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(67) Resumo: CADEIRA DOBRAVEL. A presente invencéo refere-
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qual uma parte de assento (14) é pivotavel em torno de um eixo de
dobrar (16) entre uma posi¢céo de repouso dobrada para o alto e uma
posicao de assento dobrada para frente. A parte de assento (14)
disposta na armagao de cadeira (12) apresenta um quadro de metal
(28) ininterrupto do lado superior com duas partes de quadro (30)
laterais curvadas em forma de bengala, voltadas uma para a outra e
uma parte de quadro de unido (32) unindo no lado inferior ambas as
partes de quadro (30). Das duas partes de quadro (30) em forma de
bengala projetam-se lateralmente para fora estabilizadores axiais (24)
determinam o eixo de dobrar (16). Os pinos de batente (26)
determinam em conjunto com furos oblongos (22) em forma de arco,
que sdo executados em elementos de guarnicéo (18) da armacgéao de
cadeira (12), a posigao de repouso e a posi¢cao de assento da parte de
assento (14).
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“PEPTIDEO, AGENTE INDUTOR DE IMUNIDADE DIRECIONADO
CONTRA CANCERES, MEDICAMENTO PARA TRATAR E/OU
PREVENIR TUMORES, AGENTE PARA INDUZIR CELULAS,
ANTICORPO E CELULA”

CAMPO TECNICO

A presente invencdo se refere a peptideos novos que sio
eficazes como uma vacina para canceres expressando muito SPARC, tais
como céncer de estdmago, cincer pancreatico ou melanoma maligno
(melanoma) e medicamentos compreendendo os peptideos anteriormente
mencionados usados para tratar e/ou prever tumores.

TECNICA ANTERIOR

Em comparagdo com paises ocidentais, a morbidez de cancer
de estdmago é alta em paises asiaticos, tais como Japdo e China. Como
resultado da difusdo das verificagbes médicas, o uso difundido de
endoscopios digestivos, e o desenvolvimento de técnicas de inspeg¢do, tornou-
se possivel detectar cancer de estbmago num estagio inicial, e desta forma, a
quantidade de pacientes que sofrem deste cdncer tem diminuido. No entanto,
o cancer de estdbmago ainda € a segunda maior causa de morte devido a
neoplasma maligno na populac¢io japonesa. Deste modo, cancer de estdbmago
ainda ¢ uma causa principal de morte. Dentre os varios tipos de canceres de
estdmago, o cancer de estomago difuso (cirrdtico) ocorre em pessoas jovens
em comparag¢do com outro tipo de cincer de estbmago (adenocarcinoma). Tal
cancer de estdbmago difuso (cirrético) tende a ter um rapido progresso, e
ocorre freqiientemente a metdastase distante ou a metastase peritoneal, desta
forma resultando num fraco progndstico. Em muitos casos de cancer de
estdbmago cirrético, ja se tornou impossivel de efetuar a excisdo cirurgica no
momento da diagnose. Mesmo se ainda for possivel cortar o tumor, o cancer
geralmente retorna apos o tratamento. Desta forma, é altamente desejavel

estabelecer um novo método de tratamento.
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A quantidade de mortes causadas por cincer pancreatico tende
a aumentar no Japdo. 21.148 pessoas morreram devido ao cincer pancreatico
em 2003. Até o momento, tal clncer pancreatico compde 6,8% dos canceres
que causaram morte no Japdo. Isto é, ciAncer pancreatico é classificado como a
quinta causa de morte depois de cincer de pulmio, cincer de estdmago,
cancer de colon e cancer de figado. Os dados demograficos mundiais forma
analisados, e a taxa de mortalidade ajustada para a idade, o que € usado para a
comparacdo dentre as taxas de mortalidade de populagdes com diferentes
estruturas de idade, foi calculada. Como resultado, em 2000, no caso de
100.000 homens, 8,6 pessoas morreram devido ao céncer pancreatico no
Japdo, enquanto que 7,3 pessoas morreram nos Estados Unidos e 6,3 a 7,0
pessoas morreram no Reino Unido devido ao mesmo tipo de cancer. No caso
de 100.000 mulheres, 4,9 pessoas morreram devido ao cancer pancreético no
Japdo, enquanto que 5,3 pessoas morreram nos Estados Unidos e 4,8 a 5,1
pessoas morreram no Reino Unido devido ao mesmo tipo de cancer. Desta
forma, a taxa de mortalidade devido ao céncer pancredtico no Japdo tem
atingido o mesmo nivel que os daqueles de paises ocidentais.

Levando-se em consideragdo a taxa ajustada para a idade em
2000 (100.000 pessoas da populagdo mundial), na causa dos homens, 8,6
pessoas morreram devido ao cancer pancreatico no Japdo, enquanto que 7,3
pessoas morreram nos Estados Unidos e 6,3 a 7,0 pessoas morreram no Reino
Unido devido ao mesmo tipo de cancer. Além disso, no caso das mulheres,
4,9 pessoas morreram devido ao cincer pancreatico no Japdo, enquanto que
5,3 pessoas morreram nos Estados Unidos e 4,8 a 5,1 pessoas morreram no
Reino Unido devido ao mesmo tipo de cancer. Deste modo, a taxa de
mortalidade devido ao céncer pancreatico no Japdo assumiu o mesmo nivel
que em paises ocidentais. Apesar do desenvolvimento da visualizagdo de
diagnostico, atualmente, aproximadamente 40% do total de pacientes

japoneses com cancer pancreatico sofrem de céncer pancredtico progressivo
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envolvendo metastase distante, e ainda, também had muitos casos onde o
cancer € descoberto depois dele ter alcangado um estagio de céancer
localmente avangado, no qual o tumor n3o pode ser retirado. A taxa de
sobrevivéncia relativa de 5 anos dos pacientes totais com cancer pancreatico €
de 4,3% nos casos de diagnodstico em 1996. Embora essa taxa tenda a ser
maior do que a taxa de sobrevivéncia convencional (2% a 3%), ela ainda €
baixa. Considerando fatores de desenvolvimento de céncer pancreético, foi
sugerido que varios fatores, incluindo habitos de vida tais como fumo,
adipose, refei¢des, bebidas alcodlicas e uso de café, assim como pancreatite
cronica, diabetes, fatores genéticos, etc. estdo envolvidos no inicio do cancer
pancreatico.

Céancer pancreatico n3o tem sintomas especificos, e deste
modo, em muitos casos, o cancer ja progrediu quando certos sintomas
aparecem. Como resultado, a taxa de sobrevivéncia de 5 anos dos pacientes
totais € de 5% ou menos, e a prognose depois da diagnose € extremamente
baixa. Devido a dificuldade na diagnose do céncer pancreatico, a taxa desse
cancer como uma doenga causadora de morte por cancer tem aumentado
gradualmente, particularmente em paises desenvolvidos. Atualmente, a
terapia multidisciplinar, incluindo a excisdo cirdrgica como tratamento
principal, radioterapia e quimioterapia, tem sido executada. Entretanto,
nenhuma melhoria drastica nos efeitos terapéuticos pode ser obtida, e deste
modo, o estabelecimento de uma nova estratégia terapéutica €é urgentemente
necessaria.

