somos". APCs e exossomas adequados para o método da presente
invengao apresentam um complexo do peptideo da presente invengao
e HLA-A24 ou HLA-A2 sobre sua superficie. Por exemplo, uma APC

ou exossomo que apresenta um complexo de HLA-A24 e um peptideo
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tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID
NOs: 2, 3, 6, 27 e 28 (ou um peptideo modificado do mesmo) sobre
sua superficie pode, de preferéncia, ser utilizado para indugdo de um
CTL tendo atividade citotoxica especifica contra uma célula que ex-
pressa HLA-A24 e TOPK. Da mesma forma, uma APC ou exossomo
que apresenta um complexo de HLA-A2 e um peptideo tendo uma se-
guéncia de aminoacidos selecionada dentre SEQ ID NOs: 42, 45, 47,
50, 51, 53, 54, 62, 63, 64, 66, 71, 72 e 76 (ou um peptideo modificado
do mesmo) sobre sua superficie pode, de preferéncia, ser utilizado pa-
ra indugdo de um CTL tendo atividade citotoxica especifica contra uma
célula que expressa HLA-A2 e TOPK.

[00335] Além disso, o CTL da presente invencao pode ser induzido
por meio de introducdo em uma célula T CD8 positiva de um polinu-
cleotideo/polinucleotideos que codificam subunidades de TCR, em que
o TCR formado por tais subunidades de TCR ¢é capaz de ligagdo a um
complexo de um antigeno HLA e o peptideo da presente invengao so-
bre uma superficie celular. Tal transducdo pode ser realizada confor-
me descrito acima na sec¢ao "VIIl. Receptor de células T (TCR)".
[00336] Os métodos da presente invencao podem ser realizados in
vitro, ex vivo ou in vivo. De preferéncia, os métodos da presente in-
vencao podem ser realizados in vitro ou ex vivo. APCs usadas para
indugdo de APCs tendo capacidade de inducdo de CTL podem, de
preferéncia, ser APCs que expressam o antigeno HLA-A24 ou HLA-
A2. APCs podem ser preparadas por meio de métodos bem conheci-
dos na técnica a partir de células mononucleares de sangue periférico
(Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC) obtidas de um individuo
cujo antigeno HLA é HLA-A24 ou HLA-A2. As APCs induzidas por
meio do método da presente invengao podem ser APCs que apresen-
tam um complexo do peptideo da presente invengdo e antigeno HLA
(antigeno HLA A24 ou HLA-A2) sobre sua superficie. Tais CTLs po-
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dem mostrar atividade citotdxica especifica sobre as células que apre-
sentem o peptideo da presente invencado sobre sua superficie e, por-
tanto, podem mostrar atividade citotdxica especifica contra células que
expressam TOPK (por exemplo, células cancerosas). Quando APCs
induzidas por meio do método da presente invencdo sdo administra-
das a um individuo de forma a induzir a respostas imunes contra can-
cer no individuo, o individuo €, de preferéncia, o mesmo do qual as
APCs sao derivadas. No entanto, o individuo pode ser um diferente do
doador de APC, contanto que o individuo tenha o mesmo tipo de HLA
que o doador de APC.

[00337] Além disso, a presente invencao fornece um método ou
processo para fabricacdo de uma composigao ou agente farmacéutico
que induz a CTLs, em que o método inclui a etapa de mistura ou for-
mulacio do peptideo da presente invengdo com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel.

[00338] Em outra modalidade, a presente invengcao proporciona um
agente ou composic¢ao para indugédo de um CTL, em que o0 agente ou
composicdo compreende um ou mais peptideos, um ou mais polinu-
cleotideos ou uma ou mais APCs ou exossomos da presente inven-
cao.

[00339] Em outra modalidade, a presente invencao proporciona o
uso do peptideo, do polinucleotideo ou APC ou exossomo da presente
invencado na fabricacdo de um agente ou composi¢cédo formulada para
indugdo de um CTL. Alternativamente, a presente invengao proporcio-
na ainda o peptideo, o polinucleotideo ou APC ou exossomo da pre-
sente invengao ou para uso em indugao de um CTL.

(3) Métodos de inducdo de resposta imune

[00340] Além disso, a presente invengao fornece métodos para in-
ducédo de resposta imune contra doencas relacionadas a TOPK. Doen-

gas consideradas incluem cancer, exemplos os quais incluem, porém
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sem limitagdes, AML, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cer-
vical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico di-
fuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de prdstata, carcinoma
renal, SCLC e tumor de tecidos moles.

[00341] Os métodos da presente invengao podem incluir a etapa de
administracdo de um ou mais agentes ou composi¢des que contém
qualquer um dos peptideos da presente invenc¢ao ou polinucleotideos
que os codificam. Alternativamente, o método da presente invencio
também inclui a etapa de administragcdo de exossomos ou APCs que
apresentam qualquer um dos peptideos da presente invencado. Para
detalhes, vide o item "IX. Agentes ou Composi¢cbes Farmacéuticas",
particularmente a parte que descreve o uso das composi¢cdes farma-
céuticas da presente invengao como vacinas. Além disso, 0s exosso-
mos e APCs que podem ser empregados para os presentes métodos
para indugao de resposta imune sao descritos em detalhes nos itens
"V. Exossomos", "VI. Células que apresentam antigeno (APCs)" e (1) e
(2) de "X. Métodos de uso dos peptideos, exossomos, APCs e CTLs",
acima.

[00342] A presente invengao fornece também um método ou pro-
cesso para fabricagdo de um agente ou composicado farmacéutica que
induz a uma resposta imune contra cancer, em que o método pode
incluir a etapa de mistura ou formulagdo de um peptideo ou polinucleo-
tideo da presente invencdo com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel.

[00343] Alternativamente, o método da presente invencéo pode in-
cluir a etapa de administragcdo de uma vacina ou um agente ou com-
posicado ou substancia farmacéutica da presente invengcédo que contém:
[00344] (a) um peptideo da presente invengao;

[00345] (b) um polinucleotideo que codifica o peptideo da presente

invencado em uma forma passivel de expressao;
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[00346] (c) uma APC que apresenta um peptideo da presente in-
vencgao sobre sua superficie;

[00347] (d) um exossomo que apresenta um peptideo da presente
invencao sobre sua superficie; ou

[00348] (e) uma célula T citotdxica da presente invencgao.

[00349] No contexto da presente invengdo, um cancer que supe-
rexpressa TOPK pode ser tratado com estes ingredientes ativos.
Exemplos de tal cancer incluem, porém sem limitacoes, AML, cancer
de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelu-
lar, cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma, osteos-
sarcoma, cancer de prostata, carcinoma renal, SCLC e tumor de teci-
dos moles. Consequentemente, antes da administracdo das vacinas
ou agentes ou composigdes ou substancias farmacéuticas que incluem
os ingredientes ativos antes mencionados, € preferivel confirmar se o
nivel e expressao de TOPK no individuo a ser tratado € intensificado.
Assim, em uma modalidade, a presente invencéo fornece um método
para tratamento de cancer que (super)expressa TOPK em um paciente
que precisa do mesmo, tal método incluindo as etapas de:

[00350] (i) determinagdo do nivel de expressdo de TOPK em (uma)
amostra(s) biolégica(s) obtida(s) de um individuo com o cancer a ser
tratado;

[00351] (ii) comparacdo do nivel de expressdo de TOPK com um
controle normal; e

[00352] (iii)) administracdo de pelo menos um componente selecio-
nado dentre (a) a (e) descritos acima a um individuo com cancer que
superexpressa TOPK quando comparado com o controle normal.
[00353] Alternativamente, a presente invengao fornece uma vacina
ou composicao farmacéutica incluindo pelo menos um componente
selecionado dentre (a) a (e) descritos acima, a ser administrada a um

individuo que tem cancer que superexpressa TOPK. Em outras pala-
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vras, a presente invengao fornece ainda um método para identificagéo
de um individuo a ser tratado com o polipeptideo de TOPK da presen-
te invencao, tal método incluindo a etapa de determinacdo de um nivel
de expressao de TOPK em (uma) amostra(s) biolodgica(s) derivada(s)
do individuo, em que um aumento do nivel, comparado com um nivel
do controle normal do gene, indica que o individuo pode ter cancer o
qual pode ser tratado com o polipeptideo de TOPK da presente inven-
cao. Os métodos para tratamento de cancer da presente invencao se-
rao descritos em maiores detalhas abaixo.

[00354] Qualquer célula ou tecido derivado de um individuo pode
ser usado para a determinacao de expressao de TOPK, contanto que
ele inclua o produto de transcricdo ou traducao alvo de TOPK. Exem-
plos de amostras adequadas incluem, porém sem limitacdes, tecidos e
fluidos corporais, tais como sangue, escarro e urina. De preferéncia, a
amostra de célula ou tecido derivada do individuo contém uma popula-
cao de células incluindo uma célula epitelial, mais preferivelmente uma
célula epitelial cancerosa ou uma célula epitelial derivada de um tecido
que se suspeita ser canceroso. Além disso, se necessario, a célula
pode ser purificada a partir dos tecidos e fluidos corporais obtidos e,
em seguida, usada como a amostra derivada do individuo. Um indivi-
duo a ser tratado pelo presente método €&, de preferéncia, um mamife-
ro. Mamiferos ilustrativos incluem, porém sem limitagdes, por exemplo,
um ser humano, primata ndo humano, camundongo, rato, cdo, gato,
cavalo e vaca.

[00355] De acordo com a presente invencéo, o nivel de expresséao
de TOPK em uma amostra biolégica obtida de um individuo pode ser
determinado. O nivel de expressao pode ser determinado no nivel de
produto de transcricdo (acido nucleico) usando métodos conhecidos
na técnica. Por exemplo, o mRNA de TOPK pode ser quantificado

usando sondas por meio de métodos de hibridizagdo (por exemplo,
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hibridizagcdo Northern). A deteccédo pode ser conduzida sobre um chip
ou um arranjo. O uso de um arranjo é preferivel para detecgao do nivel
de expressado de TOPK. Aqueles versados na técnica podem preparar
tais sondas utilizando a informacdo de sequéncia de TOPK. Por
exemplo, o cDNA de TOPK pode ser usado como as sondas. Se ne-
cessario, as sondas podem ser marcadas com um marcador adequa-
do, tais como corantes, substancias fluorescentes e iso6topos, € o nivel
de expressao do gene pode ser detectado como a intensidade dos
marcadores hibridizados.

[00356] Além disso, o produto da transcricdo de TOPK pode ser
quantificado usando iniciadores por meio de métodos de deteccdo com
base em amplificagdo (por exemplo, RT-PCR). Tais iniciadores podem
ser preparados com base na informacédo de sequéncia do gene dispo-
nivel.

