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“COMPOSIC}()ES, VACINA, PEPTIDEO ISOLADO E USO DE UMA
COMPOSICAQO”

[001] A presente invencdo esta relacionada a identificacdo de
epitopos ou neoepitopos derivados de antigenos HERV-K que séo
compartilhados em alguns subtipos tumorais e que podem ser usados em
diagndstico, progndstico e imunomonitoramento, bem como em composicoes
antigénicas, composicbes imunogénicas, em vacinas anticancer ou
imunoterapias baseadas em células T. A invencao, portanto, se refere aos
campos de cancer e imunoterapia e ao desenvolvimento de composi¢oes
imunogénicas antigénicas baseadas em peptideos, incluindo um ou mais, de
preferéncia varios desses epitopos e Uteis no diagnostico, progndstico e
imunomonitoramento e no tratamento e prevencao de cancer, e de composi¢coes
imunogénicas e vacinas incluindo um ou mais, de preferéncia véarios desses
epitopos para o tratamento e prevengcdo de cancer. Como alternativa, as
composic¢des da invengdo compreendem um vetor ou vetores que realizam ou
conduzem a expressao dos referidos peptideos in vivo, por exemplo, os vetores
podem ser vetores de DNA ou RNA, ou vetores bacterianos ou virais.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] Retrovirus endégenos humanos (HERVS) representam 8%
do genoma humano. Eles provavelmente correspondem a resquicios de
infeccbes de linhagens germinativas ancestrais de retrovirus exdgenos. A
maioria dos genes HERV sédo néo funcionais devido a recombinagédo, mutacdes
e delecbes do DNA, mas alguns produzem proteinas funcionais, incluindo
antigeno grupo-especifico (Gag), polimerase (Pol) com transcriptase reversa e a
unidade de superficie do envelope (Env). A expressao de HERVSs é reprimida em
células normais por mecanismo epigenético.

[003] Os HERVs tém fortes propriedades imunogénicas ligadas a

um “mimetismo viral” e sua expressao é aumentada em alguns tumores soélidos
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devido a desmetilacdo. Acredita-se que os HERVs representem possiveis
agentes patogénicos em carcinogénese, onde poderiam atuar por mutagénese
insercional ou envolvimento em aberrag6es cromossdmicas. Algumas proteinas
HERV, como HERV-K Rec e Np9, também sdo oncogenes putativos.

[004] A expressédo de HERVs em cancer tem sido associada a
diferentes efeitos no sistema imunoldgico:

- imunomodulacdo, através do dominio imunossupressor da
unidade Env;

- ativacdo de imunidade inata por dsRNA de HERV
(desencadeando a sinalizacao de interferon do tipo | inata);

- inducdo de respostas imunoldgicas adaptativas contra
antigenos HERV.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[005] Assim, de acordo com a presente invencéo, sédo fornecidos
peptideos isolados ou purificados, bem como composi¢des compreendendo pelo
menos um desses peptideos, ou um vetor de expressao que induz a expressao
do referido pelo menos um peptideo in vivo, o peptideo consistindo em, ou
compreendendo um epitopo que consiste em uma sequéncia selecionada a
partir do grupo que consiste nas sequéncias FLQFKTWW!I (SEQ ID NO: 1),
RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID
NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5), YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6),
SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7). A composi¢cdo pode ainda compreender um
liquido, tampéao ou veiculo apropriado. Nas composi¢cfes para uso no tratamento
de um ser humano, a composi¢cdo compreende ainda um veiculo, carreador ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[006] Em particular, € fornecida uma composi¢cdo imunogénica
compreendendo pelo menos um peptideo, ou um vetor de expressao que induz

a expresséo do referido pelo menos um peptideo in vivo, o peptideo consistindo
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em, ou compreendendo, um epitopo que consiste em uma sequéncia
selecionada a partir do grupo consistindo nas sequéncias FLQFKTWWI (SEQ ID
NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL
(SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5), YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6),
SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7) e um veiculo, carreador ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

[007] Também é fornecida uma vacina ou vacina anticancer
compreendendo pelo menos um peptideo, ou um vetor de expressao que induz
a expresséo do referido pelo menos um peptideo in vivo, o peptideo consistindo
em, ou compreendendo, um epitopo consistindo em uma sequéncia selecionada
a partir de grupo que consiste nas sequéncias FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1),
RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID
NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5), YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6),
SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7) e um veiculo, carreador ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

[008] As composicdes de acordo com a invencdo podem
compreender, em particular:

2, 3,4,5, 6 ou 7 peptideos, ou um ou mais vetores de expressao
que induzem a expressao dos referidos 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos in vivo, 0s
peptideos tendo de 9 a 100 residuos de aminoacidos, cada um compreendendo
pelo menos um, em particular um, dos epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1-
7, e cada peptideo compreendendo pelo menos um epitopo diferente em relagcéo
aos outros; ou

pelo menos um peptideo, ou um vetor de expressao que induz a
expressao do referido pelo menos um peptideo in vivo, o referido peptideo tendo
de 9 a 100 residuos de aminoacidos e compreendendo 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos
epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1-7.

[009] Em uma forma de realizacdo, as composi¢cdes de acordo
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com a invencao podem compreender, em particular:

2,3,4,5, 6 ou 7 peptideos, ou um ou mais vetores de expressao
que induzem a expressao dos referidos 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos in vivo, 0s
peptideos tendo de 9 a 100 residuos de aminoacidos, um compreendendo o
epitopo da sequéncia SEQ ID NO: 1 ou 6, e pelo menos um outro
compreendendo pelo menos um dos outros epitopos das sequéncias SEQ ID
NO: 1-7, e cada peptideo compreendendo pelo menos um epitopo diferente em
relacéo aos outros; ou

pelo menos um peptideo, ou um vetor de expressdo que induz a
expressao do referido pelo menos um peptideo in vivo, o referido peptideo tendo
de 9 a 100 residuos de aminoacidos e compreendendo 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos
epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1-7, incluindo o epitopo da sequéncia SEQ
ID NO: 1 ou 6, em particular ambos.

[010] Como ser& apresentado aqui a seguir, as composi¢des de
acordo com a invencao podem compreender as seguintes formas de realizacéo
(no entanto, outras formas de realizacdo também aparecerédo a partir do restante
da descri¢ao):

[011] - A composi¢do compreende 2, 3, 4, 5, 6 ou 0s 7 peptideos
das sequéncias SEQ ID NO: 1 a 7; ou compreende um ou mais vetores de
expressdo que induzem a expressao in vivo destes peptideos; em uma forma de
realizacdo, o peptideo de sequéncia SEQ ID NO: 1 ou 6 ou ambos esses
peptideos esta/ estdo presentes ou expressos;

[012] - A composicdo compreende um peptideo que compreende
9 a 100 residuos de aminoéacidos e pelo menos um dos referidos peptideos de
sequéncia SEQ ID NO: 1 a 7; o peptideo pode compreender 2, 3, 4, 5, 6 ou 7
dos epitopos revelados; em uma forma de realizacdo, a composicdo pode
compreender 0s epitopos gag e/ou os epitopos pol, conforme revelado neste

documento, ou pelo menos dois ou trés desses epitopos de gag e/ou pol; ou
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compreende um ou mais vetores de expressao que induzem a expressao in vivo
desse ou desses peptideos; em uma forma de realizacdo, o peptideo
compreendido ou expresso inclui o peptideo de sequéncia SEQ ID NO: 1 ou 6,
ou ambos esses peptideos;

[013] - A composicdo compreende 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos com
9 a 100 residuos de aminoacidos, cada um compreendendo pelo menos um, de
preferéncia um, dos epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1 a 7, e cada peptideo
compreende pelo menos um epitopo diferente em relacdo aos outros; ou
compreende um ou mais vetores de expressao que induzem a expressao in vivo
destes peptideos; em uma forma de realizacdo, o peptideo de sequéncia SEQ
ID NO: 1 ou 6, ou ambos esses peptideos esta/ estdo presentes ou expressos;

[014] - Cada peptideo contido ou expresso de 9 a 100 residuos de
aminoacidos compreende um epitopo especifico (diferente dos outros peptideos
na composicao) de SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6 ou 7;

[015] - O(s) peptideo(s) contido(s) ou expresso(s) compreende(m)
9 a 50 residuos de aminoéacidos de um gag ou pol de HERV incluindo pelo menos
um dos referidos peptideos de sequéncia SEQ ID NO: 1 a 7;

[016] - A composicdo compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos
selecionados a parir do grupo que consiste nos peptideos de SEQ ID NO: 8 a
14; ou compreende um ou mais vetores de expressao que induzem a expressao
in vivo deste ou destes peptideos; em uma forma de realizacdo, o peptideo de
sequéncia SEQ ID NO: 8 ou 13, ou ambos esses peptideos esta/ estdo presentes
OU expressos.

[017] Os epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 4, 2 e 1 sdo de
HERV-K gag. Os epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 5, 3, 6 e 7 sédo de HERV-
K pol. Estes sédo epitopos HLA-A2 de MHC de classe I. Em uma forma de
realizacdo, a composicdo compreende ou expressa 1, 2 ou os 3 epitopos de

HERV-K gag. Em uma forma de realizacdo, a composicdo compreende ou
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expressa 1, 2, 3 ou 0s 4 epitopos de HERV-K pol.

[018] No contexto da composi¢cdo, composi¢cdo imunogénica ou
vacina de acordo com a invencdo, o peptideo contido ou expresso pode
compreender 9 a 100, em particular 9 a 70, ou 9 a 50, 40, 30, 25, 20, residuos
consecutivos, preferencialmente esses residuos sdo de HERV-K gag e/ou pol,
mais preferencialmente uma sequéncia consenso nativa HERV-K gag e/ou pol,
incluindo pelo menos um dos epitopos descritos acima. O peptideo pode ter
menos de 50 residuos de comprimento, tal como 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 ou 45 residuos de comprimento.

[019] A composicdo, composicdo imunogénica ou vacina
(doravante designada como “a composicao”, a menos que indicado o contrario),
de acordo com a invencao, pode compreender mais de um desses peptideos de
HERV-K, especialmente de gag e/ou pol, ou um vetor de expressao que induz a
expressao in vivo de mais de um desses peptideos de HERV-K, especialmente
de gag e/ou pol, ou vérios (mais de um) vetores de expressdo, cada um
induzindo a expresséo in vivo de um peptideo diferente (desses peptideos) de
HERV-K, especialmente de gag e/ou pol.

[020] Em uma forma de realizacdo, o peptideo (com mais de 9
residuos) é um fragmento HERV-K nativo compreendendo o epitopo 9-mer e
aminoacidos adjacentes no N-terminal e/ou C-terminal formando o peptideo de
um determinado comprimento. Em uma forma de realizacdo, o peptideo
compreende mais de dois epitopos de HERV-K (por exemplo, 2, 3, 4,5, 6 ou 7
dos epitopos revelados).

[021] Em uma forma de realizac&o, o peptideo (tendo mais de 9
residuos) é um fragmento HERV-K nativo compreendendo o epitopo 9-mer e
aminoacidos adjacentes no N-terminal e/ou C-terminal, e aminoacidos estranhos
adicionais formando o peptideo de um determinado comprimento. Em uma forma

de realizacéo, o peptideo compreende mais de dois epitopos de HERV-K (por
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exemplo, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos epitopos revelados).

[022] Em outra forma de realizacéo, toda ou parte da sequéncia
peptidica dos peptideos contidos na composicdo ou expressos € estranha a
HERV-K. Nesta forma de realizacdo, um peptideo pode compreender facilmente
mais de dois epitopos de HERV-K, por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos epitopos
revelados. O comprimento do peptideo é adequado para compreender 0 nUmero
de epitopos e possiveis amino&cidos adicionais. O peptideo pode assim ter 9 ou
10 a 69 peptideo de comprimento ou mais.

[023] De preferéncia, a composi¢cado compreende, ou o0 vetor induz
a expressao de, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos diferentes, cada peptideo
compreendendo ou consistindo em um epitopo diferente consistindo em uma
sequéncia selecionada a partir do grupo consistindo nas sequéncias
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7).

[024] Em uma forma de realiza¢do, a composi¢cao compreende, ou
o vetor induz a expressao de, pelo menos um peptideo compreendendo ou
consistindo em pelo menos dois epitopos diferentes consistindo em uma
sequéncia selecionada a partir do grupo consistindo nas sequéncias
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7). Em uma forma de
realizacdo, o peptideo compreende 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos referidos epitopos; ou
o0 vetor de expressao induz a expressao de um peptideo compreendendo 2, 3, 4,
5, 6 ou 7 dos referidos epitopos.

[025] Existem varias solucbes para ter os diferentes epitopos
representados na composi¢cao ou nos produtos de expressao in vivo no mesmo

paciente. A composi¢cao pode compreender, ou 0 vetor induz a expresséo de um
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ou mais peptideos compreendendo um ou mais dos diferentes epitopos do
referido grupo, de modo que 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos referidos epitopos
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7), estao presentes
na composiGao OU expressos.