Melanoma ¢ um tipo de cancer de pele, o qual € geralmente
chamado de melanoma maligno. Dentre varios tipos de céancer de pele,
melanoma ¢ altamente provavel de se tornar infiltrativo e metastético e tem o
maior grau de malignidade, e deste modo, € muito temido. Dentre as células
que constituem a pele, varias células geram pigmentos de melanina. Tais

células sdo chamadas de melandcitos. Quando tais melandcitos se tornam
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cancerosos, ocorre o melanoma. Além disso, a freqliéncia de ocorréncia de
melanoma tem aumentado, particularmente entre caucasianos, como resultado
do aumento da exposicdo aos raios ultravioleta devido a uma redugdo na
camada de ozo6nio da atmosfera causada pela destruigdo ambiental.

No Japdo, a incidéncia de melanoma varia de 1,5 até 2 pessoas
em 100.000 na populagdo geral. Deste modo, € estimado que
aproximadamente 1.500 a 2.000 pessoas desenvolvam melanoma por ano. Por
outro lado, nos paises ocidentais, mais de uma dudzia de pessoas desenvolvem
melanoma em 100.000 na populagdo geral. Particularmente na Australia, vinte
ou mais pessoas desenvolvem tal melanoma em 100.000 na populagdo geral e,
deste modo, sabe-se que a incidéncia de melanoma na Australia é a maior do
mundo. Sob tais circunstancias, pessoas que vivem na Europa, Estados
Unidos e Australia estdo interessadas no melanoma, e elas prestam atengéo a
ocorréncia de melanoma. Além disso, surpreendentemente, a ocorréncia de
melanoma tende a ser crescente ano apds ano no Japao, assim como em paises
estrangeiros. De acordo com estudos recentes, a quantidade de mortos anual
do melanoma é de aproximadamente 450 no Japdo. Melanoma se desenvolve
independentemente da idade. Entretanto, a incidéncia dessa doeng¢a aumenta
para as pessoas com mais de 40 anos, e € a mais alta para as pessoas na faixa
de 60 e 70 anos. O inicio dessa doenc¢a na infancia € extremamente raro,
porém isso ndo significa que a doenc¢a nunca se desenvolva na infancia.
Recentemente, a ocorréncia de melanoma tende a ser crescente em pacientes
jovens n faixa de 20 a 30 anos. Melanoma se desenvolve independentemente
do sexo, e pacientes tanto homens quanto mulheres sofrem dessa doenga. No
caso de pacientes japoneses, o sitio no qual o melanoma € mais propenso a se
desenvolver é a sola (a sola do pé), e este contabiliza por 30% de todos os
exemplos de melanoma. Como caracteristica dos pacientes japoneses, O
melanoma também se desenvolve no pé e nas por¢des das unhas dos dedos.

Além disso, como no caso de pacientes ocidentais, o0 melanoma se desenvolve



em todas as partes da pele, tais como o corpo, méo, p¢, face e cabega.
Atualmente, os métodos que podem ser aplicados para tratar
melanoma incluem terapia cirdrgica, quimioterapia e radioterapia. Entretanto,
como terapia para aliviar os sintomas de céncer metastatico ou cancer
intratavel, ao qual a terapia anteriormente mencionada ndo pode ser aplicada,
uma imunoterapia para intensificar a imunidade de um paciente com cancer

ao cancer, tal como suprimir o crescimento de cancer, se tornou um foco de
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expressas ou sdo somente expressas em pequenas quantidades em células
normais. Se um peptideo gerado pela degradacdo no citoplasma de tal
proteina que € altamente expressa especificamente numa célula cancerigena

se ligar a uma molécula HLA de classe 1 e é expressa na superficie de tal
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expressdo génica no amplo genoma. Eles analisaram 23.040 tipos de genes
em tecidos cancerosos e em tecidos normais de estomago utilizando um
microarranjo de DNAc. Como resultado, em 11 dos 20 casos de pacientes
com cancer de estdmago infiltrativo difuso, os inventores identificaram a
proteina secretada acida e rica em cisteina (SPARC), a qual é um gene
altamente expresso em tecidos cancerosos de estobmago, € o nivel de
expressdao do qual € 5 ou mais vezes maior do que aquele dos tecidos normais
(130.000 vezes maior, em média) (Figura 1). O gene SPARC ¢é expresso num
baixo nivel também em tecidos adiposos normais, glandula mamaria, ovario,
corda espinal, testiculos, utero, placenta, etc. Entretanto, o nivel de expressdo
do gene SPARC em qualquer um dos orgdos anteriormente mencionados &
mais baixo do que o da membrana mucosa gastrica normal por um fator de 5
vezes ou menos (Figura 2).

Outros pesquisadores ja reportaram que SPARC néo € somente
altamente expresso no cancer de estomago infiltrativo difuso, porém também
¢ expresso no cancer pancredtico € no melanoma. Além disso, os presentes
inventores descobriram que SPARC ¢é secretado no soro de pacientes com
melanoma, e que SPARC pode ser um marcador tumoral util particularmente
para a deteccio precoce de melanoma (Pedido de Patente Japonesa No. 2004-
303688; e Clinical Cancer Research 11: 8079-8088, 2005).

SPARC ¢ uma proteina secretoria acido de 43-KD consistindo
de 286 aminoacidos. Essa proteina € rica em cisteina, e ela se move para o
nucleo durante a fase de divisdo celular. Além disso, SPARC controla a
interagcdo entre uma proteina da matriz extracelular e a célula, de modo que
ela também possa estar associada com o controle do crescimento celular. Uma
vez que SPARC é expresso em osteoblastos, trombocitos e areas de
ferimento, € considerado que essa proteina esta associada com o reparo e
reconstru¢do de tecidos. Além disso, também € reportado que SPARC é

altamente expresso também em canceres tais como melanoma ou
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osteossarcoma e nas células intersticiais de tumores, e que a expressdo de
SPARC ¢ correlacionada com o progndstico, infiltragdo ou metastase tumoral.

[Documento ndo-patente 1] Ikuta Y et al., Clinical Cancer
Research 11: 8079-8088, 2005.

[Documento Patente 1] Pedido de Patente JP 2004-303688.

DESCRICAO DA INVENCAO

Problemas a serem solucionados pela invengdo.

E um objetivo da presente invengdo desenvolver um método
para aumentar a imunidade de um paciente que sofre de cancer metastatico ou
de cancer intratavel, ao qual a terapia cirdrgica, quimioterapia e radioterapia
que sdo usados como tratamento para tumores expressando altos niveis de
SPARC, tais como cancer de estdmago infiltrativo difuso, cdncer pancreatico
ou melanoma podem ser dificilmente aplicados, de modo a aliviar os sintomas
de tais cinceres e de modo a executar uma imunoterapia que suprima o
crescimento de tais canceres. Em outras palavras, ¢ um objetivo da presente
invencdo identificar um peptideo derivado de uma proteina SPARC que seja
superexpresso no tecido cancerigeno, o qual seja capaz de induzir uma forte
resposta imune nos cadnceres anteriormente mencionados sem causar O
fendmeno prejudicial aos pacientes com céancer, e aplicar o peptideo
identificado numa imunoterapia tumoral. Isto é, € um objetivo da presente
invencdo identificar um peptideo derivado de proteina SPARC que seja capaz
de induzir as células T exterminadoras humanas e as células T auxiliadoras
com reatividade a tumores, e proporcionar uma forma para executar uma
imunoterapia tumoral em pacientes com varios tipos de cincer expressando
em alto nivel SPARC.

Formas para solucionar os problemas.