[00357] Especificamente, uma sonda ou iniciador usado para o pre-
sente método se hibridiza, sob condi¢gdes estringentes, moderadamen-
te estringentes ou pouco estringentes, ao mMRNA de TOPK. Conforme
usado aqui, o termo "condi¢des (de hibridizagc&o) estringentes”, refere-
se a condi¢cdes sob as quais um sonda ou iniciador hibridizara a sua
sequéncia alvo, mas nao a outras sequéncias. Condi¢des estringentes
sao dependentes da sequéncia e serao diferentes sob circunstancias
diferentes. Hibridizagdo especifica de sequéncias mais longas €& ob-
servada em temperaturas mais altas do que sequéncias mais curtas.
Em geral, a temperatura de uma condigao estringente € selecionada
para ser cerca de 5 graus Centigrados mais baixa do que o ponto de
fusdo térmica (Tm) para uma sequéncia especifica em uma intensidade
ibnica e pH definidos. A T € a temperatura (sob uma intensidade i6ni-
ca, pH e concentragdo de acido nucleico definidos) na qual 50% das
sondas complementares a sua sequéncia alvo hibridizam a sequéncia

alvo em equilibrio. Uma vez que as sequéncias alvo estdo, em geral,

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 88/135



86/127

presentes em excesso, na Tm, 50% das sondas estdo ocupados em
equilibrio. Tipicamente, condi¢des estringentes serdo aquelas nas
quais a concentragao de sal é [ions de sddio a menos de cerca de 1,0
M, tipicamente ions de sddio (ou outros sais) a menos de cerca de
0,01 a1,0 M em um pH de 7,0 a 8,3 e a temperatura € de pelo menos
cerca de 30 °C para sondas ou iniciadores curtos (por exemplo, 10 a
50 nucleotideos) e pelo menos cerca de 60 °C para sondas ou inicia-
dores mais longos. Condi¢des estringentes podem ser obtidas também
com a adicao de substancias de desestabilizacao, tal como formamida.
[00358] Uma sonda ou um iniciador da presente invencéao é, tipica-
mente, um oligonucleotideo substancialmente purificado. O oligonu-
cleotideo inclui, tipicamente, uma regido de sequéncia de nucleotideo
que hibridiza, sob condi¢cdes estringentes, a pelo menos cerca de
2000, 1000, 500, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 ou 25 nucleoti-
deos de uma sequéncia de nucleotideos fita senso de uma sequéncia
de acido nucleico incluindo uma sequéncia de TOPK ou uma sequén-
cia de nucleotideos fita anti-senso de um acido nucleico incluindo uma
sequéncia de TOPK ou de um mutante que ocorre naturalmente des-
tas sequéncias. Em particular, por exemplo, em uma modalidade pre-
ferida, um oligonucleotideo que tem 5-50 nucleotideos de comprimento
pode ser usado como um iniciador para amplificar os genes a serem
detectados. Mais preferivelmente, 0 mMRNA ou cDNA de um gene de
TOPK pode ser detectado com uma sonda ou iniciador de oligonucleo-
tideo com um tamanho especifico, em geral 15-30 b de comprimento.
O tamanho pode variar de pelo menos 10 nucleotideos, pelo menos 12
nucleotideos, pelo menos 15 nucleotideos pelo menos 20 nucleoti-
deos, pelo menos 25 nucleotideos, pelo menos 30 nucleotideos e as
sondas e iniciadores podem variar, quanto ao tamanho, de 5-10 nucle-
otideos, 10-15 nucleotideos, 15-20 nucleotideos, 20-25 nucleotideos e

25-30 nucleotideos. Em modalidades preferidas, o comprimento da
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sonda ou iniciador de oligonucleotideo pode ser selecionado de 15-25.
Procedimentos de ensaio, dispositivos ou reagentes para a detecgao
do gene usando tal sonda ou iniciador de oligonucleotideo sdo bem
conhecidos (por exemplo, microarranjo de oligonucleotideo ou PCR).
Nestes ensaios, as sondas ou iniciadores podem incluir também se-
quéncias de marcadores ou ligantes. Além disso, as sondas ou inicia-
dores podem ser modificados com marcador detectavel ou ligante de
afinidade a ser capturado. Alternativamente, em procedimentos de de-
teccdo com base em hibridizagdo, um polinucleotideo que tem algu-
mas centenas (por exemplo, cerca de 100-200) bases a poucas quilo-
bases (por exemplo, cerca de 1000-2000) de comprimento também
pode ser usado para uma sonda (por exemplo, ensaio Northern blot-
ting ou analise de microarranjo de cDNA).

[00359] Alternativamente, o produto da traducéo pode ser detectado
para o diagnoéstico da presente invengao. Por exemplo, a quantidade
de proteina TOPK (SEQ ID NO: 86) ou o fragmento imunologicamente
ativo da mesma, pode ser determinada. Métodos para determinacao
da quantidade da proteina como o produto da traducao incluem méto-
dos de imunoensaio que usam um anticorpo que reconhece especifi-
camente a proteina. O anticorpo pode ser monoclonal ou policlonal.
Além disso, qualquer fragmento ou modificagao (por exemplo, anticor-
po quimérico, scFv, Fab, F(ab'),, Fv, etc.) do anticorpo pode ser usado
para a deteccdo, contanto que o fragmento ou anticorpo modificado
retenha a capacidade de ligagdo a proteina TOPK. Tais anticorpos
contra os peptideos da presente invengao e os fragmentos dos mes-
mos também sdo fornecidos pela presente invengdo. Métodos para
preparar estes tipos de anticorpos para a deteccédo de proteinas séo
bem conhecidos na técnica e qualquer método pode ser empregado
na presente invengao para preparar tais anticorpos e equivalentes dos

mesmos.
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[00360] Como outro método para detectar o nivel de expressao do
gene de TOPK com base em seu produto de tradugao, a intensidade
de coloracdo pode ser medida via analise imuno-histoquimica usando
um anticorpo contra a proteina TOPK. Isto é, nesta medicdo, coloracéo
intensa indica maior presenca/nivel da proteina e, ao mesmo tempo,
alto nivel de expressao do gene de TOPK.

[00361] O nivel de expressdo de um gene alvo, por exemplo, o ge-
ne de TOPK, em células cancerosas pode ser determinado como es-
tando aumentado se o nivel aumenta a partir do nivel de controle (por
exemplo, o nivel em células normais) do gene alvo, por exemplo, em
10%, 25% ou 50%; ou aumenta para mais de 1,1 vez, mais de 1,5 vez,
mais de 2,0 vezes, mais de 5,0 vezes, mais de 10,0 vezes ou mais.
[00362] O nivel de controle pode ser determinado ao mesmo tempo
qgue as células cancerosas usando (uma) amostra(s) previamente cole-
tada(s) e armazenada(s) de um individuo/individuos cujo(s) estado(s)
doentio(s) (canceroso ou ndo canceroso) é/sdo conhecidos. Além dis-
so, células normais obtidas de regides nao cancerosas de um o6rgéo
que tem o cancer a ser tratado podem ser usadas como controle nor-
mal. Alternativamente, o nivel de controle pode ser determinado por
meio de um método estatistico com base nos resultados obtidos anali-
sando (0) nivel(eis) de expressao previamente determinado(s) do gene
de TOPK em amostras de individuos cujos estados doentios sé&o co-
nhecidos. Além disso, o nivel de controle pode ser derivado de um
banco de dados de padrdes de expressao de células previamente tes-
tadas. Além disso, de acordo com um aspecto da presente invengao, o
nivel de expressédo do gene de TOPK em uma amostra bioldgica pode
ser comparado com multiplos niveis de controle, os quais s&o determi-
nados a partir de multiplas amostras de referéncia. E preferido usar um
nivel de controle determinado a partir de uma amostra de referéncia

derivada de um tipo de tecido similar aquele da amostra bioldgica deri-

Petic&io 870220093089, de 10/10/2022, pag. 91/135



89/127

vada do individuo. Além disso, € preferido usar o valor padrédo dos ni-
veis de expressdo do gene de TOPK em uma populagdo com um es-
tado doentio conhecido. O valor padrao pode ser obtido por meio de
qualquer método conhecido na técnica. Por exemplo, uma faixa de
meédia +/- 2 S.D. ou média +/- 3 S.D. pode ser usada como valor pa-
drao.

[00363] No contexto da presente invencédo, um nivel de controle de-
terminado a partir de uma amostra bioldgica que € conhecida por ndo
ser cancerosa € referido como um "nivel de controle normal". Por outro
lado, se o nivel de controle é determinado a partir de uma amostra bio-
|6gica cancerosa, ele é referido como "nivel de controle canceroso". A
diferenca entre um nivel de expressao em uma amostra e um nivel de
controle pode ser normalizada para o nivel de expressao de acidos
nucleicos de controle, por exemplo, genes constitutivos (housekee-
ping), cujos niveis de expressdo sao conhecidos por nao diferir, de-
pendendo do estado canceroso ou ndo canceroso da célula. Genes de
controle exemplificativos incluem, porém sem limitagdes, beta-actina,
desidrogenase de gliceraldeido 3 fosfato e proteina ribossémica P1.
[00364] Quando o nivel de expressdo do gene de TOPK esta au-
mentado quando comparado com o nivel de controle normal ou € simi-
lar/equivalente ao nivel de controle canceroso, o individuo pode ser
diagnosticado com cancer a ser tratado.

[00365] A presente invencédo fornece também um método para (i)
diagnosticar se um individuo suspeito tem cancer a ser tratado e/ou (ii)
selecdo de um individuo para tratamento de cancer, tal método inclu-
indo as etapas de:

[00366] determinacédo do nivel de expressédo de TOPK em (uma)
amostra(s) biolégica(s) obtida(s) de um individuo que se suspeita ter o
cancer a ser tratado;

[00367] comparacgao do nivel de expressdao de TOPK com um nivel
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de controle normal;

[00368] diagnéstico do individuo como tendo o cancer a ser tratado
se o nivel de expressédo de TOPK esta aumentado quando comparado
com o nivel de controle normal; e

[00369] selecado do individuo para tratamento de cancer se o indivi-
duo é diagnosticado como tendo o cancer a ser tratado na etapa c).
[00370] Alternativamente, tal método pode incluir as etapas de:
[00371] determinacdo do nivel de expressdo de TOPK em (uma)
amostra(s) biolégica(s) obtida(s) de um individuo que se suspeita ter o
cancer a ser tratado;

[00372] comparacgao do nivel de expressdo de TOPK com um nivel
de controle canceroso;

[00373] diagnéstico do individuo como tendo o cancer a ser tratado
se o nivel de expressao de TOPK é similar ou equivalente ao nivel de
controle canceroso; e

[00374] selecdo do individuo para tratamento de cancer se o indivi-
duo é diagnosticado como tendo o cancer a ser tratado na etapa c).
[00375] A presente invencédo fornece também um kit diagndstico
para diagndstico ou determinagdo de um individuo que sofre ou se
suspeita sofrer de ou estar em risco de desenvolver um cancer que
pode ser tratado com o polipeptideo de TOPK da presente invengao, o
qual pode também ser util em qualquer um ou ambos de avaliagao e
monitoramento da eficacia ou aplicabilidade de uma imunoterapia de
cancer. De preferéncia, o cancer inclui, porém sem limitagdes, AML,
cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma colan-
giocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma,
osteossarcoma, cancer de prostata, carcinoma renal, SCLC e tumor de
tecidos moles. Mais particularmente, o kit, de preferéncia, inclui pelo
menos um reagente para detecgdo da expressdo do gene de TOPK

em uma célula derivada do individuo, reagente o qual que pode ser
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selecionado do grupo de:

[00376] um reagente para detecgdo de um mRNA do gene de
TOPK;

[00377] um reagente para detecgdo da proteina TOPK ou um frag-
mento imunologicamente ativo da mesma; e

[00378] um reagente para deteccéo da atividade bioldgica da prote-
ina TOPK.

[00379] Exemplos de reagentes adequados para detecgdo de um
MRNA do gene de TOPK incluem acidos nucleicos que se ligam espe-
cificamente ou identificam o mRNA de TOPK, tais como oligonucleoti-
deos que tém uma sequéncia complementar a uma parte do mRNA de
TOPK. Estes tipos de oligonucleotideos sdo exemplificados por inicia-
dores e sondas que sao especificos para o mMRNA de TOPK. Estes
tipos de oligonucleotideos podem ser preparados com base em méto-
dos bem conhecidos na técnica. Se necessario, o reagente para de-
teccdao do mRNA de TOPK pode ser imobilizado sobre uma matriz s6-
lida. Além disso, mais de um reagente para deteccdo do mRNA de
TOPK pode ser incluido no kit.

[00380] Por outro lado, exemplos de reagentes adequados para de-
teccédo da proteina TOPK ou o fragmento imunologicamente ativo da
mesma podem incluir anticorpos a proteina TOPK ou o fragmento
imunologicamente ativo da mesma. O anticorpo pode ser monoclonal
ou policlonal. Além disso, qualquer fragmento ou modificacdo (por
exemplo, anticorpo quimérico, scFv, Fab, F(ab'),, Fv, etc.) do anticorpo
pode ser usada como o reagente, contanto que o fragmento ou anti-
corpo modificado retenha a capacidade de ligagao a proteina TOPK ou
ao fragmento imunologicamente ativo da mesma. Métodos para prepa-
rar estes tipos de anticorpos para a deteccédo de proteinas sdo bem
conhecidos na técnica e qualquer método pode ser empregado na

presente invengao para preparar tais anticorpos e equivalentes dos
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mesmos. Além disso, o anticorpo pode ser marcado com moléculas de
geragao de sinal via a técnica de ligagao direta ou marcagao indireta.
Marcadores e métodos para marcacdo de anticorpos e detecg¢ao da
ligacdo dos anticorpos a seus alvos s&o bem conhecidos na técnica e
quaisquer marcadores e métodos podem ser empregados para a pre-
sente invencdo. Além disso, mais de um reagente para detecgdo da
proteina TOPK pode ser incluido no kit.