[026] Quando se fala sobre um vetor de expressédo que induz a
expressdo de mais de um peptideo de acordo com a invencéo, é possivel ter a
composicdo compreendendo um vetor que induz a expressao de varios
peptideos (em que o peptideo pode compreender um epitopo do grupo, ou mais
de 1, por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dos referidos epitopos), ou pelo menos dois
vetores de expressdo, em que cada um dos varios vetores induz a expresséao de
pelo menos um peptideo. Em uma forma de realizacdo, a composicao
compreende um Unico vetor ou varios vetores, e o(s) vetor(es) induz(em) a
expressdo de um ou mais peptideos e 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos referidos epitopos.

[027] Exemplos de peptideos 29-mer isolados ou purificados
compreendendo epitopos e outros residuos de aminoacidos gag ou pol, de
acordo com a invengao, sao:

KSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTK (SEQ ID NO: 8),

TLLDSIAHGHRLIPYDWEILAKSSLSPSQ (SEQ ID NO: 9),

LAKSSLSPSQFLOFKTWWIDGVQEQVRRN (SEQ ID NO: 10),

GPLQPGLPSPAMIPKDWPLLIIIDLKDCF (SEQ ID NO: 11),

KLIDCYTFLQAEVANAGLAIASDKIQTST (SEQ ID NO: 12),
WIRPTLGIPTYAMSNLFSILRGDSDLNSK (SEQ ID NO: 13), e
RDVETALIKYSMDDOLNOQLFNLLQQTVRK (SEQ ID NO: 14).

[028] Cada um destes peptideos ou fragmentos 29-mer isolados
ou purificados ou 28 a 10 residuos de aminoacidos, compreendendo um epitopo

9-mer, e sob a forma isolada ou purificada, € um objeto da invencao. O peptideo
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pode ter menos de 29 residuos de comprimento, tal como 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 residuos dessas sequéncias
SEQ ID NO: 8-14, incluindo o epitopo 9-mer. Curiosamente, as sequéncias de
aminoacidos adicionadas aos epitopos podem compreender, como é o caso dos
peptideos de SEQ ID NO: 8-14, outros epitopos T CD4 e/ou CD8 potenciais. A
presente invencao fornece peptideos compreendendo um epitopo conforme
revelado neste documento e “outros aminoacidos” na extremidade C-terminal
e/ou N-terminal. Estes outros aminoacidos podem ser sequéncias gag ou pol
como aqui revelado com as sequéncias 1-16. No entanto, a invencdo abrange a
variagdo de aminoécidos no nivel desses “outros aminoacidos” dentro dessas
sequéncias gag/pol. Assim, a invencdo abrange essas sequéncias, incluindo as
sequéncias 1-16, em que as sequéncias de aminoacidos adicionais tém uma
porcentagem de identidade com aquelas sequéncias gag/pol de pelo menos 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%.

[029] Em uma forma de realizacdo, as composi¢des da invengao
compreendem ou expressam o peptideo da SEQ ID NO: 8, ou o peptideo da
SEQ ID NO: 13, ou ambos os peptideos da SEQ ID NO: 8e 13,e 1, 2, 3,4,5
dos outros peptideos de SEQ ID NO: 8-14.

[030] Em uma forma de realizagdo, a composicado compreende
ainda um adjuvante.

[031] O peptideo RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2) sob a forma isolada
ou purificada é um objeto da invencéao.

[032] O peptideo KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3) sob a forma isolada
ou purificada é um objeto da invencéao.

[033] O peptideo YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4) sob a forma isolada
ou purificada é um objeto da invencéao.

[034] O peptideo AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5) sob a forma

isolada ou purificada € um objeto da invencéo.
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[035] O peptideo YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6) sob a forma isolada
ou purificada € um objeto da invencao.

[036] O peptideo SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7) sob a forma
isolada ou purificada € um objeto da invencdao.

[037] Os peptideos de 10 a 100 amino&cidos compreendendo pelo
menos um dos referidos peptideos de SEQ ID NO: 1-7, sob a forma isolada ou
purificada, sdo um objeto da invencéo.

[038] Um peptideo compreendendo 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos epitopos
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), e SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7), sob forma isolada
ou purificada, € um objeto da invengdo. O referido peptideo compreende
preferencialmente FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1) e/ou YAMSNLFSI (SEQ ID NO:
6).

[039] Em uma forma de realizacdo, este peptideo pode
compreender 9 a 100, em particular 9 a 70, ou 9 a 50, 40, 30, 25, 20, ou mesmo
10 a 30, 12-25, preferencialmente 14-18, por exemplo, 14, 15, 16, 17 ou 18,
residuos consecutivos, de preferéncia de HERV-K gag e/ou pol, mais
preferencialmente uma sequéncia consenso nativa de HERV-K gag e/ou pol,
incluindo pelo menos um dos epitopos acima descritos, com 0s aminoacidos
além do epitopo correspondente da sequéncia SEQ ID NO: 1-7, sendo o0s
aminoacidos nativos presentes no HERV-K gag ou pol como aqui revelado, e
estendendo-se em 5', 3' ou 5' e 3' do referido epitopo. O peptideo pode ter menos
de 50 residuos de comprimento, tal como 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35, 40 ou 45 residuos de comprimento, tipicamente 14, 15, 16, 17
ou 18. Outro objeto da invencdo é um vetor de expressao que compreende um
acido nucleico que codifica uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir

do grupo que consiste em FLQFKTWW!I (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID
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NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL
(SEQ ID NO: 5), YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7), e
pelo menos dois deles (especialmente 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 deles), e elementos
necessarios para deixar a expressao in vivo do acido nucleico (polinucleotideo)
em um paciente.

[040] Um exemplo de polipeptideo de HERVK-gag
compreendendo os 3 epitopos gag:

MGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTKNLIKLFQIIEQFCP
WFPEQGTLDLKDWSQKETEGLHCEYVAEPVMAQSTOQNVDYNQLQEVIYPET
LKLEESKPRGTSPLPAGQVPVTLQPQKQVKENKTQPPVAYQYWPPAELQYRP
PPESQYGYPGMPPAPQGRAPYPQPPTRRLNPTAPPSRQGSKLHEIAQEGEP
PTVEARYKSFSIKKLKDMKEGVKQYGPNSPYMRTLLDSIAHGHRLIPYDWEILA
KSSLSPSQFELOFKTWWIDGVQEQVRRNRAANPPVNIDADQLLGIGQNWSTIS

QQALMQNEAIEQVRAICLRAWEKIQDPSKEPYPDFVARLQDVAQKSIADEKAR
KVIVELMAYENANPECQSAIKPLKGKVPAGSDVISEYVKACDGIGGAMHKAML
MAQAITGVVLGGQVRTFGRKCYNCGQIGHLKKNCPVLNKQNITIQATTTGREP
PDLCNEQRGQPQAPQQTGAFPIQPFVPQGFQGQQPPLSQVFQGISQLPQYN
NCPPP (SEQ ID NO: 15).

[041] Um exemplo de polipeptideo de  HERVK-pol
compreendendo os 4 epitopos pol:

NKSRKRRNRESLLGAATVEPPKPIPLTWKTEKPVWVNQWPLPK
QKLEALHLLANEQLEKGHIEPSFSPWNSPVFVIQKKSGKWRMLTDLRAVNAVI
QPMGPLQPGLPSPAMIPKDWPLINIDLKDCFFTIPLAEQDCEKFAFTIPAINNKEP

ATRFQWKVLPQGMLNSPTICQTFVGRALQPVREKFSDCYIIHCIDDILCAAETK
DKLIDCYTFLQAEVANAGLAIASDKIQTSTPFHYLGMQIENRKIKPQKIEIRKDTL
KTLNDFQKLLGDINWIRPTLGIPTYAMSNLFSILRGDSDLNSKRMLTPEATKEIK
LVEEKIQSAQINRIDPLAPLQLLIFATAHSPTGIIQNTDLVEWSFLPHSTVKTFTL
YLDQIATLIGQTRLRIIKLCGNDPDKIVVLTKEQVRQAFINSGAWKIGLANFVGII
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DNHYPKTKIFQFLKLTTWILPKITRREPLENALTVFTDGSSNGKAAYTGPKERVI
KTPYQSAQRAELVAVITVLQDFDQPINIISDSAYVVQATRDVETALIKYSMDDQOL
NOLFNLLQQTVRKRNFPFYITHIRAHTNLPGPLTKANEQADLLVSSALIKAQEL
HALTHVNAAGLKNKFDVTWKQAKDIVQHCTQCQVLHLPTQEAGVNPRGLCPN
ALWQMDVTHVPSFGRLSYVHVTVDTYSHFIWATCQSTSHVKKHLLSCFAVMG
VPEKIKTDNGPGYCSKAFQKFLSQWKISHTTGIPYNSQGQAIVERTNRTLKTQL
VKQKEGGDSKCTTPQMQLNLALYTLNFLNIYRNQTTTSAEQHLTGKKSPGEN
QLPVWIPTRHLKFYNEPIRDAKKSTSA (SEQ ID NO: 16).

[042] Os polipeptideos isolados ou purificados da SEQ ID NO: 15
e 16 sdo objetos da invencéo, assim como as composi¢cdes, composicoes
imunogénicas e vacinas anticancer como aqui definidas e compreendendo ou
expressando o(s) polipeptideo(s) de SEQ ID NO: 15 e/ou SEQ ID NO: 16.

[043] Em uma forma de realizacdo, o vetor de expresséo
compreendendo um &cido nucleico que codifica um peptideo de 9 a 100, em
particular 9 a 70, ou 9 a 50, 40, 30, 25, 20 aminoacidos (o0 peptideo codificado
pode ter menos de 50 residuos de comprimento, tal como 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 ou 45 residuos de comprimento),
compreendendo um epitopo selecionado a partir do grupo consistindo em
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7) e os elementos
necessarios para a expressao in vivo do acido nucleico (polinucleotideo) em um
paciente. Como mencionado acima, o vetor pode compreender uma sequéncia
de &cido nucleico de modo que o vetor induz a expresséo de 2, 3,4, 5,6 ou 7
peptideos contendo epitopos, ou induz a expressdo de um peptideo
compreendendo 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos referidos epitopos. Aléem disso, como
mencionado acima, o vetor pode compreender um acido nucleico que codifica

um peptideo compreendendo um ou varios desses epitopos e residuos de
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aminoacidos, além do epitopo em questdo, em que os residuos adicionais
podem ser de pol ou gag, ou sendo estranhos a gag ou pol.

[044] O construto ou vetor de expressao pode ser um construto de
expressdo nao viral, tal como um construto de expressdo bacteriano, um
construto de expressao de DNA ou RNA ou um construto de expresséo viral. O
construto de expressao pode estar localizado em uma célula apresentadora de
antigeno. O construto pode levar a integracdo do construto de expressao no
genoma da célula.

[045] A presente invencdo também se refere a essas composicoes
para uso no tratamento de cancer. Os canceres referidos por este uso podem
ser selecionados particularmente (no entanto, sem limitacdo) a partir desses
canceres: cancer de mama, incluindo cancer de mama triplo negativo, cancer de
ovario, melanoma, sarcoma, teratocarcinoma, cancer de bexiga, cancer de
pulmao (carcinoma de pulméao de células ndo pequenas e carcinoma de pulméao
de células pequenas), cancer de cabeca e pescoco, cancer colorretal,
glioblastoma e leucemias etc., por exemplo, cancer de mama, incluindo cancer
de mama triplo negativo, cancer de ovario, melanoma, sarcoma,
teratocarcinoma, cancer de bexiga e leucemias.

[046] O uso pode ter como objetivo a ativagdo de respostas de
células T, resposta de células B ou ambas em pacientes, por exemplo, em
pacientes com cancer de mama.

[047] A presente invengao também se refere ao uso de um epitopo
9-mer ou varios dos epitopos 9-mer conforme revelado neste documento, ou de
um peptideo ou varios peptideos, conforme revelado neste documento, ou de
um vetor de expressdo ou varios vetores de expressdo, como revelado neste
documento, ou de uma composi¢cado conforme revelada neste documento, para
a fabricacdo de uma composi¢ao imunogénica ou vacina para tratar um cancer,

conforme revelado neste documento.
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[048] Outro objeto da invencao é um método para o tratamento de
cancer, compreendendo administrar a um paciente em necessidade do mesmo
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢cdo imunogénica ou
vacina, conforme revelado neste documento. Como explicado acima, a
composicdo pode compreender o peptideo ou peptideos, ou um ou mais vetores
de expressdo ou construtos. O método pode compreender a administracdo da
vacina mais de uma vez. A quantidade diaria terapeuticamente eficaz de
peptideo (quantidade total de peptideo ou peptideos de acordo com a invencao)
administrada pode estar na faixa de 0,01 mg a 10 mg, 0,025 mg a 5,0 mg, ou na
faixa de 0,025 mg a 1,0 mg.