Os presentes inventores identificaram um gene, SPARC, que é
altamente expresso em cancer de estdbmago infiltrativo difuso, pela execugio

da analise de microarranjo de DNAc no cancer de estdmago anteriormente
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mencionado e em varios tecidos normais. A expressdo de SPARC também ¢
observada em varios tipos de tecidos normais. Entretanto, o nivel de
expressdo de SPARC em tecidos normais € significativamente mais baixo do
que em tecidos cancerosos. Para examinar a presenga ou auséncia da indugdo
da imunidade antitumoral por células T exterminadoras especificas de
SPARC, foram utilizados camundongos BALB/c que expressam moléculas
K¢ de camundongo, as caracteristicas da seqiiéncia de aminoacidos do
peptideo ligado a elas sendo idénticas aquelas de HLLA-A24, que é o alelo
HLA de classe I mais freqiiente na populagdo japonesa. SPARC humana tem
95% de homologia de seqiiéncia de aminoacido em comparagdo com SPARC
de camundongo. Deste moro, peptideos consistindo de seqiiéncias de
aminoacidos compartilhadas entre humanos e camundongos, e com uma
porgio de ligacio compartilhada por HLA-A24 humano e K¢ de camundongo
foram sintetizados. Depois disso, camundongos BALB/c (K%expressos)
foram imunizados com células dendriticas derivadas da medula dssea, nos
quais tal mistura peptidica foi carregada, e os inventores investigaram se as
células T exterminadoras reativas as células cancerigenas expressando
SPARC eram induzidas ou ndo. Além disso, em relagdo aos camundongos
que foram pré-tratados pelo mesmo método de imunizagdo que o descrito
acima, os inventores investigaram se o crescimento de células cancerigenas
transplantadas expressando SPARC de camundongo € suprimido e se o tempo
de sobrevivéncia dos camundongos é prolongado ou ndo. Além disso, também
foi analisado se o fendmeno prejudicial aparece ou ndo juntamente com a
ocorréncia do fendmeno auto-imune nos camundongos imunizados com
peptideo também foi examinado. Como resultado, foi descoberto que o
peptideo com a seqiiéncia de aminoacidos conforme mostrado em qualquer
uma das SEQ ID NOS: 1 a 3 é capaz de induzir as células T exterminadoras
que destroem células cancerigenas expressando SPARC. Além disso, o

crescimento das células cancerigenas de camundongo transplantadas
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expressando SPARC ¢ suprimido em camundongos imunizados com o
peptideo anteriormente mencionado e, deste modo, o tempo de sobrevivéncia
dos camundongos ¢é prolongado. A presente invengdo foi completada
baseando-se nessas constatagdes.

A presente invengdo proporciona a seguinte invengao.

(1) Um peptideo de qualquer um dentre os seguintes:

(A) Um peptideo o qual consiste da seqiiéncia de aminoacidos
conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3; ou

(B) Um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de
aminoacidos compreendendo uma substitui¢do ou adigdo de um ou varios
aminodcidos em relagdo ao peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoécidos
conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha
a capacidade de induzir as células T citotdxicas (exterminadoras).

(2) Agente indutor imune para canceres, o qual compreende
pelo menos um tipo de peptideo de (1).

(3) Um medicamento para tratar e/ou prevenir tumores, o qual
compreende pelo menos um tipo do peptideo de (1).

(4) Um agente para induzir células apresentadoras de antigeno
com alta capacidade de induzir células T reativas a tumor, o qual compreende
pelo menos um tipo do peptideo de (1).

(5) Um agente para induzir células T reativas a tumor, o qual
compreende pelo menos um tipo do peptideo de (1).

(6) Um agente para induzir células apresentadoras de antigeno
com alta capacidade de induzir células T reativas a tumor, o qual compreende
um gene codificando um peptideo de qualquer um dos seguintes:

(A) Um peptideo o qual consiste da seqiiéncia de aminoacidos
conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3; ou

(B) Um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de

aminoacidos compreendendo uma substituicdo ou adigdo de um ou varios
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aminodcidos em relagdo ao peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoacidos
conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha
a capacidade de induzir as células T exterminadoras.

(7) Um anticorpo contra o peptideo de (1).

(8) Uma célula T exterminadoras, uma célula T auxiliadora ou
uma populagdo de imundcitos, compreendendo tais células, a qual € induzida
usando o peptideo de (1).

(9) Uma célula apresentadora de antigeno, a qual apresente um
complexo de uma molécula HLLA e o peptideo de (1).

(10) A célula apresentadora de antigeno de (9), a qual ¢é
induzida usando o agente de (4) ou (6).

MELHOR MODO DE EXECUTAR A INVENCAO

(1) Peptideo da presente invengdo, e agente imunoindutor para
canceres compreendendo o mesmo.

O peptideo da presente invengdo € descrito conforme a seguir:

(A) Um peptideo o qual consiste da seqiiéncia de aminoacidos
conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3; ou

(B) Um peptideo o qual consiste de uma seqiliéncia de
aminoacidos compreendendo uma substitui¢do ou adi¢do de um ou varios
aminoacidos em relacdo a seqiiéncia de aminoacidos conforme mostrada em
qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha a capacidade de induzir
as células T exterminadoras.

O termo “peptideo com capacidade de induzir células T
citotoxicas” € usado na presente especificacdo para significar um peptideo
com a atividade de estimular células T exterminadoras reativas a tumor.

Um método de obtengdo/producdo do peptideo da presente
inven¢do ndo esta particularmente limitado. Ou um peptideo quimicamente
sintetizado ou um peptideo recombinante produzido por recombinagdo

genética pode ser usado.
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Quando um peptideo quimicamente sintetizado é obtido, o
peptideo da presente invengdo pode ser sintetizado por um método de sintese
quimica, tal como um método Fmoc (método fluorenilmetiloxicarbonil) ou
um método tBoc (método t-butiloxicarbonil), por exemplo.

Além disso, o peptideo da presente invengdo também pode ser
sintetizado usando vérios tipos de sintetizadores de peptideo comercialmente
disponiveis.

Quando o peptideo da presente invengdo € produzido na forma
de uma proteina recombinante, DNA com uma seqiiéncia de nucleotideo
codificando o peptideo anteriormente mencionado, um mutante seu ou um
homélogo seu é obtido, e este é, a seguir, introduzido num sistema de
expressao preferido, de modo a produzir o peptideo da presente invengéo.

Como um vetor de expressdo, um vetor capaz de se replicar
autonomicamente numa célula hospedeira ou capaz de ser incorporado no
cromossomo de uma célula hospedeira pode ser preferivelmente usado. Um
vetor de expressdo compreendendo um promotor numa posi¢cdo capaz de
expressar um gene codificando o peptideo é usado. Além disso, um
transformante com um gene codificando o peptideo da presente invengio
pode ser produzido pela introdugdo do vetor de expressdo anteriormente
mencionado num hospedeiro. Como um hospedeiro, qualquer uma dentre
células bacteriana, de levedura, animal e de inseto podem ser usadas. Um
vetor de expressdo pode ser introduzido num hospedeiro de acordo com um
método conhecido, dependendo do tipo de tal hospedeiro.