[00381] O kit pode conter mais de um dos reagentes mencionados
antes. O kit pode incluir ainda uma matriz sdélida e reagente para liga-
¢do de uma sonda contra um gene de TOPK ou anticorpo contra um
peptideo de TOPK, um meio e recipiente para cultura de células, rea-
gentes de controle positivo e negativo e um anticorpo secundario para
deteccao de um anticorpo contra um peptideo de TOPK. Por exemplo,
amostras teciduais obtidas de individuos sem cancer ou que sofrem de
cancer podem servir como reagentes de controle uteis. Um kit da pre-
sente invengao pode incluir ainda outros materiais desejaveis do ponto
de vista comercial e do usuario, incluindo tampdes, diluentes, filtros,
agulhas, seringas e bulas (por exemplo, escritas, fita, CD-ROM, etc.)
com instrugdes para uso. Estes reagentes e similares podem estar
contidos em um recipiente com um rétulo. Recipientes adequados in-
cluem garrafas, frascos e tubos de ensaio. Os recipientes podem ser
formados de uma variedade de materiais, tais como vidro ou plastico.
[00382] Em uma modalidade da presente invencao, quando o rea-
gente € uma sonda contra 0 mRNA de TOPK, o reagente pode ser
imobilizado sobre uma matriz sélida, tal como um tira porosa, para
formar pelo menos um sitio de deteccéo. A regido de medicao ou de-
teccao da tira porosa pode incluir uma pluralidade de sitios, cada um
contendo um &acido nucleico (sonda). Uma tira de teste pode conter
também sitios para controles negativos e/ou positivos. Alternativamen-

te, sitios de controle podem estar localizados sobre uma tira distinta da
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tira de teste. Opcionalmente, os diferentes sitios de deteccédo podem
conter diferentes quantidades de acidos nucleicos imobilizados, isto €,
uma maior quantidade no primeiro sitio de deteccado e quantidades
menores em sitios subsequentes. Quando da adicdo de uma amostra
de teste, o numero de sitios que mostram um sinal detectavel fornece
um indicacdo passivel de quantificacdo da quantidade de mRNA de
TOPK presente na amostra. Os sitios de detecgdo podem ser configu-
rados em qualquer formato adequadamente detectavel e estdo, tipi-
camente, no formato de uma barra ou ponto que cobre a largura de
uma tira de teste.

[00383] O kit da presente invencao pode incluir ainda uma amostra
de controle positivo ou amostra padrao de TOPK. A amostra de contro-
le positivo da presente invengao pode ser preparada por meio de cole-
ta de amostras positivas para TOPK e, entdo, ensaiando seus niveis
de TOPK. Alternativamente, uma protein ou polinucleotideo de TOPK
purificado pode ser adicionado as células que ndo expressam TOPK
para formar a amostra positiva ou a amostra padrdo de TOPK. Na pre-
sente invencao, TOPK purificada pode ser uma proteina recombinante.
O nivel de TOPK da amostra de controle positivo €, por exemplo, mai-
or do que valor de corte.

[00384] Em uma modalidade, a presente invencao fornece ainda
um kit diagndstico que inclui uma proteina ou uma proteina parcial da
mesma reconhecida especificamente pelo anticorpo da presente in-
vencao ou o fragmento do mesmo.

[00385] Exemplos do peptideo parcial da proteina da presente in-
vencao incluem polipeptideos compostos de pelo menos 8, de prefe-
réncia 15 e, mais preferivelmente, 20 aminoacidos contiguos na se-
quéncia de aminoacidos da proteina da presente invengao. Cancer
pode ser diagnosticado por meio de detec¢ao de um anticorpo em uma

amostra (por exemplo, sangue, tecido) usando uma proteina ou um
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peptideo (polipeptideo) da presente invengdo. O método para preparo
da proteina e peptideos da presente invengado € conforme descrito
acima.

[00386] Os métodos para diagnostico de cancer da presente inven-
cao podem ser realizados determinando-se a diferenca entre a quanti-
dade de anticorpo antiTOPK e aquela na amostra de controle corres-
pondente, conforme descrito acima. Se suspeita que o individuo esta
sofrendo de cancer se as amostras células ou tecidos do individuo
contém anticorpos contra os produtos de expressao (TOPK) do gene e
se determina que a quantidade do anticorpo antiTOPK é maior do que
o valor de corte no nivel comparado com aquele no controle normal.
[00387] Em outra modalidade, um kit diagnéstico da presente in-
vencao pode incluir o peptideo da presente invencdo e uma molécula
do HLA que se liga ao mesmo. O método para detecgédo de CTLs es-
pecificos para o antigeno usando peptideos antigénicos e moléculas
do HLA ja foi estabelecido (por exemplo, Altman JD et al., Science
1996, 274(5284): 94-6). Assim, o complexo do peptideo da presente
invencao e a molécula do HLA podem ser aplicados ao método de de-
teccéo para detectar CTLs especificos para o antigeno tumoral, deste
modo, permitindo detec¢cdo mais precoce de recorréncia e/ou metasta-
se de cancer. Ainda, ele pode ser empregado para a selegao de indi-
viduos aplicaveis com os produtos farmacéuticos que incluem o pepti-
deo da presente invengdo como um ingrediente ativo ou a avaliagao
do efeito de tratamento dos produtos farmacéuticos.

[00388] Particularmente, de acordo com o método conhecido (vide,
por exemplo, Altman JD et al., Science 1996, 274(5284): 94-6), o com-
plexo oligomérico, tal como um tetramero, da molécula de HLA radio-
marcada e o peptideo da presente invencéo pode ser preparado. Com
o uso do complexo, o diagnéstico pode ser feito, por exemplo, por

meio de quantificagdo dos CTLs especificos para o peptideo antigéni-
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co nos linfocitos de sangue periférico derivados do individuo que se
suspeita estar sofrendo de cancer.

[00389] A presente invengado fornece ainda métodos e agentes di-
agnosticos para avaliagdo da resposta imunoldgica do individuo usan-
do peptideos epitdpicos, conforme descrito aqui. Em uma modalidade
da invencédo, peptideos restritos ao HLA-A24 ou HLA-A2, conforme
descrito aqui, podem ser usados como reagentes para avaliagdo ou
prevencdo de uma resposta imune de um individuo. A resposta imune
a ser avaliada é induzida por meio de contato de um imunogénio com
células imunocompetentes in vitro ou in vivo. Em modalidades preferi-
das, as células imunocompetentes para avaliagdo de uma resposta
imunologica podem ser selecionadas dentre sangue periférico, linfécito
de sangue periférico (Peripheral Blood Lymphocyte - PBL) e célula
mononuclear de sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell
- PBMC). Métodos para coleta ou isolamento de tais células imu-
nocompetentes sdo bem conhecidos na técnica. Em algumas modali-
dades, qualquer agente que possa resultar na producéo de CTLs es-
pecificos para antigeno que reconhecem e se ligam ao(s) peptideo(s)
epitopico(s) pode ser empregado como o reagente. O reagente pepti-
dico pode nao precisar ser usado como o imunogénio. Sistemas de
ensaio que sado usados para tal analise incluem desenvolvimentos téc-
nicos relativamente recentes, tais como tetrameros, coloragado para
linfocinas intracelulares e ensaios de liberagao de interferon, ou anali-
ses ELISPOT. Em uma modalidade preferida, células imunocompeten-
tes a serem contatadas com o reagente peptidico podem ser células
gue apresentam antigeno, incluindo células dendriticas.

[00390] Por exemplo, os peptideos da presente invengdo podem
ser usados em ensaios de coloragao de tetramero para avaliar células
mononucleares de sangue periférico quanto a presenca de CTLs es-

pecificos para o antigeno apds exposicao a um antigeno de célula tu-
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morosa ou um imunogénio. O complexo tetramérico de HLA pode ser
usado para visualizar diretamente CTLs especificos para o antigeno
(vide, por exemplo, Ogg et al., Science 279: 2103-2106, 1998; e Alt-
man et al, Science 174: 94-96, 1996) e determinar a frequéncia da po-
pulagcdo de CTL especifica para o antigeno em uma amostra de célu-
las mononucleares de sangue periférico. Um reagente tetramérico
usando um peptideo da invengdo pode ser gerado conforme descrito
abaixo.

[00391] Um peptideo que se liga a uma molécula do HLA é dobrado
novamente na presenca da cadeia pesada de HLA correspondente e
beta-2-microglobulina para gerar um complexo trimolecular. No com-
plexo, o carbdxi término da cadeia pesada é biotinilado em um sitio
que foi previamente manipulado na proteina. Entdo, estreptavidina é
adicionada ao complexo para formar o tetramero composto do com-
plexo trimolecular e estreptavidina. Pela estreptavidina fluorescente-
mente marcada, o tetr@mero pode ser usado para corar células especi-
ficas para o antigeno. As células podem, entdo, ser identificadas, por
exemplo, através de citometria de fluxo. Tal analise pode ser usada
para fins diagndsticos ou progndsticos. Células identificadas por meio
do procedimento podem ser usadas também para fins terapéuticos.
[00392] A presente invengao fornece também reagentes para avali-
ar respostas de recall (vide, por exemplo, Bertoni et al, J. Clin. Invest.
100: 503-513, 1997 e Penna et al., J Exp. Med. 174: 1565-1570, 1991)
incluindo peptideos da presente invengao. Por exemplo, amostras de
PBMC obtidas de pacientes com um cancer a ser tratado sdo analisa-
das quanto a presenga de CTLs especificos para o antigeno usando
peptideos especificos. Uma amostra de sangue que contém células
mononucleares pode ser avaliada por meio de cultura das PBMCs e
estimulacédo das células com um peptideo da invengcao. Apds um peri-

odo apropriado de cultura, a populacédo de células expandida pode ser
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analisada, por exemplo, quanto a atividade de CTL.

[00393] Os peptideos podem também ser usados também como
reagentes para avaliar a eficacia de uma vacina. PBMCs obtidas de
um paciente vacinado com um imunogénio podem ser analisadas
usando, por exemplo, qualquer um dos métodos descritos acima. O
paciente sofre tipagem de HLA e reagentes de epitopo peptidico que
reconhecem as moléculas especificas para alelo presentes neste pa-
ciente sdo selecionados para analise. A imunogenicidade da vacina
pode ser indicada pela presenca de CTLs especificos para epitopo na
amostra de PBMC.

[00394] Os peptideos da invencao podem também ser usados para
produzir anticorpos, usando técnicas bem conhecidas no campo (vide,
por exemplo, "CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY", Wil-
ey/Greene, NY; e "Antibodies: A Laboratory Manual", Harlow e Lane,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), os quais podem ser Uteis
como reagentes para diagnosticar ou monitorar cancer. Tais anticor-
pos podem incluir aqueles que reconhecem um peptideo no contexto
de uma molécula do HLA, isto é, anticorpos que se ligam a um com-
plexo de peptideo-MHC.

[00395] Os peptideos e composi¢cdes da presente invencdo tém
uma seérie de usos adicionais, alguns dos quais estdo descritos aqui.
Por exemplo, a presente invencéo fornece um método para diagnésti-
co ou deteccdo de um disturbio caracterizado por expressido de um
polipeptideo imunogénico de TOPK. Estes métodos envolvem deter-
minacao da expressado de um peptideo de TOPK que se liga ao HLA
ou um complexo de um peptideo de TOPK que se liga ao HLA e uma
molécula da classe | do HLA em uma amostra biologica. A expressao
de um peptideo ou complexo de peptideo e molécula da classe | do
HLA pode ser determinada ou detectada ensaiando com um parceiro

de ligacao para o peptideo ou complexo. Em uma modalidade preferi-
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da, um parceiro de ligacao para o peptideo ou complexo € um anticor-
po que reconhece e se liga especificamente ao peptideo. A expressao
de TOPK em uma amostra bioldgica, tal como uma bidpsia de tumor,
pode ser testada por meio de protocolos padrdo de amplificagao por
PCR usando iniciadores de TOPK. Um exemplo de expressdo em tu-
mor € apresentado aqui e divulgagédo adicional de condi¢des e inicia-
dores exemplificativos para amplificacdo de TOPK pode ser encontra-
da no documento WO 2003/27322.