[049] Outro objeto da invencao é um método para o tratamento de
cancer em um paciente compreendendo (a) colocar linfécitos T citotoxicos
(CTLs), de um paciente em necessidade de tratamento de cancer, em contato
COm uma composi¢cao ou composi¢ao imunogénica de acordo com a invengao;
e (b) administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz dos CTLs da etapa (a)
ao paciente. O método pode compreender ainda a expansao dos referidos CTL
por métodos ex vivo ou in vivo antes da administracdo. O contato pode
compreender fornecer uma célula apresentadora de antigeno carregada com
o(s) peptideo(s) da invencdo ou expressar o(s) referido(s) peptideo(s) ou
polipeptideo(s) a partir de um construto de expressdo. A quantidade
terapeuticamente eficaz de células CTL necessaria para fornecer beneficio
terapéutico pode ser de cerca de 0,1 x 10* a cerca de 5 x 10° células por
quilograma de peso do individuo. O método pode compreender a realizagéo da
etapa (b) mais de uma vez.

[050] A invencéo também se refere a um método de preparacéo
de CTLs que compreende o contato de linfocitos T citotoxicos (CTLs), de um
paciente em necessidade de tratamento de cancer, com uma CompoSiGao ou

composigdo imunogénica de acordo com a invengao e, possivelmente, a
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expanséo dos referidos CTLs ex vivo. O contato pode compreender fornecer uma
célula apresentadora de antigeno carregada com o(s) peptideo(s) da invencgao
ou expressar o(s) referido(s) peptideo(s) ou polipeptideo(s) a partir de um
construto de expresséao.

[051] Uma composi¢cdo compreendendo tais CTLs em um veiculo
farmacéutico, preparada como revelado supra, também € um objeto da invencao.

[052] Outro objeto da invencdo sao células T modificadas com
receptor de células T (TCR) que reconhecem peptideos epitopos da invencgéo e
composi¢cées compreendendo tais células T em um veiculo farmacéutico. O
processo de preparacdo destas células T é conhecido do técnico no assunto.
Pode ser o seguinte (e o processo também é um objeto da invenc¢ao): (i) cadeias
TCR a e B sao isoladas de células T que reconhecem peptideos epitopos da
invencdo e inseridas em um vetor (lentivirus ou retrovirus, por exemplo); (ii)
células T isoladas do sangue periférico de um paciente ou de um doador sdo
modificadas com esse vetor (lentivirus ou retrovirus, por exemplo) para codificar
as sequéncias de TCRap desejadas; (iii) essas células T modificadas sao entéo
expandidas in vitro para obter numeros suficientes para o tratamento e
administradas ao paciente. De notar, as sequéncias de TCR podem ser
modificadas para otimizacao da afinidade de TCR. O método de utilizacdo destas
células T, por exemplo, tratamento de céncer, é outro objeto da invencao, e
compreende a administracdo a um individuo, em necessidade do mesmo, de
uma quantidade eficiente dessas células T. A quantidade terapeuticamente
eficaz de células T necessaria para fornecer beneficio terapéutico pode ser de
cerca de 0,1 x 10* a cerca de 5 x 10° células por quilograma de peso do
individuo.

[053] Em uma forma de realizacdo, o cancer é cancer de mama
triplo negativo (TNBC), outros canceres de mama, cancer de ovario, melanoma,

sarcoma, teratocarcinoma, cancer de bexiga, cancer de pulmao (carcinoma de
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pulmao de células ndo pequenas e carcinoma de pulmao de células pequenas),
cancer de cabeca e pescoc¢o, cancer colorretal, glioblastoma e leucemias, por
exemplo, cancer de mama, incluindo cancer de mama triplo negativo, cancer de
ovario, melanoma, sarcoma, teratocarcinoma, cancer de bexiga e leucemias.

[054] Os antigenos produzidos ou compreendendo os epitopos,
conforme revelado neste documento, também podem ser usados para gerar
anticorpos anti-HERV-K e para detectar a presenca de anticorpos anti-HERV-K
em pacientes com cancer HERV-K+.

[055] Os epitopos e a composi¢cdo compreendendo pelo menos
um peptideo antigénico, de acordo com a invencdo, podem ser usados em
métodos de diagndstico, progndstico ou imunomonitoramento. Em particular, a
presente invencdo também se refere a um método para o imunomonitoramento
da resposta imunolégica em um paciente. A inducdo de uma resposta adaptativa
antitumoral apds a imunoterapia (vacina usando os epitopos ou uma composi¢ao
da invencdo ou qualquer outra imunoterapia induzindo resposta adaptativa
antitumoral de células T) sera avaliada por medicdo de respostas de células T
especificas contra os epitopos de HERV da invencdo. A medi¢cdo pode ser
realizada, por exemplo, usando multimeros contendo os epitopos descritos na
invencao, diretamente ou apds estimulagédo ex vivo com os peptideos descritos
na invencdo. A medi¢do da resposta de células T também pode ser realizada
apos estimulagdo ex vivo com os peptideos da inven¢éo usando anélise FACS,
ELISA, ELISPOT ou outro método para detectar a ativacdo de ceélulas T
especificas.

[056] Em uma forma de realizag&o, a amostra biologica € sangue,
derivado de sangue contendo células circulantes ou linfécitos do tumor. De
preferéncia, o método compreende a determinagcédo de que alguns linfocitos no
sangue podem reconhecer especificamente e/ou ser especificamente reativados

contra os peptideos de interesse apos estimulacao in vitro.
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[057] Um técnico no assunto saberia varios ensaios para
determinar se uma resposta imunologica contra um peptideo associado a tumor
foi gerada. A frase “resposta imunoldgica” inclui respostas imunoldgicas
celulares e humorais. Varios ensaios de linfocitos B e linfocitos T sdo bem
conhecidos, tais como ELISAs, ensaios de linfécitos T citotoxicos (CTL), tais
como ensaios de liberacdo de cromo, ensaios de proliferacdo usando linfécitos
de sangue periférico (PBL), ensaios de tetramero e ensaios de producdo de
citocinas. Veja Benjamini et al. (1991), aqui incorporado por referéncia.

DESCRICAO DETALHADA

[058] Os inventores localizaram sequéncias HERVs no genoma
humano e desenvolveram andlises de RNAseq de HERVs. Usando dados de
RNAseq de 84 canceres de mama de um banco de dados publico, dos quais 42
canceres de mama triplo negativo (TNBC) e 42 do subtipo ER+, eles
compararam esta expressdo com RNAseq de amostras de tecido mamaéario
normal, dos quais 51 de éarea peritumoral e 5 de amostras de reducdo de
mamiferos. 19 HERVs foram especificamente superexpressos em TNBC, a
maioria deles pertencente a familia HERV-K.

[059] A analise de multiplos componentes mostrou que os HERVs
podem ser usados para caracterizar o subtipo triplo negativo. A expressao de
HERVs esta associada a niveis mais elevados de OCT4 (POU5F1) e menores
de TRIM28 em TNBC, dois fatores que regulam positiva e negativamente,
respectivamente, a transcricdo de HERVs. Uma ligagdo com a assinatura EMT
também foi observada, que pode estar associada a caracteristicas de stemness
em TNBC. Curiosamente, a expressdo de HERVs se correlacionou
significativamente com a assinatura transcriptdmica de células T e linfécitos
citotoxicos, o que pode ser explicado por uma resposta de interferon do tipo |
(IFN) e a presenca de assinatura de ceélulas apresentadoras de antigeno. A

assinatura de ceélulas T efetoras foi contrabalancada por uma assinatura
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imunomoduladora (incluindo pontos de verificagdo imunolégicos negativos e
IDO1/2) e células supressoras (incluindo células T regulatérias e MDSCs).

[060] O polimorfismo de HERVs é frequentemente considerado
um grande obstaculo para caracterizar a resposta de células T contra um
antigeno HERV especifico ou para usa-las em uma estratégia de vacinacao
contra o cancer. Com base na expresséo especifica de um numero limitado de
HERVs que caracterizam TNBC, foi feita a hipétese de que pode ser possivel
identificar regiBes comuns dentro das proteinas Gag e Pol compartilhadas entre
diferentes HERVs expressos em TNBC e, em seguida, determinar os epitopos
de células T presentes nesses dominios. Regides comuns em Gag e em Pol de
varios HERV-K superexpressos em TNBC e contendo ORF intacta para cada
proteina foram efetivamente encontradas. Curiosamente, esses dominios
compartilhados contém varias regifes enriquecidas em potenciais ligantes de
epitopos fortes para os alelos MHC classe | e Il mais frequentes, usando
diferentes ferramentas de predicdo de epitopos (incluindo NetMHC | e ).

[061] Peptideos 9-mer correspondentes aos epitopos HLA-A2
previstos foram sintetizados e usados para um protocolo in vitro, que consiste na
estimulacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) para
induzir uma resposta especifica contra os peptideos de interesse. A presenca de
células T CD8+ especificas foi avaliada por coloracdo de multimero e a resposta
funcional (producdo e desgranulagéo de IFN gama) foi ainda avaliada contra
células T2 pulsadas com o peptideo cognato, mostrando uma ativacéo
especifica de células T CD8+ contra peptideos de HERYV feitos de acordo com a
invencdo. Além disso, a citotoxicidade de células T CD8+ HERV-especificas
contra uma linhagem de células tumorais que expressam HERYV foi demonstrada
usando células T CD8+ especificas do peptideo SEQ ID NO: 1, confirmando as
propriedades antitumorais funcionais das células T geradas por esses peptideos.

[062] Considerando a expressdo aumentada de HERV em células
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tumorais e os resultados obtidos, estas conclusdes podem ser feitas:

[063] - HERVs séo preferencialmente expressos em tumores e 19
subtipos de HERVs caracterizam cancer de mama triplo negativo (TNBC), a
maioria deles pertencente a familia HERV-K.

[064] - Sequéncias comuns contendo epitopos de células T podem
ser encontradas entre esses 19 subtipos de HERVSs.

[065] - Sete peptideos 9-mer foram identificados como ligantes
fortes de HLA-A2 e capazes de induzir uma resposta especifica de células T
CD8+, com uma resposta citotdxica especifica contra células T2 pulsadas com
0 peptideo cognato ou contra uma linhagem celular tumoral que expressa HERV:
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6), SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7).

[066] - Os produtos HERVs representam, assim, antigenos
tumorais compartilhados, capazes de induzir respostas de células T funcionais.
Antigenos tumorais derivados de HERV podem ser usados para O
desenvolvimento de vacinas contra o cancer e para monitorar respostas
imunolégicas adaptativas.

DEFINICOES

[067] As frases “isolado”, “purificado” ou “biologicamente puro”
referem-se ao material que é substancialmente ou essencialmente livre de
componentes que normalmente acompanham o material conforme ele é
encontrado em seu estado nativo. Assim, os peptideos isolados de acordo com
a invencgdao, preferencialmente, ndo contém materiais normalmente associados
aos peptideos no seu ambiente in situ.

[068] “Complexo principal de histocompatibilidade” ou “MHC” é um
agrupamento de genes que desempenha um papel no controle das interacdes

celulares responsaveis pelas respostas imunolégicas fisiologicas. Em humanos,
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o complexo MHC também é conhecido como complexo HLA. Para uma descricdo
detalhada dos complexos MHC e HLA, “Antigeno de leucécito humano” ou “HLA”
€ uma proteina do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) humana de
classe | ou classe Il.

[069] A frase “farmaceuticamente aceitavel” ou
“farmacologicamente aceitavel” refere-se a entidades moleculares e
composicdes que ndo produzem uma reacao alérgica ou adversa semelhante
guando administradas a um humano. A preparacéo de uma composi¢cao aguosa
que contém uma proteina como ingrediente ativo € bem conhecida na técnica.
Tipicamente, tais composi¢cfes sdo preparadas como injetaveis com um veiculo
ou excipiente, ou carreador, usual farmaceuticamente aceitavel como solucfes
ou suspensodes liquidas; formas solidas adequadas para solugcdo ou suspensao
em liquido antes da injecdo também podem ser preparadas.

[070] Conforme usado neste documento, “veiculo, excipiente,
carreador” inclui todos e quaisquer solventes, meios de dispersao, veiculos,
revestimentos, diluentes, agentes antibacterianos e antifingicos, agentes
isotonicos e retardadores de absorcdo, tampdes, solugbes carreadoras,
suspensoes, coloides e semelhantes. O uso de tais meios e agentes para
substancias farmacéuticas ativas € bem conhecido na técnica.

[071] “Peptideo imunogénico” significa que o peptideo, uma vez
apresentado ao sistema imunol6gico em um paciente, pode induzir uma resposta
imunologica humoral e/ou celular, e esta resposta € imunogénica, mas nao €
necessariamente protetora. I1sso se aplica a uma “composi¢éo imunogénica”.