Na presente invengdo, o transformante conforme produzido
acima € cultivado, e o peptideo da presente invencdo &, a seguir, gerado e
acumulado numa cultura. Depois disso, o peptideo da presente invengdo é
coletado a partir da cultura, de modo a isolar um peptideo recombinante.
Quando tal transformante é um procarioto, tal como

Escherichia coli ou um eucarioto, tal como levedura, um meio usado para o
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cultivo de tais microrganismos pode ser ou um meio natural ou um meio
sintético, contanto que ele contenha uma fonte de carbono, uma fonte de
nitrogé€nio, sais inorginicos e semelhantes que possam ser assimilados pelos
microrganismos anteriormente mencionados, € que seja capaz de executar
eficientemente a cultura do transformante. Além disso, tal cultura pode ser
executada sob condi¢gdes que sd@o comumente aplicadas para o cultivo dos
microrganismos anteriormente mencionados. Depois do completamento da
cultura, o peptideo da presente invenc¢do pode ser isolado e purificado da
cultura do transformante de acordo com um método comum de isolamento e
purificagdo de um peptideo.

O termo “um ou varios aminoacidos” é usado na presente
especificacdo para significar geralmente de 1 a 10 aminoacidos,
preferivelmente de 1 a 8 aminoacidos, mais preferivelmente de 1 a 5
aminodcidos, e particularmente preferivelmente de 1 a 3 aminoacidos (por
exemplo, 1, 2 ou 3 aminoacidos).

Um peptideo consistindo de uma seqiiéncia de aminoacidos
compreendendo uma substitui¢do ou adi¢do de um ou de varios aminoacidos
em relagdo ao peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoacidos conforme
mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3 pode ser apropriadamente
produzido ou adquirido por pessoas versadas na técnica baseando-se na
informag¢do considerando a seqiiéncia de aminoacidos conforme mostrada em
qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3. Em outras palavras, um peptideo o
qual consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos compreendendo uma
substitui¢do ou adigdo de um ou varios aminoacidos em relagdo a seqiiéncia
de aminoacidos conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a3
e a qual tenha a capacidade de induzir células T citotdéxicas pode ser
produzido por qualquer dado método conhecido pelas pessoas versadas na
técnica, tal como a sintese quimica anteriormente mencionada, meios de

engenharia genética ou mutagénese. Por exemplo, a mutagénese direcionada a
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sitio, a qual € uma forma de engenharia genética, € 1Util porque é uma forma
para introduzir uma mutagdo especifica numa posi¢do especifica. Tal
mutagénese direcionada a sitio pode ser executada por um método descrito
em Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY., 1989 (de agora em diante abreviado
como Molecular Cloning 2" Ed.), Current Protocols in Molecular Biology,
Suplemento 1 a 38, John Wiley & Sons (1987-1997) (de agora em diante
abreviado como Current Protocols in Molecular Biology), etc.

Conforme descrito posteriormente nos exemplos, o peptideo
anteriormente mencionado da presente invengdo é capaz de induzir imunidade
contra canceres. Deste modo, a presente invengdo proporciona um agente
imunoindutor para canceres, o qual compreende o peptideo da presente
invengdo.

O agente imunoindutor da presente invencdo usado para
canceres € usado in vitro, ex vivo ou in vivo, e preferivelmente ex vivo, de
modo que ele possa incluir células T exterminadoras, células T auxiliadoras
ou uma populacdo de imundcitos compreendendo tais células, deste modo
conferindo imunidade contra os canceres.

(2) Anticorpo da presente inven¢ao

A presente invengdo também se refere a um anticorpo que
reconhece uma parte ou todo o peptideo anteriormente mencionado da
presente inveng¢do como um epitopo (antigeno) e uma célula T exterminadoras
induzida por estimulag¢do ex vivo ou in vitro usando o peptideo anteriormente
mencionado. Em geral, sabe-se que tal célula T exterminadoras exibe uma
atividade antitumoral que é mais forte do que aquela do anticorpo.

O anticorpo da presente inven¢do pode ser ou um anticorpo
policlonal ou um anticorpo monoclonal. Tal anticorpo pode ser produzido por
um método conhecido.

Por exemplo, um anticorpo policlonal pode ser produzido pela
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imuniza¢do de um mamifero ou aves com o peptideo da presente invengéo
usado como antigeno, a seguir pela coleta de sangue do mamifero ou aves, e
entdo pela separagdo e purificagdo do sangue coletado. Por exemplo,
mamiferos ou aves, tais como um camundongo, um hamster, um porquinho-
da-india, uma galinha, um rato, um coelho, um canino, uma cabra, uma
ovelha, um bovino ou um cavalo podem ser imunizados. Tal método de
imunizagdo € conhecido pelas pessoas versadas na técnica. Por exemplo, um
antigeno pode ser administrado 2 ou 3 vezes em intervalos de 7 a 30 dias.
Como uma dosagem, aproximadamente 0,05 a 2 mg de antigeno podem ser
administrados uma vez, por exemplo. Uma via de administragio ndo €
particularmente limitada, e a administragdo subcutinea, a administra¢do
intracutdnea, a administragdo intraperitoneal, a administra¢do intravenosa, a
administragdo intramuscular, etc. pode ser selecionada, conforme apropriado.
Além disso, um antigeno pode ser dissolvido num tamp#o adequado contendo
um adjuvante, por exemplo, num tampio adequado contendo um adjuvante
comumente usado, tal como adjuvante de Freund completo ou hidroxido de
aluminio, e ele pode ser usado.

Deste modo, o mamifero imunizado ou ave € criado por certo
periodo de tempo. Depois disso, se o titulo do anticorpo aumentar, um reforgo
pode ser efetuado usando 100 a 1.000 pg de antigeno, por exemplo. Um ou
dois meses depois da imunizagdo final, o sangue € coletado do mamifero ou
ave imunizado. O sangue coletado dessa forma (antissoro policlonal) ¢, a
seguir, separado e purificado por um método comum incluindo centrifugagéo,
precipitacdo usando sulfato de amoénio ou polietilenoglicol, cromatografia tal
como cromatografia de gel filtragdo, cromatografia de troca idnica ou
cromatografia por afinidade, etc. de modo a obter um anticorpo policlonal que
reconhecga o peptideo da presente invengéo.

Por outro lado, um anticorpo monoclonal pode ser obtido pelo

preparo de um hibridoma. Por exemplo, tal hibridoma pode ser obtido por
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fusdo celular de uma célula geradora de anticorpo e uma célula de mieloma.
Um hibridoma que gere o anticorpo monoclonal da presente invengdo pode
ser obtido pelo seguinte método de fusio celular.

Como uma célula geradora de anticorpo, uma célula de bago,
uma célula do linfonodo, um linfécito B ou semelhante obtido a partir do
animal imunizado é usada. Como um antigeno, o peptideo da presente
invencdo € usado. Como um animal a ser imunizado, um camundongo, um
rato ou semelhante pode ser usado. Um antigeno ¢ administrado em tal animal
de acordo com um método comum. Por exemplo, uma suspensio ou liquido
emulsificado compreendendo um adjuvante, tal como adjuvante Freund
completo ou adjuvante Freund incompleto e o peptideo da presente invengéo
usado como antigeno é administrado a um animal através da administragdo
venosa, administragdo subcutdnea, administragdo intracutidnea, administragéo
intraperitoneal, etc. varias vezes, de modo a imunizar o animal. Depois disso,
uma célula geradora de anticorpo, tal como uma célula do bago, é obtida a
partir do animal imunizado, e a célula do bago obtida dessa forma é, a seguir,
fundida com uma célula de mieloma de acordo com um método conhecido
(G. Kohler et al., Nature, 256 495 (1975)), produzindo desta forma um
hibridoma.