[00396] De preferéncia, os métodos diagndsticos envolvem contan-
to de uma amostra bioldgica isolada de um individuo com um agente
especifico para o peptideo de TOPK que se liga ao HLA para detectar
a presencga do peptideo de TOPK que se liga ao HLA na amostra bio-
l6gica. Conforme usado aqui, "contato" significa colocagdo da amostra
biolégica em proximidade suficiente com o agente e sob as condi¢des
apropriadas, por exemplo, de concentracédo, temperatura, tempo, in-
tensidade ib6nica, para permitir a interagdo especifica entre o agente e
o peptideo de TOPK que se liga ao HLA que estdo presentes na
amostra bioldgica. Em geral, as condi¢cdes para contato do agente com
a amostra biologica sdo condigdes conhecidas por aqueles versados
na técnica para facilitar uma interacédo especifica entre uma molécula e
seu cognato (por exemplo, uma proteina e seu receptor cognato, um
anticorpo e seu antigeno proteinaceo cognato, um acido nucleico e
sua sequéncia complementar cognata) em uma amostra bioldgica.
Condigdes o6timas para facilitar uma interacdo especifica entre uma
molécula e seu cognato estdo descritas na Patente US No. 5.108.921,
emitida para Low et al.

[00397] O método diagndstico da presente invengao pode ser reali-
zado in vivo e in vitro. Consequentemente, a amostra biolégica pode
estar localizada in vivo ou in vitro na presente invengao. Por exemplo,

a amostra biologica pode ser um tecido in vivo e o agente especifico
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para o polipeptideo imunogénico de TOPK pode ser usado para detec-
tar a presencga de tais moléculas no tecido. Alternativamente, a amos-
tra biologica pode ser coletada ou isolada in vitro (por exemplo, uma
amostra de sangue, biopsia de tumor, extrato tecidual). Em uma moda-
lidade particularmente preferida, a amostra biolégica pode ser uma
amostra que contém células, mais preferivelmente uma amostra que
contém células tumorosas coletadas de um individuo a ser diagnosti-
cado ou tratado.

[00398] Alternativamente, o diagndstico pode ser feito por meio de
um método o qual permite a quantificacao direta de células T especifi-
cas para o antigeno através de coloragédo com complexos multiméricos
de HLA marcados com fluoresceina (por exemplo, Altman, J. D. et al.,
1996, Science 274: 94; Altman, J. D. et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 10330). Coloragao para linfocinas intracelulares e ensaios de
liberagcdo de interferon-gama ou ensaios ELISPOT também foram for-
necidos. Coloracdo com tetramero, coloragcdo com linfocina intracelular
e ensaios ELISPOT parecem ser todos pelo menos 10 vezes mais
sensiveis do que ensaios mais convencionais (Murali-Krishna, K. et al.,
1998, Immunity 8: 177; Lalvani, A. et al., 1997, J. Exp. Med. 186: 859;
Dunbar, P. R. et al., 1998, Curr. Biol. 8: 413). Pentadmeros (por exem-
plo, documento US 2004-209295A), dextrameros (por exemplo, docu-
mento WO 02/072631) e estreptameros (por exemplo, Nature medicine
6. 631-637 (2002)) também podem ser usados.

[00399] Por exemplo, em algumas modalidades, a presente inven-
cao fornece um método para diagndstico ou avaliagdo de uma respos-
ta imunolégica de um individuo ao qual foi administrado pelo menos
um peptideo de TOPK da presente invencdo, o método incluindo as
etapas de:

[00400] contanto de um imunogénio com células imunocompetentes

sob a condi¢cdo apropriada para inducdo de CTL especifico para o
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imunogénio;

[00401] deteccdo ou determinacdo do nivel de indugdo do CTL in-
duzido na etapa (a); e

[00402] correlagdo da resposta imunoldgica de um individuo com o
nivel de inducédo de CTL.

[00403] No contexto da presente invengédo, o imunogénio inclui, de
preferéncia, pelo menos um de (a) um peptideo de TOPK selecionado
dentre as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 2 a 40 e 42 a
84, peptideos tendo tais sequéncias de aminoacidos e peptideos nos
quais tais sequéncias de aminoacidos tenham sido modificadas com 1,
2 ou mais substituicbes de aminoacidos. Ao mesmo tempo, condicdes
adequadas de indugdo de CTL especifico para o imunogénio sdo bem
conhecidas na técnica. Por exemplo, células imunocompetentes po-
dem ser cultivadas in vitro sob a presenca de imunogénio(s) para in-
duzir a CTL especifico para o(s) imunogénio(s). De forma a induzir a
CTLs especificos para o imunogénio, quaisquer fatores de estimulacao
podem ser adicionados a cultura de células. Por exemplo, IL-2 € um
fator de estimulacao preferivel para a indugcao de CTLs.

[00404] Em algumas modalidades, a etapa de monitoramento ou
avaliagao de resposta imunologica de um individuo a ser tratado com
terapia peptidica para cancer pode ser realizada antes, durante e/ou
apos o tratamento. Em geral, durante um protocolo de terapia de can-
cer, peptideos imunogénicos sao administrados repetidamente a um
individuo a ser tratado. Por exemplo, peptideos imunogénicos podem
ser administrados a cada semana durante 3-10 semanas. Consequen-
temente, a resposta imunolégica do individuo pode ser avaliada ou
monitorada durante o protocolo de terapia de cancer. Alternativamen-
te, a etapa de avaliagdo ou monitoramento de resposta imunoldgica a
terapia de cancer pode ser no final do protocolo de terapia.

[00405] De acordo com a presente invengao, inducéo intensificada
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de CTL especifico para imunogénio quando comparado com um con-
trole indica que o individuo a ser avaliado ou diagnosticado respondeu
imunologicamente ao(s) imunogénio(s) que foi/foram administrado(s).
Controles apropriados para avaliagéo da resposta imunolégica podem
incluir, por exemplo, um nivel de indugdo de CTL quando as células
imunocompetentes ndo sdo contatadas com peptideo ou peptideo(s)
de controle tendo outras sequéncias de aminoacidos que nao quais-
quer peptideos de TOPK (por exemplo, sequéncia de aminoacidos
aleatoria). Em uma modalidade preferida, a resposta imunoldgica do
individuo é avaliada de uma maneira especifica para sequéncia, com-
parando com uma resposta imunolégica entre cada imunogénio admi-
nistrado ao individuo. Em particular, mesmo quando uma mistura de
alguns tipos de peptideos de TOPK é administrada ao individuo, a
resposta imunoldgica poderia variar, dependendo dos peptideos. Nes-
te caso, através de comparacédo da resposta imunoldégica entre cada
peptideo, peptideos aos quais o individuo mostra maior resposta po-
dem ser identificados.

Xll. Anticorpos

[00406] A presente invengao fornece ainda anticorpos que se ligam
aos peptideos da presente invencao. Anticorpos preferidos se ligam
especificamente aos peptideos da presente invencédo e ndo se ligarao
(ou se ligarao fracamente) a outros peptideos. Alternativamente, anti-
corpos podem se ligar aos peptideos da invengado, bem como homolo-
gos dos mesmos. Anticorpos contra aos peptideos da invengao podem
encontrar uso em ensaios diagnosticos e progndésticos, bem como me-
todologias de formacao de imagem. Similarmente, tais anticorpos po-
dem encontrar uso no tratamento, diagndstico e/ou progndstico de ou-
tros canceres, até o ponto em que TOPK também seja expressa ou
superexpressa no paciente com um cancer. Além disso, anticorpos

expressos de forma intracelular (por exemplo, anticorpos de cadeia
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unica) podem encontrar uso terapeuticamente no tratamento de cance-
res nos quais a expressido de TOPK esta envolvida, exemplos dos
quais incluem, porém sem limitagdes, AML, cancer de bexiga, cancer
de mama, cancer cervical, carcinoma colangiocelular, cancer colo-
retal, cancer gastrico difuso, NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer
de préstata, carcinoma renal, SCLC e tumor de tecidos moles.

[00407] A presente invencéo fornece também varios ensaios imuno-
|6gicos para a detecgao e/ou quantificagdo da proteina TOPK (SEQ ID
NO: 86) ou fragmentos da mesma, incluindo polipeptideos tendo se-
guéncias de aminoacidos selecionadas do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 2 a 40 e 42 a 84. Tais ensaios podem incluir um ou mais anti-
corpos antiTOPK capazes de reconhecimento e ligagdo a uma protei-
na TOPK ou fragmentos da mesma, conforme apropriado. No contexto
da presente invengao, anticorpos antiTOPK que se ligam ao polipepti-
deo de TOPK reconhecem, de preferéncia, um polipeptideo tendo se-
guéncias de aminoacidos selecionadas do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 2 a 40 e 42 a 84, de preferéncia até a exclusdo de outros pep-
tideos. A especificidade de ligagado de anticorpo pode ser confirmada
por meio de um teste de inibicdo. Isto €, quando a ligagdo entre um
anticorpo a ser analisado e o polipeptideo de TOPK de comprimento
total é inibida sob a presenga de quaisquer fragmentos de polipeptideo
tendo uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 2 a40 e 42 a
84, considera-se que este anticorpo se liga especificamente ao frag-
mento. No contexto da presente invencao, tais ensaios imunoldgicos
sdo realizados dentro de varios formatos de ensaios imunoldgicos bem
conhecidos na técnica incluindo, porém sem limitagdes, varios tipos de
radioimunoensaios, técnica de imunocromatografia, ensaios imunoab-
sorventes ligados a enzima (ELISA), ensaios imunofluorescentes liga-
dos a enzima (ELIFA) e similares.

[00408] Ensaios imunoldgicos relacionados, porém sem anticorpo,
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da invengdo podem incluir também ensaios de imunogenicidade de
células T (inibitérios ou estimulatérios), bem como ensaios de ligagéo
ao MHC. Além disso, a presente invencao considera métodos de for-
macgado de imagem imunologicos capazes de detecgdo de canceres
que expressam TOPK, exemplos dos quais incluem, porém sem limi-
tacdes, métodos de formagdo de imagem radiocintigraficos usando
anticorpos marcados da presente invengdo. Tais ensaios encontram
uso clinico na detecgdo, monitoramento e progndstico de canceres
que expressam TOPK, exemplos dos quais incluem, porém sem limi-
tacdes, AML, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, car-
cinoma colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico difuso,
NSCLC, linfoma, osteossarcoma, cancer de préstata, carcinoma renal,
SCLC e tumor de tecidos moles.

[00409] A presente invencao fornece também anticorpos que se li-
gam aos peptideos da invengado. Um anticorpo da invengao pode ser
usado em qualquer forma, por exemplo, como um anticorpo monoclo-
nal ou policlonal, e inclui antissoro obtido por meio de imunizacdo de
um animal, tal como um coelho, com o peptideo da invengéo, todas as
classes de anticorpos policlonais € monoclonais, anticorpos humanos
e anticorpos humanizados produzidos por meio de recombinagao ge-
nética.

[00410] Um peptideo da invengdo usado como um antigeno para
obter um anticorpo pode ser derivado de qualquer espécie animal,
mas, de preferéncia, é derivado de um mamifero, tal como um ser hu-
mano, camundongo ou rato, mais preferivelmente de um ser humano.
Um peptideo derivado de ser humano pode ser obtido a partir das se-
guéncias de nucleotideos ou aminoacidos descritas aqui.

[00411] De acordo com a presente invencgao, peptideos parciais e
completos de uma proteina podem servir como antigenos de imuniza-

cao. Exemplos de peptideos parciais adequados incluem, por exem-
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plo, o fragmento amino (N)-terminal ou carbéxi (C)-terminal de um pep-
tideo da presente invengéo.

[00412]  Aqui, um anticorpo € definido como uma proteina que reage
com um peptideo de TOPK de comprimento inteiro ou um fragmento
do mesmo. Em uma modalidade preferida, um anticorpo da presente
invencéo pode reconhecer fragmentos de peptideos de TOPK que tém
uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em
SEQ ID NOs: 2 a 40 e 42 a 84. Métodos para sintese de oligopeptideo
sao bem conhecidos na técnica. Apds a sintese, peptideos podem ser
opcionalmente purificados antes de uso como um imunogénio. No con-
texto da presente invencgéao, o oligopeptideo (por exemplo, 9 ou 10 me-
ros) pode ser conjugado ou ligado com veiculos para intensificar a
imunogenicidade. Hemocianina do caramujo Megathura crenulata
(KLH) é bem conhecida como o veiculo. O método para conjugacéao de
KLH e peptideo também €& bem conhecidos nas técnicas.

[00413] Alternativamente, um gene que codifica um peptideo da in-
vencao ou fragmento do mesmo pode ser inserido em um vetor de ex-
pressao conhecido o qual é, entdo, usado para transformar uma célula
hospedeira conforme descrito aqui. O peptideo desejado ou fragmento
do mesmo pode ser recuperado do exterior ou interior de células hos-
pedeiras por meio de qualquer método padréao e pode ser subsequen-
temente usado como um antigeno. Alternativamente, células inteiras
que expressam o peptideo ou seus lisatos ou um peptideo quimica-
mente sintetizado podem ser usadas como o antigeno.