[072] Uma “resposta imunogénica” refere-se a uma resposta de
CTL e/ou HTL a um antigeno derivado de um agente infeccioso ou um antigeno
tumoral. A resposta imunoldgica também pode incluir uma resposta de anticorpo
que foi facilitada pela estimulacéo de células T auxiliares.

[073] Em particular, a composi¢cdo imunogénica pode induzir a
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ativacao in vivo de células T CD8+ contra os peptideos de HERV presentes na
composicdo e/ou contra peptideos ou polipeptideos de HERV compreendendo
epitopos semelhantes aos expressos em células tumorais.

[074] “Composicdo de vacina” ou “peptideo vacinal” significa que
uma vez administrado a um paciente, respectivamente apresentado ao sistema
imunoldgico de um paciente, a composi¢do ou o peptideo pode induzir uma
resposta imunolégica humoral e/ou celular e esta resposta imunologica é
protetora.

[075] Uma “resposta imunoldgica protetora” refere-se a uma
resposta de CTL e/ou HTL a um antigeno derivado de um agente infeccioso ou
um antigeno tumoral, que previne ou pelo menos interrompe parcialmente 0s
sintomas ou progressao da doenca. A resposta imunoldégica também pode incluir
uma resposta de anticorpo que foi facilitada pela estimulacdo de células T
auxiliares.

[076] “Imunogenicidade” significa que o peptideo ou epitopo, uma
vez presente no paciente, especialmente no sangue, tecido ou 6rgdo de um
paciente, € capaz de induzir uma resposta imunolégica humoral e/ou mediada
por células.

[077] Por a composicdo ou vetor “induz a expresséo”, entende-se
que compreende um vetor de expressdo ou vetores de expressao
compreendendo um acido nucleico, DNA ou RNA, que codifica para o(s)
peptideo(s). O vetor pode ser especialmente um vetor de RNA, um vetor de DNA
ou plasmideo, um vetor viral ou um vetor bacteriano. Pode haver integracao de
um cassete de expressédo no genoma da célula hospedeira ou pode nao haver
integracao, dependendo da natureza do vetor e como isso € bem conhecido do
técnico no assunto. O vetor de expressdo ou 0 cassete de expressao podem
compreender ainda elementos necessarios para a expressao in vivo do acido

nucleico (polinucleotideo) em um paciente. No minimo, isso consiste em um
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codon de iniciagcdo (ATG), um cddon de parada e um promotor, bem como uma
sequéncia de poliadenilacdo para certos vetores, tais como os plasmideos e
vetores virais diferentes de poxvirus. O ATG é colocado a 5' do quadro de leitura
e um codon de parada é colocado a 3'. Como se sabe, podem estar presentes
outros elementos que permitem o controle da expressao, tais como sequéncias
potenciadoras, sequéncias estabilizadoras e sequéncias sinalizadoras que
permitem a secrecao do peptideo.

[078] Proteinas ou peptideos podem ser feitos por qualquer
técnica conhecida pelos técnicos no assunto, incluindo a expressdo de
proteinas, polipeptideos ou peptideos através de técnicas de biologia molecular
padrdo, o isolamento de proteinas ou peptideos de fontes naturais ou a sintese
quimica de proteinas ou peptideos. Os peptideos sintéticos terdo, de forma geral,
cerca de até 35 residuos de comprimento, que € o limite maximo aproximado de
comprimento das maquinas automatizadas de sintese de peptideos, tais como
as disponiveis na Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Peptideos mais longos
também podem ser preparados, por exemplo, por meios recombinantes.

[079] Um “epitopo peptidico” ou “epitopo” € um peptideo que
compreende um motivo alelo-especifico ou supermotivo de modo que o peptideo
se ligue a uma molécula HLA e induza uma resposta de CTL e/ou HTL. Assim,
0s peptideos imunogénicos ou vacinais da invencdo, compreendendo pelo
menos um “epitopo peptidico” sdo capazes de se ligar a uma molécula HLA
apropriada e, posteriormente, induzir uma resposta de células T citotoxicas, ou
uma resposta de células T auxiliares, ao antigeno do qual o imunogénico ou o
peptideo vacinal € derivado.

[080] Esta contemplado que os peptideos da presente invencéo
podem ainda empregar variantes de sequéncia de aminoacidos, tais como
variantes de substituicdo, insercao ou delecdo. Variantes de delecdo ndo tém um

ou mais residuos da proteina nativa. Mutantes de insercgéo tipicamente envolvem

Peticao 870210021354, de 05/03/2021, pég. 166/197



23/48

a adicdo de material em um ponto ndo terminal no polipeptideo. As substituicbes
séo alteracbes em um aminoacido existente. Essas variantes de sequéncia
podem gerar truncamentos, mutacdes pontuais e mutagdes por deslocamento
de quadro de leitura. Como € conhecido por um técnico no assunto, os peptideos
sintéticos podem ser gerados por essas mutacdes.

[081] Também sera entendido que as variantes da sequéncia de
aminoé&cidos podem incluir residuos adicionais, tais como aminoacidos N- ou C-
terminais adicionais, e ainda ser essencialmente conforme estabelecido em uma
das sequéncias aqui reveladas, desde que a sequéncia atenda aos critérios
estabelecidos acima, incluindo a manutencgéo da atividade bioldgica.

[082] A seguir esta uma discussdo baseada na alteracdo dos
aminoacidos de uma proteina, tal como um peptideo ou proteina da invencdo,
para criar uma proteina mutada, truncada ou modificada. Por exemplo, certos
aminoacidos podem ser substituidos por outros aminoacidos no peptideo ou
proteina associada ao tumor, resultando em uma maior resposta imunolégica de
CTL. Uma vez que € a capacidade interativa e a natureza de uma proteina que
define a atividade funcional biolégica dessa proteina, certas substituicdes de
aminoacidos podem ser feitas em uma sequéncia de proteina e em sua
sequéncia de codificacdo de acido nucleico subjacente, produzindo assim uma
proteina mutada, truncada ou modificada.

[083] Ao fazer essas alteragbes, o indice hidropéatico de
aminoacidos pode ser considerado. A importancia do indice de aminoacidos
hidropaticos em conferir funcao biologica interativa em uma proteina €, de forma
geral, entendida na técnica. E aceito que o carater hidropatico relativo do
aminoacido contribui para a estrutura secundaria da proteina resultante, que por
sua vez define a interagdo da proteina com outras moléculas, por exemplo,
enzimas, substratos, receptores, DNA, anticorpos, antigenos e similares.

[084] Também é entendido na técnica que a substituicdo de
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aminoacidos semelhantes pode ser feita efetivamente com base na
hidrofilicidade. A patente U.S. No. 4.554.101, aqui incorporada por referéncia,
afirma que a maior hidrofilicidade média local de uma proteina, conforme
governada pela hidrofilicidade de seus aminoacidos adjacentes, se correlaciona
com uma propriedade biolégica da proteina. Os seguintes valores de
hidrofilicidade foram atribuidos aos residuos de aminoéacidos: aminoacidos
basicos: arginina (+3,0), lisina (+3,0) e histidina (-0,5); aminoacidos &acidos:
aspartato (+3,0 £ 1), glutamato (+3,0 £ 1), asparagina (+0,2) e glutamina (+0,2);
aminoécidos hidrofilicos néo ibnicos: serina (+0,3), asparagina (+0,2), glutamina
(+0,2) e treonina (-0,4), aminoacidos contendo enxofre: cisteina (-1,0) e
metionina (-1,3); amino&cidos hidrofébicos ndo aromaticos: valina (-1,5), leucina
(-1,8), isoleucina (-1,8), prolina (-0,5 £ 1), alanina (-0,5) e glicina (0); aminoacidos
hidrofébicos aromaticos: triptofano (-3,4), fenilalanina (-2,5) e tirosina (-2,3).

[085] Entende-se que um aminodacido pode ser substituido por
outro tendo uma hidrofilicidade semelhante e produzir uma proteina modificada
biologicamente ou imunologicamente. Nessas mudancas, a substituicdo de
aminoécidos cujos valores de hidrofilicidade estdo dentro de 2 é preferida,
agueles que estao dentro de +1 sao particularmente preferidos e aqueles dentro
de +0,5 sdo ainda mais particularmente preferidos.

[086] Conforme descrito acima, as substituicdes de aminoacidos,
de forma geral, sdo baseadas na similaridade relativa dos substituintes da cadeia
lateral de aminoacidos, por exemplo, sua hidrofobicidade, hidrofilicidade, carga,
tamanho e semelhantes. Substituicbes exemplificativas que levam em
consideragdo as varias caracteristicas anteriores sdo bem conhecidas dos
técnicos no assunto e incluem: arginina e lisina; glutamato e aspartato; serina e
treonina; glutamina e asparagina; e valina, leucina e isoleucina.

OUTROS COMPONENTES DA COMPOSICAO

[087] Em outras formas de realizacdo da invencdo, a composicao
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pode compreender um agente imunoestimulador adicional ou &cidos nucleicos
que codificam tal agente. Os agentes imunoestimuladores incluem, mas néao
estdo limitados a um antigeno adicional, um imunomodulador, uma célula
apresentadora de antigeno ou um adjuvante. Em outras formas de realizacao,
um ou mais dos agentes adicionais sdo covalentemente ligados ao peptideo.
Outros compostos imunopotenciadores também sdo contemplados para uso
com as composi¢cdes da invencdo, tais como polissacarideos, incluindo
quitosana. Multiplos (mais de um) epitopos ou peptideos podem ser reticulados
entre si (por exemplo, polimerizados).

[088] A utilizacdo de pequenos peptideos para imunizagdo ou
vacinagao pode também requerer tipicamente a conjugac¢éo do peptideo com um
peptideo transportador, polipeptideo ou proteina que confere imunogenicidade
ou imunogenicidade mais forte ao produto final ou o peptideo ou epitopo alvo.
Assim, em uma forma de realizacdo da invencado, cada peptideo selecionado
entre FLQFKTWW!I (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL
(SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6) e SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7), é conjugado ou
ligado através de ligacdo peptidica a um peptideo, polipeptideo ou proteina
(residuos de aminoacidos adicionais) que confere imunogenicidade ou
imunogenicidade mais forte ao produto conjugado ou peptideo da invencgao.

[089] Em uma forma de realizacdo, o peptideo ou epitopo
FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI (SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ
ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4), AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5),
YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6) e/ou SMDDQLNQL (SEQ ID NO: 7) esta presente
em um peptideo ou polipeptideo mais longo, especialmente um peptideo ou
polipeptideo de HERV-K, e de preferéncia € o peptideo ou polipeptideo natural
mais longo compreendendo o epitopo no HERV-K do qual o epitopo se origina.

Sequéncias mais longas sédo assim apresentadas a titulo de exemplo, com as
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sequéncias SEQ ID NO: 8-14. Em uma variante, varios epitopos fazem parte do
mesmo peptideo mais longo. Também estd incluido na invencdo conjugar
aqueles peptideos mais longos a um peptideo, polipeptideo ou proteina que
confere imunogenicidade ou imunogenicidade mais forte ao produto final
conjugado.

[090] Na composicdo imunogénica ou vacina de acordo com a
invencdo, os peptideos nela contidos, ou expressos pelo(s) vetor(es), sédo
imunogénicos ou capazes de induzir uma resposta imunolégica protetora.

[091] Se a composicao ou o peptideo ou epitopo for usado para
diagnéstico ou propésito de ensaio, tal como imunomonitoramento, entdo o
peptideo ou epitopo pode ser antigénico. Assim, em uma forma de realizacdo da
composicado, o peptideo ou epitopo FLQFKTWWI (SEQ ID NO: 1), RLIPYDWEI
(SEQ ID NO: 2), KLIDCYTFL (SEQ ID NO: 3), YLSFIKILL (SEQ ID NO: 4),
AMIPKDWPL (SEQ ID NO: 5), YAMSNLFSI (SEQ ID NO: 6) e/ou SMDDQLNQL
(SEQ ID NO: 7), ou o peptideo ou epitopo compreendendo tal epitopo, é
antigénico. O peptideo ou epitopo antigénico pode estar em uma forma nao
conjugada (consiste na sequéncia de epitopo SEQ ID NO: 1-7) ou pode ser
conjugado a um peptideo ou porc¢ao polipeptidica, como aqui revelado.

[092] Um técnico no assunto saberia varios ensaios para
determinar se uma resposta imunoldgica contra um peptideo associado a tumor
foi gerada. A frase “resposta imunoldgica” inclui respostas imunoldgicas
celulares e humorais. Varios ensaios de linfécitos B e linfocitos T sdo bem
conhecidos, tais como ELISAs, ensaios de linfécitos T citotoxicos (CTL), tais
como ensaios de liberacdo de cromo, ensaios de proliferacdo usando linfocitos
de sangue periférico (PBL), ensaios de tetramero e ensaios de producdo de
citocinas. Veja Benjamini et al. (1991), aqui incorporado por referéncia.