Exemplos de uma cepa de célula de mieloma usada na fusdo
celular incluem uma cepa P3X63Ag8, uma cepa P3U1 e uma cepa Sp2/0, no
caso de um camundongo. Quando tal fuséo celular é executada, um promotor
de fusdo, tal como polietilenoglicol ou virus Sendai é usado. Para selecdo de
um hibridoma depois do completamento da fus@o celular, meio de
hipoxantina aminopterina timidina (HAT) € usado de acordo com um método
comum. O hibridoma obtido como resultado da fusdo celular € clonado por
um método de diluicdo limitante. Além disso, conforme necessario, a
varredura é efetuada por um imunoensaio enzimatico usando o peptideo da

presente invengdo, de modo a obter uma cepa celular que gere um anticorpo
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monoclonal reconhecendo especificamente o peptideo da presente invengéo.

Para produzir um anticorpo monoclonal de interesse a partir do
hibridoma obtido dessa forma, o hibridoma pode ser cultivado por um método
de cultivo celular comum ou pelo método de formagdo de ascite, e o anticorpo
monoclonal de interesse pode ser, a seguir, purificado a partir do
sobrenadante de cultura ou ascite. O anticorpo monoclonal pode ser
purificado a partir do sobrenadante de cultura ou ascite de acordo com um
método comum. Por exemplo, fracionamento de sulfato de amonio, gel
filtragdo, cromatografia de troca ibnica, cromatografia por afinidade e outros
métodos podem ser combinados conforme apropriado e usados.

Além disso, os fragmentos do anticorpo anteriormente
mencionado também estdo incluidos no escopo da presente invengdo.
Exemplos de tal fragmento de anticorpo incluem um fragmento F(ab’)2 e um
fragmento Fab’.

(3) Célula T exterminadoras, célula T auxiliadora ou
populagdo de imunodcitos compreendendo tais células

A presente invengdo também se refere a uma célula T
exterminadoras, a uma célula T auxiliadora ou a uma populagdo de
imundcitos compreendendo tais células, a qual é induzida por estimulagdo in
vivo usando o peptideo da presente invengdo. Por exemplo, quando linfécitos
do sangue periférico ou linfécitos infiltantes tumorais sdo estimulados in vitro
com o peptideo da presente invengdo, células T ativadas exibindo reatividade
tumoral s@o induzidas. Deste modo, as células T ativadas podem ser
eficientemente usadas para uma imunoterapia adotiva de cancer. Além disso,
o peptideo da presente invengdo é deixado ser expresso em células dendriticas
que sdo fortes células apresentadoras de antigeno in vivo ou in vitro, e células
dendriticas expressando o peptideo antigénico sdo, a seguir, administradas de
modo a induzir uma resposta imune aos tumores.

Preferivelmente, uma célula T exterminadoras, uma célula T
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auxiliadora ou uma populagdo de imundcitos compreendendo tais células
pode ser induzida por estimula¢ido ex vivo ou in vitro usando o peptideo da
presente invengdo e um imunoestimulador. Exemplos de tais
imunoestimuladores aqui utilizados incluem um fator de crescimento celular e
uma citocina.

A célula T exterminadoras, célula T auxiliadora ou populagéo
de imundcitos compreendendo tais células obtidas dessa forma é transferida
para um corpo, de modo que o tumor possa ser suprimido € que o cancer seja
prevenido e/ou tratado.

Além disso, usando o peptideo da presente invencgdo, uma
célula T exterminadoras, célula T auxiliadora ou populagdo de imundcitos
compreendendo tais células, a qual é capaz de suprimir o crescimento tumoral
conforme descrito acima pode ser produzida. Concordantemente, a presente
invengdo proporciona uma solu¢do de cultura celular compreendendo células
T reativas a tumor e o peptideo da presente inveng¢do. Usando tal solugdo de
cultura de células, uma célula T exterminadoras, célula T auxiliadora ou
populagdo de imundcitos compreendendo tais células, a qual seja capaz de
suprimir o crescimento tumoral, pode ser produzida. Ainda adicionalmente, a
presente invengdo também proporciona um kit de cultura celular para produzir
uma célula T exterminadoras, uma célula T auxiliadora ou uma populagdo de
imunodcitos compreendendo tais células, a qual compreenda a solucdo de
cultura celular anteriormente mencionada e um frasco de cultura celular.

(4) Medicamento da presente invengdo para tratar e/ou
prevenir tumor (vacina de cancer).

Uma vez que o peptideo da presente invencdo € capaz de
induzir células T exterminadoras especificas para célula cancerigena, pode-se
esperar que ela seja um agente para tratar e/ou prevenir cancer. Por exemplo,
bactérias tais como BCG (bacilo Calmette-GuErin), o qual foi transformado

com DNA recombinante produzido pela incorporagido de um gene codificando
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o peptideo da presente inven¢do num vetor adequado, ou virus tal como virus
vaccinia, no genoma do qual DNA codificando o peptideo da presente
invengdo tenha sido incorporado, podem ser efetivamente usadas como vacina
viva para tratar e/ou prevenir cinceres humanos. E para ser notado que o
método de dosagem e administra¢do de uma vacina de cancer sdo os mesmos
que aqueles no caso de uma vacinagdo com smallpox normal ou vacinagdo
por BCG.

Em outras palavras, DNA codificando o peptideo da presente
invengdo (o qual é usado como tal, ou estd na forma de DNA de plasmideo
incorporado num vetor de expressdo) ou um virus recombinante ou bactéria
recombinante compreendendo o DNA anteriormente mencionado, pode ser
administrado como uma vacina de cancer para mamiferos incluindo um ser
humano, diretamente ou num estado onde ele esteja disperso num adjuvante.
Da mesma forma, o peptideo da presente invengdo pode também ser
administrado como uma vacina de cancer num estado onde ela esteja dispersa
num adjuvante.

Exemplos de um adjuvante usado na presente invengéo
incluem um adjuvante de Freund incompleto, BCG, dimicolato de trealose
(TDM), lipopolissacarideo (LPS), um adjuvante de alume e um adjuvante de
silica. Do ponto de vista da capacidade de indugdo de anticorpos, um
adjuvante de Freund incompleto (IFA) € preferivelmente usado.

O tipo de cancer ndo esta particularmente na presente
inveng¢do. Exemplos especificos de um céancer incluem cancer de estdmago,
cancer de cdélon, cancer de esd6fago, cancer pancreatico, cincer hepatico,
cancer da vesicula biliar, cancer de pulmio, cincer de mama, céancer da
tiredide, melanoma (melanoma maligno), cancer de pele, osteossarcoma,
feocromocitoma, cincer de cabega e pescogo, tumor cerebral, leucemia
mieldégena cronica, leucemia mielégena aguda, linfoma maligno, cancer de

rim, cincer de bexiga, cancer de proéstata, cédncer testicular, cancer uterino,
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cancer ovariano e sarcoma de tecido conjuntivo. Dentre estes, canceres que
expressam altamente SPARC, tal como cancer de estdbmago (particularmente,
cancer de estdmago infiltrativo difuso), cincer pancreatico e melanoma
(melanoma maligno) sdo exemplos tipicos.