[00414] Qualquer animal mamifero pode ser imunizado com o anti-
geno embora, de preferéncia, a compatibilidade com células parentais
usadas para fusao celular é levada em consideragcdo. Em geral, ani-
mais de Rodentia, Lagomorpha ou Primates podem ser usados. Ani-
mais da familia Rodentia incluem, por exemplo, camundongo, rato e

porquinho-da-india. Animais da familia Lagomorpha incluem, por
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exemplo, coelho. Animais da familia Primates incluem, por exemplo,
um macaco de Catarrhini (macaco do Velho Mundo), tal como Macaca
fascicularis, macaco rhesus, babuino sagrado e chimpanzés.

[00415] Meétodos para imunizagdo de animais com antigenos séo
conhecidos na técnica. Injecdo intraperitoneal ou injecdo subcutanea
de antigenos € um método padrdo para a imunizagdo de mamiferos.
Mais especificamente, antigenos podem ser diluidos e suspensos em
uma quantidade apropriada de solugao salina tamponada com fosfato
(Phosphate Buffered Saline - PBS), solugédo salina fisioldgica, etc. Se
desejado, a suspensdo de antigeno pode ser misturada com uma
quantidade apropriada de um adjuvante padrao, tal como adjuvante
completo de Freund, transformada em emulsédo e, entdo, administrada
a animais mamiferos. De preferéncia, isto € seguido por varias admi-
nistragcbes de antigeno misturado com uma quantidade apropriada de
adjuvante incompleto de Freund a cada 4 a 21 dias. Um veiculo apro-
priado também pode ser usado para imunizacdo. Apds imunizagao
conforme acima, o soro pode ser examinado, por meio de um método
padrao, quanto a um aumento na quantidade de anticorpos desejados.
[00416] Anticorpos policlonais contra os peptideos da presente in-
vengao podem ser preparados por meio de coleta de sangue do mami-
fero imunizado examinado quanto ao aumento de anticorpos desejados
no soro e separacao do soro do sangue através de qualquer método
convencional. Anticorpos policlonais podem incluir soro que contém os
anticorpos policlonais, bem como a fracdo que contém os anticorpos
policlonais pode ser isolada do soro. Imunoglobulina G ou M pode ser
preparada a partir de uma fracdo a qual reconhece apenas o peptideo
da presente invencdo usando, por exemplo, uma coluna de afinidade
acoplada com o peptideo da presente invencgao e purificando adicional-
mente esta fracdo usando coluna de proteina A ou proteina G.

[00417] Para preparar anticorpos monoclonais para uso no contexto
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da presente invencédo, células imunes sao coletadas do mamifero imu-
nizado com o antigeno e verificadas quanto ao nivel aumentado de
anticorpos desejados no soro conforme descrito acima e sdo submeti-
das a fusao celular. As células imunes usadas para fusao celular po-
dem, de preferéncia, ser obtidas do baco. Outras células parentais pre-
feridas a serem fundidas com o imundcito acima incluem, por exemplo,
células de mieloma de mamiferos e, mais preferivelmente, células de
mieloma que tém uma propriedade adquirida para a seleg¢ao de células
fundidas por farmacos.

[00418] As células de imundcito e mieloma acima podem ser fundi-
das de acordo com métodos conhecidos, por exemplo, o0 método de
Milstein et al. (Galfre e Milstein, Methods Enzymol 73: 3-46 (1981)).
[00419] Os hibridomas resultantes obtidos por meio da fusao celular
podem ser selecionados cultivando os mesmos em um meio de sele-
¢ao padrao, tal como meio HAT (meio contendo hipoxantina, aminop-
terina e timidina). A cultura de células €, tipicamente, continuada no
meio HAT durante varios dias até varias semanas, o tempo sendo su-
ficiente para permitir que todas as outras células, com a exceg¢ao do
hibridoma desejado (células ndo fundidas), morram. Ent&o, a diluigao
limitativa padrao pode ser realizada para triagem e clonagem da célula
que produz o anticorpo desejado.

[00420] Além do método acima, em que um animal ndo humano é
imunizado com um antigeno para preparo de hibridoma, linfocitos hu-
manos, tais como aqueles infectados pelo virus EB, podem ser imuni-
zados com um peptideo, células que expressam o peptideo ou seus
lisatos in vitro. Entao, os linfécitos imunizados podem ser fundidos com
células de mieloma derivadas de seres humanos que sdo capazes de
divisdo indefinidamente, tal como U266, para proporcionar um hibri-
doma que produz um anticorpo humano desejado que € capaz de se

ligar ao peptideo (Pedido de Patente Japonés Publicado Nao Exami-
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nado n? Sho 63-17688).

[00421] Os hibridomas obtidos podem, entdo, ser subsequentemen-
te transplantados para a cavidade abdominal de um camundongo e as
ascitas extraidas. Os anticorpos monoclonais obtidos podem ser purifi-
cados, por exemplo, por meio de precipitacdo com sulfato de aménio,
uma coluna de proteina A ou proteina G, cromatografia de troca iénica
DEAE ou uma coluna de afinidade a qual o peptideo da presente in-
vencao esta acoplado. Um anticorpo da presente invengcao pode ser
usado ndo apenas para purificacdo e detecgcdo de um peptideo da
presente invengdo, mas também como um candidato para agonistas e
antagonistas de um peptideo da presente invengao.

[00422] Alternativamente, uma célula imune, tal como um linfécito
imunizado, que produz anticorpos pode ser imortalizada por um onco-
gene e usada para preparo de anticorpos monoclonais.

[00423] Anticorpos monoclonais assim obtidos podem ser também
preparados recombinantemente usando técnicas de engenharia gené-
tica (vide, por exemplo, Borrebaeck e Larrick, "Therapeutic Monoclonal
Antibodies", publicado no Reino Unido por MacMillan Publishers LTDA.
(1990)). Por exemplo, um DNA que codifica um anticorpo pode ser
clonado a partir de uma célula imune, tal como um hibridoma ou um
linfécito imunizado que produz o anticorpo, inserido em um vetor apro-
priado e introduzido em células hospedeiras para preparar um anticor-
po recombinante. A presente invengao fornece também anticorpos re-
combinantes preparados conforme descrito acima.

[00424] Um anticorpo da presente invengao pode ser um fragmento
de um anticorpo ou anticorpo modificado, contanto que ele se ligue a
um ou mais dos peptideos da invencéo. Por exemplo, o fragmento de
anticorpo pode ser Fab, F(ab')2, Fv ou Fv de cadeia unica (scFv), no
qual fragmentos Fv de cadeias H e L sao ligados por um ligante apro-
priado (Huston et al., Proc Natl Acad Sci USA 85: 5879-83 (1988)).
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Mais especificamente, um fragmento de anticorpo pode ser gerado por
meio de tratamento de um anticorpo com uma enzima, tal como papa-
ina ou pepsina. Alternativamente, um gene que codifica o fragmento
de anticorpo pode ser construido, inserido em um vetor de expressao
e expresso em uma célula hospedeira apropriada (vide, por exemplo,
Co et al., J Immunol 152: 2968-76 (1994); Better e Horwitz, Methods
Enzymol 178: 476-96 (1989); Pluckthun e Skerra, Methods Enzymol
178: 497-515 (1989); Lamoyi, Methods Enzymol 121: 652-63 (1986);
Rousseaux et al., Methods Enzymol 121: 663-9 (1986); Bird e Walker,
Trends Biotechnol 9: 132-7 (1991)).

[00425] Um anticorpo pode ser modificado por meio de conjugacao
com uma variedade de moléculas, tal como polietileno glicol (PEG). A
presente invencao fornece tais anticorpos modificados. O anticorpo modi-
ficado pode ser obtido por meio de modificacdo quimica de um anticorpo.
Estes métodos de modificacdo sdo convencionais ho campo.

[00426] Alternativamente, um anticorpo da presente invengao pode
ser obtido como um anticorpo quimérico, entre uma regiao variavel de-
rivada de anticorpo ndo humano e a regido constante derivada de anti-
corpo humano ou como um anticorpo humanizado, incluindo a regiao
de determinagdo de complementaridade (Complementarity Determi-
ning Region - CDR) derivada de anticorpo ndo humano, a regiao de
framework (FR) e a regido constante derivada de anticorpo humano.
Tais anticorpos podem ser preparados acordo com tecnologia conhe-
cida. Humanizacao pode ser realizada substituindo CDRs ou sequén-
cias de CDRs de roedor pelas sequéncias correspondentes de um an-
ticorpo humano (vide, por exemplo, Verhoeyen et al., Science 239:
1534-1536 (1988)). Consequentemente, tais anticorpos humanizados
sdo anticorpos quiméricos, em que substancialmente menos do que
um dominio variavel humano intacto tenha sido substituido pela se-

guéncia correspondente de uma espécie hao humana.
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[00427] Anticorpos completamente humanos incluindo regides vari-
aveis humanas, além das regides de framework e constante humanas,
também podem ser usados. Tais anticorpos podem ser produzidos
usando varias técnicas conhecidas no campo. Por exemplo, métodos
in vitro envolvem o uso de bibliotecas recombinantes de fragmentos de
anticorpo humano visualizadas sobre bacteriéfagos (por exemplo, Ho-
ogenboom & Winter, J. Mol. Biol. 227: 381 (1991). Similarmente, anti-
corpos humanos podem ser produzidos introduzindo /oci de imunoglo-
bulinas humanas em animais transgénicos, por exemplo, camundon-
gos, nos quais os genes de imunoglobulina endégenos tenham sido
parcial ou completamente inativados. Esta abordagem é descrita, por
exemplo, nas Patentes US Nos. US 6.150.584, 5.545.807; 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016.

[00428] Anticorpos obtidos conforme acima pode ser purificados até
a homogeneidade. Por exemplo, a separacao e purificacdo do anticor-
po podem ser realizadas de acordo com os métodos de separacao e
purificagdo usados para proteinas em geral. Por exemplo, o anticorpo
pode ser apropriadamente separado e isolado mediante uso selecio-
nado e combinado de cromatografias em coluna, tais como cromato-
grafia de afinidade, filtragdo, ultrafiltracdo, dessalinizacao, dialise, ele-
troforese em gel de poliacrilamida SDS e focalizagao isoelétrica ("Anti-
bodies: A Laboratory Manual", Ed Harlow e David Lane, Cold Spring
Harbor Laboratory (1988)), porém sem limitagdes aos mesmos. Uma
coluna de proteina A e coluna de proteina G podem ser usadas como
a coluna de afinidade. Colunas de proteina A exemplificativas a serem
usadas incluem, por exemplo, Hyper D, POROS e Sepharose F.F.
(Pharmacia).

[00429] Exemplos de técnicas cromatograficas adequadas, exceto
cromatografia de afinidade incluem, por exemplo, cromatografia de

troca idnica, cromatografia hidrofébica, filtracdo em gel, cromatografia
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em fase reversa, cromatografia de adsorgao e similares ("Strategies for
Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course Manu-
al", Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1996)). Os procedimentos cromatograficos podem ser conduzidos por
meio de cromatografia em fase liquida, tal como HPLC e FPLC.
[00430] Por exemplo, medi¢cdo de absorbancia, ensaio imunoabsor-
vente ligado a enzima (ELISA), imunoensaio enzimatico (EIA), ra-
dioimunoensaio (RIA) e/ou imunofluorescéncia podem ser usados para
medir a atividade de ligagdo a antigeno do anticorpo da invengédo. Em
ELISA, o anticorpo da presente invengédo € imobilizado sobre uma |a-
mina, um peptideo da invencédo € aplicado a lamina e, entdo, uma
amostra contendo um anticorpo desejado, tal como sobrenadante de
cultura de células que produzem anticorpo ou anticorpos purificados, é
aplicada. Entdo, um anticorpo secundario que reconhece o anticorpo
primario e € marcado com uma enzima, tal como fosfatase alcalina, é
aplicado e a lamina é incubada. Em seguida, apo6s lavagem, um subs-
trato enzimatico, tal como fosfato de p-nitrofenila, é adicionado a lami-
na e a absorbancia é medida para avaliar a atividade de ligagao a an-
tigeno da amostra. Um fragmento do peptideo, tal como um fragmento
C-terminal ou N-terminal, pode ser usado como o antigeno para avaliar
a atividade de ligacdo do anticorpo. BlAcore (Pharmacia) pode ser
usado para avaliar a atividade do anticorpo de acordo com a presente
invencao.