ADJUVANTES

[093] Como também ¢é bem conhecido na técnica, a
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imunogenicidade de uma composicdo de imunogénio particular pode ser
aumentada pelo uso de estimuladores nédo especificos da resposta imunoldgica,
conhecidos como adjuvantes. Alguns adjuvantes afetam a forma como os
antigenos sao apresentados. Por exemplo, a resposta imunoldgica é aumentada
quando os antigenos proteicos sdo precipitados pelo alimen. A emulsificacéo de
antigenos também prolonga a duragéo da apresentacao do antigeno. Adjuvantes
de moléculas adequados incluem todos os compostos imunoestimuladores
aceitaveis, tais como citocinas, toxinas ou composicdes sintéticas.

[094] Adjuvantes exemplificativos, muitas vezes preferidos,
incluem adjuvante completo de Freund (um estimulador ndo especifico da
resposta imunoldgica contendo Mycobacterium tuberculosis morto), adjuvantes
incompletos de Freund e adjuvante de hidréxido de aluminio. Outros adjuvantes
que também podem ser usados incluem IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-12, interferon,
GM-CSF, BCG, hidroxido de aluminio, compostos de MDP, tais como thur-MDP
e nor-MDP, CGP (MTP-PE), lipidio A e monofosforil-lipidio A (MPL). RIBI, que
contém trés componentes extraidos de bactérias, MPL, dimicolato de trealose
(TDM) e esqueleto da parede celular (CWS) em uma emulsdo de esqualeno/
Tween 80 a 2% também é contemplado. Os antigenos MHC podem até ser
usados.

[095] Em um aspecto, um efeito adjuvante é alcancado pelo uso
de um agente, tal como alimen, usado em cerca de 0,05 a cerca de 0,1% de
solucédo em solucgéo salina tamponada com fosfato. Alternativamente, o antigeno
é feito como uma mistura com polimeros sintéticos de acgucares (Carbopol®)
usados como uma solucao de cerca de 0,25%. O efeito adjuvante também pode
ser feito pela agregacdo do antigeno na vacina por tratamento térmico com
temperaturas variando entre cerca de 70° a cerca de 101 °C por um periodo de
30 segundos a 2 minutos, respectivamente. Agregacdo por reativacdo com

anticorpos tratados com pepsina (Fab) para albumina, mistura com célula(s)
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bacteriana(s), tais como C. parvum, uma endotoxina ou um componente de
lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas, emulsdo em veiculos oleosos
fisiologicamente aceitaveis, tais como manida mono-oleato (Aracel A), ou
emulsdo com uma solucdo a 20% de um perfluorocarbono (Fluosol-DA®) usado
como um substituto de bloco, também podem ser empregados.

[096] Alguns adjuvantes, por exemplo, certas moléculas organicas
obtidas de bactérias, atuam no hospedeiro em vez de no antigeno. Um exemplo
é o dipeptideo muramil (N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina [MDP]), um
peptidoglicano bacteriano. O MDP estimula os macréfagos, mas também parece
estimular as células B diretamente.

[097] Em certas formas de realizacdo, hemocianinas e
hemoeritrinas também podem ser usadas na invengdo. O uso de hemocianina
de lapa (KLH) é preferido em certas formas de realizacdo, embora outras
hemocianinas e hemoeritrinas de moluscos e artrépodes possam ser
empregadas.

[098] Varios adjuvantes de polissacarideo também podem ser
usados. Por exemplo, foi descrito o uso de varios adjuvantes de polissacarideos
pneumocadcicos nas respostas de anticorpos de camundongos. Variedades de
poliamina de polissacarideos séo particularmente preferidas, tais como quitina e
quitosana, incluindo quitina desacetilada.

[099] Outro grupo de adjuvantes é o grupo dipeptideo muramil
(MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina) de peptidoglicanos bacterianos.
Derivados de dipeptideo muramil, tais como o derivado de aminoacido treonil-
MDP e o derivado de acido graxo MTPPE, também s&o contemplados. A patente
U.S. No. 4.950.645 descreve um derivado de dissacarideo-tripeptideo lipofilico
de dipeptideo muramil que € descrito para uso em lipossomas artificiais formados
a partir de fosfatidil colina e fosfatidil glicerol.

[0100]BCG (bacilo Calmette-Guerin, uma cepa atenuada de
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Mycobacterium) e esqueleto da parede celular BCG (CWS) também pode ser
usado como adjuvantes, com ou sem dimicolato de trealose. O dimicolato de
trealose pode ser usado por si proprio. O BCG é uma ferramenta clinica
importante por causa de suas propriedades imunoestimulatorias.

[0101] Agentes anfipaticos e tensoativos, por exemplo, saponina e
derivados tais como QS21 (Cambridge Biotech), formam ainda outro grupo de
adjuvantes para uso com os imundgenos da presente invencao. Tensoativos de
copolimero em bloco ndo ibnico também podem ser empregados. Os
oligonucleotideos sao outro grupo util de adjuvantes. Quil A e lentinen sdo outros
adjuvantes que podem ser usados em certas formas de realizacdo da presente
invencao.

[0102]Outro grupo de adjuvantes sdo as endotoxinas
desintoxicadas, tais como a endotoxina desintoxicada refinada da patente US
No. 4.866.034.

[0103] Os técnicos no assunto conhecerdo os diferentes tipos de
adjuvantes que podem ser conjugados a vacinas celulares de acordo com esta
invencao e estes incluem alquil lisofosfilipideos (ALP); BCG; e biotina (incluindo
derivados biotinilados) entre outros. Certos adjuvantes particularmente
contemplados para uso sao os acidos teicéicos de células Gram. Estes incluem
os &cidos lipoteicdicos (LTA), acidos ribitol teicéicos (RTA) e é&cido glicerol
teictico (GTA). As formas ativas de suas contrapartes sintéticas também podem
ser empregadas em conexao com a invencgao.

[0104] Os adjuvantes podem ser codificados por um acido nucleico
(por exemplo, DNA ou RNA). E contemplado que tais adjuvantes também podem
ser codificados em um acido nucleico (por exemplo, um vetor de expressao) que
codifica o antigeno, ou em um vetor separado ou outro construto. Os acidos
nucleicos que codificam os adjuvantes podem ser administrados diretamente,

como, por exemplo, com lipidios ou lipossomas. Um exemplo de tal adjuvante é
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poli-ICLC.

VETORES DE EXPRESSAO

[0105]Os peptideos de acordo com a invencdo podem ser
produzidos in vivo no corpo do paciente.

[0106] Uma composig¢ao imunogénica ou vacina pode conter RNA
ou DNA que codifica um ou mais dos peptideos descritos acima, de modo que 0
peptideo seja gerado in situ. O RNA ou o DNA podem estar presentes em
qualquer um de uma variedade de sistemas de distribuicdo conhecidos pelos
técnicos no assunto, incluindo sistemas de expressdo de acido nucleico (DNA
nu ou plasmideo, vetor de RNA), sistemas de expressao bacterianos ou virais.
Os sistemas de expressao de acido nucleico adequados contém as sequéncias
de RNA ou DNA necessérias para a expressdo no paciente (tal como um
promotor adequado e sinal de terminagédo). Os sistemas de distribuicdo
bacteriana envolvem a administracdo de uma bactéria (tal como Bacillus-
Calmette-Guerrin) que induz a expressdo de uma porcdo imunogénica do
polipeptideo em sua superficie celular. Em uma forma de realizacéo preferida, o
RNA ou o DNA pode ser introduzido usando um sistema de expresséo viral (por
exemplo, vaccinia ou outro virus da variola, retrovirus ou adenovirus), que pode
envolver o uso de um virus competente para replicacdo nao patogénico
(defeituoso). As técnicas para incorporar RNA ou DNA em tais sistemas de
expressao sao bem conhecidas dos técnicos no assunto. O DNA também pode
estar “nu”, conforme descrito, por exemplo, em Ulmer et al., Science 259: 1745-
1749 (1993), e revisado por Cohen, Science 259: 1691-1692 (1993). A absorgéo
de DNA nu pode ser aumentada revestindo o DNA em granulos biodegradaveis,
gue sao transportados de forma eficiente para as células.

[0107] Os vetores preferidos incluem os vetores de DNA, os vetores
de RNA, os vetores virais, tais como retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus

adeno-associados, poxvirus, tais como virus vaccinia e poxvirus atenuados, tais
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como Ankara (MVA), NYVAC, ALVAC, TROVAC, outros vetores virais, tais como
virus sindbis, citomegalovirus e virus herpes simplex, e os vetores bacterianos.

[0108] O termo “expressédo” é utilizado de acordo com a invengéo
no seu significado mais geral e compreende a producdo de RNA e/ou peptideos
ou polipeptideos, por exemplo, por transcri¢cao e/ou traducao. No que diz respeito
ao RNA, o termo “expressao” ou “traducao” refere-se em particular a producgéo
de peptideos ou polipeptideos. Também compreende a expressao parcial de
acidos nucleicos. Além disso, a expressao pode ser transitoria ou estavel.

[0109] Existem varias maneiras pelas quais o0s vetores de
expressao podem ser introduzidos nas células. Em certas formas de realizagao
da invencao, o vetor de expressdo compreende um virus ou vetor modificado
derivado de um genoma viral. A capacidade de certos virus de entrar nas células
por meio de endocitose mediada por receptor, de se integrar ao genoma da
célula hospedeira e expressar genes virais de maneira estavel e eficiente, os
tornou candidatos atraentes para a transferéncia de genes estranhos para
células de mamiferos. Os primeiros virus usados como vetores genéticos foram
os virus de DNA, incluindo os papovavirus (virus simio 40, papiloma virus bovino
e polioma) e adenovirus.

[0110]Um método particular para entrega do acido nucleico
envolve o0 uso de um vetor de expressao de adenovirus. Embora os vetores de
adenovirus sejam conhecidos por terem uma baixa capacidade de integracdo no
DNA gendmico, essa caracteristica é contrabalancada pela alta eficiéncia de
transferéncia de genes proporcionada por esses vetores. “Vetor de expressao
de adenovirus” destina-se a incluir agueles construtos contendo sequéncias de
adenovirus suficientes para (a) suportar o empacotamento do construto e (b)
para finalmente expressar um tecido ou construto célula-especifico que foi
clonado no mesmo. O conhecimento da organizacéo genética ou adenovirus, um

virus de DNA fita dupla linear de 36 kb, permite a substituicdo de grandes
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pedacos de DNA adenoviral por sequéncias estranhas de até 7 kb.

[0111]O acido nucleico pode ser introduzido na célula usando
transfeccdo assistida por adenovirus. Eficiéncias de transfeccdo aumentadas
foram relatadas em sistemas celulares usando sistemas acoplados a adenovirus
(Kelleher e Vos, 1994; Cotten et al., 1992; Curiel, 1994). O virus adeno-
associado (AAV) é um sistema de vetor atraente para uso nas vacinas da
presente invengcdo. O AAV tem uma ampla gama de hospedeiros para
infectividade. Os detalhes relativos a geracdo e uso de vetores rAAV sédo
descritos na patente US 5.139.941 e 4.797.368, cada uma incorporada aqui por
referéncia.

[0112] Os retrovirus sédo promissores como vetores de entrega de
genes em vacinas devido a sua capacidade de integrar seus genes ao genoma
do hospedeiro, transferindo uma grande quantidade de material genético
estranho, infectando um amplo espectro de espécies e tipos de células e de
serem embalados em linhagens celulares especiais. A fim de construir um vetor
retroviral, um acido nucleico (por exemplo, um que codifica um antigeno de
interesse) € inserido no genoma viral no lugar de certas sequéncias virais para
produzir um virus que é deficiente para replicacdo. Para produzir virions, é
construida uma linhagem celular de empacotamento contendo os genes gag, pol
e env, mas sem o LTR e os componentes de empacotamento. Quando um
plasmideo recombinante contendo um cDNA, juntamente com o LTR retroviral e
as sequéncias de empacotamento € introduzido em uma linhagem celular
especial (por exemplo, por precipitacdo com fosfato de calcio, por exemplo), a
sequéncia de empacotamento permite que o transcrito de RNA do plasmideo
recombinante seja empacotado em particulas virais, que sdo entdo secretadas
para 0 meio de cultura. O meio contendo os retrovirus recombinantes € entao

coletado, opcionalmente concentrado e usado para a transferéncia de genes.