O peptideo da presente invengdo age como um epitopo de
célula T para induzir uma célula T exterminadoras ou célula T auxiliadora
especifica de célula cancerigena. Deste modo, o peptideo da presente
invengdo é util como um agente para prevenir e/ou tratar cadnceres humanos.
Além disso, se o anticorpo da presente invenc¢do for capaz de inibir a
atividade de SPARC como antigeno de céancer, ele também sera atil como um
agente para prevenir e/ou tratar canceres humanos. Como uso atual, o
peptideo ou anticorpo da presente invengdo pode ser administrado como um
produto de injegdo, diretamente ou juntamente com um veiculo e/ou diluente
farmaceuticamente aceitavel, e quando necessario, também juntamente com
as substancias adjuvantes mencionadas abaixo. Além disso, o peptideo ou
anticorpo da presente invengdo também pode ser administrado por um método
tal como pulverizacio, através da absor¢do transdérmica através da mucosa. O
termo “veiculo” € aqui utilizado para significar albumina de soro humano, por
exemplo. Além disso, como diluente, PBS, agua destilada ou semelhante
podem ser usados.

Como dosagem, o peptideo ou anticorpo da presente invengao
pode ser administrado na faixa entre 0,01 e 100 mg por adulto por
administragdo. Entretanto, a dosagem néao esta limitada & faixa anteriormente
mencionada. Da mesma forma, a forma de dosagem ndo ¢ particularmente
limitada. um produto liofilizado, ou um granulo produzido pela adi¢do de um
excipiente tal como agucar, pode também ser disponivel.

Exemplos de uma substidncia adjuvante, a qual pode ser
adicionada ao agente da presente invengdo para intensificar a atividade

indutora de célula T tumor-reativa incluem: murmaril-dipeptideo (MDP);
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componentes bacterianos tais como bactéria BCG; ISCOM descrito em
Nature, vol. 344, p. 873 (1990); saponina QS-21 descrita em J. Immunol. vol.
148, p. 1438 (1992); lipossoma; e Oxido de aluminio. Além disso,
imunoestimuladores tais como lentinano, esquizofilano ou Picibanil também
podem ser usados como substancias adjuvantes. Outros exemplos de produtos
usados aqui como substancias adjuvantes incluem: citocinas para intensificar
o crescimento ou diferenciagdo de células T, tais como IL-2, IL-4, IL-12, IL-
1, IL-6, ou TNF; a-galactosilceramida para ativar células NKT; CpG que se
liga a um receptor tipo Toll para ativar o sistema imune natural; e
lipopolissacarideo (LPS).

Além disso, o peptideo antigeno anteriormente mencionado €
adicionado in vitro em células coletadas de um paciente HLA-A24 positivo
ou de células alogénicas isoladas de qualquer pessoa que seja HLA-A24-
positivo, seguido pela apresentagdo de antigeno das células. Depois disso, as
células sdo administradas no vaso sanguineo do paciente, de modo que as
células T exterminadoras possam ser induzidas eficientemente no corpo do
paciente. Além disso, o presente peptideo é adicionado nos linfécitos de
sangue periférico de um paciente, e a mistura obtida é, a seguir, cultivada in
vitro. Por meio disso, as células T exterminadoras podem ser induzidas in
vitro, e elas podem, a seguir, retornar para o vaso sanguineo do paciente. Tal
terapia envolvendo transferéncia celular tem sido executado como um método
para tratar cénceres, e, deste modo, este ¢ um método bem conhecido pela
pessoa versada na técnica.

Pela introduc¢do do peptideo da presente invengdo num corpo,
células T reativas a tumor sdo induzidas e, como resultado, um efeito
antitumoral pode ser antecipado. Além disso, quando os linfécitos séo
estimulados pelo peptideo da presente invengéo ex vivo ou in vitro, células T
ativadas sdo induzidas. As células T ativadas sdo injetadas numa area afetada.

Deste modo, esta técnica pode ser efetivamente usada para uma imunoterapia
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adotiva.

A presente invengdo sera agora descrita nos exemplos a seguir.
Entretanto, esses exemplos nédo sdo tencionados a limitar o escopo da presente
invengéo.

EXEMPLOS

[Exemplo 1]

(1) Analise de microarranjo de DNA

Em relagdo ao tecido canceroso cortado de um paciente com
ciancer de estdomago infiltrativo difuso, um tecido canceroso foi distinto de
tecidos ndo-cancerosos por microdissec¢do de captura a Laser, e ambas as
porgdes cancerosas e ndo-cancerosas foram, a seguir, cortadas. em seguida,
RNA foi extraido de cada tecido. Quando o DNACc foi sintetizado de tal RNA
por uma reagdo de transcrigdo reversa, DNAc gerado de tecido canceroso foi
marcado fluorescentemente com Cy5, e o DNAc gerado de tecido néo-
canceroso foi marcado fluorescentemente com Cy3. Subseqiientemente, as
duas preparagées de DNAc foram misturadas para obter o DNA alvo. A
hibridizagdo foi executada numa lamina de vidro, na qual sonda de DNAc foi
disposto, e ligagdes ndo-especificas foram a seguir, eliminadas por lavagem.
Apos isso, imagens fluorescentes obtidas depois da hibridizagdo foram
capturadas usando uma camera CCD ou um scanner de fluorescéncia, e elas
foram, a seguir, apresentadas com cores falsas (Cy5: vermelho; Cy3: verde).
Ao mesmo tempo, a propor¢do dos dois tipos de intensidade de fluorescéncia
(R/G) foi calculada, e ela foi indicada como um perfil de expressdo génico.
Além disso, a expressdo de 23.040 tipos de genes nas por¢des cancerosas €
ndo-cancerosas de 20 pacientes com céncer de estdmago infiltrativo difuso
foram submetidos a investiga¢do comparativa, € 15 tipos de genes dos quais a
propor¢do de expressdo em tecido canceroso/tecido ndo-canceroso foi 5 ou
maior foram selecionados (Figura 1).

Subseqiientemente, o perfil de expressdo dos 23.040 tipos de
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genes nos tecidos normais de 29 6rgfos (incluindo 4 6rgdos embrionarios) foi
analisado, e os genes dos quais o nivel de expressdo foi baixo em tais 6rgdos
normais foram selecionados. No caso de SPARC, o qual nds selecionamos
como um antigeno tumoral nesse experimento, a propor¢do de expressdo de
por¢des cancerosas/ndo-cancerosas foi de 5 ou mais (133.359 vezes em
média) em 11 dos 20 pacientes com cancer de estdmago infiltrativo difuso.
SPARC foi expresso em alguns tecidos normais, porém os niveis de expressdo
em tais tecidos ndo-cancerosos foram significativamente menores do que em
tecidos cancerosos (Figura 2).

[Exemplo 2]

(2) Selegdo de repertorios de peptideo SPARC restritos a
HLA-A24 humano e K¢ de camundongo.

Em SPARC humano e de camundongo com homologia de
95%, os seguintes peptideos foram selecionados do fragmento SPARC, dos
quais seqiiéncias de aminoacidos foram compartilhadas entre humanos e
camundongos. As seqliéncias de aminoacidos total de moléculas SPARC
foram buscadas baseando-se na informagdo conhecida considerando
seqliéncias de aminoacidos comumente observadas em peptideos com forte
afinidade de ligagdo tanto a moléculas K® de camundongo quanto de HLA-
A24 humana. Os repertérios de peptideos que foram considerados como tendo
alta afinidade de ligagdo para os dois tipos de moléculas foram selecionados
pelo uso de um programa de computador. Como resultado, 4 tipos de
peptideos foram selecionados como peptideos candidatos (Tabela 1).