[00431] Os métodos acima permitem a detec¢do ou medicdo de um
peptideo da invengdo mediante exposi¢ado de um anticorpo da inven-
¢ao a uma amostra que se presume conter um peptideo da invencéao e
deteccédo ou medicdo do complexo imune formado pelo anticorpo e o
peptideo.

[00432] Em virtude do fato de que o método de detecgcdo ou medi-

cao do peptideo de acordo com a invengcao pode detectar ou medir
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especificamente um peptideo, o0 método pode encontrar uso em uma
variedade de experimentos nos quais o peptideo é usado.

Xlll. Vetores e Células Hospedeiras

[00433] A presente invencdo fornece também vetores e células
hospedeiras nos quais um nucleotideo que codifica um peptideo da
presente invengado é introduzido. Um vetor da presente invengdo en-
contra utilidade como um veiculo de nucleotideos, especialmente um
DNA, da presente invencao em célula hospedeira, para expressar um
peptideo da presente invencdo ou administrar um nucleotideo da pre-
sente invengao para terapia génica.

[00434] Quando E. coli é selecionada como a célula hospedeira e o
vetor € amplificado e produzido em uma grande quantidade em E. coli
(por exemplo, JM109, DH5 alfa, HB101 ou XL1Blue), o vetor devera
ter uma "ori" adequada para amplificacdo em E. coli e um gene marca-
dor adequado para selegéo de E. coli transformada (por exemplo, um
gene de resisténcia a farmacos selecionado por um farmaco, tal como
ampicilina, tetraciclina, canamicina, cloranfenicol ou similar). Por
exemplo, vetores da série M13, vetores da série pUC, pBR322, pBlu-
escript, pCR-Script, etc., podem ser usados. Além disso, pGEM-T,
pDIRECT e pT7 também podem ser usados para subclonagem e ex-
tracdo de cDNA, bem como os vetores descritos acima. Quando um
vetor é usado para produzir a proteina da presente invengao, um vetor
de expressao pode encontrar uso. Por exemplo, um vetor de expres-
sao a ser expresso em E. coli devera ter as caracteristicas acima para
ser amplificado em E. coli. Quando E. coli, tal como JM109, DH5 alfa,
HB101 ou XL1 Blue, € usada como uma célula hospedeira, o vetor de-
vera ter um promotor, por exemplo, promotor lacZ (Ward et al., Nature
341: 544-6 (1989); FASEB J 6: 2422-7 (1992)), promotor araB (Better
et al., Science 240: 1041-3 (1988)), promotor T7 ou similar, que podem

expressar eficientemente o gene desejado em E. coli. A este respeito,
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pGEX-5X-1 (Pharmacia), "QlAexpress System" (Qiagen), pEGFP e
pET (neste caso, o hospedeiro é, de preferéncia, BL21, o qual expres-
sa RNA polimerase T7), por exemplo, podem ser usados em vez dos
vetores acima. Adicionalmente, o vetor pode conter também uma se-
guéncia sinalizadora para secrecédo de peptideo. Uma sequéncia sina-
lizadora exemplificativa que direciona o peptideo a ser secretado para
o periplasma de E. coli é a sequéncia sinalizadora pelB (Lei et al., J
Bacteriol 169: 4379 (1987)). Meios para introdugdo dos vetores nas
células hospedeiras alvo incluem, por exemplo, o método com cloreto
de calcio e o método de eletroporacao.

[00435] Além de E. coli, por exemplo, vetores de expressao deriva-
dos de mamiferos (por exemplo, pcDNA3 (Invitrogen) e pEGF-BOS
(Nucleic Acids Res 18(17): 5322 (1990)), pEF, pCDM8), vetores de
expressao derivados de células de insetos (por exemplo, "Bac-To-BAC
Baculovirus Expression System" (GIBCO BRL), pBacPAKS), vetores
de expressao derivados de plantas (por exemplo, pMH1, pMH2), veto-
res de expressao derivados de virus animais (por exemplo, pHSV,
pMV, pAdexLcw), vetores de expressido derivados de retrovirus (por
exemplo, pZlpneo), vetor de expressao derivado de levedura (por
exemplo, "Pichia Expression Kit" (Invitrogen), pNV11, SP-Q01) e veto-
res de expressao derivados de Bacillus subtilis (por exemplo, pPL608,
pKTHS50) podem ser usados para producao do polipeptideo da presen-
te invencao.

[00436] De forma a expressar o vetor em células de animais, tais
como células CHO, COS ou NIH3T3, o vetor devera ter um promotor
necessario para expressao em tais ceélulas, por exemplo, o promotor
SV40 (Mulligan et al., Nature 277: 108 (1979)), o promotor MMLV-LTR,
o promotor EF1 alfa (Mizushima et al., Nucleic Acids Res 18: 5322
(1990)), o promotor CMV e similares e, de preferéncia, um gene mar-

cador para selecéo de transformantes (por exemplo, um gene de resis-
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téncia a farmaco selecionado por um farmaco (por exemplo, neomici-
na, G418)). Exemplos de vetores conhecidos com estas caracteristicas
incluem, por exemplo, pMAM, pDR2, pBK-RSV, pBK-CMV, pOPRSV e
pOP13.

[00437] Daqui em diante, a presente invencao é descrita em maio-
res detalhes com referéncia aos Exemplos. No entanto, embora os
materiais, métodos e exemplos a seguir possam servir para ajudar
aqueles versados na técnica na fabricacdo e uso de determinadas
modalidades da presente invencao, eles se destinam apenas a ilustrar
aspectos da presente invengao e, assim, nio limitam de nenhum al-
gum o ambito da presente invencdo. Conforme aqueles versados na
técnica reconhecerdo facilmente, métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles descritos aqui podem ser usados na pratica ou
testagem da presente invengao.

Exemplos
Materiais e Métodos

Linhagens de Células
[00438] TISI, uma linhagem de células linfoblastoide HLA-A*2402
positiva, foi adquirida da IHWG Cell and Gene Bank (Seattle, WA). T2,

uma linhagem de células B linfoblastoides HLA-A*0201-positiva e

COS7, uma linhagem de células de rim de macaco verde Africano, fo-
ram adquiridas da ATCC.

Selecao de peptideos candidatos derivados de TOPK

[00439] Peptideos de 9 meros e 10 meros derivados de TOPK
(Acesso GenBank No. NM_018492; por exemplo, SEQ ID No: 85) que

se ligam a qualquer um ou ambos de uma molécula de HLA-A*2402 e

HLA-A*0201, foram previstos usando o servidor de previsao de ligacao
"NetMHC3.0" (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/) (Buus et al.
(Tissue Antigens., Novembro de 2003, 62(5): 378-84, 2003), Nielsen et
al. (Protein Sci., Maio de 2003, 12(5): 1007-17, Bioinformatics, 12 de
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Junho de 2004, 20(9): 1388-97)). Estes peptideos foram sintetizados
pela Biosynthesis (Lewisville, Texas) de acordo com um método pa-
dréo de sintese em fase solida e purificados por meio de cromatografia
de liquido de alto desempenho (High Performance Liquid Chromato-
graphy - HPLC) em fase reversa. A pureza (>90%) e a identidade dos
peptideos foram determinadas por meio de HPLC analitica e analise
por espectrometria de massa, respectivamente. Os peptideos foram
dissolvidos em sulféxido de dimetila a 20 mg/mL e armazenados a
-80°C.

Inducdo de CTLs in vitro

[00440] Células dendriticas (Dendritic Cells - DCs) derivadas de

mondcitos foram usadas como células que apresentam antigeno para

induzir a respostas de linfocitos T citotoxicos (Cytotoxic T Lymphocyte
- CTL) contra peptideos apresentados sobre antigeno leucocitario hu-
mano (Human Leukocyte Antigen - HLA). DCs foram geradas in vitro
conforme descrito alhures (Nakahara S et al., Cancer Res, 15 de Julho
de 2003, 63(14): 4112-8). Especificamente, células mononucleares de
sangue periférico isoladas de um voluntario normal (HLA-A*2402 posi-
tivo ou HLA-A*0201 positivo) por meio de solugédo Ficoll-Paque Plus
(Pharmacia) foram separadas pela aderéncia a um disco de cultura
tecidual de plastico (Becton Dickinson) de modo a enriquecé-las como
a fracdo de mondcitos. A populagdo enriquecida em mondcitos foi cul-
tivada na presenca de 1000 U/mL de fator de estimulagao de coldnias
de granulécitos-macréfagos  (Granulocyte-Macrophage  Colony-
Stimulating Factor - GM-CSF) (R&D System) e 1000 U/mL de interleu-
cina (IL)-4 (R&D System) em Meio AIM-V (Invitrogen) contendo soro
autologo (Autologous Serum - AS) termicamente inativado a 2%. Apos
7 dias de cultura, as DCs induzidas por citocina receberam um pulso
com 20 pug/mL de cada um dos peptideos sintetizados na presenca de

3 Mg/mL de beta-2-microglobulina por 3 horas a 37 °C em Meio AIM-V.
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As células geradas pareciam expressar moléculas associadas a DC,
tais como CD80, CD83, CD86 e classe Il do HLA, sobre suas superfi-
cies celulares (dados ndo mostrados). Estas DCs que receberam pulso
com peptideo foram, entdo, inativadas por irradiagdo de raios X (20
Gy) e misturadas em uma proporgao de 1:20 com células T CD8+ au-
télogas, obtidas por meio de sele¢do positiva com o kit CD8 Positive
Isolation (Dynal). Estas culturas foram colocadas em laminas com 48
cavidades (Corning); cada cavidade contendo 1,5 X 10* DCs que re-
ceberam pulso com peptideo, 3 X 10° células T CD8+ e 10 ng/mL de
IL-7 (R&D System) em 0,5 mL de meio AIM-V/AS a 2%. Trés dias de-
pois, estas culturas foram suplementadas com IL-2 (CHIRON) até uma
concentracao final de 20 Ul/mL. Nos Dias 7 e 14, as células T foram
estimuladas ainda mais com as DCs autdlogas que receberam pulso
com peptideo. As DCs foram preparadas cada vez da mesma maneira
descrita acima. CTLs foram testados contra células TISI que recebe-
ram pulso com peptide ou células T2 apds o 3° ciclo de estimulacéo
com peptideo no Dia 21 (Tanaka H et al., Br J Cancer, 5 de Janeiro de
2001, 84(1): 94-9; Umano Y et al., Br J Cancer, 20 de Abril de 2001,
84(8): 1052-7; Uchida N et al., Clin Cancer Res, 14 de Dezembro de
2004, 10(24): 8577-86; Suda T et al., Cancer Sci, Maio de 2006, 97(5):
411-9; Watanabe T et al., Cancer Sci, Agosto de 2005, 96(8): 498-
506).

Procedimento de Expansio de CTL

[00441] CTLs foram expandidos em cultura usando o método simi-
lar aquele descrito por Riddell et al. (Walter EA et al., N Engl J Med, 19
de Outubro de 1995, 333(16): 1038-44; Riddell SR et al., Nat Med, Fe-
vereiro de 1996, 2(2): 216-23). Um total de 5 X 10* CTLs foram sus-
pensos em 25 mL de meio AIM-V/AS a 5% com 2 tipos de linhagens
de células B linfoblastoides humanas, inativadas por Mitomicina C, na

presenca de 40 ng/ml de anticorpo monoclonal anti-CD3 (Pharmin-
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gen). Um dia ap0s inicio das culturas, 120 Ul/mL de IL-2 foram adicio-
nados as culturas. As culturas foram alimentadas com meio AIM-V/AS
a 5% fresco contendo 30 Ul/mL de IL-2 nos Dias 5, 8 e 11 (Tanaka H
et al., Br J Cancer, 5 de Janeiro de 2001, 84(1): 94-9; Umano Y et al,,
Br J Cancer, 20 de Abril de 2001, 84(8): 1052-7; Uchida N et al., Clin
Cancer Res, 15 de Dezembro de 2004, 10(24): 8577-86; Suda T et al.,
Cancer Sci, Maio de 2006, 97(5): 411-9; Watanabe T et al., Cancer
Sci, Agosto de 2005, 96(8): 498-5006).