[0113] Lentivirus s&o retrovirus complexos que, além dos genes
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retrovirais comuns gag, pol e env, contém outros genes com funcéo regulatéria
ou estrutural. Os vetores lentivirais sdo bem conhecidos na técnica (ver, por
exemplo, as patentes US 6.013.516 e 5.994.136). Alguns exemplos de lentivirus
incluem os virus da imunodeficiéncia humana: HIV-1, HIV-2 e o virus da
imunodeficiéncia simia: SIV. Os vetores lentivirais foram gerados pela atenuacao
multipla dos genes de viruléncia do HIV, por exemplo, os genes env, vif, vpr, vpu
e nef sdo deletados, tornando o vetor biologicamente seguro.

[0114] Os vetores lentivirais recombinantes sao capazes de infectar
células sem divisdo e podem ser usados para transferéncia de genes in vivo e
ex Vvivo e expressao de sequéncias de acido nucleico. Por exemplo, lentivirus
recombinante capaz de infectar uma célula sem divisdo em que uma célula
hospedeira adequada € transfectada com dois ou mais vetores que transportam
as funcdes de empacotamento, nomeadamente gag, pol e env, bem como rev e
tat, & descrito na patente U.S. No. 5.994.136, aqui incorporada por referéncia.
Pode-se ter como alvo o virus recombinante por ligacao da proteina do envelope
com um anticorpo ou um ligante particular para direcionar para um receptor de
um tipo de célula particular. Ao inserir uma sequéncia (incluindo uma regido
reguladora) de interesse no vetor viral, juntamente com outro gene que codifica
o ligante para um receptor em uma célula-alvo especifica, por exemplo, o vetor
agora é alvo-especifico.

ADMINISTRACAO DE COMPOSICAO IMUNOGENICA OU VACINA

[0115]Para matar células, inibir o crescimento celular, inibir
metastases, diminuir o tamanho do tumor ou do tecido e de outra forma reverter
ou reduzir o fenétipo maligno das células tumorais, usando os meétodos e
composi¢cdes da presente invencdo, se administraria de modo geral (ou
expressaria) os peptideos da invengdo para induzir células T que sao capazes
de reconhecer e matar as ceélulas cancerosas direcionadas. As vias de

administracao irdo variar, naturalmente, com a localizagéo e natureza da leséo,
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e incluem, por exemplo, intradérmica, transdérmica, parenteral, intravenosa,
intramuscular, intranasal, subcutanea, percutanea, intratraqueal, intraperitoneal,
intratumoral, perfusao, lavagem, injecao direta e administracao oral.

[0116] A injecdo intratumoral ou injecdo na vasculatura tumoral €
especificamente contemplada para tumores discretos, solidos e acessiveis. A
administracdo local, regional ou sistémica também pode ser apropriada. Para
tumores de > 4 cm, o volume a ser administrado serd de cerca de 4-10 ml
(preferencialmente 10 ml), enquanto para tumores de < 4 cm, um volume de
cerca de 1-3 ml serd usado (preferencialmente 3 ml). Mdltiplas injecdes
administradas como dose Unica compreendem volumes de cerca de 0,1 a cerca
de 0,5 ml. As particulas virais podem ser vantajosamente contatadas por
administracdo de multiplas injecbes ao tumor, espacadas em intervalos de
aproximadamente 1 cm.

[0117] No caso de intervencdo cirdrgica, a presente invencéo pode
ser usada no pré-operatorio, para tornar um tumor inoperavel sujeito a ressecao.
Alternativamente, a presente invengcao pode ser usada no momento da cirurgia
e/ou posteriormente, para tratar doenca residual ou metastatica. Por exemplo,
um leito de tumor ressecado pode ser injetado ou perfundido com uma
formulacdo compreendendo um peptideo associado a tumor, polipeptideo ou
construto que o codifica. A perfusdo pode ser continuada apos a ressec¢ao, por
exemplo, deixando um cateter implantado no local da cirurgia. O tratamento pés-
cirurgico periodico também esté previsto.

[0118] A administracdo continua também pode ser aplicada quando
apropriado, por exemplo, quando um tumor € excisado e o leito do tumor é
tratado para eliminar doenca microscopica residual.

[0119] A administracdo por seringa ou cateterizacdo é preferida.
Essa perfusdo continua pode ocorrer por um periodo de cerca de 1-2 horas, a

cerca de 2-6 horas, a cerca de 6-12 horas, a cerca de 12-24 horas, a cerca de
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1-2 dias, a cerca de 1-2 semanas ou mais apos o inicio do tratamento. De modo
geral, a dose da composicao terapéutica via perfusdo continua sera equivalente
a dada por uma Unica ou multiplas inje¢@es, ajustada ao longo de um periodo de
tempo durante o qual a perfus&o ocorre. E ainda contemplado que a perfus&o do
membro pode ser usada para administrar composi¢des terapéuticas da presente
invengao, particularmente no tratamento de melanomas e sarcomas.

[0120]Os regimes de tratamento também podem variar e
geralmente dependem do tipo de tumor, localizagdo do tumor, progresséo da
doenca e saude e idade do paciente. Obviamente, certos tipos de tumor exigirao
um tratamento mais agressivo, enquanto, a0 mesmo tempo, certos pacientes
ndo podem tolerar protocolos mais exigentes. O médico serd o mais adequado
para tomar tais decisbes com base na eficacia e toxicidade (se houver)
conhecidas das formulagdes terapéuticas.

[0121]Uma quantidade eficaz do imunogénico farmacéutico ou
composicdo de vacina, de forma geral, € definida como a quantidade suficiente
para, perceptivelmente e repetidamente melhorar, reduzir, minimizar ou limitar a
extensdo da doenca ou condicdo ou sintomas da mesma. Definicdbes mais
rigorosas podem ser aplicadas para composi¢cbes de vacinas, incluindo
eliminacao, erradicacdo ou cura de doencas.

[0122] Em certas formas de realizag&o, o tumor a ser tratado pode,
pelo menos inicialmente, ndo ser ressecavel. Os tratamentos com construtos
virais terapéuticas podem aumentar a ressecabilidade do tumor devido ao
encolhimento nas margens ou pela eliminacdo de certas porc¢des particularmente
invasivas. Ap0s os tratamentos, a ressecao pode ser possivel. Os tratamentos
adicionais subsequentes a ressecao servirdo para eliminar a doenca residual
microscopica no local do tumor.

[0123]Um curso tipico de tratamento, para um tumor primario ou

um leito de tumor pds-excisao, envolvera doses multiplas. A quantidade diaria

Peticao 870210021354, de 05/03/2021, pég. 179/197



36/48

terapeuticamente eficaz de peptideo (quantidade total de peptideo ou peptideos
de acordo com a invenc¢ao) administrada pode estar na faixa de 0,01 mg a 10
mg, especialmente 0,025 mg a 5,0 mg, ou na faixa de 0,025 mg a 1,0 mg.

[0124] Os tratamentos podem incluir varias “doses unitérias”. A
dose unitéria é definida como contendo uma quantidade predeterminada da
composicédo terapéutica. A quantidade a ser administrada e a via e formulagéo
particulares estdo dentro da habilidade daqueles nas artes clinicas e podem
variar dependendo da natureza da composi¢do, seja como uma composicao de
peptideo ou uma composicdo de vetor de expressdo. Uma dose unitaria ndo
precisa ser administrada como uma injecdo Unica, mas pode compreender a
infusdo continua durante um determinado periodo de tempo. A dose unitaria da
presente invengéo pode ser convenientemente descrita em termos de unidades
formadoras de placas (pfu) para um construto viral. As doses unitarias variam de
103, 104 10° 108, 107, 108 10° 10%°, 10%, 10%?, 10%® pfu e mais.
Alternativamente, dependendo do tipo de vetor e do titulo atingivel, serdo
distribuidas 1 a 100, 10 a 50, 100-1000, ou até cercade 1 x 104, 1 x 10°, 1 x 10¢,
1x107,1x108 1x109 1x10%19 1x 10, 1x10%2 1x10%3,1x10% oulx10%®
ou mais particulas virais infecciosas (vp) para o paciente ou para as células do
paciente.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0125] Figura 1: A. Correlagéo da expressao dos 19 subtipos de
HERYV superexpressos em TNBC com assinaturas imunoldgicas, mostrando uma
correlagcdo com a apresentacdo do antigeno, via citotoxica e imunorregulatoria;
correlacédo positiva é indicada por cada ponto (cinza claro ou escuro); B. Como
exemplo, correlacdo da expressdo de HERV-K 10 com a assinatura de células
T.

[0126] Figura 2: A. Gréficos representativos de coloragdo de

dextramero de células T CD8+ sem ou com estimulacéo por peptideo CMV pp65
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(respectivamente, quadrantes superiores) e sem ou com peptideo P5 de HERV
(SEQ ID NO: 5) (respectivamente, quadrantes inferiores). B. Porcentagem de
células T CD8+ dextramero positivas no dia 12 sem ou com estimulagdo com
peptideos de HERV especificos (P1 a P7 - SEQ ID NO: 1 a 7) ou controles em
varios PBMCs de doadores.

[0127] Figura 3: A. Gréficos representativos da producao de IFN-y
por células T CD8+ apds contato com células T2 pulsadas com controles
negativos e positivos (quadrantes superiores) e peptideos de HERV P1, P2, P3
(SEQ ID NO: 1, 2 e 3) (quadrantes inferiores) B. Porcentagem de células T CD8+
positivas para IFN-y no dia 12 sem ou com estimulagdo com peptideos de HERV
especificos (P1, P2 e P3 (SEQ ID NO: 1, 2 e 3) ou controles em varios PBMCs
de doadores.

[0128]Figura 4: A. Gréficos representativos de coloragdo de
dextramero de células T CD8+ sem ou com estimulacdo pelo peptideo CMV
pp65 (respectivamente, quadrantes superiores) e sem ou com peptideo P1 de
HERV (SEQ ID NO: 1) (respectivamente, quadrantes inferiores).

[0129]B. Razao de alteracédo de dobramento entre a porcentagem
de células T CD8+ especificas dextrAmero positivas na condigéo estimulada por
peptideo versus ndo estimulada (P1 a P7 - SEQ ID NO: 1 a 7) no dia 12 em
véarios PBMCs de doadores.

[0130] C. Histogramas representativos do numero de pontos IFN-
y+ e Granzyme-B+ apds 12 dias de estimulagdo e apos 24h de contato com
células T2 pulsadas com o peptideo cognato.

[0131] Figura 5: A. Gréficos representativos da producao de IFN-y
por células T CD8+ apds contato com células T2 pulsadas com controles
negativos e positivos (quadrantes superiores) e peptideos de HERV P1, P2, P3
(SEQ ID NO: 1 a 3) (quadrantes inferiores), no doador a;

[0132] A (continuagdo). Graficos representativos da producgéo de
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IFN-y por células T CD8+ apds contato com células T2 pulsadas com controles
negativos e positivos (quadrantes superiores) e peptideos de HERV P4, P5, P6
e P7 (SEQ ID NO: 4 a 7) (quadrantes inferiores) para doador b;

[0133] B. Porcentagem de células T CD8+ positivas para IFN-y no
dia 12 sem ou com estimulacdo com peptideos de HERV especificos (P1 a P7 -
SEQ ID NO: 1 a 7) ou controles em varios PBMCs de doadores.

[0134]Figura 6: A. Gréficos representativos de coloracdo de
dextramero para P1 (SEQ ID NO: 1) apés classificacdo e expansédo de células T
CD8+ P1 especificas (quadrante direito) e sua contraparte negativa (quadrante
esquerdo).

[0135] B. Histogramas representativos do nimero de pontos IFN-
y+ e Granzyme-+, apds 24h de cultura das células T CD8+ especificas P1 (SEQ
ID NO: 1) com células T2 pulsadas com P1 ou controle negativo (sem peptideo
carregado).

[0136] C. Curvas representativas de quantificacdo de morte celular
em tempo real em co-culturas da linhagem celular MDA-MB-231 (pulsada ou n&o
com o peptideo de interesse), com células T CD8+ especificas P1 (SEQ ID NO:
1) ou suas contrapartes negativas.

[0137]D. Histogramas representativos da porcentagem de
coloracéo intracelular de IFN-y (PE) de células T CD8+ P1 especificas (SEQ ID
NO: 1) (em preto) versus sua contraparte negativa (células T CD8+ néo
especificas, em branco) apos 6h de co-cultura com a linhagem celular MDA-MB-
231 pulsada ou ndo com o peptideo de interesse. A adicdo de um anticorpo
bloqueador de HLA-A2 foi usada como controle.