Tabela 1. Peptideos derivados SPARC possivelmente com afinidade de

ligagio as moléculas HLA-A24 humana e K de camundongo

Peptideo Seqiiéncia Posigéo de Pontuagdo de ligagdo
inicio A24 K‘

SPARC-K‘-1 DYIGPCKYI 143 75 400

SPARC-K%-2 HFFATKCTL 123 20 1382
SPARC-K’-3  EFPLRMRDWL 161 30 960
SPARC-K‘-4 MYIFPVHWQF 225 210 120

Prognosticado por: http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/ken_parker comboform
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SPARC Kd-1: SEQ ID NO: 1
SPARC Kd-3: SEQ ID NO: 2
SPARC Kd-4: SEQ ID NO: 3

(3) Vacina de célula dendritica (DC)

Células dendriticas derivadas da medula o6ssea (BM-DC)
foram induzidas das células da medula dssea derivadas da medula Ossea de
BALBc pelo uso de GM-CSF conforme descrito anteriormente por nods
(Nakatsura, T et al., Clin Cancer Res 10, 8630-8640, 2004). Deste modo, as
BM-DC obtidas foram cultivadas com uma mistura dos 4 tipos de peptideos
selecionados conforme descrito acima numa concentra¢do de 10 uM por 2
horas, e a BM-DC pulsada com peptideo (5 x 10° células) foram, a seguir,
administradas intraperitonealmente em cada camundongo. Depois de um
intervalo de 1 semana, as mesmas BM-DC pulsadas com peptideo foram
administradas ao camundongo duas vezes, de modo que o camundongo foi
fortemente imunizado. Apds isso, as células do bago do camundongo foram
recuperadas e a indugdo das células T exterminadoras foi avaliada. Para
analisar estritamente a indug¢do das células T exterminadoras derivadas das
células T CDS8", depois da coleta do baco, as células T CD4" foram
eliminadas das células de bago coletadas, usando pérolas de MACS, e as
células remanescentes foram, a seguir, usadas para analise.

Os seguintes protocolos foram usados para a geragdo e
caracterizagdo de células T exterminadoras especificas para SPARC (o dia da
recuperagdo das células do ba¢o do camundongo imunizado foi definido como
Dia 0).

Dia-21 (1) GM-CSF foi adicionado as células da medula 6ssea
de um camundongo BALB/c, de modo a iniciar a indugdo de células
dendriticas derivadas da medula 6ssea (de agora em diante referidas como
BM-DC).

Dia-14 (2) Uma mistura dos 4 tipos de peptideos SPARC foi
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adicionada nas BM-DC induzidas, e 2 horas depois, 5 x 10° células foram
intraperitonealmente administradas em cada camundongo.

Os passos (1) e (2) foram repetidos duas vezes, semana sim,
semana nao.

Dia 0 As células do bago do camundongo BALB/c imunizado
foram recuperadas. As células foram co-cultivadas com BM-DC pré-pulsado
com cada peptideo SPARC por 2 horas. Apds isso, as células resultantes
foram co-cultivadas por 6 dias.

Dia 6 Para detectar as células T exterminadoras reconhecendo
especificamente os peptideos SPARC, um ensaio de liberagdo Cr foi
executado. Células T2KY, uma linhagem celular 1 de macho RL, uma
linhagem celular Meth A e uma linhagem celular BALB/3T3 foram
selecionadas como células tumorais alvo para células T exterminadoras.

(4) Analise dos efeitos citotoxicos de células T exterminadoras
especificas para SPARC em células tumorais pelo ensaio de liberagéo Cr.

A atividade citotoxica das células T exterminadoras
especificas para SPARC induzidas em células tumorais foi analisada como a
seguir. A célula T2K? é uma linhagem celular obtida pela introducdo de um
gene K numa linhagem de células T2 de camundongo que ndo tenha a
expressdo de um gene TAP. Somente no caso quando o peptideo adicionado
de fora se liga a uma molécula MHC de classe I devido a deficiéncia de TAP,
a expressdo de um complexo da molécula de MHC de classe I e o peptideo ¢
estavelmente expresso na superficie celular. Uma linhagem celular de macho
1 RL séo células leucémicas de células T derivadas de camundongo BALB-c
e ndo expressa SPARC. Os dois tipos de células acima ndo expressam
SPARC. Por outro lado, uma linhagem celular Meth A e uma linhagem
celular BALB/3T3 sdo linhagem celular e de fibrossarcoma derivado de
camundongo BALB/c e linhagem celular de fibrossarcoma, respectivamente.

Ambas essas linhagens celulares expressam SPARC. As linhagens celulares
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acima mencionadas foram marcadas com cromo radioativo (Cr) e elas foram,
a seguir, cultivadas com as células T exterminadoras anteriormente
mencionadas por 4 horas. Apds isso, o sobrenadante da cultura foi
recuperado, e a quantidade de Cr radioativo liberada das células mortas foi
quantificada, de modo que a atividade citotéxica foi detectada.

Como resultado, ndo foi observada nenhuma citotoxicidade em
relacdo as células T2K? e RL de macho 1, as quais ndo expressaram SPARC.
Entretanto, a citotoxicidade foi observada especificamente nas células T2K¢,
as quais expressaram peptideos SPARC no contexto da molécula K¢ na
superficie por carregamento dos peptideos K¢ SPARC 1, 3 e 4, e também a
Meth A e BALB/3T3, os quais expressaram espontaneamente SPARC (Figura
3).

[Exemplo 3]

(5) Induc¢do de imunidade antitumoral em camundongos
BALB/c pela imunizagdo com peptideo SPARC

(Método)

BM-DC foi cultivado com uma mistura de peptideos SPARC
K%1,3 e 4 (10 uM para cada) por 2 horas. Ap6s isso, 5 x 10° células foram
intraperitonealmente administradas em cada camundongo. Depois de um
intervalo de 1 semana, BM-DC carregado com peptideo foi administrado no
camundongo da mesma maneira, de modo que o camundongo foi imunizado
duas vezes no total. Sete dias depois, uma linhagem celular de fibrossarcoma
de camundongo, Meth A (1 x 10° células), a qual expressa altamente SPARC
de camundongo, foi subcutaneamente transplantada no camundongo. Deste
modo, o crescimento do tumor e o tempo de sobrevivéncia do camundongo
foram examinados.

(Resultados)

Os resultados estdo mostrados na Figura 4. A administragédo

preventiva de BM-DC pulsado pulsadas com peptideo SPARC pdde induzir a
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inibi¢do do crescimento de Meth A transplantado subcutaneamente e induzir o
prolongamento do tempo de sobrevivéncia do camundongo.