Estabelecimento de clones de CTL

[00442] As diluicbes foram feitas para obter 0,3, 1, e 3
CTLs/cavidade em laminas de microtitulacdo de fundo redondo com 96
cavidades (Nalge Nunc International). CTLs foram cultivados com 1 X
10* células/cavidade de 2 tipos de linhagens de células linfoblastoides
B humanas, 30 ng/ml de anticorpo anti-CD3 e 125 U/ml de IL-2 em um
total de 150 plL/cavidade de Meio AIM-V contendo AS a 5%. 50
pL/cavidade de IL-2 foram adicionados ao meio 10 dias depois, de
modo a atingir uma concentragao final de 125 U/ml de IL-2. A atividade
de CTL foi testada no 142 dia e clones de CTL foram expandidos
usando o mesmo método conforme descrito acima (Uchida N et al.,
Clin Cancer Res, 15 de Dezembro de 2004, 10(24): 8577-86; Suda T
et al., Cancer Sci, Maio de 2006, 97(5): 411-9; Watanabe T et al., Can-
cer Sci, Agosto de 2005, 96(8): 498-506).

Atividade especifica de CTL

[00443] Para examinar a atividade especifica de CTL, ensaio ELIS-

POT de IFN-gama e ELISA de IFN-gama foram realizados. Células
TISI ou c¢élulas T2 que receberam pulso com peptideo (1 X
10%/cavidade) foram preparadas como células estimuladoras. Células
cultivadas em uma placa com 48 cavidades, linhagens de CTL e clo-
nes de CLT foram usados como células respondedoras. O ensaio
ELISPOT de IFN-gama e ELISA de IFN-gama foram realizados se-
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gundo o procedimento dos fabricantes.

Estabelecimento das células que expressam forcadamente um ou am-
bos do gene alvo e HLA-A24 ou HLA-A2

[00444] O cDNA que codifica um quadro de leitura aberta de genes
alvo, HLA-A*2402 ou HLA-A*2401 foi amplificado por meio de PCR. O

produto amplificado por PCR foi clonado em um vetor de expresséo.

Os plasmideos foram transfectados em COS7, a qual € a linhagem de
gene alvo nulo, HLA-A*0201-nula e HLA-A*2402-nula usando Lipofec-
tamine 2000 (Invitrogen) de acordo com o procedimento recomendado
pelo fabricante. Depois de 2 dias apo6s transfecgcdo, as células trans-
fectadas foram coletadas com Versene (Invitrogen) e usadas como as
células estimuladoras (5 X 10* células/cavidade) para o ensaio de ati-
vidade de CTL.

Capacidade de CTL de reconhecer a linhagem de célula alvo que ex-
pressa endogenamente TOPK e HLA-A*2402 ou HLA-A*0201

[00445] O clone de CTL foi examinado quanto a sua capacidade de

reconhecer a célula alvo que expressa endogenamente TOPK e HLA-
A*2402 ou HLA-A*0201. O clone de CTL estabelecido foi cultivado
com linhagens de células alvo (5 X 10%/cavidade) durante a noite. Apos
incubacao, o IFN-gama no meio de cultura foi medido por ELISA. ELI-
SA de IFN-gama foi realizado segundo o procedimento do fabricante.
Resultados

Expressao aumentada de TOPK em canceres

[00446] Os dados de perfil de expressdao génica amplo obtidos a
partir de varios canceres usando microarranjo de cDNA revelaram que
expressdo de TOPK (Acesso GenBank N° NM_018492, por exemplo,
SEQ ID NO: 85) estava especificamente elevada em tecidos de cancer
quando comparado com o tecido normal correspondente. Expresséao
de TOPK estava validamente elevada em 1 de 15 AML, 15 de 18 can-

ceres de bexiga, 36 de 40 canceres de mama, 2 de 6 canceres cervi-
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cais, 6 de 6 carcinomas colangiocelulares, 2 de 6 canceres colo-retais,
1 de 1 cancer gastrico de tipo difuso, 5 de 5 NSCLCs, 1 de 2 linfomas,
7 de 11 osteossarcomas, 12 de 19 canceres de préstata, 3 de 12 car-

cinomas renais, 14 de 14 SCLCs e 15 de 29 tumores de tecido moles

(Tabela 1).
Tabela 1
Cancer/Tumor Proporcao
AML 1/15
Cancer de bexiga 15/18
Cancer de mama 36/40
Cancer cervical 2/6
Carcinoma colangiocelular 6/6
Cancer colo-retal 2/6
Cancer gastrico de tipo difuso 1/1
NSCLC 5/5
Linfoma 1/2
Osteossarcoma 7111
Cancer de préstata 12/19
Carcinoma renal 3/12
SCLC 14/14
Tumor de tecidos moles 15/29

Previsdo de peptideos que se ligam ao HLA-A24 derivados de TOPK

[00447] As Tabelas 2a e 2b mostram a ligagdo de peptideos de
TOPK de 9 meros e 10 meros na ordem de alta afinidade de ligacéao
ao HLA-A24. Um total de 41 peptideos tendo capacidade potencial de
ligacdo ao HLA-A0224 foram selecionados e examinados para deter-
minar os peptideos epitopicos.

Tabela 2a

Peptideos de 9 meros que se ligam ao HLA-A24 derivados de TOPK

Posicao inicial | Sequéncia de aminoacidos Kd (nM) SEQ ID NO
289 SYQKVIELF 21 1
230 IFAFGLTLW 363 2
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Posicao inicial | Sequéncia de aminoacidos Kd (nM) SEQ ID NO
130 RYKASQDPF 451 3
237 LWEMMTLSI 1351 4
155 KYLHQEKKL 1906 5
232 AFGLTLWEM 3946 6
174 VIKGDFETI 4496 7
73 HYRSVYQKR 4663 8
235 LTLWEMMTL 4781 9
19 SVLCSTPTI 6522 10
205 CYIGTEPWK 7254 11
77 VYQKRLMDE 8604 12
270 AYYAALGTR 8621 13
58 HSPWAVKKI 9096 14
81 RLMDEAKIL 12527 15
278 RPPINMEEL 19706 16
183 KICDVGVSL 25266 17
227 KADIFAFGL 25408 18
13 LSEKKKSVL 26380 19
146 VALNMARGL 26693 20
140 AAIILKVAL 28349 21
103 FTEANDGSL 29275 22
105 EANDGSLCL 29821 23
118 GGEKSLNDL 35171 24

Tabela 2b

Peptideos de 10 meros que se ligam ao HLA-A24 derivados de TOPK

Posicao inicial |Sequéncia de aminoacidos| Kd (nM) |[SEQ ID NO
31 ASPFMQKLGF 4764 25
155 KYLHQEKKLL 8099 26
288 ESYQKVIELF 9466 27
289 SYQKVIELFS 9631 28
130 RYKASQDPFP 9917 29
47 YLMKRSPRGL 10978 30
73 HYRSVYQKRL 11919 31
102 AFTEANDGSL 14375 32
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Posicéo inicial |Sequéncia de aminoacidos| Kd (nM) |[SEQ ID NO

39 GFGTGVNVYL 21925 33

4 ISNFKTPSKL 21974 34

77 VYQKRLMDEA 23521 35

241 MTLSIPHINL 27049 36

12 KLSEKKKSVL 28153 37

148 LNMARGLKYL 30397 38

145 KVALNMARGL 32052 39

114 AMEYGGEKSL 32705 40
[00448] Posigao inicial indica o numero de residuo de aminoacido

do N-terminal de TOPK. A dissociacédo constante [Kd(nM)] é derivada
de "NetMHC 3.0".

Previsédo de peptideos que se ligam ao HLA-AQ2 derivados de TOPK
[00449]

TOPK de 9 meros e 10 meros, respectivamente, na ordem de alta afi-

As Tabelas 3a e 3b mostram a ligacdo de peptideos de

nidade de ligagao ao HLA-AO02. Um total de 44 peptideos tendo capa-
cidade potencial de ligagdo ao HLA-A02 foram selecionados e exami-

nados para determinar os peptideos epitdpicos.

Tabela 3a
Peptideos de 9 meros que se ligam ao HLA-A02 derivados de TOPK
Posicao inicial |[Sequéncia de aminoacidos| Kd (nM) |[SEQ ID NO
55 GLSHSPWAV 13 41
240 MMTLSIPHI 37 42
34 FMQKLGFGT 76 43
236 TLWEMMTLS 150 44
19 SVLCSTPTI 230 45
134 SQDPFPAAI 238 46
183 KICDVGVSL 415 47
81 RLMDEAKIL 470 48
149 NMARGLKYL 524 49
235 LTLWEMMTL 648 50
12 KLSEKKKSV 775 51
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Posicéo inicial |Sequéncia de aminoacidos| Kd (nM) |[SEQ ID NO
227 KADIFAFGL 1542 52
285 ELDESYQKV 1902 53
47 YLMKRSPRG 2476 54
310 SAAHIVEAL 3199 55
132 KASQDPFPA 3496 56
242 TLSIPHINL 3753 57
156 YLHQEKK1.L 4077 58
138 FPAAIILKV 4228 59
142 [ILKVALNM 4330 60
Tabela 3b

Peptideos de 10 meros que se ligam ao HLA-A02 derivados de TOPK

Posicédo inicial |Sequéncia de aminoacidos| Kd (nM) [SEQ ID NO
190 SLPLDENMTV 30 61
236 TLWEMMTLSI 32 62
231 FAFGLTLWEM 41 63
47 YLMKRSPRGL 64 64
234 GLTLWEMMTL 74 65
239 EMMTLSIPHI 93 66
290 YQKVIELFSV 101 67
37 KLGFGTGVNV 192 68
20 VLCSTPTINI 290 69
241 MTLSIPHINL 310 70
272 YAALGTRPPI 1347 71
88 ILKSLHHPNI 1656 72
81 RLMDEAKILK 1720 73
313 HIVEALETDV 2345 74
54 RGLSHSPWAV 2364 75
142 [ILKVALNMA 2428 76
35 MQKLGFGTGV 2432 77
110 SECLAMEYGG 3236 78
223 VITDKADIFA 3422 79
274 ALGTRPPINM 3575 80
173 VVIKGDFETI 3955 81
141 AHLKVALNM 4247 82
292 KVIELFSVCT 4637 83
180 ETIKICDVGV 4911 84

[00450] Posigao inicial indica o numero de residuo de aminoacido

do N-terminal de TOPK. A dissociagcdo constante [Kd(nM)] é derivada
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de "NetMHC 3.0".

Inducdo de CTL com os peptideos previstos de TOPK restrito ao HLA-
A*2402

[00451] CTLs para aqueles peptideos derivados de TOPK foram

gerados de acordo com os protocolos conforme descrito em "Materiais
e Métodos". Atividade especifica de CTL para o peptideo foi detectada
por meio do ensaio ELISPOT de IFN-gama (Figura 1). A cavidade nu-
mero #8 com TOPK-A24-9-230 (SEQ ID NO: 2) (a), #3 com TOPK-
A24-9-130 (SEQ ID NO: 3) (b), #3 com TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO:
6) (c), #2 com TOPK-A24-10-288 (SEQ ID NO: 27) (d) and #4 com
TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) (e) demonstrou produgao potente
de IFN-gama quando comparado com as cavidades de controle. Por
outro lado, nenhuma atividade especifica de CTL foi detectada por
meio de estimulagdo com outros peptideos mostrados nas Tabelas 2a
e 2b, embora estes peptideos tivessem possivel atividade de ligagao
ao HLA-A*2402. Conforme é tipico de dados negativos, nenhuma pro-
ducéo de IFN-gama especifica foi observada a partir de CTL estimula-
do com TOPK-A24-9-289 (SEQ ID NO: 1) (f). Tomados em conjunto,
estes resultados sugerem que os 5 peptideos selecionados derivados
de TOPK poderiam induzir a CTLs potentes.

Inducéo de CTL com peptideos previstos a partir de TOPK restrito ao
HLA-A*0201

[00452] A atividade de CTL especifica dos peptideos foi detectada
pelo ensaio ELISPOT de IFN-gama (Figura 2). A cavidade numero #7
com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) (a), #4 com TOPK-A02-9-19
(SEQ ID NO: 45) (b), #2 com TOPK-A02-9-183 (SEQ ID NO: 47) (c),
#8 com TOPK-A02-9-235 (SEQ ID NO: 50) (d), #4 com TOPK-A02-9-
12 (SEQ ID NO: 51) (e), #3 com TOPK-A02-9-285 (SEQ ID NO: 53) (f),
#3 com TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54) (g), #5 com TOPK-A02-10-
236 (SEQ ID NO: 62) (h), #3 com TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63)
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(i), #8 com TOPK-A02-10-47 (SEQ ID NO: 64) (j), #1 com TOPK-A02-
10-239 (SEQ ID NO: 66) (k), #1 com TOPK-A02-10-272 (SEQ ID NO:
71) (1), #4 com TOPK-A02-10-88 (SEQ ID NO: 72) (m) e #4 com
TOPK-A02-10-142 (SEQ ID NO: 76) (n) demonstrou produgao potente
de IFN-gama quando comparado com as cavidades de controle. Por
outro lado, nenhuma atividade de CTL especifica foi detectada por es-
timulagdo com outros peptideos mostrados nas Tabelas 3a e 3b, em-
bora os peptideos tivessem possivel atividade de ligacdo ao HLA-
A*0201. Conforme é tipico de dados negativos, nenhuma producgéo de
IFN-gama especifica foi observada a partir de CTL estimulado com
TOPK-A02-9-55 (SEQ ID NO: 41) (0). Tomados em conjunto, estes
resultados sugerem que os 14 peptideos selecionados derivados de
TOPK poderiam induzir a CTLs potentes.