[0138] Figura 7: A. Esquema representativo de linfocitos infiltrados
de tumor (TILs) dextramero positivos (quadrantes pretos) encontrados em
células T CD8 expandidas a partir de dilacerado de TNBC. P1 a P7 (SEQ ID NO:

1 a 7) representam dextramero para os peptideos 1 a 7, TNBC 1 a 4 representam
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4 pacientes diferentes. B. Esquema representativo de TILs dextramero positivos
(quadrantes pretos) encontrados em células T CD8 expandidas de dilacerado de
tumor ovariano. P1 a P7 (SEQ ID NO: 1 a 7) representam dextramero para 0s
peptideos 1 a 7, Ovario 1 a 3 representam 3 pacientes diferentes.
[0139]A invencdo sera agora descrita usando exemplos né&o
limitativos, referindo-se aos desenhos.
EXEMPLO:

IDENTIFICACAO DE SEQUENCIAS HERV

[0140] As sequéncias de DNA de HERVs de diferentes familias
(incluindo HERV-K, HERV-H, HERV-W, HERV-E e ERV3) foram extraidas do
banco de dados Genbank. O BLAST foi utilizado para localizar essas sequéncias
no genoma humano (GRCH37), mantendo a posi¢cdo com pelo menos 98% de
similaridade em pelo menos 85% das sequéncias consultadas e sem gap. Assim,
foram identificadas 66 sequéncias HERVs funcionais.

ANALISE DE SEQUENCIAS HERV EM TNBC

[0141] A expressao de HERVs foi analisada em um banco de
dados pré-existente de 84 amostras de cancer de mama contendo 42 TNBC.
A comparacao foi feita com 56 amostras de animais normais (51 peritumorais
e 5 amostras de reducdo de mamiferos). O RNA foi extraido de biépsias de
tumor frescas realizando tratamento com DNAse e selegcdo de poli A. Se
apresentar uma qualidade suficiente (namero de integridade de RNA > 6,5),
as sequéncias HERVs funcionais estédo alinhadas com os dados de RNAseq.

[0142] A andlise de multiplos componentes dos 66 subtipos de
retrovirus endégenos humanos (HERV) foi realizada. 42 HERVs s@0 expressos.
19 HERVs caracterizam especificamente o cancer de mama triplo negativo
(TNBC) em tecido normal e subtipos ER+: HERVK 10, 17, 22, 7, 6, 21, 25, 11,

20, 16, 23,1, 5; HERVH_4, 7; e HERV3_1.
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SELECAO E SINTESE DE PEPTIDEOS

[0143] Regides comuns em Gag e Pol compartilhadas entre os 19
HERVs superexpressos foram identificadas apds o alinhamento das leituras em
um genoma de referéncia. Usando diferentes ferramentas de predicdo de
epitopo (NetMHC 1| e II), potenciais ligantes de epitopos fortes para os alelos
MHC | e Il mais frequentes foram identificados. Entre eles, 7 ligantes fortes
previstos de 9-mer para HLA-A*0201 foram selecionados e sintetizados: 4
peptideos de Gag e 3 de Pol (tecnologia de peptideo JPT, Berlim, Alemanha). A
identidade dos peptideos foi confirmada por espectrometria de massas pelo
vendedor. Pureza > 95% foi esperada e determinada por cromatografia liquida
de alto desempenho. Os peptideos liofilizados foram dissolvidos em &gua
deionizada <5% de DMSO, divididos em aliquotas e conservados a -20 °C até o
uso.

[0144] Os peptideos 29mer GMX (SEQ ID NO: 8-14) contendo o
ligante forte de peptideos 9-mer para MHC de classe | (SEQ ID NO: 1-7), além
de sequéncias laterais de motivos de classe Il (10-mer em cada lado, exceto
para o peptideo SEQ ID NO: 12, em que a sequéncia SEQ ID NO: 5 esta no C-
terminal) foram identificados e analisados quanto a sintese.

ANALISE BIOINFORMATICA DAS CORRELACOES ENTRE A EXPRESSAO DE HERVS E AS

ASSINATURAS DE CELULAS T

[0145] Diferentes assinaturas foram usadas para avaliar as
caracteristicas imunolégicas do tumor: contra-assinaturas MCP  (ref
http://cit.ligue-cancer.net/?p=1338&lang=en) para células T, células T CD8,
células NK, linfocitos citotoxicos, bem como Fibroblastos, Neutréfilos e Células
endoteliais para uma analise de controle; Pacote de estimativa (http:/
bioinformatics.mdanderson.org /estimate/index.html) para ImmuneScore,
StromalScore; Imunofenogramal5 para células efetoras, imunomoduladores

(pontos de verificagdo imunolégicos), células supressoras (células T regulatérias
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e MDSCs). Genes especificos também serdo avaliados (como OCT4, TRIM28,
SETDB1), bem como a assinatura EMT (SSGSEA e assinatura de Jean-Paul
Thierry) e assinaturas associadas especificamente ao subtipo tumoral. A
correlagcdo entre essas assinaturas e HERVs serd analisada usando métodos
estatisticos classicos. A Figura 1A mostra uma correlagéo significativa entre 19
HERVs e assinaturas imunoldgicas especificas como assinaturas relacionadas
a apresentacao de antigeno, citotoxicas ou imunomoduladoras. Como exemplo,
a expressdo de HERV-K 10 esta fortemente correlacionada com a assinatura de
células T no cancer de mama (Figura 1B).

CULTURA DE PBMCs PARA ESTIMULACAO ESPECIiFICA DE CD8+ HERV+

[0146] PBMCs de doadores HLA-A2 foram cultivados por 12 dias
em meio AIM-V (Thermo Fisher Scientific) suplementado com 5% de soro
humano AB (mistura de 5 doadores de EFS Lyon, filtrada) e 20 Ul/ml de IL-2
(PROLEUKIN aldesleucina, Prometheus, Vevey, Sui¢a) enriquecido com 5ug/mi
de R848 (InvivoGen, San Diego, EUA) e 10 ug/ml de Poly-IC (InvivoGen) e o
peptideo de interesse (10 uM). As culturas foram realizadas em uma placa de 96
pocos de fundo em U, 1,5x10° células por poco e 20 pocos foram realizados para
cada condicdo de peptideo. 100 ul de meio foram alterados e enriquecidos com
R848, Poly-IC, IL-2 e o0 peptideo de interesse (peptideos das sequéncias SEQ
ID NO: 1-7) para atingir a mesma concentracao final no dia 3. IL-2 e o peptideo
de interesse foram adicionados no dia 6 e no dia 10 IL-2 apenas. O controle
positivo foi cultivado com 0,1 ug/ml de PP65 (tecnologia de peptideo JPT) no
experimento de dextramero, um peptideo CMV que € apresentado pelo MHC
classe | e estimula especificamente células T CD8+. Para o experimento de IFN-
y, 0,4 pg/ml de peptideo CEF (Mabtech) foram usados, consistindo em uma
mistura de 23 peptideos virais restritos de MHC classe | de CMV humano, EBV
e virus influenza que estimulam células T CD8+ a sintetizar preferencialmente

IFN-y.
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ENsAIO E CLASSIFICACAO DE DEXTRAMERO

[0147]No dia 12, as células das mesmas condigbes foram
misturadas em tubos de polipropileno, lavadas com 2 ml de tampao FACS e
ressuspensas em tampdo FACS. As condi¢cdes foram coradas com 10 pl do
dextramero correspondente (Immudex, Copenhague, Dinamarca) durante 15
minutos a temperatura ambiente no escuro. O kit de viabilidade corrigivel Zombie
Near Infra-Red (NIR) (Zombie NIR, biolegend, Paris, Franga) foi usado a 1/400
para avaliar a viabilidade. Anticorpos anti CD3 (BV421, Biolegend) e anti CD8
(FITC, Beckman coulter, Brea, EUA) foram entédo adicionados a cada condi¢cao
(1/10 no ensaio da Figura 2, 1/25 para a Figura 4) e deixados 20 minutos no
escuro a 4 °C. As células foram entdo lavadas duas vezes com 2 ml de tampéo
FACS e ressuspensas em 350 ul de tampao FACS até a andlise. A analise foi
realizada em FACS Fortessa (BD) para discriminar células T HERV CD8+
multimero especificas.

[0148] Os resultados na Figura 2A mostram a populagéo corada por
dextramero em PBMCs pulsados com peptideo ndo especificos (painéis a
esquerda) e especificos (painéis a direita). Nos painéis superiores, até 72% das
células T CD8+ resultaram positivas apos estimulagdo com o peptideo pp65 de
controle positivo de CMV vs. 2,02% em PBMCs néo estimulados (indicando uma
possivel presenca de células T de memdria contra CMV devido a infec¢des
anteriores). Curiosamente, PBMCs estimulados com um peptideo de HERV (por
exemplo, SEQ ID NO: 5 no painel inferior) resultaram em 34,2% de células T
CD8+ dextramero positivas vs. 0,04% na condicdo n&o estimulada. Os
resultados obtidos em quatro doadores diferentes estdo resumidos na Figura 2B.

[0149] Os resultados na Figura 4A mostram a populagéo corada por
dextramero em PBMCs pulsados com peptideo ndo especificos (painéis a
esquerda) e especificos (painéis a direita). Nos painéis superiores, até 23,40%

das células T CD8+ resultaram positivas ap0s a estimulagdo com o peptideo
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pp65 de controle positivo de CMV vs. 3,63% em PBMCs ndo estimulados
(indicando uma possivel presenca de células T de meméria contra CMV devido
a infecgBes anteriores). Curiosamente, PBMCs estimulados com um peptideo de
HERV (por exemplo, SEQ ID NO: 1 no painel inferior) resultaram em 0,63% de
células T CD8+ dextramero positivas vs. 0,091% na condi¢cdo ndo estimulada.
Os resultados obtidos em 12 doadores diferentes estao resumidos na Figura 4B,
mostrando um aumento significativo nas células T CD8+ dextrdmero positivas
para P1, P4 e P6 (por exemplo, SEQ ID NO: 1, 4, 6) e ligeiramente para P2 e P3
(por exemplo, SEQ ID NO: 2, 3).

[0150] PBMCs estimulados com peptideo apds a cultura de 12 dias
foram usados para realizar um ensaio ELISPOT para IFN-y e Granzyme-f3
(Figura 2C). 2.10° células por pogo foram colocadas em co-cultura com células
T2 especificas para o peptideo de interesse em uma razao de 10: 1. ELISPOT
foi revelado ap6s 24h mostrando pontos especificos de IFN-y e Granzyme-f3 para
P1 e P6 (por exemplo, SEQ ID NO: 1, 6).

ENsAIO DE CITOTOXICIDADE COM CONTATO DE CELULAS T2

[0151] No dia 12 de cultura de PBMCs, as células T2 foram lavadas
em RPMI e ressuspensas em meio AIM-V (Thermo Fisher Scientific). T2
(linhagem celular SD) sdo uma linhagem celular de linfoblasto deficiente no
transportador associado a proteina de processamento de antigeno (TAP) e,
portanto, ndo podem apresentar peptideos endégenos no MHC de classe |, mas
podem ser usados para monitorar a resposta de CTL a um antigeno exoégeno de
interesse em um ambiente ndo competitivo. As células T2 foram primeiro
pulsadas com o peptideo de HERV pela adicdo de 10 pg/ml do peptideo
correspondente a células T2 2M por 2 horas a 37 °C. PBMCs foram misturados
e contados e colocados em co-cultura com as células T2 correspondentes a uma
concentracao respectiva de 1:5 em uma nova placa de 96 pocos em U.

[0152] ApOs 4 horas de incubacéo a 37 °C, as células da co-cultura
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foram lavadas e misturadas em placa de pogos em V de acordo com sua
condigéo de coloracdo em tampé&o FACS. Zombie NIR (Biolegend) foi usado em
1/400 para avaliar a viabilidade. Anticorpos anti CD3 (PercP, Biolegend) e anti
CD8 (FITC, Beckman coulter) foram adicionados 1/10 por condi¢céo e deixados
por 25 minutos a 4 °C. As células foram lavadas novamente e, em seguida,
fixadas com kit de solucdo de fixacédo/ permeabilizacao (Invitrogen, Carlasbad,
EUA) de acordo com as instruc¢des do fabricante por 15 minutos em temperatura
ambiente. As células foram lavadas duas vezes em tampado FACS e mantidas a
4 °C.

[0153] No dia 13, as células foram permeabilizadas com o kit de
solucéo de permeabilizacéo (Invitrogen) por 5 minutos em temperatura ambiente
e o anticorpo anti IFN-y (PE, Biolegend) foi adicionado 1/20 a solug¢é@o por mais
25 minutos a 4 °C. As células foram lavadas duas vezes e ressuspensas em 350
Ml de tampao FACS antes da analise FACS. A andlise foi realizada em FACS
Fortessa (BD) para explorar a citotoxicidade especifica e desgranulacdo contra
células T2 que expressam sequéncias HERV.