APLICABILIDADE INDUSTRIAL

HLA-A24 (A*2402) é o alelo HLA classe I mais freqiiente,
possuido por aproximadamente 60% dos japoneses. As porgdes estruturais
dos peptideos ligados as moléculas K do camundongo BALB/c sdo
significativamente similares aquelas dos peptideos ligados as moléculas HLA-
A24 humanas. Concordantemente, foi revelado que, quando um camundongo
BALB/c ¢ imunizado com um certo peptideo, se o peptideo se ligar a
molécula K¢ e, deste modo, induzir as células T exterminadoras, e se as
células T exterminadoras destruirem as células cancerosas que expressam um
complexo do peptideo e da molécula K¢, é altamente possivel que o peptideo
também se ligue 4 HLA-A24 e induza as células T exterminadoras humanas
que podem destruir as células cancerosas. Deste modo, o peptideo da presente
invengdo pode ser aplicavel a uma imunoterapia para pacientes com cancer de
estdmago infiltrativo difuso, céncer pancreatico e melanoma, os quais
possuem HLA-A24. E antecipado que o QOL dos pacientes pode ser
melhorado pela supressdo do crescimento ou progressdo de tais canceres por
imunoterapia de cdncer baseada em peptideo SPARC.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 mostra o grau de expressdo dos principais 15 genes
que foram expressos em tecidos de cancer de estdmago num nivel superior do
que na membrana da mucosa do estdbmago normal, os quais foram
identificados efetuando-se analise de microarranjo de DNAc em 20 pacientes
com céncer de estomago infiltrativo difuso. Levando-se em consideragdo os
resultados obtidos, assim como os resultados da analise de microarranjo de
DNAc de tecidos normais, conforme descrito abaixo, dos 15 genes
anteriormente mencionados, a proteina secretada acida e rica em cisteina

(SPARC) especificamente superexpressa num tecido canceroso foi
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selecionada como o antigeno especifico para cincer mais ideal no céncer de
estdmago infiltrativo difuso.

Figura 2 mostra os resultados obtidos pela analise da expresséo
de SPARC em 25 tipos de 6rgdos principais adultos e em 4 tipos de 6rgéos
embrionarios, usando um microarranjo de DNAc. A expressdo do gene
SPARC foi observada mesmo em alguns tecidos normais, porém o nivel de
expressdo em tais tecidos normais foi significativamente mais baixo do que
no tecido canceroso.

Figura 3 mostra a citotoxicidade das células tumorais positivas
para SPARC por CTL, a qual foi induzida usando um peptideo de epitopo K-
1, K%“3 ou K%“4 SPARC K¢ restrito de camundongo em camundongos
BALB/c.

Figura 4 mostra a supressio do crescimento das células
cancerosas Meth A subcutaneamente transplantadas e o prolongamento do
tempo de sobrevivéncia de camundongos BALB/c pela pré-administra¢do de
células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BM-DC) carregados com uma

mistura de peptideos K%-1, K°-3 e K’-4 SPARC.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Kumamoto University
<120> Peptideos antigénicos de rejeic¢do tumoral derivados de SPARC e
medicamentos compreendendo 0s mesmos
<130> A71142A
<160> 3
<210> 1
<211> 9
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Descricdo da seqgiiéncia artificial: peptideo sintético
<400> 1
Asp Tyr Ile Gly Pro Cys Lys Tyr Ile
1 5
<210> 2
<211> 10
<212> PRT
<213> Seqliéncia artificial
<220>
<223> Descrigdo da seqiéncia artificial: peptideo sintético
<400> 2
Glu Phe Pro Leu Arg Met Arg Asp Trp Leu
1 5 10
<210> 3
<211> 10
<212> PRT
<213> Seqiéncia artificial
<220>
<223> Descrigdo da seqiéncia artificial: peptideo sintético
<400> 3
Met Tyr Ile Phe Pro Val His Trp Gln Phe
1 5 10
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REIVINDICACOES

1. Peptideo, caracterizado pelo fato de ser qualquer um dentre

os seguintes:

(A) um peptideo o qual consiste da seqiiéncia de aminoacidos
conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3; ou

(B) um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de
aminoacidos compreendendo uma substituicdo ou adigdo de um ou varios
aminoacidos em relagdo ao peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoacidos
conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha
a capacidade de induzir as células T citotoxicas (exterminadoras).

2. Agente indutor de imunidade direcionado contra cénceres,

caracterizado pelo fato de compreender pelo menos um tipo de peptideo, de

acordo com a reivindicag¢ao 1.
3. Medicamento para tratar e/ou prevenir tumores,

caracterizado pelo fato de compreender pelo menos um tipo de peptideo, de

acordo com a reivindicag¢édo 1.

4. Agente para induzir células apresentadoras de antigeno com

alta capacidade para induzir células T reativas a tumor, caracterizado pelo fato
de compreender pelo menos um tipo de peptideo, de acordo com a
reivindicacgdo 1.

5. Agente para induzir células T reativas a tumor,

caracterizado pelo fato de compreender pelo menos um tipo de peptideo, de

acordo com a Reivindicacdo 1.
6. Agente para induzir células apresentadoras de antigeno com

alta capacidade de induzir células T reativas a tumor, caracterizado pelo fato

de compreender um gene codificando um peptideo de qualquer um dos
seguintes:
(A) um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de

aminodacidos conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a
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(B) um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de
aminoacidos compreendendo uma substitui¢do ou adi¢do de um ou varios
aminoécidos em relagdo ao peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoacidos
conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha
a capacidade de induzir as células T exterminadoras.

7. Anticorpo, caracterizado pelo fato de ser contra o peptideo

de acordo com a reivindicagio 1.
8. Célula T exterminadora, célula T auxiliadora ou populagdo

de imundcitos compreendendo tais células, caracterizadas pelo fato de serem

induzidas usando o peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1.

9. Célula apresentadora de antigeno, caracterizado pelo fato de
apresentar um complexo de uma molécula HLA e o peptideo, de acordo com
a reivindicagéio 1.

10. Célula apresentadora de antigeno, de acordo com a

reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de ser induzida usando o agente de

acordo com a reivindicagio 4 ou 6.



Fig.1

1/4

Fig. 1 Genes os quais foram identificados por analise de microarranjo de DNAc
e foram superexpressos em cancer de estdmago infiltrativo difuso
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SPARC : Em 11 pacientes dentre 20 pacientes, a expressdo do gene no cancer foi
maior 5 vezes
ou mais em comparagao com aquela do tecido normal. (média: 133.359 vezes)




Fig.2

Fig. 2 Expressdo de RNAm SPARC em tecidos normais fetais e de
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Fig. 3 Identificacdo do peptideo do epitopo SPARC restrito Kd (=HLA-A24)
de camundongo em camundongo BALBI/c, e dano das células tumorais

SPARC-positivas por CTL induzido
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Fig.4

Fig. 4 Inibicdo do crescimento e prolongamento do tempo de sobrevivéncia
de células cancerosas Meth A pela pré-administragio de células dendriticas
derivadas da medula 6ssea (BM-DC), as quais foram carregadas com uma
mistura de peptideos, Kd-1, 3 e 4 SPARC em camundongo BALBI/c
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RESUMO

“PEPTIDEO, AGENTE INDUTOR DE IMUNIDADE DIRECIONADO
CONTRA CANCERES, MEDICAMENTO PARA TRATAR E/OU
PREVENIR TUMORES, AGENTE PARA INDUZIR CELULAS,
ANTICORPO E CELULA”

E um objetivo da presente invengdo identificar peptideos
derivados de proteina SPARC que sejam capazes de induzir as células T
exterminadoras humanas e as células T auxiliadoras com atividade citotoxica
a tumores, e de proporcionar uma forma de executar uma imunoterapia
tumoral em pacientes com varios tipos de cénceres superexpressando SPARC.
A presente invengdo proporciona um peptideo dentre qualquer um dos
seguintes:(A) um peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos
conforme demonstrado em qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3; ou (B) um
peptideo o qual consiste de uma seqiiéncia de aminoacidos compreendendo
uma substitui¢io ou adigdo de um ou véarios aminoacidos em relagdo ao
peptideo consistindo da seqiiéncia de aminoacidos conforme mostrada em
qualquer uma das SEQ ID NOS: 1 a 3, e o qual tenha a capacidade de induzir

as c€lulas T citotoxicas (exterminadoras).
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