Estabelecimento de linhagem e clone de CTL contra peptideo derivado
de TOPK

[00453] As células na cavidade numero #8 com TOPK-A24-9-230
(SEQ ID NO: 2) (a), #3 com TOPK-A24-9-130 (SEQ ID NO: 3) (b), #3
com TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO: 6) (c), #2 com TOPK-A24-10-288
(SEQ ID NO: 27) (d) e #4 com TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) (e)

que mostraram atividade de CTL especifica de peptideos através do

um ensaio ELISPOT de IFN-gama foram expandidas e estabelecidas
nas linhagens de CTL. Atividades de CTL destas linhagens de CTL
foram medidas por ELISA de IFN-gama (Figura 3). Linhagens de CTL
demonstraram produgao potente de IFN-gama contra células alvo que
receberam um pulso com o peptideo correspondente quando compa-
rado com as células alvo sem pulso de peptideo. Além disso, os clo-
nes de CTL foram estabelecidos por diluicdo limitativa a partir das li-
nhagens de CTL, conforme descrito em "Materiais e Métodos", e a
producdo de IFN-gama a partir dos clones de CTL contra células TISI

que receberam um pulso com o peptideo correspondente foi medida
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por ELISA de IFN-gama. Uma producdo potente de IFN-gama foi ob-
servada a partir dos clones de CTL estimulados com TOPK-A24-9-130
(SEQ ID NO: 3) (a), TOPK-A24-10-288 (SEQ ID NO: 27) (b) e TOPK-
A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) (c) (Figura 4).

[00454] As células na cavidade numero #7 com TOPK-A02-9-240
(SEQ ID NO: 42) (a), #4 com TOPK-A02-9-19 (SEQ ID NO: 45) (b), #8
com TOPK-A02-9-235 (SEQ ID NO: 50) (c), #4 com TOPK-A02-9-12
(SEQ ID NO: 51) (d), #3 com TOPK-A02-9-285 (SEQ ID NO: 53) (e), #3
com TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54) (f), #5 com TOPK-A02-10-236
(SEQ ID NO: 62) (g), #3 com TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63) (h),
#8 com TOPK-A02-10-47 (SEQ ID NO: 64) (i), #1 com TOPK-A02-10-
239 (SEQ ID NO: 66) (j) e #4 com TOPK-A02-10-88 (SEQ ID NO: 72)
(k) que mostraram atividade de CTL especifica de peptideos por um en-
saio ELISPOT de IFN-gama foram expandidas e estabelecidas em Ii-
nhagens de CTL. As atividades de CTL destas linhagens de CTL foram
medidas pelo ELISA de IFN-gama (Figura 5). Linhagens de CTL de-
monstraram producao potente de IFN-gama contra células alvo que re-
ceberam um pulso com o peptideo correspondente quando comparado
com as células alvo sem pulso de peptideo. Além disso, os clones de
CTL foram estabelecidos por dilui¢ao limitativa a partir das linhagens de
CTL, conforme descrito em "Materiais e Métodos", e a producao de IFN-
gama a partir dos clones de CTL contra células T2 que receberam um
pulso com o peptideo correspondente foi medida por ELISA de IFN-
gama . Uma producédo potente de IFN-gama foi observada a partir dos
clones de CTL estimulados com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO:-42) (a)
e TOPK-A02-9-285 (SEQ ID NO:-53) (b) (Figura 6).

Atividade especifica de CTL contra células alvo que expressam TOPK
e HLA-A*2402 ou HLA-A*0201

[00455] O clone de CTL estabelecido estimulado contra o peptideo
TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) foi examinado quanto a capacida-
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de de reconhecer células alvo que expressam TOPK e a molécula de
HLA-A*0202. Células COS transfectadas com o TOPK de comprimen-
to completo e o gene de HLA-A*2402 (um modelo especifico para as
células alvo que expressam TOPK e o gene de HLA-A*2402) foram
preparadas como células estimuladoras e células COS7 transfectadas
com TOPK de comprimento completo ou HLA-A*2402 foram usadas
como os controles. Na Figura 7, o clone de CTL estimulado com
TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) mostrou atividade de CTL potente
contra células COS7 expressando TOPK e HLA- A*2402. Por outro
lado, nenhuma atividade de CTL especifica significativa foi detectada
contra os controles. Assim, estes dados demonstram claramente que o
peptideo TOPK-A24-10-289 (SEQ ID NO: 28) é endogenamente pro-
cessado e expresso sobre as células alvo, com a molécula de HLA-
A*240 e é reconhecido pelo CTL. A linhagem de CTL estabelecida es-
timulada contra o peptideo TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) foi
examinada quanto a capacidade de reconhecer células alvo que ex-
pressam TOPK e a molécula de HLA-A*0201. Células COS7 transfec-
tadas com TOPK de comprimento completo e o gene de HLA-A*0201 (
um modelo especifico para células alvo que expressam TOPK e o ge-
ne de HLA-A*0201) foram preparadas como células estimuladoras e
células COS7 transfectadas com TOPK de comprimento completo ou
HLA-A*0201 foram usadas como controles. Na Figura 8, a linhagem de
CTL estimulada com TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42) mostrou uma
potente atividade de CTL contra células COS7 que expressam tanto
TOPK quanto HLA-A*0201. Por outro lado, nenhuma atividade de CTL
especifica significativa foi detectada contra os controles. Assim, estes
dados demonstram claramente que o peptideo TOPK-A02-9-240 (SEQ
ID NO: 42) é endogenamente processado e expresso sobre as células
alvo com a molécula de HLA-A*0201 e é reconhecido pelo CTL. Estes

resultados indicam que estes peptideos derivados de TOPK pode es-
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tar disponiveis para aplicacdo em vacinas contra o cancer em pacien-
tes com tumores que expressam TOPK .

Analise de homologia de peptideos antigénicos

[00456] Os CTLs estimulados com TOPK-A24-9-230 (SEQ ID NO:
2), TOPK-A24-9-130 (SEQ ID NO: 3), TOPK-A24-9-232 (SEQ ID NO:
6), TOPK-A24-10-288 (SEQ ID NO: 27), TOPK-A24-10-289 (SEQ ID
NO: 28), TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42), TOPK-A02-9-19 (SEQ ID
NO: 45), TOPK-A02-9-183 (SEQ ID NO: 47), TOPK-A02-9-235 (SEQ
ID NO: 50), TOPK-A02-9-12 (SEQ ID NO: 51), TOPK-A02-9-285 (SEQ
ID NO: 53), TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54), TOPK-A02-10-236
(SEQ ID NO: 62), TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO: 63), TOPK-A02-10-
47 (SEQ ID NO: 64), TOPK-A02-10-239 (SEQ ID NO: 66), TOPK-A02-
10-272 (SEQ ID NO: 71), TOPK-A02-10-88 (SEQ ID NO: 72) ou
TOPK-A02-10-142 (SEQ ID NO: 76) mostraram atividade de CTL es-

pecifica e significativa. Este resultado pode ser em virtude do fato de

que estas sequéncias sao homologas ao peptideo derivado de outras
moléculas que sao conhecidas por sensibilizar o sistema imune huma-
no. Para excluir esta possibilidade, analises de homologia foram reali-
zadas para esta sequéncia peptidica usando, como consultas, o algo-

ritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi), o qual nao

revelou nenhuma sequéncia com homologia significativa. Os resulta-
dos de analises de homologia indicam que a sequéncia de TOPK-A24-
9-230 (SEQ ID NO: 2), TOPK-A24-9-130 (SEQ ID NO: 3), TOPK-A24-
9-232 (SEQ ID NO: 6), TOPK-A24-10-288 (SEQ ID NO: 27), TOPK-
A24-10-289 (SEQ ID NO: 28), TOPK-A02-9-240 (SEQ ID NO: 42),
TOPK-A02-9-19 (SEQ ID NO: 45), TOPK-A02-9-183 (SEQ ID NO: 47),
TOPK-A02-9-235 (SEQ ID NO: 50), TOPK-A02-9-12 (SEQ ID NO: 51),
TOPK-A02-9-285 (SEQ ID NO: 53), TOPK-A02-9-47 (SEQ ID NO: 54),
TOPK-A02-10-236 (SEQ ID NO: 62), TOPK-A02-10-231 (SEQ ID NO:
63), TOPK-A02-10-47 (SEQ ID NO: 64), TOPK-A02-10-239 (SEQ ID
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NO: 66), TOPK-A02-10-272 (SEQ ID NO: 71), TOPK-A02-10-88 (SEQ
ID NO: 72) e TOPK-A02-10-142 (SEQ ID NO: 76) sao singulares e,
assim, ha pouca possibilidade, até que se saiba, de que estas molécu-
las estimulem resposta imunoldgica ndo intencional a alguma molécula
nao relacionada. Em conclusdo, os novos peptideos epitdpicos de
HLA-A*024 ou HLA-AO2 derivados de TOPK identificados aqui podem
encontrar utilidade no campo de imunoterapia de cancer.

Aplicabilidade Industrial

[00457] A presente invencédo fornece novos TAAs, particularmente
aqueles derivados de TOPK, que podem induzir a respostas imunes
antitumor potentes e especificas e, assim, tém aplicabilidade a uma
ampla variedade de tipos de cancer. Tais TAAs podem encontrar uso
como vacinas peptidicas contra doencas associadas a TOPK, por
exemplo, cancer, mais particularmente leucemia mieloide aguda
(AML), cancer de bexiga, cancer de mama, cancer cervical, carcinoma
colangiocelular, cancer colo-retal, cancer gastrico difuso, cancer de
pulméo de células ndo pequenas (NSCLC), linfoma, osteossarcoma,
cancer de prostata, carcinoma renal, cancer de pulméao de células pe-
quenas (SCLC) e tumor de tecidos moles .

[00458] Embora a presente invencao tenha sido descrita aqui em
detalhes e com referéncia as modalidades especificas da mesma, de-
vera ser entendido que a descri¢ao precedente € de natureza exempli-
ficativa e explicativa e se destina a ilustrar a presente invencao e suas
modalidades preferidas. Através de experimentacgao de rotina, aqueles
versados na técnica reconhecerao facilmente que varias mudangas e
modificacbes podem ser feitas na mesma sem fugir do espirito e &mbi-
to da presente invengcao, as metas e limites da qual sao definidos pe-

las reivindicacbes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Composigédo para a inducdo de um CTL, caracterizada
pelo fato de que a composicdo compreende um peptideo consistindo
em uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 28, 2, 3, 6 e 27 em combinacdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

2. Uso de um peptideo consistindo em uma sequéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 28, 2,
3,6e27,

em combinag¢do com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel,

o referido uso caracterizado pelo fato de que é para a pre-
paracdo de uma composicao farmacéutica para tratamento de cancer,
ou indug&o de uma resposta imune contra o cancer.

3. Uso de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado pelo
fato de que a referida composicao farmacéutica € formulada para ad-
ministracdo a um individuo cujo antigeno HLA é HLA-A24.

4. Método in vitro para inducédo de uma APC com capacida-
de de inducdo de CTL, o dito método caracterizado pelo fato de que
compreende a etapa de:

contatar uma APC com um peptideo consistindo em uma
sequéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo nas SEQ
ID NOs: 28, 2, 3, 6 e 27 in vitro.

5. Método in vitro para inducdo de um CTL, o dito método
caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa de:

cocultivar uma célula T CD8 positiva com uma APC que
apresenta, sobre sua superficie, um complexo de um antigeno HLA e
um peptideo consistindo em uma sequéncia de aminoacido seleciona-
da do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 28, 2, 3, 6 e 27.
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