[0154] Os resultados na Figura 3A mostram a produgao de IFN-y
de células T CD8+ estimuladas contra células T2 ndo pulsadas (PO: painel
superior esquerdo), pulsadas com um peptideo diferente (Pneg: painel central
superior) ou com cada peptideo cognato (controle positivo Ppos: painel superior/
direito, peptideos de HERV de SEQ ID NO 1, 2 e 3 nos painéis inferiores); os
resultados mostram uma producédo especifica de IFN-y contra células T2 que
expressam peptideos de HERV. Os resultados de 5 doadores diferentes estéo
resumidos na Figura 3B, mostrando uma producéo de IFN-y em ~ 10% (em
mediana) de células T CD8+ estimuladas com P1 (SEQ ID NO: 1) e ~ 5% (em
mediana) de células T CD8+ estimuladas com P2 ou P3 (SEQ ID NO: 2 e 3).

[0155] Os resultados na Figura 5A mostram a producédo de IFN-y

de células T CD8+ estimuladas contra células T2 ndo pulsadas (PO: painel
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superior esquerdo em ambos os quadrantes do doador a e do doador b),
pulsadas com um peptideo diferente (Pneg: painel central superior em ambos os
quadrantes do doador a e do doador b), ou com cada peptideo cognato (controle
positivo Ppos: painel superior/ direito, peptideos de HERV de SEQIDNO 1a 3
em painéis inferiores para doador a e peptideos de HERV de SEQ ID NO 4 a7
em painéis inferiores para doador b); os resultados mostram uma producdo
especifica de IFN-y contra células T2 que expressam peptideos de HERV. Os
resultados de 12 doadores diferentes estao resumidos na Figura 5B, mostrando
uma producdo de IFN-y em um numero significativo de células T CD8+
estimuladas com P1 (SEQ ID NO: 1), P2 e P3 (SEQ ID NO: 2 e 3) e em um
ndmero moderado de células T CD8+ estimuladas com P6 (SEQ ID NO: 6).

CITOTOXICIDADE DE CELULAS T CD8+ P1 ESPECIFICAS

[0156] As células coradas com dextramero foram classificadas por
FACS Aria (BD) para separar células T CD8+ peptideo especificas da
contraparte ndo especifica. Ambas as fragbes foram coletadas e expandidas
separadamente em células alimentadoras em placas de 96 pocos redondos por
14 dias. A pureza da fracdo especifica versus ndo especifica foi avaliada no dia
14 (Figura 6A) resultando em >90% de células T CD8+ dextrAmero positivas na
fracdo positiva versus <5% na fracdo negativa. Essas células foram utilizadas
para os experimentos de citotoxicidade.

[0157]As células T CD8+ classificadas e expandidas foram
avaliadas quanto ao seu potencial citotoxico por ensaio ELISPOT (Cellular
technology limited, CTL). 4.10* células T CD8+ P1 especificas foram co-
cultivadas com células T2 previamente pulsadas com o peptideo P1. O numero
de pontos contados indica uma producao de IFN-y e Granzyme-f (~ 800 pontos
para ambas as citocinas) pelas células T CD8+ P1 especificas contra células
alvo pulsadas com o peptideo cognato em comparag¢do com o controle negativo

(Figura 6B). Esses experimentos indicam que essas células sdo especificas e

Peticao 870210021354, de 05/03/2021, pég. 189/197



46/48

funcionais.

[0158] A analise in silico da expressdo de HERV realizada nas
linhagens celulares HMEC (células epiteliais mamarias humanas HLA-A2) e
MDA-MB-231 (linhagem celular de cancer de mama triplo negativo HLA-A2),
mostrou uma superexpressao de HERVs na linhagem celular MDA-MB-231 em
comparac¢ao com o HMEC.

[0159] A linhagem celular HLA-A2 TNBC MDA-MB-231 foi usada
como alvo para uma andlise em tempo real da morte celular induzida por células
T CD8+ P1 especificas. 5.10° células MDA-MB-231 foram pulsadas ou ndo com
0 peptideo P1 e foram permitidas a adesdo em placas de 96 poc¢os. Apds a
adesdo, células T CD8+ P1 ou sua contraparte negativa (controle) foram
adicionadas aos pocos. A co-cultura foi realizada na presenca do corante Cytotox
green (Essenbioscience) que entra nas células quando a integridade da
membrana plasmética diminui, produzindo um aumento de 100-1000 vezes na
fluorescéncia ao se ligar ao acido desoxirribonucléico (DNA). A cinética mostra
um aumento muito significativo na morte celular quando MDA-MB-231 € co-
cultivado com células T P1 especificas em comparacdo com sua contraparte
negativa. Como esperado, um aumento adicional de morte celular foi observado
quando as células MDA-MB-231 alvo foram pulsadas com P1 e co-cultivadas
com células T P1 especificas (provavelmente devido a um aumento no nimero
de complexos HLA-peptideo 1 nas células alvo) (Figura 6C).

[0160] Além disso, apo6s 6 horas de co-cultura entre células T CD8+
P1 especificas ou sua contraparte negativa e a linhagem celular TNBC MDA-
MB-231 HLA-A2, uma coloracao intracelular de IFN-y foi realizada por FACS
(Figura 6D). Os resultados mostram um aumento na porcentagem de células
produtoras de IFN-y quando as células P1 especificas estdo na co-cultura em
comparagdo com as co-culturas com a contraparte negativa. Esta porcentagem

aumenta ligeiramente quando o MDA-MB-231 é previamente pulsado com P1. O
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uso de um anticorpo bloqueador especifico anti-HLA-A2 pode reverter esse
efeito, demonstrando sua especificidade.

[0161] De modo geral, esses experimentos mostram que as células
T CD8+ P1 especificas reconhecem especificamente e sdo funcionais contra as
células alvo que apresentam o peptideo cognato (células T2 neste experimento)
e reconhecem especificamente e matam células tumorais que expressam
antigenos derivados de HERV endogenamente (linhagem celular TNBC MDA-
MB-231 neste experimento).

COLORACAO DE DEXTRAMERO DE LINFOCITOS INFILTRADOS DE TUMOR (TILS) DE

TNBC E CANCER DE OVARIO

[0162] Os tumores foram dilacerados em pequenos pedacos e
digeridos com colagenase IV e DNAse por 45 minutos. As células obtidas foram
ressuspensas em 5% de RPMI de soro humano e distribuidas em 96 pocos
(5.10% células por poco). Microesferas anti-CD3/CD28 (Miltenyi biotech) foram
adicionadas ao po¢o em uma razéo de 1:4 com células na presenca de IL-2 (F.C.
100 IU/ml). Os TILs foram cultivados durante 14 dias mudando o meio nos dias
5,7,9 e 12 e o niumero de células foi adaptado para ter 0,5x10° células/ml.

[0163]No dia 14, uma coloracdo de dextramero foi realizada (ver
paragrafo de ensaio de dextramero) para os 7 peptideos de interesse (P1 a P7 -
SEQ ID NO: 1 a 7) e células T CD8+ especificas de dextramero foram
identificadas por analise FACS em TNBC (Figura 7A) e cancer de ovario (Figura
7B). Os resultados mostram que células T CD8+ especificas para todos os
peptideos de interesse podem ser encontradas em tumores, com algumas
variacdes de acordo com a amostra. Isto confirma a imunogenicidade in vivo dos
peptideos e mostra que estes peptideos podem ser processados naturalmente
e podem provocar uma resposta imunologica detectavel durante o
desenvolvimento do tumor. As células T CD8+ especificas para P1 e P6 sdo mais

frequentemente representadas nos tumores e sdo peptideos escolhidos como

Peticao 870210021354, de 05/03/2021, pég. 191/197



48/48

base de uma vacina ou composi¢cdo imunogénica. Esses resultados também
militam a favor de uma combinacéo de varios peptideos de modo a fornecer uma
vacina ou uma composicdo imunogénica que seja utilizdvel em pacientes de
estado desconhecido em relacdo a essa reatividade, e preferencialmente

compreendendo P1 e/ou P6.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICAO, caracterizada por compreender:

- 2, 3,4, 5, 6 ou 7 peptideos, ou um ou mais vetores de
expressao que induzem a expressao dos referidos 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 peptideos in
vivo, tendo os peptideos de 9 a 100 residuos de aminoacidos, cada um
compreendendo pelo menos um dos epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1-7,
e cada peptideo compreendendo pelo menos um epitopo diferente em relacdo
aos outros; ou

- pelo menos um peptideo, ou um vetor de expressao que
induz a expressdo do referido pelo menos um peptideo in vivo, o referido
peptideo tendo de 9 a 100 residuos de aminoacidos e compreendendo 2, 3, 4,
5, 6 ou 7 dos epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1-7;

e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

2. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada por compreender ou expressar um ou mais peptideos
compreendendo os epitopos da sequéncia SEQ ID NO: 1 e/ou 6.

3. COMPOSICAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 2, caracterizada por compreender ou expressar 3, 4, 5, 6 ou
0s 7 peptideos que compreendem os epitopos das sequéncias SEQ ID NO: 1 a
7.

4. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelos peptideos compreenderem 9 a 100, 70, 50, 40, 30, 25 ou 20
residuos de aminoéacidos e pelo menos um dos referidos epitopos da sequéncia
SEQIDNO:1a7.

5. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizada por cada peptideo de 9 a 100, 70, 50, 40, 30, 25 ou 20 residuos
de aminoacidos compreender um epitopo especifico da SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,

5,6o0u”?.
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6. COMPOSICAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizada pelo(s) peptideo(s) compreender(em) 9 a
100, 70, 50, 40, 30, 25 ou 20 residuos de aminoacidos consecutivos de um gag
ou pol de HERV, incluindo pelo menos um dos referidos epitopos da sequéncia
SEQIDNO:1a7.

7. COMPOSICAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacfes 1 a 5, caracterizada pelo(s) peptideo(s) compreender(em) 13, 14,
15, 16, 17 ou 18, residuos de aminoacidos consecutivos de um gag ou pol de
HERYV incluindo pelo menos um dos referidos epitopos da sequéncia SEQ ID
NO:la7.

8. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelos peptideos serem selecionados a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NO: 8-14 e a composi¢ao compreender 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 deles.

9. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelos peptideos consistirem em 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 residuos de aminoacidos consecutivos
de sequéncias SEQ ID NO: 8-14, incluindo o epitopo 9-mer, e a composi¢ao
compreender 2, 3,4, 5, 6 ou 7 deles.

10. VACINA ou composi¢cado imunogénica, caracterizada por
compreender a composi¢cdo, conforme definida em qualquer uma das
reivindicagfes 1 a 9, e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel e,
preferencialmente, um adjuvante.

11. COMPOSICAO, caracterizada por compreender linfocitos T
citotoxicos (CTLs) de um paciente tratado com um peptideo, conforme definido
em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9, ou compreender células T
modificadas com receptor de células T (TCR) que reconhecem um peptideo
conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7, e um veiculo

farmacéutico.
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12. COMPOSICAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 11, caracterizada por ser para uso no tratamento de cancer,
em particular cancer de mama, incluindo cancer de mama triplo negativo, cancer
de ovario, melanoma, sarcoma, teratocarcinoma, cancer de bexiga, cancer de
pulméo (carcinoma de pulméao de células ndo pequenas e carcinoma de pulméao
de células pequenas), cancer de cabeca e pescoco, cancer colorretal,
glioblastoma e leucemias.

13. PEPTIDEO ISOLADO, caracterizado por ser selecionado a
partir do grupo que consiste nos peptideos da sequéncia SEQ ID NO: 2-14, e os
peptideos possuindo 10 a 100, 70, 50, 40, 30, 25 ou 20 aminoéacidos e
compreendendo pelo menos um dos referidos peptideos de SEQ ID NO: 2-7.

14. USO DE UMA COMPOSICAO, conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizado por ser para a fabricacéo
de uma vacina ou composi¢cao imunogénica para o tratamento de cancer, em
particular cancer de mama, incluindo cancer de mama triplo negativo, cancer de
ovario, melanoma, sarcoma, teratocarcinoma, cancer de bexiga, cancer de
pulmao (carcinoma de pulméao de células ndo pequenas e carcinoma de pulméo
de células pequenas), cancer de cabeca e pescoco, cancer colorretal,

glioblastoma e leucemias.
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RESuUMO
“COMPOSIC}@ES, VACINA, PEPTIDEO ISOLADO E USO DE UMA
COMPOSICAQO”

Uma composicdo ou vacina compreendendo pelo menos um
peptideo, ou um vetor de expressdo que induz a expressao do referido pelo
menos um peptideo in vivo, o peptideo consistindo em, ou compreendendo,
antigenos derivados de HERV-K compartilhados e um veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitdvel. Composicdo compreendendo linfocitos T
citotéxicos (CTLs) de um paciente tratado com tal peptideo, ou compreendendo
células T modificadas com receptor de células T (TCR) que reconhecem tal

peptideo.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

B AC989D8C7AEO0OBTDA

Campo 2

DF1223BA022816A3F

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 0349-0505_Filing_Sequence Listing ESY.TXT
- Data de Geracédo do Cdédigo: 05/03/2021
- Hora de Geracéo do Cddigo: 16:19:51
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: BAC989D8C7AEOBDA
- Campo 2: DF1223BA02816A3F
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